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Resumen

Introduccién: La leche materna contiene diversos componentes entre los que
destacan los miRNAs que se encuentran conservados en distintas especies de
mamiferos. Su principal funcion en el infante esta relacionada con el sistema
inmune, aunque también pueden estar implicados en el desarrollo neural y el
metabolismo. Justificacion: Los miRNAs son de interés en la investigacion por
su funcion en la regulacién postranscripcional de la expresién genética. Es
importante saber si la leche materna contiene miRNAs inmunorreguladores.
Debido al aumento en la utilizacion de productos de formula lactea para la
alimentacion del bebé, que se contraponen a las recomendaciones de la OMS,
se debe conocer si estos productos contienen los mismos miRNAs que la leche
materna. Alcance: Analizar los niveles de expresion de cuatro miRNAs
implicados en el desarrollo del sistema inmune del infante (miR-146, miR-148,
miR-155 y miR-200) en leche materna. Y seis marcas de férmula lactea
utilizadas y recomendadas para la primera etapa de lactancia. Hipétesis: La
leche materna mexicana presenta una mayor concentracion de miRNAs
inmunorreguladores que la férmula lactea. Objetivo: Demostrar que la leche
materna mexicana presenta una mayor concentracion de mIiRNAs
inmunorreguladores que la férmula lactea. Metodologia: Seleccionar muestras
de leche materna. Disefiar oligos especificos de miRNAs inmunorreguladores
importantes en el desarrollo del infante. Estandarizar la extraccion de los
mMiRNAs seleccionados en leche materna y formula lactea. Cuantificar los niveles
de expresion de los miRNAs seleccionados presentes en leche materna y en
formula lactea. Conclusiones: Se estandarizé la extraccion de miRNA a partir
de muestras de calostro/leche. Se encontr6 que el calostro/leche tiene una
concentracion mas elevada de los miRNAs estudiados que la leche materna.
Estos resultados suman evidencia al actual conocimiento de que la leche

materna es un alimento irreemplazable para el infante.



Abstract
Abstract: Human milk contains a myriad of diverse constituents, including
miRNAs, these molecules are strongly conserved among mammal species.
MIRNAS play an important role in immune system regulation, but are also related
with neural development and metabolism. Justification: miRNAs have been
recently used on investigation for they can regulate gene expression at a post-
transcriptional level. It is important to know whether human milk contains
immunoregulatory miRNAs. Due to the increase in milk-formula products for
infant  alimentation, which opposes with World Health Organization
recommendations, it should be known if this products and human milk are similar
in MIRNA content and composition. Scope: Analyze expression levels of four
MIRNAs associated with infant immune development (miR-146, miR-148, miR-
155 and miR-200) in human milk. And six different brand milk-formulae employed
and recommended for infant first stage of lactation. Hypothesis: Mexican human
milk presents higher immunoregulatory miRNA concentration than milk-formula.
Objective: Prove that Mexican human milk presents higher immunoregulatory
MIiRNA concentration than milk-formula. Methods: Select human milk samples.
Design specific primer for immunonoregulatory miRNAs important in infant
development. Standardize selected miRNAs extraction from human milk and
milk-formula. Quantify selected miRNAs expression levels in human milk and
milk-formula. Conclusions: mIiRNA extraction from colostrum/milk was
standardized. It was found in the four miRNAs, that levels in colostrum/milk was
higher than those in milk-formula. This results provide evidence to current
knowledge indicating that human milk is an indispensable food for infant

nourishment and development.

VI



Introduccion

Lactancia

La lactancia es una etapa indispensable para el recién nacido e infante, ya
gue permite que su desarrollo se lleve a cabo de manera apropiada. La leche
materna provee al lactante de multiples beneficios a su salud entre los que cabe
destacar menor riesgo de infecciones respiratorias y del tracto intestinal, asi
como mayor desarrollo cognitivo (Koh, 2017; Westerfield y cols., 2018). La
madre, por otra parte, también se ve beneficiada durante esta etapa, pues
la lactancia esta relacionada con menor riesgo de desarrollar cancer de mama y
ovario, sindrome metabdlico y depresion postparto (Sattari y cols., 2019; Sayres
y cols., 2018;); ademas de que se ha visto que ayuda a reducir el estrés
producido en un parto prematuro (Black, 2012). Por toda la evidencia que existe
sobre los beneficios de esta etapa, se recomienda una alimentacion exclusiva de
leche materna durante los primeros 6 meses de desarrollo del lactante y
continuar la lactancia durante al menos dos afios (OMS, 2003).

La leche materna evolucion6 para ser la alimentacién perfecta para el bebé, al
mismo tiempo que le brinda protecciobn contra infecciones potenciales. Su
composicion es variable a lo largo del periodo de lactancia, pudiéndose distinguir
entre calostro, leche de transicion y leche madura; siendo el calostro la primer
leche en ser producida y a transicionando paulatinamente a partir de el dia 4 de
lactancia aproximadamente hacia la leche madura (Ballard O. y Morrow, A. L.,
2013). El calostro destaca mas bien por su valor inmunoldgico que el alimenticio,
pues se caracteriza por contener una alta concentracion de proteina del suero,
mientras que el contenido de lactosa y grasa es menor en comparacion con la
leche madura, ademas es rica en componentes bioactivos como inmunoglobulina
A (IgA), lactoferrina y leucocitos (Mosca, y Gianni, 2017).

La leche materna es entonces un fluido bioldégico de gran valor nutricional
cuya composicién varia durante la lactancia, pero que, de manera general,

consiste en macronutrientes entre los que se encuentran las grasas que le
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proporcionan al infante aproximadamente la mitad de la energia que necesita,
asi como proteinas y carbohidratos para su correcto desarrollo, también incluye
innumerables micronutrientes y componentes biologicos (Ver Lista 1). Entre los
micronutrientes podemos encontrar minerales como calcio, zinc, potasio, fosforo,
entre otros; componentes bioactivos como la lactoferrina y antioxidantes
exdégenos y enddgenos (Keikha y cols., 2017; Gila-Diaz y cols., 2019; Eriksen y
cols, 2018). Mientras que en los componentes biologicos se incluye la
microbiota, con una dominancia de Proteobacteria y Firmicutes del 65 y 34%,
respectivamente (McGuire, 2015; Gila-Diaz, 2019), hormonas y factores de
crecimiento, componentes inmunoldgicos, tipos celulares y también vesiculas
extracelulares (Eriksen y cols., 2018; Gila-Diaz y cols., 2019; Keikha y cols.,
2017; Mosca y Gianni, 2017, Zeng y cols., 2020).

Las vesiculas extracelulares son estructuras lipidicas cuya principal funcion es
el transporte de sustancias para la comunicacion celular, se han encontrado en
diversos fluidos del cuerpo como saliva, sangre y, por supuesto, leche materna
(Lasser, C. y cols., 2011). En la leche humana y de otros mamiferos, se ha
reportado las vesiculas extracelulares llevan consigo una gran carga de RNAs no
codificantes, implicados en varias funciones bioldgicas y enfermedades, estos
RNAs se caracterizan por su interaccion con otros acidos nucleicos y con
proteinas para la regulacion epigenética de varios genes (Zempleni y cols., 2017;
Zeng y cols., 2020). Entre este tipo de RNAs se incluyen RNAs largos no

codificantes, RNAs mensajeros y también micro RNAs (miRNAS).

