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Resumen

Resumen

El presente estudio se realizd con el objetivo de caracterizar la composicién dindmica de los calostros del
Banco de Leche Humana del Centro Hospitalario Pereira Rossell (BLH-CHPR) desde el punto de vista
inmunolégico, con el objetivo final de optimizar el aporte de compuestos bioactivos que participan en las
defensas y mecanismos de inmunoregulacion del recién nacido, valorando las pérdidas por pasteurizacidn y
utilizando métodos de potencial aplicacion en el laboratorio del BLH-CHPR.

Se analizaron en paralelo 67 calostros crudos y pasteurizados. Para poder evaluar la evolucion temporal de
los diferentes componentes, se realizé una clasificacion arbitraria de los calostros, basados en las
caracteristicas altamente dinamicas que presenta la composicién de la leche humana, definidos en tres
grupos de acuerdo al dia post parto (dpp) en que se realizé la extraccion materna: calostro temprano (1-2;
n=13), calostro intermedio (3-5; n=45) y calostro tardio (6-7; n=9). Proteinas totales se valoraron por los
métodos de Bradford y Absorcién UV (A,son60), Mientras que por medio de ELISA de captura se
determinaron el contenido de Inmunoglobulinas (IgA e IgM) y citoquinas (TGF-B2 e IL-10).

El contenido energético (kcal/L) de las muestras de calostros se obtuvo por el método del crematocrito
utilizado de rutina en los BLH.

Los calostros crudos mostraron una tendencia a la disminucién de los niveles de IgA, IgM y TGF-B2 con el
tiempo (medianas: 1.30 g/L; 0.045 g/L y 2077 pg/mL respectivamente) y la concentraciéon de proteinas
disminuyé significativamente a partir del sexto dpp en muestras pasteurizadas.

La IL-10 se detectd solamente en el 10% de calostros crudos, correspondientes principalmente a calostros
tempranos (2 dpp).

El contenido energético de los calostros crudos no mostro diferencias significativas durante la primer
semana de lactancia.

La pasteurizacién no modificd el contenido proteico total pero disminuyd significativamente el aporte de
IgA (20-28%), TGF-B2 (22-37%) y drasticamente el aporte de IgM (79-85%).

Como conclusiones se desprende la importancia de jerarquizar el uso de los calostros tempranos para
seleccionar lotes con maxima actividad inmunoldgica.

Los resultados alientan la busqueda de alternativas al tratamiento convencional para maximizar el aporte
de componentes inmunoldgicos.

Palabras claves

Calostro, Pasteurizacion, Proteinas totales, Inmunoglobulinas, Citoquinas.
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Abreviaturas

AP, antes de la pasteurizacion

BLH, Banco de Leche Humana

BSA, albumina de suero bovino

CHPR, Centro Hospitalario Pereira Rossell

DP, después de la pasteurizacién

dpp, dia post parto

ELISA, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima

IDR, inmunodifusion radial
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IL, interleuquina

MSP/ASSE, Ministerio de Salud Publica/Administracién de los Servicios de Salud

OMS, Organizacion mundial de la salud

PBS, buffer fosfato salino

SFB, suero fetal bovino

TGF, factor transformador del crecimiento

UNICEF, Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia

UV, ultravioleta




Introduccion

1. Introduccion

Estudios epidemioldgicos muestran en forma contundente los beneficios de la leche materna en miltiples
aspectos; ademas del aporte energético que representa, es fundamental para el desarrollo y
funcionamiento del sistema inmune del recién nacido asi como para la transferencia pasiva de proteccion
frente a infecciones debido a la presencia de multiples componentes bioactivos que se traduce en
beneficios a corto plazo (en el primer afio de vida) como la disminucién del riesgo de muerte subita,
disminucién de la gravedad de enfermedades infecciosas agudas, entre otros. La evidencia cientifica
demuestra a su vez, que algunos de estos componentes contribuyen a la prevencion de patologias con una
base inmunoldgica como las alergias y las enfermedades autoinmunes (Tuly et al., 2001), sumado al gran
impacto que tiene en el desarrollo cognitivo para toda la vida, por lo que los beneficios se proyectan en el
mediano y largo plazo.

Las madres de bebes hospitalizados de bajo peso, en su mayoria prematuros o sometidos a cirugia,
generalmente ven impedido transitoriamente el amamantamiento.

En el caso de que la madre no pudiese amamantar al recién nacido, existe la opcidon de alimentarlo con la
leche humana de otras madres, o con los preparados comerciales para lactantes.

De hecho el aporte de nutrientes y componentes bioactivos que suministra la leche humana es muy
ventajoso respecto a la alimentacién con féormulas.

De acuerdo con la reunion conjunta OMS/UNICEF, “el mejor alimento para el recién nacido que no puede
ser alimentado directamente con el pecho de su madre, es la leche extraida de su propia madre (leche
materna) o la extraida de otra madre sana (leche humana). Por ello es necesaria la existencia de bancos de
leche humana (BLH) (Wight, 2001)”y cada vez se promueve mas la alimentacion con leche humana donada
en los servicios de neonatologia como un recurso beneficioso para la salud y la economia (Underwood,
2013).

Por lo tanto, la leche humana proveniente de BLH se torna una excelente alternativa nutricional para nifios
prematuros, de bajo peso, victimas de enfermedades infecciosas, diarrea e inmunosupresién, cuando la
leche de sus madres no estd disponible. La leche de las donantes debe ser pasteurizada antes de
suministrarse a los nifios para evitar la transmision de enfermedades infecciosas (Lawrence, 1999; Almeida,
2008b).

Promover la lactancia y el cuidado de la salud de los nifios prematuros de nuestro pais es una prioridad del
Programa Nacional de Salud de la Nifiez del MSP.

En nuestro pais, funciona desde el afio 2003 el Banco de Leche Humana del Centro Hospitalario Pereira
Rossell (BLH-CHPR) integrado por un equipo multidisciplinario, es el referente a nivel nacional de los Bancos
que integran la Red Uruguaya de Bancos de Leche que incluye a los bancos ubicados en Salto y Tacuarembd
e integra junto a otros paises de Ibero América la Red Iberoamericana de BLH.

El BLH es una alternativa innovadora a nivel de la salud y tiene como finalidad principal apoyar a las madres
en la lactancia y mantener la excelencia en la nutricién, permitiendo generar la seguridad alimentaria para
la poblacion de recién nacidos internados en las unidades neonatales que por alguna razén no pueden ser
alimentados por su propia madre (por ejemplo, madres que no tienen el suficiente volumen para su
alimentaciéon completa, infecciones maternas (ej. HIV), tratamientos farmacolégicos de la madre (ej.
antirretrovirales, quimioterapia), consumo de drogas y patologias metabdlicas del recién nacido),
garantizando un alimento lo mas similar posible a la leche de su propia madre.
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La reglamentacién del funcionamiento de los BLH, que tienen como objetivos la promocidn, proteccién y
apoyo a la lactancia materna, asi como fomentar la donacidon de leche humana para aumentar la leche
procesada en los BLH para luego ser administrada a los recién nacidos internados mds vulnerables, han
llevado al aumento de la tasa de lactancia, encontrandose en 2007 en un 57,1% y alcanzando en el 2011 el
65,2% (ultimo dato disponible).

La Red Uruguaya de BLH es una estrategia innovadora a nivel nacional ejemplo de ello, ademas de lo
anteriormente mencionado es que durante el afio 2013 fueron asistidas mds de 10.000 mujeres en
lactancia materna, de las cuales 1550 se transformaron en donantes voluntarias lo cual permitié recolectar
4075 litros de leche humana que luego de ser procesada permitid alimentar a 1525 recién nacidos
generando un stock de reserva igual a dos meses de consumo, lo que ha permitido eliminar la diarrea
intrahospitalaria y reducir la incidencia de enterocolitis necrotizante, que tiene un alta morbilidad entre los
recién nacidos prematuros.

