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Resumen

La protección inmunológica del recién nacido depende princi-
palmente de factores inmunitarios maternos proporcionados a 
través de la leche. Sin embargo, muy pocos estudios han eva-
luado la variabilidad natural de los diferentes compuestos in-
munitarios presentes en la leche humana de mujeres sanas 
pertenecientes a poblaciones heterogéneas. En este contexto, 
el objetivo de este trabajo fue la detección y cuantificación de 
una amplia gama de factores inmunitarios solubles, entre los 
que se incluyen factores de inmunidad innata (IL-1β, IL-6, IL-12, 
INFγ, TNFα) y adquirida (IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17), quimio-
quinas (IL-8, Groα, MCP1, MIP1β), factores de crecimiento 
(IL-5, IL-7, EGF, G-CSF, GM-CSF, TGFβ2) e inmunoglobulinas 
(IgA, IgG, IgM), en la leche producida por mujeres sanas de 
diversas etnias procedentes de distintos entornos geográficos, 
dietéticos, socioeconómicos y ambientales. A partir de los re-
sultados de este trabajo, pudimos determinar que un grupo de 
estos factores (IgA, IgG, IgM, EGF, TGFβ2, IL-7, IL-8, Groα y 
MIP1β) estaba presente en todas o en la mayoría de las mues-
tras recogidas en todas las cohortes y, por tanto, podría consi-
derarse como el núcleo común (core) de la leche humana en 
condiciones fisiológicas.
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Abstract

Title: Project INSPIRE: «What’s normal in human milk?» (II). 
Soluble immune factors

Newborn immune protection mostly relies on maternal im-
mune factors provided through milk. However, studies dealing 
with an in-depth profiling of the different immune compounds 
present in human milk and with the assessment of their natural 
variation in healthy women from different populations are very 
scarce. In this context, the objective of this work was the de-
tection and quantification of a wide array of immune com-
pounds, including innate immunity factors (IL-1β, IL-6, IL-12, 
INFγ, TNFα), acquired immunity factors (IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, 
IL-17), chemokines (IL-8, Groα, MCP1, MIP1β), growth factors 
(IL-5, IL-7, EGF, G-CSF, GM-CSF, TGFβ2), and immunoglobulins 
(IgA, IgG, IgM), in milk produced by healthy women of different 
ethnicities living in different geographic, dietary, socioeconom-
ic, and environmental settings. Among the analyzed factors 
(IgA, IgG, IgM, EGF, TGFβ2, IL-7, IL-8, Groα, and MIP1β) were 
detected in all or most of the samples collected in each popu-
lation and, therefore, this specific set of compounds might be 
considered as a universal core of soluble immune factors in 
milk produced by healthy women worldwide.
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Introducción

Durante el embarazo, las células B y T maternas se dirigen 
selectivamente desde la sangre y las superficies mucosas, in-

cluidas las de los tractos digestivo y respiratorio, a la glándula 
mamaria, donde producen una amplia gama de factores inmu-
nes que se transfieren a través del calostro y la leche, y que 
son esenciales para la protección y el correcto desarrollo del 
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neonato1,2. Por tanto, se considera que la glándula mamaria 
constituye una parte muy relevante del sistema inmunitario del 
lactante, ya que a través del calostro y la leche proporciona el 
vínculo posnatal que promueve el «diálogo» inmunitario mater-
noinfantil3. Los efectos de esta programación son duraderos y, 
de hecho, la lactancia materna se ha asociado a una reducción 
significativa de las tasas de enfermedades alérgicas y respira-
torias durante la edad adulta4.

Las inmunoglobulinas (Ig) son los factores inmunitarios más 
abundantes y estudiados en la leche humana. La IgA dimérica 
y la IgM pentamérica confieren protección frente a los antíge-
nos a los que se han expuesto las mucosas de la madre y, por 
tanto, a los que es muy probable que se exponga el lactante 
durante las primeras etapas de su vida3,5. Diversas citoquinas, 
quimioquinas y factores de crecimiento, igualmente presentes 
en la leche humana, contribuyen a la diferenciación de las cé-
lulas productoras de IgA, desempeñando un papel fundamental 
en la maduración del sistema inmunitario asociado al tracto 
gastrointestinal infantil y en la protección del recién nacido 
frente a enfermedades infecciosas6.

Ciertos factores maternos, como la duración de la gestación, 
el modo de parto, la dieta, el tiempo posparto o las exposiciones 
antigénicas previas, parecen influir en la composición inmunoló-
gica de la leche humana7-9. Por tanto, es razonable suponer que 
las concentraciones de estas sustancias en la leche producida 
por mujeres sanas pueden depender de las circunstancias de la 
vida de cada mujer. Sin embargo, los estudios previos sobre la 
composición inmunológica de la leche humana tienen las limita-
ciones de haber evaluado un número reducido de factores inmu-
nitarios, de haber reclutado mujeres de una misma etnia y loca-
lización geográfica y/o de que el tamaño muestral era 
relativamente pequeño10-13. En este contexto, el objetivo de este 
trabajo fue la evaluación de un amplio espectro de compuestos 
inmunológicos, que incluyen factores de inmunidad innata, fac-
tores de inmunidad adquirida, quimioquinas, factores de creci-
miento e Ig en la leche producida por mujeres sanas de diferen-
tes etnias que viven en entornos geográficos, dietéticos, 
socioeconómicos y ambientales muy diferentes. 