Ademas, se ha reportado que diversos tipos celulares liberan, al espacio
extracelular, exosomas cargados con mIiRNAs que pueden actuar como
mediadores sistémicos de la comunicacién intercelular (Valadi, H. y cols., 2007;
Barile, L., y Vassalli, G., 2017).

Los miRNAs son moléculas pequefias de RNA (17-25 nucledtidos),
conservadas, que regulan la expresibn de genes eucariontes a nivel
postranscripcional mediante la inhibicion traduccional o la degradacién del
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MRNA, participando de esta manera, en procesos biolégicos como el desarrollo,
metabolismo, ciclo celular, proliferacion, diferenciacion y muerte (Correia y cols.,
2019; Tafrihi y Hasheminasab, 2019). Aunque que los miRNAs se suelen unir a
MRNA, también pueden llevar a cabo la regulacion al formar complejos con
proteinas e incluso otros miRNAs (Correia y cols., 2019; Tafrihi y Hasheminasab,
2019; Tomé-Carneiro y cols, 2018).

Los miRNAs son transcritos en el ndcleo a partir de DNA genomico por la RNA
polimerasa Il, en una estructura inicial llamada pri-miRNA, a partir de ahi son
cortados por un complejo formado entre la enzima Drosha y su cofactor DGCRS8
para convertirse en pre-miRNAs y ser exportados hacia el citoplasma por
exportina 5 y su cofactor Ran; posteriormente son procesados en miRNAs
maduros por la enzima Dicer y proteinas argonautas (He, J., y cols., 2016). Es
interesante mencionar que Dicer es ademas requerida para la funcion de los
linfocitos, razén por la cual se comenzé a estudiar el papel regulador de los
mMiRNAs en el sistema inmune (Otsuka, M., y cols., 2007).

Durante la lactogénesis, las particulas de leche son producidas por células
epiteliales secretoras ubicadas en los alvéolos de la glandula mamaria, la leche
es producto de prolongaciones del nucleo derivadas del aparato de Golgi y el
reticulo endoplasmético rugoso que son expulsadas al lumen del alvéolo en
forma de vesiculas extracelulares (Bauman, D. E. y cols., 2006).

Como se ha discutido previamente, estas vesiculas llevan en su interior
MIRNAs que son tomados por el infante y deben atravesar numerosas barreras
gue potencialmente afecten su biodisponibilidad como son las RNAsas de la
saliva, las condiciones de bajo pH del intestino, las enzimas digestivas, la
actividad de la degradacion por enzimas de la microbiota, entre muchas otras,
para ingresar al torrente sanguineo del bebé y tener que soportar otra serie de
dificultades adicionales (Tomeé-Carneiro y cols., 2018).

Una vez ahi, los miRNAs pueden ser transportados y asimilados hacia las
células donde ejerceran su funcion, en trabajos previos realizados en lineas
celulares, se ha observado la capacidad de las células de absorber vesiculas
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extracelulares, Halkien, J. y cols. (2013) detectaron miR-146a en exosomas
purificados a partir de HUVECs y encontraron que los cardiomiocitos tienen la
capacidad de absorber exosomas con este miRNA; Zheng, B. y cols. (2017)
estudiaron el transporte de miR-155 a través de exosomas y destacan que estas
estructuras sirven para proteger al miRNA de la actividad de nucleasas
presentes en los fluidos del cuerpo, ademas de que observaron que en este
proceso estaban implicados factores de transcripcion como Kruppel like factor 5
(KLF5) que estimula la produccion de estas vesiculas extracelulares.

Como se ha mencionado previamente en este trabajo, el calostro tiene una
funcién principalmente inmunoldgica debido a su alto contenido proteico en el
que principalmente destacan inmunoglobulinas y componentes bioactivos
(Mosca, y Gianni, 2017), y por otra parte los miRNAs son moléculas implicadas
en la regulacién de genes, sugiriéndose su papel en funciones inmunoldgicas
(Otsuka, M., y cols., 2007)
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Macronutrientes
Proteinas

Caseina

Suero

Mucinas

Amino &cidos libres
Carbohidratos
Lactosa
Oligosacaridos de la Leche Materna (HMO)
Lipidos

Acidos grasos polinsaturados (PUFA)
Membrana de glébulo de grasa de leche
(MFGM)
Triacilgliceroles
Micronutrientes
Calcio

Tiamina

Riboflavina

B12

Zinc

Potasio

Fésforo

Lactoferrina
Antioxidantes

alfa y beta-caroteno
licopeno

retinol

alfa-tocoferol
gamma-tocoferol
superoxido dismutasa
catalasa

glutation peroxidasa

glutation

melatonina

Componentes biolégicos
Vesiculas extracelulares
INcRNAs
MRNAs
mMiRNAs

Microbiota
Staphylococcus
Streptococcus
Lactobacillus
Enterococcus
Lactococcus
Weissella
Veillonella
Bifidobacterium
Hormonas
Adiponectina
Leptina
Insulina
Cortisol
IGF-1

Factores inmunoldgicos
Citocinas
slgA
[s[€]
IgM

Tipos celulares
Células epiteliales
Células madre
Células progenitoras

Leucocitos

Lista 1: Componentes generales de la leche materna. Elaborado a partir de Eriksen y cols., 2018; Gila-Diaz y
cols., 2019; Keikha y cols., 2017; Mosca y cols., 2017; Boix-Amorés y cols., 2016; Togo y cols., 2019;
McGuire, 2015
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Antecedentes

Los miRNAs presentes en la leche materna han sido  previamente
encontrados de forma libre, o también empaquetados en vesiculas extracelulares
o exosomas (Lukasik y Zielenkiewicz, 2014). La expresion de miRNAs esta
relacionada a diversos factores a los que esté sometida la madre lactante, como
son su dieta, peso, el momento del parto, e incluso pueden variar a lo largo del
dia ademas se ha sefialado que el calostro contiene una mayor concentracion de
mMiRNAs que la leche madura (Tomé-Carneiro y cols., 2018).

Estudios anteriores a este han analizado los miRNAs de la leche, reportado
que los miRNAs se encuentran conservados en distintas especies de mamiferos
(Golan-Gerstl y cols., 2017). En lo referente a leche materna, existen algunos
trabajos en los que se ha caracterizado la expresion de miRNAs en leche
materna, Alsaweed, M., y cols. (2016). Estudiaron la presencia de miRNAs en
leche materna por medio de secuenciacion masiva y reportaron a let-7f-5p, miR-
1482-3p, miR-182-5p, miR-1812-5p y miR-22-3p como las secuencias de miRNA
conocidas mas expresadas en leche materna. Golan-Gerstl y cols. (20ortaron
gue miR-148a-3p era el mas expresado en leche materna y compararon su
expresion contra férmula lactea, encontrando mayores niveles de expresion de
este mMiRNA en leche materna que en férmula. Por otra parte, Zhou, Q., y cols.
(2012), estudiaron miRNAs inmunorreguladores en leche materna, encontrando
MiIRNAs como miR-148a-3p, let-7f-5p, miR-146b-5p, miR-141-3p, miR-200a-3p,
entre otros.