Nuestro faro y guia sigue siendo la frase expresada por el Profesor Dr. Morquio a principios del siglo XX: “un
nifo alimentado a pecho raramente enferma y nunca muere”.

Si bien el aporte que realizan los BLH a la sociedad es indiscutible, a nivel mundial se realizan esfuerzos
constantes para estandarizar y optimizar los procedimientos de obtencidén y conservacion de las muestras.
Ademas hay interés en tener una caracterizacion mds completa sobre la composicidon de las leches y
calostros de cada centro, y disponer asi de herramientas para valorar las propiedades inmunoldgicas de las
muestras en forma complementaria a la determinacion del aporte caldrico y valoracién general de la leche
de las donantes que ingresan al banco.

Por lo tanto, se requieren mas conocimientos basicos y tecnoldgicos para lograr igualar las propiedades de
la leche materna con la leche donada y procesada en un BLH (Moro & Arslanoglu, 2012; Menon & Williams,
2013).

Hasta el presente, la valoracién de la leche de las donantes que ingresan al banco se realiza de acuerdo a
los criterios y normas establecidos por la Red Brasilefia de BLH (www.redeblh.fiocruz.br). EI BLH colecta,

procesa y almacena leche de mujeres saludables. La administracién segura de la leche donada implica un
procesamiento en el laboratorio. La leche se recibe congelada y es sometida a un riguroso control de
calidad, evaluando en principio sus propiedades fisicoquimicas, donde se calcula el aporte calérico a partir
de la estimacién del contenido graso por determinacién del crematocrito. Luego cada lote individual se
pasteuriza mediante un calentamiento a 62.5°C durante 30 minutos (Pasteurizacion de Holder),
inmediatamente se realiza el control microbiolégico, lo que garantiza que solamente los lotes que estén
libres de microorganismos patdgenos y contaminacion adquirida durante la manipulacién, sean liberados
para su adjudicacién.

No se dispone aun de informacidn proveniente de nuestra red de BLH sobre el contenido de componentes
bioactivos, cuya concentracidn no se relaciona directamente con el aporte energético. Por lo tanto no hay
criterios para seleccionar las muestras de leche con maximo aporte de componentes con actividad
inmunoldgica y poder tener en consideracion el balance del aporte caldrico/inmunoldgico que puede ser
necesario para situaciones particulares, de acuerdo al criterio médico. Tampoco se dispone de estudios que
valoren los efectos deletéreos del proceso de pasteurizacién sobre la calidad inmunoldgica de la leche.


http://www.redeblh.fiocruz.br/
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En condiciones ideales, la leche de cada madre es dptima para la nutricidon de su recién nacido, acoplandose
a sus necesidades en cada momento. De este modo, la composicién de la leche producida por madres que
dan lugar a prematuros presenta ciertas diferencias con la de madres de recién nacidos a término,
precisamente para cubrir las deficiencias que presenta el lactante prematuro (Schanler et al., 1999). A su
vez, la leche tiene una composicion dindmica que va variando a lo largo de los dias para estabilizarse en la
etapa de leche madura (a partir de los 15 dpp), pasando por una etapa intermedia (leche de transicién)
entre la madura y el calostro que es la leche inicial, secretada desde las primeras horas hasta los primeros 7
dpp, quien representa la secrecion materna con maximo aporte de componentes bioactivos (Ballard &
Morrow, 2013). A tal punto que su administracion es considerada como una terapia oral y existen en el
mercado preparaciones comerciales derivadas de calostro bovino en base a estas propiedades, aunque
solamente el calostro humano es apropiado para nifios prematuros.

En base a estas caracteristicas Unicas del calostro es que nuestro trabajo se ha focalizado principalmente en
esta etapa de la secrecion lactea.

1.1. El sistema inmune del recién nacido y la lactancia

La extensién y funcionalidad del sistema inmune de los mamiferos es limitado al nacer; un ratén recién
nacido tiene solamente el 1% del sistema inmune de un animal adulto (Adkins, 1999) y aunque en humanos
tal estimacion es compleja, se considera que el nimero de las células productoras de Inmunoglobulina A
(IgA) en la mucosa intestinal aumenta hasta 10 veces durante las primeras semanas de vida siendo tal
compartimento la principal via de entrada de patdgenos, con una superficie expuesta que supera en gran
medida a la superficie de la piel y tracto respiratorio.

Ademads de la menor extension del sistema inmune del recién nacido, su funcionalidad es limitada en varios
aspectos, por ejemplo en el cambio de clase de las inmunoglobulinas, en la poblacidn de células B de zona
marginal de bazo que cumplen funciones muy importantes en infecciones sistémicas por bacterias
encapsuladas, la produccién de citoquinas es mas limitada que un adulto asi como la funcién fagocitica
(Brandtzaeg et al., 1991).

La lactancia materna exclusiva durante los primeros 6 meses de vida por madres sanas y con buen estado
nutricional recomendada por la Organizacién Mundial de la Salud y el Fondo de las Naciones Unidas para la
Infancia, le ofrece al nifio el alimento ideal y sigue siendo la dptima fuente de lacteos aportando los
nutrientes y componentes bioactivos necesarios para su normal desarrollo durante los primeros dos afos,
al ser complementada con otros alimentos (OMS, 2003).

La leche materna ademas del aporte nutricional debe ser considerada como “la primera vacuna” que recibe
el nifo desde el punto de vista inmunoldgico ya que lo protege contra numerosas infecciones a las que esta
expuesto durante el primer afio de vida (Field, 2005). Garantizando el aporte de nutrientes y moléculas con
actividad biolégica con efecto local que contribuyen a la barrera intestinal del lactante y también con
efectos sistémicos al desarrollo del sistema inmune inmaduro, a las defensas frente a infecciones y al
establecimiento de los mecanismos de tolerancia inmunoldgica que controlan el desarrollo de patologias
con base inmunoldgica como las alergias, compensando las deficiencias durante el periodo de maduracidn
para lograr un desarrollo completo del sistema inmune del nifio (Gregory & Walker, 2013).
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Los anticuerpos maternos, en su mayoria Inmunoglobulina A secretoria (lgAs) son las moléculas
inmunolégicamente activas mayoritarias en la leche, brindan proteccion al nifio en la etapa en que su
sistema inmune aun es inmaduro junto con moléculas con actividad microbicida; ademdas de esta funcidn
efectora los anticuerpos regulan la induccion de respuesta inmune hacia los componentes inocuos como los
antigenos de la dieta, que podrian generar alergias alimentarias o enfermedades autoinmune si tales
mecanismos de tolerancia o inmunoregulacién son alterados.

Durante la lactancia se desarrolla y activa el tejido linfoide relacionado con las mucosas (MALT) del bebé,
en el intestino, los pulmones, las vias genitales, y en las glandulas mamarias, salivales y lagrimales. Este
proceso se realiza a través del mecanismo bronco-entero-mamario, donde tienen lugar una serie de
mecanismos en el intestino, tejido linfoide y gldndula mamaria de la madre lactante con objeto de producir
una gran cantidad de IgAs (Lawrence & Pane, 2007).

Cuando la madre entra en contacto con antigenos del medio ambiente (bacterianos, virales, etc.,) en la
mucosa del epitelio respiratorio o intestinal son capturados por las células M que pertenecen al tejido
linfoide de las mucosas (MALT), y transportados a las placas de Peyer. Aqui se elaboran los antigenos de los
macréfagos y son presentados a los linfocitos T, de donde surgen las subpoblaciones de linfocitos B, lo que
hace proliferar las células precursoras productoras de anticuerpos. Estas células emigran por los ganglios
linfaticos regionales del mesenterio y llegan al conducto toracico, donde se dividen en tres
compartimentos: las glandulas mamarias, los tejidos linfaticos del intestino materno y el sistema bronquial.
En estas regiones maduran y se transforman en células plasmaticas productoras de IgA. Inicialmente las IgA
son mondmeros, en las células epiteliales de las glandulas exocrinas (mama, lagrimal, salival), los sistemas
respiratorio, digestivo y urinario, se unen en pares con la cadena J para formar el dimero de IgA; se fijan a
las glicoproteinas (componente secretor) para resistir y protegerse de la digestidon enzimatica y estan listas
para ser transportadas a través de las células epiteliales y aparecer en las secreciones exocrinas en la
superficie de las membranas mucosas (Brandtzaeg, 2010).