Análisis inmunológicos

Como se indicó en al artículo anterior, la muestra original 
incluía 2 cohortes europeas (España [n= 41] y Suecia [n= 24]), 
1 sudamericana (Perú [n= 43]), 2 norteamericanas (Estados 
Unidos-Washington [n=41] y Estados Unidos-California [n=19]) 
y 6 africanas (Etiopía rural [n= 40], Etiopía urbana [n= 40], Gam-
bia rural [n= 40], Gambia urbana [n= 40], Ghana [n= 40] y Kenia 
[n= 42]). Sin embargo, las muestras recogidas de la cohorte de 
Etiopía rural no se pudieron analizar en este trabajo, ya que 
fueron las únicas que se conservaron inicialmente utilizando un 
conservante químico (al no haber congeladores disponibles en 
el lugar de recogida), el cual interfiere en las determinaciones 
inmunológicas. Por tanto, el análisis inmunológico se realizó 
con un total de 370 muestras de leche.

Las concentraciones de factores relacionados con la inmunidad 
innata (IL-1β, IL-6, IL-12, IFNγ, TNFα) y la adquirida (IL-2, IL-4, 
IL-10, IL-13, IL-17), quimioquinas (IL8, Groα, MCP1, MIP1β) y 
factores de crecimiento (IL-5, IL-7, G-CSF, GM-CSF, TGFβ2) se 
determinaron mediante inmunoensayos multiplex basados en 
cuentas magnéticas, usando el equipo Bioplex 200 (Bio-Rad, 
Hercules, Estados Unidos) y los kits Bio-PlexPro Human Cytoki-
ne, Chemokine, and Growth Factor Assays (Bio-Rad), de acuer-
do con las instrucciones del fabricante. En el caso particular de 
la determinación del factor TGFβ2, este fue activado mediante 
un tratamiento ácido previo a la realización de la inmunodeter-
minación, siguiendo las instrucciones del fabricante. El EGF se 
determinó mediante ELISA usando el kit RayBio Human EGF 
ELISA (RayBiotech, Norcross, GA, Estados Unidos). Las concen-
traciones de inmunoglobulinas (IgA, IgG total e IgM) se deter-
minaron usando el kit Bio-Plex Pro Human Isotyping (Bio-Rad) y 
el equipo Bioplex.

Antes de su análisis, las muestras (~1 mL) se procesaron tal 
como como se ha descrito en un trabajo anterior14. Cada ensa-
yo se realizó por duplicado de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante, y se realizaron curvas estándares para cada analito 
en cada ensayo. Las concentraciones de citoquinas se expresa-
ron en nanogramos por litro (ng/L), las concentraciones de Ig 
en miligramos por litro (mg/L) y las concentraciones de EGF, 
TGFβ2 y Groα como microgramos por litro (μg/L). Los coeficien-
tes de variación interensayo estuvieron por debajo de los lími-
tes máximos recomendados por los fabricantes para todos los 
parámetros. Los límites de detección del ensayo para cada 
analito están recogidos en el estudio de Ruiz et al.15, y el aná-
lisis estadístico de los datos obtenidos en el presente trabajo 
se realizó de la forma descrita por dichos autores15. Las dife-
rencias se consideraron estadísticamente significativas a un 
valor de p <0,05 para todos los análisis. Todos los análisis se 
realizaron con el software R versión 3.3.2 (R-project, http://
www.r-project.org).

Resultados

Análisis de los datos de salud materna, salud 
infantil, estilo de vida y antropometría
El análisis de los datos mediante la prueba de suma de rangos 
de Friedman reveló diferencias significativas en diversos pará-
metros demográficos, médicos, antropométricos y de estilo 
de vida entre todas las poblaciones (tabla 1). Las diferencias 
más notables incluyeron: a) edad materna, que osciló entre 
los 34 años (mediana) de la cohorte española y los 20,5 años 
(mediana) de la cohorte etíope rural; b) días posparto en el 
momento de la recolección de la muestra, que oscilaron entre 
los 42 días (mediana) de la cohorte de Suecia y los 74 días 
(mediana) de la cohorte de Kenia, y c) tasa de cesáreas, que 
osciló entre el 48,8% en la cohorte de Perú y el 0% en las co-
hortes rurales de Etiopía y Gambia. Globalmente, la tasa de 
medicación infantil más alta correspondió a la cohorte keniana 
(88,5%), mientras que la medicación materna fue más frecuen-
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te en la cohorte de Estados Unidos-Washington, en la que el 
56,1% de las madres recibieron medicación durante el emba-
razo o el parto (distinta de la profilaxis antibiótica intraparto) y 
el 91% de ellas declaró que habían recibido algún tipo de me-
dicación (en la mayor parte de los casos analgésicos) durante 
el periodo posparto. 