Es de destacar que la principal funcion de los miRNAs mas abundantes en
leche esta relacionada al sistema inmune, aunque también se han visto
implicados con el desarrollo neural y el metabolismo (Zhou y cols., 2012; Golan-
Gerstl y cols., 2017; Tomé-Carneiro y cols., 2018; Lonnerdal, 2019). De manera
general, los miRNAs inmunorreguladores estan asociados a la diferenciacion de
las células B, la seleccion de las células T CD4+, el desarrollo de los monocitos,

la maduracion y la regulacion de la respuesta inmune de las células By T,
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asi como la produccion, activacion y sensibilidad de TNF-a (Kosaka y cols.,
2010; Tomé-Carneiro y cols., 2018; Lénnerdal, 2019).

mMiR-146 se ha visto asociado a NF-kappaB y se ha reportado que regula de
manera negativa a las citocinas pro-inflamatorias IL6, IL8 y CC-2, teniendo como
blanco a TLR4 o interactuando directamente con el complejo IRAK/TRAF6
(Chen, Q. Z., 2017; Yang, K., 2011; Wu, W., y Li, Y., Taganov, K. D., 2006; Nahid,
M. A., 2011). Ademds, suprime la respuesta a interferén tipo | (Fu, Y., 2017),
regula la proliferacion de células inmunes (Boldin, M. P.2 2011) y disminuye la
migracion transendotelial de monocitos, anulando la respuesta inflamatoria del
hospedero (Hu, W., 2020).

miR-148 se ha reportado como un regulador de la tolerancia de las células B y
la autoinmunidad (Gonzéales-Martin, A. y cols., 20016), por ejemplo, promueve
mediante hipometilacion, la sobreexpresion de CD70 y LFA-1, genes asociados a
la supervivencia y activacion de las células T, respectivamente (Pan, W., y cols.,
2010) ademés de la induccién de FOXP3 seguida de una estimulacion de los
receptores de las células T (Josefowicz, S. Z., y cols., 2009).

miR-155, regula elementos centrales de la respuesta inmune adaptativa como
la presentaciéon del antigeno (Pedersen, I., y David, M. 2008), su expresion se ha
visto sobrerregulada en células B y T activas (Tan W., 2001) y una supresion de
este miIRNA puede provocar cambios en las clases de inmunoglobulinas
(Vigorito, E., y cols., 2007). Ademas, puede regular de manera negativa la
respuesta inflamatoria al afectar la produccién de citocinas pro-inflamatorias
como IL-6, INF-a e IL-8 (Huang, R. S. y cols., 2010)

miR-200, por otra parte, se ha visto relacionado con la regulacién negativa de
la produccion de citocinas como IL-6, IL-8, CCL-5 e IL-33 (Hong, L., y cols.,
2016; Tang, X., 2018), ademas de que regula la cascada de sefializacion ERK1 y
ERK2 (Shi, L., 2013) y estd relacionado con la diferenciacion de células T
(Zarate-Neira, L. A., y cols., 2017).

En un estudio realizado previamente en este grupo de trabajo, (Aguilera
Hernandez, 2021) se seleccionaron las secuencias miR-148a-3p, miR-181a-5p,
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miR-146b-5p, mMiR-200a-3p y mIiR-155-5p, por su funcion como miRNAs
inmunorreguladores, se disefiaron oligos especificos para cada blanco y se
comprobé la especificidad de estos oligos mediante la clonacién de un producto
de PCR de los mismos y su posterior secuenciacion, donde se observé un 100%
de consenso entre el producto de PCR clonado y la secuencia del miRNA gue se

buscaba.

Justificacion

La leche materna evolucioné para ser la alimentacion perfecta para el bebé,
durante los ultimos afios, los MmIRNAs han cobrado especial interés en la
investigacion debido a la funcién que ejercen para la regulacion de la expresion
génica a nivel postranscripcional. La poblacion mexicana cuenta con una gran
variabilidad genética y esta expuesta a condiciones ambientales muy diversas
por lo que seria interesante saber si los mMiRNAs presentes en leche materna de
mujeres mexicanas corresponden con los reportados por la literatura. Por otra
parte, debido al aumento en la utilizacion de productos de férmula lactea para
suplementar la alimentacion del bebé, que se contraponen a las
recomendaciones de la OMS, es importante conocer si este alimento
proporciona las sustancias necesarias para el correcto desarrollo del lactante.

Alcance

En este estudio se busca analizar los niveles de expresion de miRNAs
implicados en el desarrollo del sistema inmune del infante (miR-146, miR-148,
miR-155 y miR-200), presentes en muestras de leche materna de mujeres del
municipio de Ecatepec de Morelos, Estado de México en el Hospital General “Dr.
José Maria Rodriguez”. Se estudian seis marcas de formula lactea que destacan

por ser altamente utilizadas y recomendadas para la primera etapa de lactancia.
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Hipotesis
La leche materna mexicana presenta una mayor concentracion de miRNAs

inmunorreguladores que la férmula lactea.

Objetivo general

Demostrar que la leche materna mexicana presenta una mayor concentracion

de miRNAs inmunorreguladores que la férmula lactea.

Objetivos particulares

Objetivo particular 1. Seleccionar muestras de leche materna.
Actividad 1.1. Recoleccion de las muestras del Laboratorio de Referencia

y apoyo para la Caracterizacion de Genomas, Transcriptomas y Microbiomas del
Departamento de Genética y Biologia Molecular del Cinvestav Unidad

Zacatenco.

Objetivo _particular 2. Diseflar oligos especificos de miRNAs
inmunorreguladores importantes en el desarrollo del infante.
Actividad 1. Busqueda bibliografica para la seleccion de miRNAs
implicados en el desarrollo del infante.
Actividad 2. Disefio de oligos en stem-loop para los mMiRNAs
seleccionados previamente, utiles para RT-PCR.
Actividad 3. Diseflo de oligos para los miRNAs seleccionados

previamente, Utiles para gPCR.

Objetivo particular 3. Estandarizar la extraccion de los miRNAs

seleccionados en leche materna y en formula lactea.
Actividad 1. Extraccion de RNA a partir de muestras de leche materna.
Actividad 2. Andlisis de la concentracion y pureza del RNA extraido.
Actividad 3. Comprobacion de la integridad del RNA extraido.
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Objetivo particular 4. Cuantificar los niveles de expresion de los miRNAs
seleccionados presentes en la leche materna y en formula lactea.
Actividad 1. Sintesis selectiva de cDNA de los miRNAs de interés con los
oligos RT en stem-loop.

Actividad 2. Cuantificacion de miRNAs de interés por gPCR.
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Metodologia

Muestra

Para llevar a cabo este trabajo, se realiz6 un tipo de estudio descriptivo
transversal, buscando las secuencias de los miRNAs miR-146, miR-148, miR-

155 y miR-200 en leche humana y férmula lactea.