La leche materna contiene gran cantidad de componentes inmunoldgicos tanto humorales como celulares
gue constituyen un sistema cuya funcion protectora se opone a los antigenos de virus, bacterias y parasitos
reportandose eficaz contra E. coli, Salmonella, Campilobacter, Vibrio cholerae, Shigella y G. lamblia.

También se han encontrado anticuerpos IgA contra proteinas de alimentos como la leche de vaca, la soyay
el frijol negro. No promueve inflamaciéon ya que no activa complemento y por lo tanto no consume energia.

1.2. Propiedades dinamicas de la leche materna

La leche materna es un fluido complejo y altamente dinamico, su composicion varia tanto de una madre a
otra y en cada mujer, en el transcurso del dia e incluso durante una misma lactada. La fraccién mas estable
es la proteica y la de mayor variabilidad, la grasa.

Su produccion responde a una regulacion neuroenddcrina y su composicidn esta influida tanto por factores
intrinsecos a la propia glandula mamaria, como por factores externos condicionados por los nutrientes y
sustancias quimicas que la madre ingiere. Es precisamente esta caracteristica particular la que la adapta
perfectamente a las necesidades del lactante en cada momento (Neville et al., 2001).
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La composicion varia a lo largo del dia y del periodo de lactancia, de manera que la leche secretada en las
primeras horas después del parto (calostro) y la producida al cabo de un mes (madura) difieren
enormemente en su composicién general, esto permite dividir la lactancia materna en tres fases en que la
leche se clasifica segun los dias post parto (dpp) a la que pertenece: calostro (primeros 7 dpp), de transicion
(8-15 dpp) y madura (dpp 16 en adelante); la composicion de la leche varia en estas etapas en forma mas
notoria para algunos componentes como por ejemplo las inmunoglobulinas que tienen su maxima
concentracién en el calostro y luego disminuye (Rodriguez-Palmero et al., 1999).

A parte de esta variabilidad de la leche a lo largo del tiempo, también se ha encontrado variabilidad entre la
producida por diferentes mujeres, atribuido a diversidad de factores como la dieta materna, la raza, el
estado nutricional y el tiempo de gestacidn al momento del parto. En particular, algunos estudios recientes
muestran que el estado gestacional y la duracién de la lactancia tienen gran impacto sobre la composicidn
de la leche (Picciano, 2001; Castellote et al., 2011). Otro estudio realizado por Koening et al., (2005) sobre
el contenido proteico en muestras de calostro en tres grupos de madres de diferente edad gestacional
(<32, 32-36 y >37 semanas de gestacidén) obtuvo que la mayor concentracion de proteinas totales
correspondid al grupo de madres con recién nacidos a pre-término, dado principalmente por la IgA,
demostrando la adaptabilidad de la composicién de la leche a las necesidades del recién nacido (Montagne
et al., 1999).

El calostro se caracteriza por presentar un color amarillento dado por la presencia de altas concentraciones
de beta-carotenos, es espesa por su alta densidad (1040-1060 g/L) y tiene un pH (7.45) que favorece el
vaciamiento gastrico.

Su volumen puede variar de 20 a 100 mL/dia en el transcurso de los tres primeros dias; y aumenta en forma
progresiva en relacion directa con la intensidad y frecuencia del estimulo de succién del bebé hasta 580
mL/dia hacia el sexto dia; tanto el volumen como su osmolaridad van variando a lo largo de los dias para
adaptarse a las necesidades del recién nacido en base a su madurez.

Tiene un 87% de agua y el maximo contenido de proteinas (destacando la alta concentracidn de IgA),
vitaminas liposolubles, factores de crecimiento, Lactobacilos bifidus, y algunos minerales (sodio y zinc). En
concentraciones menores se encuentran las grasas, la lactosa y las vitaminas hidrosolubles (Lawrence &
Lawrence, 2007).

El calostro le confiere la condicién protectora al recién nacido contra infecciones ya que transfiere
inmunidad pasiva por absorcion intestinal de inmunoglobulinas, altas concentraciones de lisozima vy
ademds contiene gran cantidad de macrdfagos y linfocitos (2000 a 4000/mm?®).

1.3. Composicion de la leche humana

La leche humana relne en su composicion mas de 250 sustancias diferentes, dispuestas de forma
jerarquizada y compartimentada, integrando tres subsistemas o fracciones: emulsién, suspension coloidal y
solucién.

La emulsién incluye a los componentes liposolubles (grasas, aceites, vitaminas, pigmentos y algunos acidos
grasos libres) y gran parte de los componentes liposolubles estan presentes en forma de glébulos,
envueltos por una membrana fosfolipoproteica. Esta membrana es la misma de la célula alveolar de la
glandula mamaria, y es responsable por dar estabilidad a la emulsion.

La suspension coloidal del tipo gel estd constituida por micelas de caseina que asocian la mayor parte del
calcio y fésforo que aporta la leche.
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En la fraccidon solucidon se relne el agua, principal constituyente de la leche humana y los demas
hidrosolubles como las proteinas solubles, sales minerales, carbohidratos y la mayor parte de los
componentes con actividad inmunobiolégica como ser inmunoglobulinas (principalmente IgAs y menores
cantidades de IgM, IgG) y péptidos con efectos inmunomoduladores (TGF-f3 e IL-10).

Se ha considerado que los constituyentes liposolubles que integran la fraccion emulsién se relacionan en
forma inversamente proporcional con las proteinas solubles de la leche, lo cual implicaria que el contenido
energético de la leche es inversamente proporcional al aporte en inmunobioldgicos (Almeida, 2008a).

Es asi que la leche humana con un contenido energético bajo podria ser rica en sustancias protectoras con
accién quimica o bioldgica en el tracto digestivo del lactante.

Las proteinas constituyen el 7% de la energia de la leche y son los principales elementos plasticos
necesarios para el crecimiento y desarrollo de los humanos.

Entre los mamiferos, la leche humana posee la concentracién mas baja de proteina. Sin embargo es la
cantidad adecuada para el 6ptimo crecimiento del nifio.

La cantidad y calidad influye en el metabolismo y ritmo de crecimiento de los recién nacidos. Estas
proteinas de la leche estan adaptadas a las necesidades del recién nacido; a mayor velocidad de
crecimiento, mayor contenido en proteinas (Jiménez, 2001).

El tipo de proteinas que contiene la leche humana, la hacen Unica para la especie humana, ya que son
consideradas de buena calidad al contener los 10 aminoacidos esenciales (metionina, valina, leucina, lisina,
isoleucina, cistina, histidina, treonina, triptéfano, fenilalanina) en una secuencia adecuada y por presentar
mejor biodisponibilidad gracias a la presencia de enzimas digestivas como la amilasa.

Las proteinas de la leche humana se dividen principalmente en dos grupos: las proteinas del suero (70-80%)
y las caseinas (20-30%) (Lépez-Alvarez, 2007).

Entre las proteinas del suero la mds abundante es la a-lactoalbimina (37%), seguida de lactoferrina, IgAs,
lisozima y lipasa estimulada por sales biliares. Su importancia estriba en que actua como cofactor en la
biosintesis de lactosa. Tiene baja alergenicidad, debido a un peso molecular de 14,500 Da, mucho menor si
se compara con la B-lactoglobulina, que llega a pesar 36,000 Da, como en la leche entera de vaca y por
tanto, en las fdrmulas infantiles (Lénnerdal, 2003).