Frecuencia de detección de los compuestos 
inmunológicos en las muestras de leche
Todos los factores inmunológicos estudiados pudieron detec-
tarse en, al menos, algunas de las muestras analizadas, aun-
que sus frecuencias de detección y sus concentraciones fueron 
muy variables, entre distintas mujeres y poblaciones, según 
cada factor. Globalmente, la IgA y el EGF mostraron las fre-
cuencias de detección más altas (100% de las muestras), segui-
das por IgG, IgM, TGFβ2, IL-7, IL-8 y Groα, que se detectaron en 
la mayoría de las muestras recogidas en cada cohorte (tabla 2). 
La frecuencia de detección de MIP1β fue elevada (>91%) en 
todas las poblaciones, con excepción de las muestras proce-
dentes de la cohorte de Estados Unidos-Washington (51%). 

IL-1β, TNFα, GCSF, IL-6, IL-13 y MCP1 también se detectaron en 
todas las poblaciones, pero sus frecuencias variaron en función 
de cada cohorte. Algunos compuestos inmunitarios mostraron 
frecuencias intermedias de detección en ciertos lugares, pero 
no pudieron detectarse entre las muestras recolectadas en 
otros; entre ellos se encuentran la IL-2 (que únicamente se pudo 
detectar en algunas muestras de Ghana), la IL-4 (que no se de-
tectó en las muestras de Estados Unidos-Washington, Suecia y 
Gambia urbana), la IL-10 (no detectada en las muestras de Esta-
dos Unidos-California, Estados Unidos-Washington y Suecia), la 
IL-17 (no detectada en Estados Unidos-Washington y Suecia), 
la IL-5 (no detectada en las muestras de Estados Unidos-Wash-
ington, Suecia y Gambia urbana), la IL-12 (no detectada en Es-
tados Unidos-Washington) y el INFγ (no detectado en Estados 
Unidos-Washington). Finalmente, se encontraron bajas frecuen-
cias de detección para GM-CSF, que se detectó en menos del 
10% de las muestras de cada grupo, excepto en las de Ghana, 
donde se detectó en el 50% de las muestras, y en las de Es-
tados Unidos-California, Estados Unidos-Washington y Sue-
cia, donde este factor no se pudo detectar en ninguna muestra. 

Principales características de las poblaciones analizadas en el estudio

Etiopía Gambia Estados Unidos

Parámetro
Rural

(n= 40)
Rural 

(n= 40)
Urbana 
(n= 40)

Ghana 
(n= 40)

Kenia 
(n= 42)

Perú 
(n= 43)

España 
(n= 41)

Suecia 
(n= 24)

Washington 
(n= 41)

California 
(n= 19)

Índice de 
desarrollo (OMS)

Bajo Bajo Bajo Medio Bajo Alto Muy alto Muy alto Muy alto Muy alto

Animales en casa 15 22 3 5 5 58 39 42 39 34

Cesárea 0 0 3 15 22 49 10 21 37 19

IMC materno Bajo 3 13 5 2 2 0 0 0 0 0

Normal 82 74 65 50 70 30 75 54 16 46

Sobrepeso 15 13 25 35 20 33 15 25 42 30

Obesidad 0 0 5 13 8 37 10 21 42 24

Edad materna 
(años)

≤24 85 45 36 25 52 46 2 12 16 24

>24-≤31 12 29 46 45 33 30 12 46 58 39

≥31 3 26 18 30 14 23 85 42 26 37

Medicación 
maternal 
(preparto, parto  
y posparto)

Profilaxis 
intraparto

5 5 15 22 33 33 34 21 21 32

Sin 
medicación

67 50 45 50 41 33 22 37 5 12

Tiempo posparto 
(días)

≤46 30 18 23 40 17 23 19 63 37 12

>46-≤63 28 28 27 15 21 30 24 25 21 27

>63-≤77 42 31 25 30 17 26 15 8 10 29

>77 0 23 25 15 45 21 42 4 32 32

Tiempo desde la 
última toma (min)

<30 10 ND ND 57 10 2 5 12 11 5

>30-60 20 ND ND 35 90 19 35 4 11 3

>60-120 28 ND ND 5 0 63 35 46 50 10

>120 42 ND ND 3 0 16 25 38 28 82

Los valores se expresan en porcentajes.
IMC: índice de masa corporal; ND: no disponible; OMS: Organización Mundial de la Salud.
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IL-2, IL-17 e IL-4 también se encontraron en frecuencias muy 
bajas (<18, 22 y 33%, respectivamente) en todas las ubicacio-
nes.

Cuantificación de los compuestos 
inmunológicos relacionados con la inmunidad 
innata y la adquirida
Los niveles de todos los factores inmunitarios analizados en 
este estudio, en cada cohorte evaluada, se muestran en las 
tablas 3-5. Respecto a los relacionados con la inmunidad inna-
ta, las concentraciones de IL-1β, IL-6, IL-12 y TNFα mostraron 
diferencias significativas cuando se compararon las distintas 
cohortes; en contraste, las de INFγ fueron relativamente unifor-
mes en todas las cohortes. Las muestras de España destacaron 
por presentar concentraciones elevadas de IL-6 e IL-1β.