Leche Materna

Para la seleccion de muestras, se acudido a la Coleccion de Leche del
Laboratorio de Referencia y Apoyo a la Caracterizacion de Genomas,
Transcriptomas y Microbiomas del Departamento de Genética y Biologia
Molecular ubicado en el Cinvestav, Unidad Zacatenco; estas muestras fueron
adquiridas previamente (Garcia-Gonzales, |., Corona-Cervantes, K, Hernandez-
Quiroz, F., 2021) del Hospital General «Dr. José Maria Rodriguez» en el
municipio de Ecatepec de Morelos, Estado de México, en un periodo conformado
entre octubre de 2017 y enero del 2018. Después de su colecta, las muestras

fueron almacenadas en alicuotas de 1 mL a -20°C para su preservacion.

Formula lactea

En el caso de las muestras de formula lactea, se seleccionaron productos
utilizados para la primera lactancia del neonato, que tuvieran como base leche
bovina y que estuvieran disponibles en el pais. Estas férmulas se prepararon en
esterilidad el mismo dia en que se realiz6 la extraccion, diluyendo la cantidad de
producto especificado en la etiqueta en agua libre de nucleasas (Sigma-Adrich®,
Cat. W4502-1L), vortexeando para lograr una mezcla homogénea. Se prepard
una cantidad total de 20 mL en tubo Falcon, tomando tres alicuotas de 1 mL por

cada formula, para utilizarse en la extraccion. El resto, se almacené a -20°C.

Criterios de inclusidon, exclusién y eliminacion
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En la ejecucidon de este estudio, se seleccionaron mujeres sanas, de origen
mexicano (con al menos dos generaciones de ancestria), que se encontraban
durante un periodo de lactancia menor a 8 dias después del parto; por otra parte,
se excluyeron mujeres que a lo largo de su embarazo llevaron tratamiento
hormonal o de antibidticos, que consumieron alcohol, cigarros o cualquier droga
y/o sufrieron sindrome metabdlico. Se eliminaron del estudio muestras cuyo
control interno (cel-miR-39) se hubiera degradado durante el proceso de
extraccion. Todas las mujeres que participaron en este trabajo dieron su
consentimiento informado por escrito, de acuerdo con la declaracién de Helsinki,

2013. Ademas, el trabajo fue aprobado por un comité de bioética’.

Diseio de oligos

Se seleccionaron los miRNAs miR-146, miR-148, miR-155 y miR-200 a partir
de un trabajo de tesis realizado previamente en este equipo de trabajo, estos
MiRNAs se caracterizaron por ser abundantes en leche materna y estar
implicados en el sistema inmune del neonato. La seleccidén se realiz6 con base
en una busqueda en la base de datos de articulos cientificos PubMed,
incluyendo publicaciones originales y de revision entre los afios 2000 y 2020,
utiizando los términos «miRNAs, leche materna, leche de formula, miRNAs
inmunorreguladores». Las secuencias crudas de los miRNAs fueron obtenidas
de la base de datos miRBase. A partir de estas secuencias, se hizo uso del
software CLC Workbench v.8.1.3 para el disefio de oligos en stem-loop para la
sintesis de cDNA mediante RT-PCR y oligos comunes para la cuantificacion por
gPCR (Aguilera-Hernandez, A., 2020).

Extraccion de RNA

A partir de aproximadamente 1 mL de calostro, leche de transicion o de

formula lactea, respectivamente, se fracciond en la centrifuga refrigerada
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Neofuge 13R (HealForce®) en tubos de polipropileno de 1.5 mL, a 13 800 rpm,
durante 5 min, a una temperatura de 4°C, centrifugando de nuevo en caso de
que no se formaran tres fases. Se descarto la fraccidn proteica (fase intermedia),
con ayuda de puntas con filtro de 100 pL y la micropipeta correspondiente; se
conservaron las fracciones lipidica y celular. Se lavé dos veces con 1 mL de PBS
frio, disgregando la pastilla en vortex y se centrifugd bajo las condiciones
anteriores después de cada enjuague, dejando de nuevo Unicamente la fraccion
lipidica y celular. Ambas fracciones se bajaron con un spin de 10 segundos. Para
la extraccion de RNA se utilizo el kit comercial mirVana™ miRNA Isolation Kit
(Invitrogen™, Cat. AM1560) siguiendo el protocolo de extraccién de RNA total

como se detalla a continuacion:

Lisado

Se disoci6 la muestra agregando 600 pL de Lysis/Binding Buffer y se vortexeo
hasta disgregar la pastilla. Posterior a esto, se agregaron 3 pL de cel-miR-39
(microRNA(cel-miR-39) Spike-In Kit, Cat. 59000) a una concentracion de 33 fmol
para utlizarse como control interno de la extraccion y los subsecuentes
experimentos. Se afiadieron 60 pL de miRNA Homogenate Additive, se vortexeo

por 10 s y se incubd en hielo durante 10 min.

Extraccion organica

Se afiadieron 600 pL de Acido fenodlico: Cloroformo y se vortexe6 durante un
minuto. Se centrifugd 5 min, 11 500 rpm, 24°C, esperando observar una interfase
proteica delgada, en caso de que no estuviera bien definida, se repiti6 la
centrifugacion. Se trasladé la fase acuosa a un tubo eppendorf estéril,
asegurandose de no tomar la interfase y midiendo el volumen acuoso
recuperado. Se agregd entonces etanol absoluto 1.25 veces el volumen acuoso

recuperado y se mezclé invirtiendo el tubo tres veces.

Filtrado y lavado
En cartuchos con filtro colocados sobre tubos colectores incluidos en el kit, se

afadieron 700 pL de la mezcla lisado/etanol y se centrifugaron los filtros 15 s, 10
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000 rpm, descartando el filtrado y repitiendo este paso hasta filtrar todo el
volumen disponible de la mezcla.

Se inici6 el lavado agregando al filtro 700 pL de miRNA Wash Solution 1, se
centrifugd 10 s, 10 000 rpm, descartando el filtrado. Luego se agregaron 500 pL
de Wash Solution 2/3, se centrifugd 10 s, bajo las condiciones anteriores y se
realizé el lavado con esta solucién otra vez. Se sec6 la columna centrifugando 1

min, 10 000 rpm y se cambiaron los filtros a un tubo colector nuevo.

Elucion y almacenaje

Se eluyd la muestra agregando 100 pL de Elution Solution precalentada a
95°C por 1 min, se centrifugé 1 min, 10 000 rpm y se descarto el filtro. Se
alicuotaron 40 pL de RNA para el protocolo y se almacenaron los 60 pL restantes
como stock a -70°C.

Integridad y pureza

Se analizo6 la integridad y pureza del RNA en un gel de agarosa de bajo punto
de fusion al 2%, asi como la concentracion y pureza a un cociente de
absorbancia 260/280 con el espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Cat. ND-
2000).