La caseina, contribuye al transporte de calcio, fésforo y aminoacidos para fines estructurales a nivel celular
a través de la formacion de micelas. En la leche materna sdlo hay dos de las tres subunidades que existen:
la B-caseina que se une con la K-caseina y con los iones de fosforo para formar micelas de pequefio tamafio
(30-75 nm) que comparado con los 600 nm que mide la a-caseina de la leche de vaca, son mejor digeridas
en el intestino del bebé.

Su mayor concentracidon se obtiene durante las primeras semanas post parto y va decreciendo con el
establecimiento de la lactancia (desde 15.8 hasta 8-9 g/L), independientemente de las proteinas que
consume la madre.

En los primeros dias post parto (calostro) la leche humana tiene una relacion proteinas del suero/caseina
de 90/10; cambia a 60/40 hasta los ocho meses y se mantiene en 50/50 hasta el fin de la lactancia, lo cual la
vuelve facilmente digerible (Lonnerdal, 2003).

1.3.1. Los componentes bioactivos y las defensas

Como inmunoglobulina se destaca la presencia de IgAs en todos los estadios de la lactancia, pero
principalmente en el calostro, llegando a niveles maximos al segundo ddp (Castellote et al., 2011).
Igualmente la leche humana contiene cantidades menores de IgA monomerica, IgM e IgG.
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La IgAs es indiscutiblemente el principal componente inmunolégico de la leche humana y presenta
propiedades especiales respecto a las otras inmunoglobulinas, como una mayor estabilidad y resistencia
frente al pH digestivo bajo y a la accién de las enzimas proteoliticas, constituyendo una funcién central en
las defensas del nifio mientras aln no sintetiza sus propios anticuerpos, contra infecciones en general y del
tracto digestivo en particular (Jiménez, 2001). Hasta el 88% de la IgA ingerida puede ser recuperada en las
heces del lactante (Brandtzaeg, 2003).

La IgAs en la leche deriva de plasmocitos diferenciados en el intestino de la madre contra patégenos y flora
normal, ya que parte de las células productoras de anticuerpos diferenciadas en las placas de Peyer migran
a través del mecanismo bronco-entero-mamario y colonizan la glandula mamaria, habiendo luego secrecién
mediante el epitelio donde adquiere el componente secretorio a través del proceso de transcitosis, el cual
involucra la unién al receptor polimérico de inmunoglobulina (IgRp) en la cara baso-lateral de las células
epiteliales, seguido de liberacién y translocacién al lado apical en forma de complejo con el componente
secretor (Brandtzaeg, 2010). Es asi que el nifio recibe anticuerpos especificos contra un repertorio de
patdégenos que han estado en contacto con la madre a nivel intestinal, en particular se ha demostrado
proteccion contra Vibrio cholerae, E. coli enterotoxigénica, Campilobacter, Shigella y Giardia lamblia (Cruz
et al., 1988; Ruiz-Palacios et al., 1990; Walterspiel et al., 1994).

En la leche también hay células maternas, principalmente en el calostro, incluyendo macroéfagos, linfocitos
Ty plasmocitos productores de IgA que continuarian su produccion en el nifio (Goldman, 1993; Brandtzaeg,
2003).

1.3.2. Los componentes bioactivos y la inmunoregulacion

La capacidad de las células inmunes para discriminar y responder de manera adecuada a los antigenos de
diverso origen y variable patogeinicidad recae sobre una pequefia sefalizacién inmunomoduladora de
proteinas conocidas como citoquinas (Lépez-Alvarez, 2007).

Existen numerosos factores de crecimiento y citoquinas presentes en la leche que cumplen funciones de
inmumodulacidn, y que en conjunto contribuyen a la maduracién del intestino, del sistema inmune local y
la colonizacién por la microbiota. Ademads, participan en el desarrollo de los mecanismos de tolerancia
inmunoldgica en el lactante. Hay estudios epidemioldgicos recientes que apoyan la idea de que la lactancia
también tendria un rol protectivo frente al desarrollo de patologias autoinmunes como diabetes tipo 1
(Holmberg et al., 2007), enfermedad celiaca (Akobeng et al., 2006) y alergias (Greer et al., 2008).

La tolerancia es un proceso activo, los estudios realizados in vitro sugieren que los antigenos de la dieta
presente en la leche materna junto con las citoquinas inmunosupresoras (IL-10 y TGF-B) ayudan en la
promocion de la tolerancia a la dieta y antigenos de la microflora (Brandtzaeg et al., 1991).

La leche contiene citoquinas anti-inflamatorias, implicadas en procesos de regulaciéon, en particular TGF-3
(Factor B transformador de crecimiento) e Interleuquina 10 (IL-10), las cuales tienen como sitio comun de
accion el tracto gastrointestinal y al sistema inmune (Goldman, 2000).

El TGF-B tiene su origen en los monocitos, fibroblastos y células endoteliales, contribuye al desarrollo y
diferenciacidn del epitelio intestinal y probablemente juega un papel en la reparacidn del tejido in vivo, ya
gue ha demostrado mejorar la re-epitelizacion de heridas in vitro mediante la estimulacidn de la migracion
de las células dafiadas por citoquinas o infeccidn que no se dividen en la anomalia (Playford et al., 2000;
McPherson & Wagner, 2001).
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Los bajos niveles de TGF-3 sintetizado en el intestino del lactante son compensados por el aporte en altas
concentraciones presente en la leche materna (Penttila et al., 1998), donde sus niveles a su vez no se
correlacionan con los plasmaticos, permaneciendo incierta aun la identificacion de su fuente de
produccién. Se han identificado tres isémeros siendo la TGF-B2 el compuesto mayoritario en la secrecién
lactea (Prokesova et al., 2006).

El TGF-B presente en leche de humanos y en los animales, sobrevive el paso a través del intestino, siendo
tomada rapidamente por el intestino delgado del neonato (Letterio et al., 1994), lo que sugiere que esta
proteina puede influir en la inmunidad mds alla del intestino estando implicada en la regulacién inmune,
regulando a la baja la inflamacién. Lo cual apoya lo expresado por Kalliomaki et al., (1999) en cuanto
declara que el TGF-B esta involucrado a su vez en la regulacidn de la respuesta inmune donde tiene un
efecto crucial en dos partes esenciales del sistema inmune de la mucosa intestinal: produccién de IgA e
induccion de la tolerancia oral.

El factor de crecimiento “Epidermal Growth Factor” también estd presente en grandes cantidades en el
calostro y tiene efectos sobre la maduracion intestinal y en particular su presencia se asocia con la
prevencion del desarrollo de enterocolitis necrosante en nifios prematuros (Dvorak, 2010). En forma
concertada con el TGF-f contribuyen en el mantenimiento de la integridad intestinal (Lawrence & Pane,
2007).

La IL-10 es una citoquina con potente efecto inmunosupresor, se encuentra en la leche materna y es
producida por las células mamarias, pero también esta presente en los linfocitos y macréfagos de la leche
(Bottcher et al., 2000).

Mientras que la IL-10 posee como principales efectos la induccién de la proliferacion de algunas células Ty
potencia la proliferacion de mastocitos inducida por la IL-3, a su vez amortigua la respuesta Thi, lo cual
inhibe la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias (Goldman, 2000; Garofalo, 2010).

Los anticuerpos ademads de cumplir una funcidn central en las defensas contra patdgenos, participan en
mecanismos de tolerancia inmunoldgica. La IgA neutraliza antigenos potencialmente alergénicos
reclutando asi la exposicién del sistema inmune del lactante y minimizando respuestas alérgicas
(Machtinger & Moss, 1986). Por otra parte, la IgG al complejear antigenos que ingresan por leche facilitaria
su captacion por las células presentadoras de antigeno del intestino que median mecanismos de tolerancia
(Mosconi et al., 2010).