Respecto a los factores relacionados con la inmunidad ad-
quirida, las concentraciones más elevadas de IgA se encontra-
ron en las muestras de Suecia y de las 2 cohortes estadouni-

denses, con concentraciones (medianas) que oscilaban entre 
1.210 y 1.840 mg/L. Curiosamente, las muestras de estos mis-
mos lugares contenían las concentraciones más bajas de IgG e 
IgM, que variaban entre 15,31 y 32,37 mg/L y entre 12,27 y 
18,95 mg/L, respectivamente. Entre los otros factores relacio-
nados con la inmunidad adquirida, las concentraciones de IL-4, 
IL-10, IL-13 y TGFβ2 fueron diferentes en todas las cohortes, 
pero no se observaron patrones claros, a excepción de las de 
IL-10 en las muestras de Suecia y de las 2 cohortes estadouni-
denses, cuyos valores estaban por debajo del límite de detec-
ción del ensayo. Las concentraciones de IL-7 fueron menores 
en esas 3 mismas cohortes y en la de Gambia rural (rango: 
11,10-13,92 ng/L), en comparación con las de otras ubicacio-
nes (rango: 32,14-91,61 ng/L), con la excepción de las de Gha-
na (mediana: 2,39 ng/L). En relación con esta última cohorte, 
los niveles de los factores relacionados con la inmunidad ad-
quirida fueron bastante diferentes en comparación con los de 
las otras cohortes africanas, ya que presentaron las concentra-
ciones más bajas de IL-13 e IL-7 y las concentraciones más 

Frecuencias relativas de detección de cada factor inmunitario en las muestras de cada cohorte

Etiopía Gambia Estados Unidos

Parámetro
Rural 

(n= 40)
Rural 

(n= 40)
Urbana 
(n= 40)

Ghana 
(n= 40)

Kenia 
(n= 42)

Perú 
(n= 43)

España 
(n= 41)

Suecia 
(n= 24)

Washington 
(n= 41)

California 
(n= 19)

IL-1β 73a 83a 70a 98a 98a 72a 56a,b 58a,b 84a 24b

IL-6 35a,b 75a 50a,b 33a,b 69a 42a,b 41a,b 33a,b 47a,b 19b

IL-12 13a 68b,c 30a,b 75c 24a 74c 17a 13a 10a 0a

INFγ 25a,b 40a 18a,b 18a,b 26a,b 26a,b 2b 8a,b 10a,b 0b

TNFα 100a 83a,b 30c 85a,b 62a-c 39b,c 44b,c 67a-c 79a-c 76a-c

IL-2 0 0 0 18 0 0 0 0 0 0

IL-4 33a 23a,b 0b,c 33a 14a-c 7b,c 2b,c 0c 5b,c 0c

IL-10 63a 98a 95a 90a 100a 79a 78a 0b 0b 0b

IL-13 100a 68a,b 45b 68a,b 67a,b 86a,b 83a,b 50b 53a,b 66b

IL-17 10 15 8 18 21 9 5 0 5 0

IL-5 43a,b,d 65b,d 0c 15a,c 60b,d 5c 7a,c 8a,c 0c 0c

IL-7 100a 100a 93a 73b 100a 100a 93a 100a 100a 100a

IgA 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

IgM 100 100 100 100 100 98 100 96 100 100

IgG 100 100 100 100 100 98 100 96 100 100

TGFβ2 100 100 100 100 100 100 100 96 100 100

IL-8 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 90b

GROα 100a 100a 100a 80b 100a 100a 100a 100a 100a 88a,b

MCP1 85a,b 85a,b 83a,b 95a 90a,b 65a,b 78a,b 46b,c 58a-c 17c

MIP1β 100a 100a 98a 98a 100a 98a 95a 92a 95a 51b

GCSF 93a 73a 25b,c 98a 90a 79a 71a 50a-c 63a,b 10c

GMCSF 10a 3a 5a 50b 5a 5a 7a 0a 0a 0a

EGF 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Los valores que no comparten un superíndice común (dentro de cada fila) son estadísticamente diferentes (p <0,05).
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altas de IgA e IgG entre las muestras obtenidas en dicho con-
tinente. También cabe destacar que, entre todas las muestras 
analizadas en este estudio, la IL-2 sólo se pudo detectar preci-
samente en 7 muestras obtenidas en Ghana. No se encontra-
ron diferencias en las concentraciones de IL-5 e IL1-7 entre las 
muestras en que estos dos factores estaban por encima de los 
límites de detección del ensayo.

Cuantificación de las quimioquinas
Groα fue la quimioquina más abundante en las muestras de 
leche analizadas en este estudio y, de hecho, sus niveles fue-
ron 100-500 veces mayores que los obtenidos para el resto de 
este tipo de compuestos inmunitarios. Las concentraciones de 
todas las quimioquinas fueron significativamente diferentes en 
todas las cohortes. La IL-8 mostró las concentraciones más al-

tas (54-98 ng/L) en las muestras de España, Perú y de las ubi-
caciones africanas, con la excepción, nuevamente, de las pro-
cedentes de Ghana (~7 ng/L). Las concentraciones de MCP1 
fueron más bajas en las muestras de Suecia y de las 2 cohortes 
estadounidenses (rango: 14,32-52,60 ng/L), en comparación 
con las otras cohortes (126-252 ng/L). No se observaron patro-
nes claros en la distribución de las concentraciones de Groα y 
MIP1β a través de las cohortes. Globalmente, las muestras 
kenianas mostraron concentraciones de quimioquinas más al-
tas que las de las restantes cohortes.