Sintesis de cDNA

A partir del RNA purificado, se realizo la sintesis de cDNA con el kit TagMan™
MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™, Cat. 4366596),

siguiendo las instrucciones del fabricante, como se detalla a continuacion:

Mezcla de reaccion

Se prepard una mezcla de reaccion que consiste en 4.16 pL de agua libre de
nucleasas, 1.50 pL de Buffer de Transcripcion Reversa 10X, 0.19 pL de Inhibidor
de RNAsas 20 U/uL, 0.15 pL de dnTPs (con dTTP) 100 mM y 1 L de

Transcriptasa Reversa Multiscribe™ 50 U/uL, por reaccién.
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Mezcla RT

Para cada blanco analizado se prepar6é una mezcla RT independiente que
consistié en 7 pL de mezcla de reaccion y 3 yL de primer RT (RT-miR-146, RT-
miR-148, RT-miR-155, RT-miR-200 y RT-cel-miR-39, respectivamente) por cada
reaccion. A estos 10 uL de mezcla se le agregaron 5 puL de RNA de la muestra,

teniendo un volumen final de reaccion de 15 pL.

Controles negativo y positivo

Por otra parte, se prepar6 un control negativo utilizando 7 pL de mezcla de
reaccion, 3 uL de oligo dT y 5 pL de agua libre de nucleasas; y un control positivo
a partir de 7 yL de mezcla de reacciéon, 3 pL de oligo dT y 5 uyL de mRNA
GAPDH. El oligo dT y el mRNA GAPDH fueron obtenidos de los reactivos del kit
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific™, Cat. K1622).

Programa del termociclador

Las reacciones fueron preparadas en tubos de PCR, se vortexearon por 5 sy
se les dio un spin de 5 s, para homogenizar. Después se colocaron en el
termociclador Applied Biosystems 2720 con un programa de 16°C, 30 min; 42°C,
30 min; 85°C, 5 min y 4°C, 10 min. Los cDNA se almacenaron de manera

ordenada a -20°C.

Cuantificacion e integridad

Los cDNAs se cuantificaron en el espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000 (Cat.
ND-2000), para poder normalizar las concentraciones en la qPCR. Ademas, se
realizd gel de agarosa de bajo punto de fusion al 4% de muestras al azar y los

controles, para asegurar gue el procedimiento se realiz6 de manera correcta.

Cuantificacion de miRNAs

A partir del cDNA se realizé6 PCR en tiempo real o qPCR para cuantificar los

mMiRNAs de interés en el trabajo, para ello, se utilizaron los reactivos de Maxima
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SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific™, Cat. KO222) como se

indica a continuacion:

Mezcla de reaccion

Se prepar6 una mezcla de reaccién que consistié en 11 yL de agua libre de
nucleasas, 1.1 pL de primer URP (disefiado para los miRNAs de interés) y 12 uL
de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix 2X, por cada reaccion.

Mezcla FmiR

Para cada blanco analizado, se preparé una mezcla FmiR independiente que
consistié en 24.1 yL de mezcla de reaccion y 1.1 yL de primer FmiR (FmiR-146,
FmiR-148, FmiR-155, FmiR-200 y Fcel-miR-39, respectivamente) por cada
reaccion. Posteriormente, se agregdb a cada reaccion 1 pL de cDNA
correspondiente. Ademas, se considerdé una reaccion FmiR adicional para el

control negativo de cada blanco.

Disefio de placa

De acuerdo con las capacidades del termociclador, se utilizaron placas de 48
pozos para colocar las reacciones, estas placas tienen una distribucion de 8
pozos de largo (numerados del 1 al 8), por 6 pozos de alto (con las letras de la A
a la F). Dentro de estas placas se asigno una fila de manera horizontal para cada
uno de los miRNAs/oligos FmiR (miR-146, fila A; miR-148, fila B; miR-155, fila C;
miR-200, fila D; cel-miR-39, fila E), dejando un espacio en los pozos 7 para
colocar el control negativo en el pozo 8 de su respectiva fila. Las reacciones se
realizaron por triplicado, de manera que se asignaron las columnas delalala3

para la primera muestra, y las columnas de la 4 a la 6 para la segunda.

Programa del termociclador

La placa se centrifugd y se coloco en el termociclador StepOne™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems™, Cat. 4376357) con la configuracion de la
placa descrita en el péarrafo anterior y con un protocolo de PCR en dos pasos
como se detalla a continuacién: Desnaturalizacion, 95° C, 10 min; seguida de 40
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ciclos de 95° C, 15 sy 60° C, 60 s. Ademas, se agrego una curva de disociacion
de 95°C, 15 s; 60° C, 60s y 95° C, 15s. Al terminar, las placas fueron
almacenadas a -20° C.

Analisis bioinformatico y estadistico
Software utilizado

Todos los datos de este estudio fueron analizados con el lenguaje y entorno
de programacion R (R Core Team, 2017), en el software RStudio 1.4.1717
(RStudio Team, 2021) y utilizando los paquetes 'readr' (Wickham, H. y J. Hester,
2020), 'dplyr' (Wickham, H., Francois, R., y cols., 2021), 'scales' (Wickham, H. y
Seidel, D., 2020) y 'tidyr' (Whickam, H., 2021). Los Ct fueron calculados por el
software Step One Software v2.2.2, esta informacion fue exportada y convertida

a formato de valores separados por comas (.csv).

Andlisis de datos y pruebas estadisticas

Para el andlisis de datos se utilizaron scripts de elaboracién propia, con ayuda
de las funciones descritas previamente. Se utilizé6 el método comparativo 24¢
(Schmittgen, T. D. y Livak, K. J. 2008), para calcular los perfiles de expresion de
los miRNAs, considerando cel-miR-39 como control interno de la muestra. Se
utilizaron la media y desviacion estandar geométricas, dada la naturaleza
logaritmica de los CT. Cuando se trabaj6é con datos en escala lineal, se utilizaron
las medidas de tendencia central habituales. Se realiz6 andlisis de varianza
(ANOVA) de una via para buscar diferencias en los niveles de expresion entre
mMiRNAs de leche materna y la prueba de Kruskal-Wallis para buscar diferencias
en los niveles de expresion de los miRNAs en leche materna a distintos dias
después del parto. Ademdas, se buscaron diferencias entre la expresion de
mMiRNAs en leche materna y férmula lactea con la Prueba U de Mann-Whitney.
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Presentacion de datos

Las tablas fueron elaboradas en R y exportadas a formato html para su
inclusion en el trabajo con el paquete 'sjPlot' (Ludecke, D. 2021), los gréficos
fueron elaborados con el paquete 'ggplot2' (Whickam, H., 2016) y exportados a

jpg con una resolucion de 300 dpi/ppi.

Resultados

Datos generales de la poblacién

Para el estudio, se seleccionaron 60 muestras de madres mexicanas sanas.
Las muestras fueron recolectadas en un periodo de aproximadamente tres
meses, que fue conformado del 16 de octubre del afio 2017 al 29 de enero del
2018 (Fig. 1).
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Figura 1: Periodo de colecta de las muestras utilizadas en este estudio, en semanas. Las muestras
fueron tomadas en un periodo del 16 de octubre de 2017 al 29 de enero del 2018.
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Ademas, las muestras recuperadas fueron tomadas en una etapa de lactancia
menor a 8 dias después del parto (Fig. 2). La mitad de las muestras fue
recolectada un dia después del parto, implicando esto que la mayoria de las
muestras fueron menores o iguales a 4 dias después del parto (periodo de
calostro) y solo una pequefia parte fue recolectada después de 4 dias (periodo

de leche de transicion).