En suma, el potencial tolerogénico de la leche esta condicionado en parte por el contenido de citoquinas
inmunoreguladoras como el TGF-B e IL-10 asi como el repertorio de antigenos e inmunocomplejos que la
madre presente en la leche.

A continuacidn, se resumen algunas de las principales ventajas de la leche humana sobre el recién nacido:
Mayor proteccién inmunoldgica, sobre todo para las infecciones intestinales. Se han observado muy pocas
crisis diarreicas (Dewey et al., 1995) siendo los casos de enterocolitis necrotizante, muy escasos (Mc Guire
& Anthony, 2003).

Menor frecuencia de infecciones respiratorias debido a que la inmunidad esta aumentada (Jiménez 2001).
En general la inmunidad aumenta de forma proporcional a la intensidad y duracién de la lactancia
(Lawrence & Pane, 2007).

Efecto protector contra enfermedades alérgicas y menor riesgo de sensibilizacion alérgica por el caracter
homologo de las proteinas de la leche humana (Jiménez 2001).

Posible reduccion en el riesgo de enfermedades autoinmunes, como diabetes mellitus tipo | (Gerstein,
1994).
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1.4. Efectos de la pasteurizacion sobre los componentes con actividad inmunoloégica de la
leche humana

La leche humana ordefiada destinada al consumo de recién nacidos, particularmente los internados en
Unidades de Terapia Intensiva, no debe presentar microorganismos en cantidad o calidad capaces de
representar agravios a la salud. De esta forma, es preciso que se disponga de procedimientos capaces de
asegurar la calidad sanitaria de la leche humana ordefiada.

El procesamiento de pasteurizaciéon recomendado actualmente y mas utilizados en los BLH (Holder) para
eliminar los principales patégenos antes de la distribucion de la leche donada para consumo, consiste en un
método lento y moderado de incubacidn en bafio de agua a una temperatura de 62.5°C durante un tiempo
de 30 minutos (Arslanoglu et al., 2010).

La pasteurizacidn representa una alternativa eficaz, conocida hace mucho y practicada en el campo de
Tecnologia de Alimentos. Se trata de un tratamiento térmico aplicable a la leche humana que adopta como
referencia la inactividad térmica del microorganismo mas termorresistente, la Coxiella burnetti. Una vez
observado el binomio temperatura de inactividad y tiempo de exposicién capaz de desactivar ese
microorganismo, se puede asegurar que los demas patégenos también estaran térmicamente inactivos.

Aunque el método muestra un buen compromiso entre la seguridad microbioldgica y la calidad nutricional
(Hartmann et al., 2007), también es conocido el efecto deletéreo que tiene sobre algunos componentes de
la leche con actividad biolégica incluyendo la flora normal y la desventajas de la pasteurizacion en la
destruccién de plasmocitos y linfocitos T de la leche (Lawrence, 1999).

A su vez, varios autores han analizado los efectos de este tratamiento sobre los macronutrientes vy
micronutrientes con efectos bioldgicos; los resultados que fueron sintetizados en una revision reciente
(Ewaschuk et al., 2011) muestran que varios de los componentes implicados en las defensas son afectados
de diversas maneras.

Los plasmocitos incrementan los anticuerpos dirigidos contra patégenos especificos a los que la madre ha
sido expuesta, y los linfocitos T atacan a las células afectadas y activan sistemas de defensa inmune.

A pesar de esta pérdida de células, existen otros compuestos protectores que son afectados minimamente
o incluso que no resultan afectados por la pasteurizacién (Tully, et al., 2001).

Las IgA y IgAs que constituyen la mayor parte de los anticuerpos de la leche humana, mantienen su
actividad respecto a la leche fresca entre un 67% y un 100% después de su pasterizacion (Ford et al., 1977;
Evans et al., 1978), reduciéndose tal actividad hasta un 38-65% en muestras de calostro pasteurizado
(Koenig et al., 2005).

El estudio realizado por Koenig et al., (2005) demostré que la actividad de estas inmunoglobulinas en
muestras de calostro pasteurizado respecto al calostro fresco era de un 65% en aquellas mujeres con
periodos de gestacién inferiores a 32 semanas, de un 44% en mujeres con un periodo de gestacién entre 32
y 36 semanas, y de un 38% en mujeres con periodos de gestacidn mayor o igual a 37 semanas.
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2. Objetivos

El objetivo general es conocer la composicidn de los calostros donados en el BLH que son destinados a la
alimentacién de prematuros, como forma de adoptar mejores criterios de valoracién que contemplen
propiedades inmunolégicas ademas del aporte nutricional, que permitiria disponer de lotes con un balance
6ptimo del aporte caldrico e inmunoldgico para cada situacién, de acuerdo a los criterios médicos.

Ademas, se pretende estudiar los efectos de la pasteurizaciéon de Holder sobre los componentes bioactivos
para valorar la necesidad de optimizar el procedimiento 6 plantear métodos alternativos para obtener lotes
de calostro con maximo contenido de componentes bioactivos.

Los objetivos especificos planteados son los siguientes:

>

Describir la variacion temporal en la composicion de proteinas totales y los principales
componentes con propiedades inmunoldgicas en calostros donados durante la primer semana post
parto.

Desarrollar un método aplicable en forma rutinaria a los lotes de calostros para valorar
comparativamente el aporte proteico.

Evaluar si existe correlacién entre el aporte proteico y caldrico en cada lote de calostro.

Desarrollar métodos de ELISA para determinar el contenido de las principales inmunoglobulinas
secretadas en calostro con accién en las defensas, IgA e IgM.

Desarrollar métodos de ELISA para determinar el contenido de las principales citoquinas secretadas
en calostro con actividad inmunoreguladoras como TGF-32 e IL-10.

Evaluar los efectos de la pasteurizacién sobre el contenido proteico, de inmunoglobulinas y
citoquinas con efectos inmunoreguladores.

Finalmente, en base a los resultados obtenidos se pretende evaluar en una etapa inmediatamente
posterior, la posibilidad de implementar a la rutina de trabajo del BLH las técnicas desarrolladas
que resulten mas adecuada.

16



Materiales y Métodos

3. Materiales y Métodos

3.1. Poblacion y muestras de estudio

Se analizé un total de 67 muestras de calostros individuales, provenientes de madres saludables con
gestacion a término, representativos de un panel de 100 calostros donados en el periodo setiembre 2012 -
setiembre 2013 en el Banco de leche Humana “Dr. Ruben Panizza” ubicado en el Centro Hospitalario
Pereira Rossell (BLH-CHPR).

Las donantes brindaron su excedente de produccién de acuerdo a los criterios de inclusién para ser
donante del BLH (Anexo 8.1) y mediante consentimiento informado (Anexo 8.2) accedieron a que una
fraccion del volumen donado fuera destinado al presente estudio de investigacion, aprobado previamente
por el comité de ética del CHPR.

El volumen restante de cada muestra fue tratado segun el protocolo de trabajo del banco, siendo destinado
en su mayoria a la alimentacién de los recién nacidos de bajo peso.

Cada muestra correspondié a un pool de por lo menos 3 extracciones realizadas durante un dia,
conservadas por congelacidn a -20°C hasta su procesamiento. Para el estudio se utilizé un volumen total de
12 mL distribuidas en las dos fracciones: calostro crudo (AP) y calostro pasteurizado (DP). A su vez estas
muestras fueron alicuotadas (1 mL) y conservadas (Ewaschuk et al.,, 2011; Souza et al.,, 2014) en el
laboratorio de inmunologia a -80°C, con la intencion de evitar multiples ciclos de congelado/descongelado
gue alteren el analisis de los componentes bioactivos.