Cuantificación de los factores de crecimiento
En relación con los factores de crecimiento, no se encontraron 
diferencias significativas para las concentraciones de GM-CSF, 
mientras que las de G-CSF y EGF mostraron una variación sig-

Concentración (mediana, ng/L) de los factores inmunitarios relacionados con la inmunidad innata  
en las muestras analizadas

Etiopía Gambia Estados Unidos

Parámetro
Rural 

(n= 40)
Rural 

(n= 40)
Urbana 
(n= 40)

Ghana 
(n= 40)

Kenia 
(n= 42)

Perú 
(n= 43)

España 
(n= 41)

Suecia 
(n= 24)

Washington 
(n= 41)

California 
(n= 19)

IL-1β 0,57a-c 0,40a-c 0,52a,b 0,74a 0,98a 0,52a-c 1,14a,b 0,32a-c 0,17b,c 0,12c

IL-6 15,37a,b 7,06a,b 12,51a,b 4,03a,b 12,85a 5,11a-c 12,69a 3,48a,b 3,61a,b 2,13b

IL-12 2.61a,b 4,16a 1,71a,b 2,04a,b 4,46a 1,71a,b 0,86b 0,78a,b 0,77a,b ND

INFγ 10,93 26,57 19,25 15,52 31,84 18,33c 4,70 8,06 21,35 ND

TNFα 4,67a,b 8,63b 1,27a 4,67a,b 6,83a,b 3,65a-c 3,18a 3,65a 4,98a,b 4,45a

Los valores que no comparten un superíndice común (dentro de cada fila) son estadísticamente diferentes (p <0,05). Los rangos intercuartil están recogidos en el estudio 
de Ruiz et al.15. ND: no detectado.
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Concentración (mediana, ng/L) de los factores inmunitarios relacionados con la inmunidad adquirida  
en las muestras analizadas

Etiopía Gambia Estados Unidos

Parámetro
Rural

(n= 40)
Rural 

(n= 40)
Urbana 
(n= 40)

Ghana 
(n= 40)

Kenia 
(n= 42)

Perú 
(n= 43)

España 
(n= 41)

Suecia 
(n= 24)

Washington 
(n= 41)

California 
(n= 19)

IL-2 ND ND ND 5,62 ND ND ND ND ND ND

IL-4 0,41a,b 0,83a,b ND 0,27a 3,43b 2,34a,b 0,70a,b ND 1,89 ND

IL-10 4,44a,b 7,07a,c 2,50b 6,68a,c 8,16c 2,34b 3,25b ND ND ND

IL-13 1,77a,c 1,57a,c 0,78a,b 0,45b 2,73c 2,67c 2,63c 2,06a,c 3,59a,c 2,87c

IL-17 25,55 19,23 50,28 11,66 29,33 2,64 4,29 ND 16,84 ND

IL-5 2,05 2,69 ND 1,77 2,16 4,70 2,57 3,09 ND ND

IL-7 52,54a,d 32,14a,d,e 13,33b 2,39c 58,99a,d 91,61d 34,56a,d,e 11,15b,c,e 13,92a,b 12,26b,c

IgA 323,22a,d 235,78a 312,22a,c,d 584,75b,e 316,81a,d 499,57b,c,f 418,83b-d 1.840,18e 1.210,59e,f 1.355,60e

IgM 83,93a 37,06a,b 59,45a,b 80,87a 53,70a,b 48,37a,b 38,80b,d 13,54c 12,27c,d 18,95c,d

IgG 96,09a-c 74,73a,c 93,47a-c 142,37b 106,19a,b 73,44a-c 59,95c 15,31d 19,26d 32,67d

TGFβ2 1,38a-c 0,71a 0,99a,b 1,78b,c 0,82a-c 0,70a 1,99c 0,88a,b 1,60a,b,c 1,43a-c

Los valores que no comparten un superíndice común (dentro de cada fila) son estadísticamente diferentes (p <0,05). Los rangos intercuartil están recogidos en el estudio 
de Ruiz et al.15.
ND: no detectado.

TA
B

LA
 4



Proyecto internacional INSPIRE: «¿Qué es normal en la leche humana?» (II). Compuestos inmunológicos solubles. L. Ruiz, et al.

e43

nificativa en función de la cohorte. Curiosamente, G-CSF y EGF 
mostraron tendencias opuestas (concentraciones más bajas de 
G-CSF y mayores de EGF) en las muestras de las cohortes ubi-
cadas en países con índices de desarrollo humano muy eleva-
dos (España, Suecia y Estados Unidos).