304
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Muestras recolectadas
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Figura 2: Dias de toma de muestra con respecto al
periodo de lactancia materno, dividido en dias post-
parto. Las muestras fueron tomadas en un tiempo
menor a 8 dias post-parto. La mitad de las muestras
fueron tomadas un dia después del parto, la mayoria de
ellas antes de 4 dias post-parto y unas pocas después
de 4 dias o mds post-parto.

Durante la recoleccion de muestras se obtuvo informacion de las madres
participantes en lo concerniente a datos antropométricos, datos sobre el parto y
datos socioecondmicos (Tablas 1, 2 y 3). Los datos antropométricos fueron
tomados antes del embarazo y se encontré una edad promedio de 22.93 afios,

Pagina 19 de 46



una estatura de 1.57 m, un IMC promedio de 23.22 kg/m?, y un peso promedio

de 56.58 kg (Tablal).

Tabla 1: Datos antropométricos de las madres participantes en el estudio.

Datos antropomeétricos Promedio N

Edad 22.93+4.95 60

Estatura 1.57 £ 0.07 55

IMC 23.22 +3.74 48
56.48 +

Peso 10.01 50

Por otra parte, el 71.72% de los partos fueron vaginales, el 21.67% cesarea
de urgencia y el 6.71% ceséarea de eleccidon, todas las madres participantes
tuvieron un parto a término. El 72.93% de las mujeres fueron multiparas y el
21.17% primiparas. Ademas, en el 82.95% de los partos de las mujeres se
realiz6 un a extraccion manual y en el 17.05% la extraccion fue con bomba
(Tabla 2).
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Tabla 2: Datos del parto de las madres participantes en el estudio.

Datos del parto madre porcentay N

S e
Tipo de parto
Cesarea de 4 6.71%
eleccion
Cesarea de 13 21.67% 60
urgencia
Vaginal 43 71.72%
Paridad
Multipara 43  72.93%
Primipara 16 27.17% °9
Tipo de extraccion
Con bomba 7 17.05%
Manual 34 82.94%

Todos los partos de las madres participantes fuero a término (entre la semana de
gestacion 37 y 42).

En el caso de los datos socioecondmicos, la mayoria de las madres (59.95%)
provenian del Estado de México, un 24.97% de la Ciudad de México y el resto de
otros estados del pais. En lo referente a la ocupacién 88.11% se dedicaba al
hogar, el 8.47% trabajaba fuera de casa y el 3.41% estudiaba. En cuanto el nivel
educativo, 59.95% tenian estudios educativos hasta nivel secundaria, 33.33%
hasta nivel primaria, 1.65% hasta nivel preparatoria y 4.85% hasta nivel superior
(Tabla 3).

Tabla 3: Datos socioeconomicos de las madres participantes en el estudio.

Datos madre porcentaj N
socioeconomicos S e

Origen
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Ciudad de México 15 24.97%
Estado de México 36 59.95%
Guerrero 2 3.30%
Hidalgo 1 1.65% g0
Oaxaca 3 4.95%
Puebla 2 3.30%
Veracruz 1 1.65%
Ocupacion
Ama de casa 52 88.11%
Estudiante 2 3.41% 5o
Trabajadora 5 8.47%
Nivel educativo
Preparatoria 1 1.65%
Primaria 20 33.33% 50
Secundaria 36 59.95%
Superior 3 4.95%

Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

Posteriormente, se realizaron las extracciones de RNA de las muestras y
se encontré una concentracién promedio de 15.82 ng/pL y una pureza promedio
de 1.72. En la Figura 3 puede observarse que las concentraciones de las

muestras tienen una distribucién normal.
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RNA total = 15.82 + 8.07 ng/uL
Pureza = 1.72 £ 0.15

10 20 30

ng/uL l
Figura 3: Resultados de la extraccion de RNA
medidos con NanoDrop. La concentracion
promedio de RNA de las muestras fue de 15.82
ng/uL y la pureza promedio de 1.72.

Al realizar sintesis de cDNA con oligos en stem-loop, la secuencia del
oligo permite atrapar la secuencia del miRNA maduro blanco y la enzima
sintetiza la cadena complementaria a la secuencia blanco, obteniéndose como
resultado un hibrido RNA-DNA que es posible visualizar en un gel de agarosa de
bajo punto de fusion. Como se observa en la Figura 4, los amplicones
observados en el gel corresponden a un producto de aproximadamente 25 pb,
como indica el marcador de peso molecular, esto corresponde con las

secuencias de los miRNAs analizados en el trabajo.
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Figura 4: Gel de agarosa de bajo punto de fusion al 4% donde se evaliia el
cDNA de los miRNAs de interés en una muestra de calostro/leche. En el
carril 1 se observa un marcador de talla molecular de los 25 a los 700 pb.
En el carril 2, un control positivo de mRNA GAPDH. En el carril, un
control negativo. De los carriles 4 al 10 se observan los miRNAs de interés
y puede notarse en cada uno de ellos, un producto de 25 pb.

qPCR

Una vez confirmado que el cDNA se encontraba en buenas condiciones,
se procedio con la cuantificacion mediante gPCR. En la Figura 5, se observan
los graficos de amplificacion de una muestra de leche materna y otra de formula
lactea. Puede observarse que la curva que corresponde al control interno (color

azul), es muy similar entre ambos casos.
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Amplification Plot
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Figura 5: Grdfico de amplificacion realizado por el Step One Software
v2.2. Se compara una muestra de calostro/ leche contra una de formula
ldctea, puede notarse que la amplificacion del control interno fue alta y

semejante en ambas muestras.

Por otra parte, en la Figura 6 se muestran los graficos elaborados a partir

de la curva de disociacién desarrollada en el dltimo paso de la gPCR y puede

observarse que las temperaturas de disociacion fueron similares para los cinco

mMiRNAs evaluados, ademas de que en todas las ocasiones se present6 un solo

pico definido.
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hsa-miR-146 hsa-miR-148 hsa-miR-155

hsa-miR-200 cel-miR-39

Figura 6: Curva de disociacion realizada por el Step One Software v2.2. Se observa un
pico definido para cada uno de los miRNAs evaluados y el control interno, lo que indica
la amplificacién de un solo producto especifico.

A partir de los Ct calculados con el programa Step One Software v2.2.2,
se utilizé el método de 2°" para obtener el perfil de expresién de los miRNAs.