3.2. Procesamiento de los calostros en el BLH

Luego que se obtuvieron las muestras destinadas al trabajo experimental, su procesamiento y los
correspondientes analisis que se describen a continuacion, se realizaron siguiendo los protocolos de trabajo
del BLH de acuerdo a las normas establecidas por la Rede BLH-BR/Fiocruz; Banco de Leite Humano:
Funcionamento, Prevencao E Controle De Riscos. Brasilia - 2008, www.Redeblh.fiocruz.br

3.2.1. Analisis Fisicoquimicos

3.2.1.1. Andlisis organoléptico

Es el inicio dentro de una serie de diferentes analisis que conforman el control de calidad realizado a las
leches donadas en el BLH y describe las caracteristicas macroscépicas basada en el aspecto, color y olor. Un
resultado anormal en alguno de estos parametros refleja la alteracidon de la muestra y debe ser descartada
como medida de seguridad, mientras que un resultado considerado normal o aceptable permite continuar
con la determinacién de la acidez Dornic (°D).
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3.2.1.2. Acidez Dornic

Se basa en un método de valoracién acido-base, que permite determinar la acidez titulable de la leche
expresada en grados Dornic, considerando que cada 0,01 mL que gasto de NaOH 0.1N (solucién Dornic)
para neutralizar 1 mL de leche humano ordefiado se corresponde a 1°D (un grado Dornic). Se realiza por
triplicado y el valor que se considera aceptable es menor a 8°D para poder continuar con el procesamiento
de las muestras mediante la pasteurizacién de Holder; un resultado igual o mayor a 8°D se considera
alterado e implicada tener que descartar la muestra.

3.2.1.3. Contenido energético

Se determind mediante la técnica del crematocrito (Lucas et al., 1978), la cual permite estimar el contenido
energético en la leche humana cruda en base al contenido de lipidos. Se calenté cada muestra entera a
bafio maria a 40°C durante 10 minutos y se homogeneizd con un agitador tipo Vortex®. De cada muestra se
extrajeron para realizar el crematocrito por triplicado capilares de 75 mm de longitud x 1.5 mm de
didmetro que contienen aproximadamente 60 pL, sellados en un extremo y se centrifugaron durante 15
min a 15.000 rpm en una centrifuga Jouan HEMA-C para hematocrito. Luego se midid con una regla
milimetrada la distancia (d) ocupada por la fraccién de menor densidad (crema o grasa) y el total de la
muestra (ver Figura 1A). El crematocrito se expresé como el porcentaje de crema con respecto a la longitud
total de la columna de muestra (ver Figura 1B). Se calculd la media de los crematocritos y, mediante “la
formula de Lucas et al.,1978” se determino el contenido energético de las muestras expresado en kcal/L
(ver Figura 1C).

() (8)

dgrasa

d QI‘GSGI % Crematocrito = ——  x100

dtotal

d total
(C)

= Kcal/L = (% de Crematocrito x 66.8) +290

Figura 1. Contenido energético obtenido mediante la técnica del crematocrito. (A) representacion
esquematica donde se muestra la fraccion de crema (d grasa) y la fraccidon total de la muestra (d total)
luego de la centrifugacion. (B) expresion matematica utilizada para calcular el porcentaje de crema. (C)
Formula de Lucas et al., (1978) utilizada para calcular el contenido energético (kcal/L).
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3.2.2. Pasteurizacion de Holder y validaciéon microbiolégica

La pasteurizacion de Holder consiste en el tratamiento térmico de las muestras de leche donadas, que fue
realizado en la pasteurizadora (DEXIN) a una temperatura de 62.5°C durante un tiempo de 30 minutos en
bafio de agua, con el objetivo de inactivar la totalidad de los microorganismos patégenos (Almeida et al.,
2005). Culminado el proceso la leche se enfrié rapidamente para volver a entrar en la cadena de frio y
posteriormente se obtuvieron las alicuotas correspondientes a las muestras definidas como “DP” y realizo
el control microbioldgico. Este control consiste en la inoculacién de 4 mL representativos de la muestra
obtenida de diferentes zonas del frasco (3 superficiales y una profunda) en un tubo que contiene el medio
de cultivo liquido Bili Verde Brillante al 2% de lactosa de concentracidén 50 g/L y presenta en su interior un
tubo Durham invertido, luego se incuba durante 48 hs a 36°C, mientras que las muestras en estudio se
congelan a -20°Cy se las mantiene en estado de cuarentena hasta la interpretacién de los resultados.

La presencia de gas obtenido dentro del tubo Durham sefiala un resultado positivo que evidencia
crecimiento bacteriano por lo que la muestra debe ser descartada, mientras que la ausencia de gas se
corresponde con un resultado negativo que permite liberar la muestra del estado de cuarentena para su
utilizacion. Por lo que este andlisis permite evaluar individualmente cada muestra con el fin de validar el
proceso de pasteurizacion y garantizar su seguridad alimentaria.

3.3. Obtencion de la fraccion acuosa del calostro

La determinacion de proteinas totales y de los componentes inmunoldgicos de naturaleza proteica se
realizé en la fraccidon de la leche exenta de los componentes lipidicos y celulares (denominada fraccién
acuosa) obtenido mediante centrifugaciéon a 10900g durante 10 minutos de las muestras mantenidas en
frio.

Por otra parte la mayor parte de las inmunoblogulinas y de las citoquinas a determinar se concentran en la
fase acuosa (Lopez-Alvarez, 2007), por lo que la concentracién de estos componentes en esta fase se
considera una buena estimacion del aporte en leche que recibe el lactante.

Tras la visualizacién de las tres fases bien definidas en cada muestra (lipidos en fase superior y pellet
conteniendo células y particulas, ver Figura 2), se tomé cuidadosamente una alicuota de la fraccion acuosa
con un tip, evitando la contaminacién con la fase lipidica superior.

Fraccion lipidica

Fraccion acuosa

Pellet

Figura 2. Fotografia de una muestra de calostro obtenida luego de centrifugacién en frio a 10900g durante
10 minutos, donde se observan las tres fases correspondiente a: fraccidn lipidica (superior), fraccion acuosa
(media) y pellet celular (inferior).
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3.4. Cuantificacion de proteinas totales

La determinacién de la concentracién de proteinas totales se realizd en la fase acuosa de los calostros
mediante la utilizacién de los métodos de Bradford (Bradford, 1976) y Absorcidon UV a 280/260 nm (A,so/260)
(Aitken & Learmonth, 2002).

3.4.1. Método de Bradford

El método se basa en la uniéon de un colorante (Comassie Blue G-250) a las proteinas, formando un
complejo coloreado (Bradford, 1976). Posee las ventajas de ser muy sensible, simple, barato y pocas
sustancias interfieren en su determinacién. Para minimizar el volumen de muestra se adaptd a microplacas.
La fraccidon acuosa de cada muestra se valoré6 mediante 4 diluciones seriadas al medio desde 1/30. La
reaccién se realizd agregando un volumen de 10 pL de muestra y 200 pL del reactivo de Bradford
(preparado a partir de 12.5 mL de Comassie Blue G-250 0.2% en etanol 95%, 25 mL de Acido Fosforico 85%
y agua csp 250 mL), posteriormente se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente, para luego
medir a 595 nm la formacién del complejo mediante la utilizacién de un espectrofotometro de placas
(LabSystems Multiskan MS). Se utilizé como estandar la fraccidon acuosa de una leche madura valorada
previamente por el método de referencia para determinacion de proteinas (Kjeldahl) en el laboratorio de la
catedra de Ciencia y Tecnologia de los alimentos (Facultad de Quimica).

3.4.2. Absorcion UV (Azgo/zso)

El método se basa en la medida de absorcidon UV de la fraccién acuosa de la muestra a 280 nm (siendo esta
longitud de onda el pico de absorcidn de los grupos aromaticos presentes en algunos aminoacidos) y 260
nm (correccién por la interferencia de acidos nucleicos) (Aitken & Learmonth, 2002). Para minimizar el
volumen de muestra a utilizar (2 pL), se utilizé el equipo NANO DROP 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific) realizando determinaciones por duplicado y buffer fosfato salino 1X, pH=7.4 (PBS 1X) como
blanco.