Análisis multivariable
Las frecuencias de detección de los compuestos inmunes se eva-
luaron adicionalmente por análisis de agrupamiento y trazado de 
mapas de calor (heat maps). Globalmente, estos análisis sugie-
ren que los perfiles inmunológicos de las muestras de leche de 
mujeres sanas pueden diferenciarse según el origen geográfico 
de las donantes de las muestras. La agrupación jerárquica de las 
frecuencias de detección de los factores inmunitarios mostró 
8 grupos diferentes que, en general, mostraron una gran relación 
con el índice de desarrollo humano de los países donde se obtu-
vieron las muestras. Así, los grupos I, II y VII incluyeron principal-
mente muestras de los países con un índice de desarrollo huma-
no muy alto (España, Suecia y Estados Unidos); la mayoría de las 
muestras de Ghana (con índice de desarrollo humano medio) se 
incluyeron en el grupo III, que también contenía algunas mues-
tras de países africanos con un índice de desarrollo bajo (Etiopía, 
Gambia, Kenia). Los clústeres IV y VIII consistieron principalmen-
te en muestras de países con un índice de desarrollo bajo y, fi-
nalmente, los grupos V y VI fueron heterogéneos15.

El número de factores inmunes con concentraciones por de-
bajo de los límites de detección fue mayor en muestras de lu-
gares más desarrollados (mediana: 11) en comparación con los 
recolectados en regiones con menor desarrollo (mediana: 7) 
(prueba de Kruskal-Wallis: p <0,05). Además, 4 de los factores 
determinados en este estudio (IL-10, IL-5, IL-12 e INFγ) sólo se 
pudieron detectar en muestras de países con un bajo índice de 
desarrollo (Etiopia, Gambia y Kenia) y no se detectaron en nin-
guno de los altamente desarrollados. 

Adicionalmente, se estudiaron las relaciones TNFα/IL-10 e 
IL-10/IL-12, dado que se han asociado con estados proinflama-
torios y antiinflamatorios, respectivamente16. En general, los 

mayores valores de la tasa antiinflamatoria se encontraron en 
las muestras de países en vías desarrollo y las menores en los 
altamente desarrollados. (p <0,05). Lo contrario sucedió con la 
tasa proinflamatoria.

Discusión

Los resultados de este estudio apoyan firmemente el concepto 
de que, a pesar de la existencia de una gran variabilidad interin-
dividual e interpoblacional en el perfil de factores inmunitarios 
presentes en la leche de mujeres sanas, existe un conjunto co-
mún de compuestos inmunológicos solubles que se encuentran 
presentes en la leche madura producida por mujeres sanas, in-
dependientemente de su ubicación geográfica. Este hecho su-
giere que estos compuestos son especialmente importantes 
para la salud infantil (y/o mamaria), independientemente de la 
situación contextual. Por el contrario, la presencia y/o concentra-
ción de muchos otros compuestos inmunológicos varían entre 
poblaciones geográficamente diferenciadas, de forma similar a 
lo que sucedía con los perfiles de oligosacáridos de la leche hu-
mana observados dentro de la misma cohorte17. Quizás estas 
sustancias más «variables» tengan una importancia distinta se-
gún la ubicación geográfica, la presión de los patógenos más 
prevalentes en cada localización, la dieta, la higiene, los factores 
genéticos, las normas culturales, etc., o puedan reflejar las ne-
cesidades cambiantes de los lactantes.

Desde un punto de vista inmunológico, la leche humana con-
tiene una gran cantidad de elementos inmunitarios (células in-
munitarias, citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, 
Ig, etc.) que proporcionan protección pasiva al lactante durante 
un periodo de especial vulnerabilidad18. Además, tales elemen-
tos contribuyen activamente a la maduración del sistema inmu-
nitario del bebé y al establecimiento de la función de barrera en 
sus mucosas19,20. Globalmente, nuestros resultados indican que 
los factores inmunitarios de la leche humana muestran una alta 
inter/intravariabilidad en diferentes poblaciones, tal como se ha 
observado en estudios previos limitados a un número considera-

Concentración (mediana, ng/L) de las quimioquinas y los factores de crecimiento en las muestras analizadas

Etiopía Gambia Estados Unidos

Parámetro
Rural

(n= 40)
Rural 

(n= 40)
Urbana 
(n= 40)

Ghana 
(n= 40)

Kenia 
(n= 42)

Perú 
(n= 43)

España 
(n= 41)

Suecia 
(n= 24)

Washington 
(n= 41)

California 
(n= 19)

IL-8 54,01a,d 59,56a 98,52a 6,74b 85,62a 67,90a,c 72,08a,c 11,66b 22,30b,c,d 5,19b

GROα 5,63a,d 4,19a,b 1,36b,c 0,27c 8,96a 11,01a,b 6,19a,d 1,31b,d,e 3,82a,b 0,34c,e

MCP1 132,62a,b 175,50a,b 147,31a,b 126,00a,b 252,51a 148,70a,b 156,57a,b 35,18b 52,60a,b 14,31b

MIP1β 24,75a,d 23,01a,b 9,48b,c 4,24c,e 33,11a 14,24b,d 30,70a,d 9,42b,c 19,12a,b,d 2,85e

GCSF 79,91a 51,38a,b 48,19a,b 47,10a,b 47,32a,b 50,20a,b 18,33b,d 1,29c 3,11c,d 0,85c