Los miRNAs mir-146, miR-148, miR-155 y miR-200 se normalizaron con
respecto al control interno cel-miR-39. En la Figura 7, se muestra la distribucion
de los C1 de cel-miR-39, puede notarse que el promedio de Ct (utilizando la
media geométrica) se encontré en 16.8221, teniéndose un rango de valores que

va de aproximadamente los 12 a 22 ciclos y algunos datos atipicos por encima
22 ciclos.
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Figura 7: Grdfico de dispersion donde se observan
los C del control interno de cada una de las muestras
evaluadas. Utilizando la media geométrica , se
obtuvo un Cm promedio de 16.8221

Se evaluo la expresion de los miRNAs miR-146, miR-148, miR-155 y miR-
200 en calostro/leche y se realizé la prueba estadistica ANOVA de una via para
buscar diferencias entre los niveles de expresion de los mismos, obteniéndose
un valor de Pr(>F) de 0.7136, lo que implica que no existieron diferencias
estadisticas (Fig. 8).

Pagina 27 de 46



Pr(>F) = 0.7136

la+ °
- o
% 1e-02 4 : ® :..
2 o e oo
c Y * L
2 L . L)
8 - ® e e oo
I.% a-04 4 .' ® ... ne ¥
& - oes P
o [ ]
8 - )
£ ges » .
€ 10-06 4 .a .'. ‘ d
= e® * =e (Y1
o® oo
% * wore F Ny >

miA146 miR148 miA155 miA200
miBMNA

Figura 8: Niveles de expresion de los miRNAs miR-146, miR-148, miR-155 y miR-200 en calostro/ leche.
Se utilizo la prueba estadistica de ANOVA de una via para buscar diferencias significativas en cada uno
de los blancos, el estadistico Pr(>F) = 0.7136 no reporta diferencias significativas, ademds los datos se
encuentran dispersos de manera similar y las barras de error estdndar de la media se sobrelapan.

Ademas, se elaboraron categorias con base en el periodo de lactancia en
que se recolectaron los datos y se realizé la prueba de Kruskal-Wallis para
buscar si existieron diferencias entre los niveles de expresién de los miRNAs
evaluados en los distintos dias de toma de muestra después del parto, y a pesar
de que visualmente pareciera existir una tendencia al aumento en la expresion
en el dia 3, no se encontro diferencia estadistica en ninguno de los casos, con
valores de p de 0.3458 para miR-146, 0.2677 para miR-148, 0.0641 para miR-
155y 0.4642 para miR-200 (Fig. 9).
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Figura 9: Niveles de expresion de los miRNAs miR-146, miR-148, miR-155 y miR-200 en
calostro/leche a distintos dias post-parto. Las barras de error indican una posible tendencia al
aumento de expresion en el dia 3. Se realizé la prueba estadistica Kruskal-Wallis para confirmar
esta tendencia, sin embargo no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
expresion a ninguno de los dias post-parto en los miRNAs mencionados.

Finalmente, para responder a la hipotesis central de este trabajo, se

comparo la expresion de los miRNAs miR-146, miR-148, miR-155 y miR-200 en

calostro/leche contra féormula

lactea, en el

grupo de calostro/leche se

seleccionaron 60 muestras y para el grupo de férmula lactea, se realizaron tres

extracciones independientes de seis marcas comerciales, teniéndose un nimero

de muestras final de 18. Dada la diferencia en el nimero de datos entre ambos

grupos, se realizo la prueba U de Mann-Whitney para cada uno de los blancos

mencionados (Figs. 10, 11, 12 y 13).
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En el caso de miR-146, se encontré un valor de p de 9 x 107, lo que

implica una diferencia estadistica significativa (Fig. 10).
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Figura 10: Niveles de expresion de miR-146 en calostro/leche y férmula ldctea. Se
confirma la hipétesis alterna H1: n1 > n2, con un valor dep = 9 x 10-7.

Para miR-148, el valor de p fue de 1.1 x 107, teniendo también una
diferencia estadistica significativa bastante marcada (Fig. 11).
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Figura 11: Niveles de expresion de miR-148 en calostro/leche y formula ldactea. Se
confirma la hipétesis alterna H1: n1 > n2, con un valordep = 1.1 x 10”.

En cuanto a miR-155, a pesar de que el valor de p fue el mas alto, fue

menor a 0.01, correspondiendo a un valor de 0.0093 (Fig. 12).
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Figura 12: Niveles de expresion de miR-155 en calostro/leche y férmula ldctea. Se
confirma la hipétesis alterna H1: n1 > n2, con un valor de p = 0.0093.
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Y finalmente, en miR-200, se obtuvo un valor de p de 8 x 10°, lo cual

implica de nuevo, diferencia significativa estadistica (Fig. 13).
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Figura 13: Niveles de expresion de miR-200 en calostro/leche y férmula ldctea. Se
confirma la hipétesis alterna H1: nl1 > n2, con un valor de p = 8 x 10°.

Como ha podido observarse, en cada uno de los miRNAs evaluados se
encontré6 una diferencia estadistica significativa, ademas de que, tanto la
distribucion de los datos, como las barras de error estandar la media confirman
también esta diferencia (Figs. 10, 11, 12 y 13).
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Discusion

De acuerdo con el periodo de lactancia en que fueron tomadas la muestras, la
mayoria de las estas fueron colectadas 4 o menos dias después del parto
(Mosca, F., y Gianni, M. L., 2017), por lo que corresponderian a muestras de
calostro, sin embargo, las propiedades organolépticas de la muestra no
correspondieron en todos los casos a las esperadas de un calostro, que es
distinto a la leche madura en volumen, apariencia y composicién (Ballard, O. y
Morrow, A. L., 2013), por lo que se consideré llamar al grupo de muestras

analizado como calostro/leche.

La muestra analizada representa leche de madres mexicanas
Tomando en cuenta los datos antropomeétricos de las madres participantes en
el estudio, la poblacion estudiada tuvo un IMC promedio de 23.22, lo que
corresponde a la categoria de normopeso. En la poblaciéon predominaron madres
con un parto vaginal o por cesarea de urgencia, ademas de que todos los
neonatos de las madres estudiadas fueron a término por lo que el embarazo
pudo completarse de manera correcta, de manera que esto no significa una
variable adicional que pudiera interferir en la caracterizaciéon de los niveles de
expresion de los miRNAs en las muestras. Por otra parte, los datos
socioeconomicos de las madres reflejan a los de la mujer promedio que habita

en la zona metropolitana del pais.

Se recuperaron los miRNAs de interés mediante la extraccion

La extraccion de RNA reflej6 una concentracion baja (15.82 ng/uL) debido a
gue se utilizdé un kit especializado para la extraccion de miRNAs y estos tienen
una talla molecular menor al de los otros RNAs, la pureza de 1.72 refleja una
buena pureza a pesar de la baja concentracion de material genético calculada
por fluorescencia. En cuanto al cDNA, se logré6 observar un amplicon de
aproximadamente 25 pb, esto confirmé la presencia de las secuencias de miR-

146, miR-148, miR-155 y miR-200 en las muestras de leche analizadas. Por otra
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parte, las curvas de disociacion de la gPCR mostraron un pico definido indicando
la especificidad de los oligos. Ademas, un experimento realizado previamente en
este grupo de trabajo confirmé mediante secuenciacidén la efectividad de los
oligos utilizados en este estudio (Aguilera-Hernandez, A., 2020).