La absorbancia, fue corregida mediante la utilizacién de la siguiente “férmula matematica descrita por
Aitken & Learmonth, 2002”:

Proteina (mg/mL)= (1.55 x Azgo) — (0.76 x Aze0)
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3.5. Método de ELISA para determinacion de compuestos bioactivos

Se describen las etapas generales para los diferentes ELISA de captura utilizados:

_ Sensibilizacién de placas de microtitulacion mediante soluciones de anticuerpos especificos para el
componente bioactivo a evaluar 6 determinar, sembrando 100 uL/pozo e incubando en camara humeda
durante toda la noche a 4°C.

_ Bloqueo mediante soluciones de buffer blogqueante, sembrando 200 uL/pozo e incubando en camara
himeda durante 1 hora a 37°C (a temperatura ambiente para IL-10)

_ Dilucién de las muestras, controles internos y estandares, utilizando soluciones con matriz y buffer
correspondientes. Se sembraron 100 uL/pozo en cdmara himeda e incubacién durante toda la noche a 4°C.

Deteccién mediante anticuerpos especificos conjugados a peroxidasa en buffer de dilucidn
correspondiente a la concentracion 6ptima recomendada por el fabricante. Se sembraron 100 pL/pozo e
incubaron en camara hiumeda durante 1 hora a 37°C (a temperatura ambiente para IL-10).

_ Lavados en todas las etapas intermedias, utilizando buffer PBS 1X conteniendo 0.05% de Tween-20 (PBS-
T) por triplicado durante 3 minutos. Luego de la etapa de conjugacion se agrego un lavado final con PBS 1X
durante 5 minutos.

_ Revelado de la unién especifica mediante solucion compuesta por: 12 mL de Acetato de Sodio 0.1M
(pH=5.5), 200 pL de 3,3, 5,5’- tetrametilbencidina (TMB) 6 mg/mL en dimetilsulféxido y 50 pL de H,0, 1%,
sembrando 100 plL/pozo e incubando a la oscuridad durante 15 minutos. La reaccion se detuvo utilizando
un volumen de 50 puL/pozo de una soluciéon 1M de H,SO;.

_ Lectura de la densidad éptica medida a 450 nm en un espectrofotémetro de placas de ELISA (LabSystems
Multiskan MS).
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3.6. Determinacion de Anticuerpos IgA e IgM Totales

Para la determinacidon de la concentracién de las inmunoglobulinas IgA e IgM totales, se disefiaron
respectivos métodos de ELISAs de captura, utilizando placas de microtitulacién de alta adherencia (Greiner
bio-one) y una combinacidon adecuada de anticuerpos comerciales, adsorbido en la placa y anticuerpos
acoplados a peroxidasa de rdabano para la deteccidn.

La sensibilizacion de las placas se realizé con 10 ug/mL de anti-higA (a chain) y anti-h Immunoglobulin
(Sigma) (ambos producidos en cabra) en PBS 1X para deteccidn de IgA e IgM respectivamente.

Luego se bloqued con PBS 1X conteniendo albimina de suero bovino (BSA) 1% (PBS-BSA 1%).

Posteriormente se procedid a realizar las diluciones correspondientes utilizando PBS-T-BSA 1%. Las
muestras se incubaron a partir de 4 diluciones seriadas al medio, en un rango de concentraciones que
previamente se verificd que no se encontraran en condiciones de saturacion, desde 1:30000 y 1:200 para
IgA e IgM respectivamente. Se utilizaron estandares comerciales derivados de suero humano (N Protein
Standard SL, Siemens) para expresar las concentraciones de IgA e IgM en los calostros; los estandares
especificos utilizados para elaborar la curva de calibracidon se sembraron por duplicado en 8 diluciones
seriadas al medio a partir de 1/20000 (IgA stock 1.92 g/L) y 1/2000 (IgM stock 0.639 g/L).

Por otra parte, se utilizaron controles internos (N/T Protein Control SL/M, Siemens) para validar las
condiciones del experimento sembrando 4 diluciones seriadas al medio desde 1/60000 (IgA stock 2.34 g/L)
y 1/20000 (IgM stock 1.04 g/L).

Luego se incubd una dilucion recomendada por el fabricante (1/5000) de los anticuerpos conjugados a
peroxidasa anti-hlgA(a chain)-HRP (Sigma, A-0295) y anti-higM (Wi chain)-HRP (Sigma, A-4290) (ambos
producidos en conejo) en PBS-T-BSA 1% para IgA e IgM respectivamente.

Se verificd previamente que en el rango de diluciones de trabajo de las muestras, los anticuerpos
especificos contra BSA eventualmente presentes en los calostros no interfirieran con el ensayo.
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3.7. Determinacion de citoquinas

Las concentraciones de las citoquinas TGF-B2 e IL-10 se determinaron por duplicado en la fracciéon acuosa
de las muestras de calostros, por medio de ELISA de captura mediante la utilizacion de los correspondientes
reactivos comerciales y el empleo de microplacas de titulacidon de dptimo pegado (Maxisorp, NUNC).

3.7.1. TGF-B2

Su concentracidn se determind utilizando “DuoSet®ELISA Development System”(R&D Systems), a partir de
la activacion previa de la citoquina mediante un pretratamiento de la muestra en medio acido segun las
indicaciones del fabricante (limite de deteccidon: 31.25 pg/mL)

3.7.2.1L-10

Su concentracién en las muestras se determind a partir de la fraccién acuosa, disefiando un ELISA de
captura mediante ajustes en las condiciones de incubacidén y concentraciones originales de los reactivos
provistos en el set comercial “BD OptEIA™; Set Human IL-10”(BD Bioscience) con el propdsito de aumentar
la sensibilidad de la técnica (limite de deteccién: 7.8 pg/mL).

La sensibilizacion de las microplacas se realizé con una diluciéon 1/150 de anticuerpos de captura anti-(IL-10
humano) en buffer carbonato pH=9.5 (Untalan et al., 2009).

Luego se bloqued con PBS 1X conteniendo suero fetal bovino (SFB) al 10% (PBS-SFB 10%).

Posteriormente se realizé la incubacidn de la fraccion acuosa de las muestras puras, mientras que la IL-10
recombinante utilizada como estandar especifico para elaborar la curva de calibracién se realizé por
duplicado mediante 8 diluciones seriadas al medio a partir de 500 pg/mL en buffer PBS-SFB 10% y
reconstituido en la fraccién acuosa de un calostro (dpp=5) donde previamente no se detecté IL-10, que fue
utilizado como buffer para estudiar la existencia de efecto matriz.

La deteccion, se realizd con anticuerpos anti-(IL-10)-Biotinilado en dilucién 1/300 con Streptavidina
conjugado a peroxidasa (SAv-HRP) en dilucidn 1/250 en PBS-SFB 10%.
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3.8. Expresion de resultados y tratamiento estadistico

Los resultados de las muestras problema se calcularon en base a curvas de calibracién realizadas con
soluciones estandares comerciales correspondientes para cada ensayo.

Para el andlisis de la evolucidn temporal de los diferentes componentes, se realizd una clasificacién
arbitraria de los calostros, basados en las caracteristicas altamente dindmicas que presenta la composicion
de la leche humana, definidos en tres grupos de acuerdo al dia post parto (dpp) en que se realizd la
extraccién materna: calostro temprano (1-2; n=13), calostro intermedio (3-5; n=45) y calostro tardio (6-7;
n=9).

La descripcidn de las variables cuantitativas, contenido energético (kcal/L) y proteinas totales en base a la
distribucién normal que presentan, se expresaron como el promedio y desvio estandar (Mayans & Martell.,
1999).

Teniendo en cuenta que estd reportado en la bibliografia (Espinosa-Martos et al., 2013), que la
concentracion de Inmunoglobulinas y citoquinas encontrados en las muestras de calostros no presentan
una distribucién normal se utilizaron tests estadisticos no paramétricos y los resultados se expresaron
como medianas y rangos.