GMCSF 8,63 9,99 13,44 23,36 10,39 11,84 12,87 ND ND ND

EGF 4,65a,c 3,97a,b 3,53a,b 3,20b 4,95a,c 4,19a,b 5,96c,d 8,29d 9,42d 6,85d

Los valores que no comparten un superíndice común (dentro de cada fila) son estadísticamente diferentes (p <0,05). Los rangos intercuartil están recogidos en el estudio 
de Ruiz et al.15. ND: no detectado.
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blemente menor de factores inmunitarios21,22. Entre los factores 
analizados, únicamente IgA, IgG, IgM, EGF, TGFβ2, IL7, IL8, Groα 
y MIP1β se encontraron en todas o en la mayoría de las muestras 
recogidas en cada población en concentraciones variables pero 
biológicamente relevantes. Por tanto, este conjunto de compues-
tos podría considerarse como los factores inmunitarios solubles 
comunes presentes en la leche producida por mujeres sanas, 
independientemente de su localización geográfica y de sus cir-
cunstancias vitales. Cada uno de estos factores tiene un papel 
clave en el desarrollo de la función de barrera y de las funciones 
inmunológicas de los lactantes. También podrían ser importantes 
para proteger a la glándula mamaria frente a procesos patológi-
cos durante la lactancia.

Los anticuerpos maternos adquiridos pasivamente son im-
portantes para la protección frente a algunos patógenos en el 
periodo neonatal, y promueven la homeostasis intestinal a lar-
go plazo mediante la regulación de la microbiota intestinal y de 
la expresión génica del hospedador23. Entre las Ig, la IgA secre-
tora (IgAs) es la clase predominante en la leche humana, hecho 
que compensa la deficiencia de IgA del lactante y que contri-
buye notablemente a la prevención de enfermedades infeccio-
sas respiratorias y gastrointestinales3. Tanto la IgA como la 
IgM de la leche humana son activas frente un amplio espectro 
de virus, bacterias, protozoos, levaduras y mohos, lo que impi-
de la colonización y la invasión de numerosos patógenos. La 
exclusión inmunitaria de antígenos se realiza principalmente 
mediante la IgAs en cooperación con las defensas innatas, pe-
ro la IgM secretora también es muy relevante para la salud 
neonatal, ya que es necesaria para inactivar algunos patóge-
nos gramnegativos24. Además, la IgA parece desempeñar un 
papel relevante en la regulación de la respuesta inmunitaria a 
los antígenos de la dieta, ya que algunos estudios han descrito 
una relación inversa entre los niveles de esta Ig en la leche y 
el desarrollo de alergias25,26.

De forma similar a la IgA, la cantidad y repertorio de las IgGs 
producidas por los propios lactantes son claramente insuficien-
tes para cubrir sus necesidades durante ese periodo de la vida. 
La transferencia transplacentaria de IgG sólo corrige parcialmen-
te esta deficiencia, ya que su concentración disminuye rápida-
mente tras el nacimiento. El lactante comienza a producir activa-
mente IgGs al exponerse a antígenos, pero la respuesta no es 
completa hasta los 4-5 años de edad; este hecho es responsable 
de que los bebés sean particularmente sensibles a los microor-
ganismos encapsulados, y es uno de los motivos por los que la 
lactancia materna confiere un elevado nivel de protección frente 
a las infecciones que se generan en las mucosas.

Las citoquinas, las quimioquinas y los factores de crecimien-
to son polipéptidos pluripotentes que operan en redes y coor-
dinan el desarrollo y las funciones del sistema inmunitario. En 
el pasado, el estudio de estos factores en la leche humana ha 
resultado complicado, debido a su complejidad, a sus concen-
traciones relativamente bajas y a la falta de procedimientos y 
reactivos específicos para su cuantificación en este fluido bio-
lógico. Sin embargo, en los últimos años ha aumentado rápida-

mente el número de estos compuestos detectados en la leche 
humana, ya que existe un interés creciente en sus roles, que 
parecen ser extraordinariamente relevantes para la salud ma-
ternoinfantil27, y en las complejas interacciones que se esta-
blecen no sólo entre ellos, sino también con otros factores in-
munológicos y de defensa presentes en la leche y/o el tracto 
gastrointestinal infantil (lisozima, lactoferrina, HMO, mucinas, 
lípidos funcionales, péptidos y proteínas antimicrobianas, po-
liaminas, microorganismos, etc.)28.

En concordancia con los resultados obtenidos en nuestro tra-
bajo, en estudios previos se ha demostrado que la presencia de 
concentraciones variables (pero generalmente altas) de TGFβ2 
es una característica común de la leche humana en condiciones 
fisiológicas29. El TGFβ es un factor inmunomodulador clave en la 
leche humana, ya que resulta crítico para la inducción de la tole-
rancia oral y la regulación global de las respuestas inmunitarias 
intestinales tras la ingestión de alimentos30,31. Los estudios epi-
demiológicos han demostrado una correlación positiva entre los 
niveles de TGFβ en la leche humana y la protección frente a sibi-
lancias y dermatitis atópica en los niños amamantados32,33. Ade-
más, el TGFβ2 atenúa específicamente las respuestas inflama-
torias inducidas por IL-1β en el intestino humano inmaduro a 
través de un mecanismo dependiente de SMAD6 y ERK34. 