Perfil de expresiéon de los miRNAs en calostro/leche

Para la cuantificacion de los miRNAs por gPCR se utilizé a cel-miR-39 como
control interno, de acuerdo con los resultados de PCR las muestras tuvieron un
CT cercano, lo que indica que este miIRNA no fue afectado por el proceso de
extraccion y sintesis de cDNA, por lo que se considera que es un buen control

interno para normalizar la cuantificacion de los miRNAs de interés.

Al evaluar los perfiles de expresion de los miRNAs en calostro/leche se
observé que tanto la dispersion como el error estandar de los miRNAs fue
semejante, ademas de que el estadistico indicO6 que no se encontraron
diferencias significativas. En un trabajo de Golan-Gerstl, R. y cols. (2017) se
reportd que miR-148a estaba altamente expresado en 13 muestras de leche
materna a un mes de lactancia; por otra parte, en un trabajo de Zhou, Q. (2012)
en el que se analizaron miRNAs relacionados al sistema inmune en leche
madura por secuenciacion y se encontré un porcentaje similar entre miR-148a-
3p, MiR-146b-5p y miR-200a-3p. De cualquier forma, las muestras de este
estudio fueron recolectadas en un tiempo mas cercano al parto, y el nimero de
muestras (60) considera la variacion interespecifica de las madres y la expresion
anormal de estos miRNAs, tanto a la alta como a la baja, podria reflejar un
estado patoldgico, por ejemplo la sobreexpresion de miR-148 se ha asociado a
la hipometilacién en células T CD4+ en lupus (Pan, W., y cols, 2010), miR-146,
por otra parte se ha encontrado expresado a la alta en infeccién de Treponema
pallidum. De manera que, dado que las madres involucradas en este estudio
fueron mujeres sanas, los resultados observados podrian reflejar los niveles de

expresion de miRNAs en leche materna en condiciones de salud normales.
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Por otra parte, mediante la prueba de Kruskal-Wallis tampoco se
observaron diferencias en los niveles de expresion de miRNAs a distintos dias
de periodo de lactancia, pero si parece existir cierta tendencia al aumento en los
niveles de expresiéon de los miRNAs en el dia 3. Existe la posibilidad de que, en
este caso, la falta de diferencias detectable se deba a la existencia de una
discrepancia muy grande en el nimero de muestras de cada grupo, siendo que
la mitad correspondieron a un dia después del parto y las demés estuvieron
repartidas en el resto de los dias, ademas, para explorar posibles diferencias en
los niveles de expresion de miRNAs a diferentes dias de lactancia, seria mucho
mas adecuado realizar un estudio longitudinal que explore la evolucién en el
perfil de expresion de miRNAs para poder responder con mayor claridad a esta
pregunta. En un trabajo realizado por Wu, F. y cols. (2020) se compar6 la
expresion de otros miRNAs en muestras calostro y leche maduro, encontrandose
en efecto diferencias en los niveles de los miRNAs que ellos estudiaron. Sin
embargo, no se han encontrado estudios donde se busquen diferencias en
periodos mas cortos, siendo que durante los primeros dias de la lactancia
ocurren cambios drasticos en la comparacion de la leche, por lo que la incognita

gueda abierta.

Se detectd una mayor expresion de miRNAs inmunorreguladores en

calostro/leche en comparacién a la formula lactea

En el Ultimo analisis de este trabajo se buscaron diferencias en los niveles de
expresion entre calostro/leche y férmula lactea, encontrandose en cada uno de
los miRNAs analizados que la expresion fue significativamente mayor en
calostro/leche que en férmula lactea, es destacable que en la férmula lactea
pudieron encontrarse MiIRNAs a pesar del procesamiento que implica su
produccion, como sea, esta expresion se ha reportado en estudios previos
(Golan-Gerstl, y cols., 2017; Chen, X., y cols., 2010) ademas de que se sabe que
los miRNAs son estables y resistentes a distintas condiciones adversas como

pueden ser cambios de temperatura y pH brusco, ademas de la actividad de
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nucleasas (Tomeé-Carneiro, J., y cols., 2018; Liao, Y., y cols., 2017). También
cabe mencionar que las muestras utilizadas en este estudio fueron recolectadas
a finales de 2017 y principios de 2018, por lo que han sido almacenadas por lo
menos durante 3 afios, mientras que las formulas lacteas fueron compradas,
preparadas y procesadas de inmediato; hasta el momento no se han encontrado
reportes que discutan la estabilidad de los miRNAs a lo largo de periodos
prolongados de tiempo y aunque el largo tiempo de almacenaje de las muestras
podria suponer una limitacion en este trabajo, es interesante observar que existe
una mayor expresion de los miRNAs estudiados en calostro/leche, a pesar de la

antigledad de las muestras.

Esto es sustancial, porque con dichos resultados se afianza la importancia de
la alimentaciéon de leche materna en el infante, ya que el aporte de estas
moléculas no puede ser sustituido del todo mediante la alimentacion con formula

lactea.

Limitaciones del estudio
Las muestras analizadas tuvieron una antigiedad de tres afos y las
condiciones en las que se realizé el trabajo no permitieron la colecta de mas

muestras de leche.

La resolucion de los geles de agarosa utilizados en el trabajo dificultd la

observacion de los miRNAs estudiados.

No se tienen datos de secuenciacion que confirmen la especificidad de los
oligos en muestras de formula lactea, sin embargo, la similitud del 100% de las
secuencias analizadas entre humano y vaca sugieren que la especificidad es la

misma que en humano.

El trabajo experimental de esta tesis se realizé en un periodo de marzo a julio,
menor a 6 meses, el corto tiempo del que se dispuso este trabajo impidié la
realizacion de mas pruebas para resolver las limitaciones previamente
reportadas.
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Conclusiones
De acuerdo con las caracteristicas de la poblacion estudiada, las
muestras de leche analizadas en este estudio representan a la madre lactante

promedio que habita en el area metropolitana del pais.

La estandarizacion en el proceso de extraccion de miRNAs en muestras
de leche materna permite el analisis de estas moléculas en futuros estudios en
este grupo de trabajo que indaguen sobre las fluctuaciones en los niveles de
expresion de los miRNAs en diversas condiciones como pueden ser obesidad,
sindrome metabdlico, dietas especificas o incluso a lo largo del ciclo circadiano,
entre muchas otras. Por ejemplo, a raiz de este trabajo seria interesante buscar
diferencias en los niveles de expresion de los miRNAs en leche materna a lo
largo de la lactancia con el fin de elucidar el aporte que estos miRNAs realizan al

desarrollo del sistema inmune del neonato.

Se propone que futuros estudio sean realizados mediante un enfoque de
caracter gendmico como puede ser la secuenciacion masiva, de esta manera
puede caracterizarse el perfil de miRNAs en la leche materna de distintas
poblaciones de interés, dado su importancia en la regulaciéon post-

transcripcional.

Por otra parte, puede concluirse que estos resultados suman evidencia al
actual conocimiento que indica que la leche materna es un alimento
irremplazable e indispensable para el correcto desarrollo del infante pues en
condiciones en que la madre se encuentra en un buen estado de salud, este
alimento tiene una composiciéon de moléculas que es adecuada y personalizada

para su hijo.
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