Las quimioquinas son bien conocidas por su capacidad para 
atraer leucocitos, hecho que resulta fundamental para dirigir la 
respuesta inmunitaria a los lugares donde existe una infección 
o una lesión35. Nuestro trabajo sugiere que las quimioquinas 
Groα (o CXCL1), IL-8 y, en menor medida, MIP1β, se incluyen 
en el core inmunológico común de la leche humana. Se sabe 
además que Groα desempeña un papel en el desarrollo de la 
médula espinal al inhibir la migración de precursores de oligo-
dendrocitos36. Esta quimioquina disminuyó la gravedad de la 
esclerosis múltiple en un modelo de ratón y puede proporcionar 
una función neuroprotectora37. Además, Groα participa en al-
gunos procesos que son esenciales en los primeros años de 
vida, como la angiogénesis y la cicatrización de heridas38,39. La 
IL-8, por su parte, puede ser particularmente relevante para el 
tráfico de leucocitos desde la circulación materna a la glándu-
la mamaria y hacia la leche40.

En relación con los factores de crecimiento, el EGF estuvo pre-
sente en todas las muestras analizadas en este estudio. El EGF 
potencia la proliferación y la diferenciación de las células epite-
liales en el tracto gastrointestinal y favorece la cicatrización de 
las lesiones que se producen en las mucosas41,42. Las principales 
fuentes de EGF para el tracto gastrointestinal infantil son el ca-
lostro y la leche humana. El EGF en la leche humana tiene un 
efecto protector frente a las enfermedades neonatales que afec-
tan al intestino, como la enterocolitis necrotizante43. Esta protec-
ción se ha asociado al papel de este factor de crecimiento en la 
alteración del equilibrio de proteínas proapoptóticas y antiapop-
tóticas44. El EGF también parece contribuir al mayor tamaño del 
timo de los lactantes amamantados (en comparación con los 
alimentados con fórmula)45. Esto podría conducir a una mejor 
regulación de la diferenciación y maduración de los linfocitos T 
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y, en consecuencia, a un menor riesgo de enfermedad autoinmu-
ne. Por otra parte, se ha sugerido que los niveles de IL-7 (una 
citoquina que, según los resultados de este trabajo, forma parte 
del core de factores inmunitarios de este fluido) pueden estar 
asociados con una mejor función del timo infantil46.

A pesar de la variabilidad inter/intracohorte, los perfiles inmu-
nitarios obtenidos en este estudio permitieron dividir las mues-
tras en grupos altamente concordantes con su origen geográfico 
y/o con el índice de desarrollo humano de los países donde se 
obtuvieron. Globalmente, los perfiles de las muestras obtenidas 
en países en vías de desarrollo fueron consistentes con una ma-
yor plasticidad de la respuesta inmunitaria, capaz de ejercer 
protección frente una amplia gama de estímulos. En las mues-
tras de estos países se observaron valores más elevados en la 
tasa antiinflamatoria IL-10/IL-12. En el marco de la «hipótesis de 
la higiene», esto puede reflejar un mayor nivel de exposición 
materna a microorganismos y otros antígenos. Por el contrario, 
el perfil de las muestras recogidas en los países desarrollados se 
caracterizó por la presencia de un menor espectro de factores 
inmunitarios y por niveles más altos de IgA y EGF. Este hecho es 
consistente con un predominio de la actividad de las células B en 
relación con la inmunidad mediada por células T, lo que refleja el 
impacto de algunas prácticas generalizadas en los países occi-
dentales (higiene puerperal, menor contacto con animales, ali-
mentos microbiológicamente seguros, sistemas de saneamiento 
del agua y de los efluentes, vacunación, uso de antibióticos, 
corticoides y otros antiinflamatorios, etc.). 

En este contexto, hay que resaltar que las 2 poblaciones de 
Gambia incluidas en este estudio, con el mismo origen étnico 
pero que vivían en 2 entornos ambientales diferentes (rural y 
urbano), presentaron diferencias significativas en algunos fac-
tores inmunitarios. En general, la frecuencia de detección y la 
concentración de TNFα y la frecuencia de detección de algunos 
factores relacionados con la inmunidad adquirida (IL-17 e IL-5), 
que se desarrollan durante la vida como resultado de exposi-
ciones antigénicas y, por tanto, estrechamente relacionados 
con las presiones ambientales, fueron mayores entre las muje-
res que vivían en el medio rural.

Como conclusión global, cabe mencionar que la leche huma-
na es un líquido complejo y dinámico que proporciona factores 
inmunitarios y otros compuestos bioactivos que pueden modu-
lar y educar al sistema inmune del lactante. El potencial inmu-
nológico de la leche difiere de una madre a otra, y es probable 
que dependa de la exposición de la madre a los antígenos y de 
su respuesta inmunitaria contra ellos, entre otros factores. Una 
mejor comprensión de los factores que controlan los niveles de 
estos compuestos en la leche ayudará a establecer nuevas es-
trategias para prevenir las enfermedades infantiles y ampliará 
las fronteras actuales de la inmunología. 
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