El andlisis estadistico se realizd utilizando el Test de Mann-Whitney U para muestras no pareadas en la
comparacion de pardmetros entre los diferentes grupos y el Test Wilcoxon matched-paires signed rank para
muestras pareadas, para evaluar los efectos de la pasteurizacion. El analisis de correlacidon entre variables
se realizé mediante el Test de Pearson. Todos los test se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism
5.0.

En cada uno de los graficos, las diferencias estadisticamente significativas entre dos grupos se
representaron con una linea continua y con un simbolo segun el nivel de significancia: * p<0.05; ** p<0.01;
*** p<0.001.
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4, Resultados

4.1. Contenido energético

La grasa es el componente mds variable de la leche. Varia a lo largo del dia e incluso dentro de una misma
lactada, aumentando hacia su final. Proporciona entre el 50 y 60% del valor calérico. En general los valores
mas bajos se encuentran en el calostro, incrementando paulatinamente su valor durante la lactancia
acompasando las demandas energéticas del lactante generadas durante su desarrollo.

Se determiné mediante la técnica del crematocrito descrito por Lucas et al.,, (1978). Donde al ser un

método indirecto para estimar el contenido energético, los resultados fueron expresados en kcal/L en
funcion de una féormula matematica a partir del uso de factores de conversién al considerar el aporte de
otros nutrientes presentes en la muestra.

La Figura 3 muestra los valores obtenidos para los calostros analizados en funcidn del tiempo de extraccién.
A los efectos de la aplicacion de test estadisticos se clasificaron los calostros en base al dia post parto (dpp)
al que corresponde en tres grupos representativos de calostros tempranos (1-2 dpp), intermedios (3-5 dpp)
y tardios (6-7 dpp). El contenido proteico y energético de los calostros durante la primer semana post parto
refleja la variabilidad existente en la composicion durante el transcurso del tiempo con un marcado
descenso a partir del sexto dpp (ver Figura 3A).

En la Figura 3B se muestra que no hay diferencias significativas del contenido energético durante la primer
semana post parto, aunque se observan una ligera tendencia a disminuir con el transcurso de los dpp
presentando valores de: 686+136; 673+96; 619448 kcal/L para los tres grupos respectivamente. Mientras
gue el valor global para el panel de calostros acorde con lo esperado, presentd bajo nivel de calorias (668
kcal/L).

4.2. Contenido proteico

La leche es un fluido altamente complejo, que contiene la fraccidon lipidica dispersa como glébulos de la
leche, y la fraccién proteica en solucién y dispersion coloidal (micelas de caseinas). Si bien los glébulos de
grasa transportan cierta cantidad de proteinas (Cavaletto et al., 2008), la fraccién mayoritaria de proteinas
se encuentra en la fase acuosa que se obtiene luego de centrifugar y separar la fraccion lipidica de menor
densidad. Por este motivo y en base a la metodologia disponible a nivel del laboratorio de inmunologia, nos
propusimos aplicar alguno de los métodos rdpidos y que requieren muy poco volumen de muestra para
valorar proteinas, que a su vez tuviera la potencialidad de ser implementado en el laboratorio del BLH-
CHPR, en contraste al método de referencia (Kjeldahl), que es complejo y consume un volumen
considerable de muestra.

4.2.1. Evolucion con el tiempo

Como se observa en la Figura 3C, los resultados comparativos del contenido proteico de los calostros
durante la primer semana post parto muestran que no existen diferencias significativas, presentando una
concentracidon promedio de 11.9 + 3.1 g/L y alcanzando su maxima concentracién en los primeros dpp,
similar a lo reportado por otros autores (Shi et al., 2011).
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Figura 3. Evolucién del contenido energético y proteico del panel de calostros crudos (AP) durante la
primer semana de lactancia. (A) dindmica del contenido energético (kcal/L) y proteinas totales (g/L) para
cada dia post parto (dpp). (B) evolucién del contenido energético (kcal/L) por grupos definidos segun los
respectivos dpp. (C) evolucion del contenido proteico (g/L) por grupos definidos segun los respectivos dpp.
Los datos se representan como el promedio de los valores obtenidos en cada caso y las barras indican los

desvios estdndar. Se representd con “n” a la cantidad de muestras correspondiente a cada dpp.
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En la Figura 4A se confirma que durante los primeros 5 dpp no ocurren cambios significativos, sin embargo
se produce una disminucién significativa del calostro pasteurizado a partir del sexto dpp (p<0.05). Este
hallazgo confirma el marcado descenso observado anteriormente donde se representé la evolucién de los
calostros por dpp durante la primera semana de lactancia (ver Figura 3A). Si bien el periodo de estudio que
comprende el calostro es muy breve, este resultado coincide con la tendencia al descenso del contenido
proteico durante el periodo de lactancia (Ballard & Morrow., 2013).

Como ya se menciono, la valoracidn proteica se realiz6 mediante el método de Bradford, empleado
anteriormente por distintos autores. Pero a su vez se implementd la determinacion en paralelo por el
método de Absorcion UV (Aasg260), €l cual fue previamente contrastado contra el método de referencia
(Kjeldahl), mediante la valoracién de una muestra de leche madura logrando reproducir similares
resultados entre ambos. Posteriormente se compararon los métodos de Bradford y Absorcién UV (Ao 260)
(ver Figura 4C), logrando establecer una muy buena correlacidn representada por el coeficiente de Pearson
(r=0.5796) y resultando significativa (p<0.0001).

4.2.2. Efectos de la Pasteurizacion

Como se muestran en las Figuras 4A y 4B, el contenido proteico de los calostros mostrd diferencias
significativas (p<0.05) producto de la pasteurizacion a nivel global, que son evidentes en los calostros
intermedios (3-5 dpp; n=45). Las diferencias obtenidas se deben al aumento en la concentracidn luego de la
pasteurizacion.
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Figura 4. Contenido proteico de los calostros de la primer semana de lactancia. (A) evolucién de la
concentracién de proteinas totales (g/L) por grupos definidos seguin los respectivos dpp y correspondiente
determinaciéon del efecto de pasteurizacién. (B) efecto global de la pasteurizacidon sobre el panel de
calostros en estudio. (C) correlacion entre los métodos de Bradford y Absorcién UV (A,go260) aplicado sobre
el panel de calostros pasteurizados (DP), obteniendo un coeficiente de Pearson r=0.5796 (p<0.0001). Las
muestras crudas (AP) se indican con ., mientras que las pasteurizadas (DP) se corresponden con . Los
datos se representan como el promedio de los valores obtenidos y las barras indican los desvios estandar
respectivamente. Las diferencias estadisticamente significativas entre dos grupos se representaron con una
linea continua y con un simbolo segun el nivel de significancia: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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4.3. Inmunoglobulinas

Se determinaron mediante ELISA de captura, utilizando placas de alto adherencia y una combinacién
adecuada de anticuerpos comerciales.

Los valores de densidad dptica se graficaron en funcién de la concentracidén y se buscé la curva que mejor
se ajustara a los datos experimentales obtenidos. La construccion de la curva de IgM se realizé en base a la
relacion lineal: Absorbancia vs. Ln (Conc. IgM).

A partir de la ecuacion de la recta se calcularon las concentraciones correspondientes a cada muestra,
teniendo en cuenta los valores que entraban en el rango de linealidad de la curva de calibracién; 1.5 a 48
ug/Ly 0.010 a 0.320 g/L para IgA e IgM respectivamente.

El método fue validado mediante la utilizacién de un control de calidad interno (N/T Protein Control SL/M,
Siemens) con una concentracion de IgA reportada por el fabricante de 2.34 g/L, obteniéndose una
concentracidén promedio entre las placas realizadas (n=13) de 2.32 * 0.30 g/L. Considerando aceptable un
error del 15% de su valor nominal (rango de 1.99 a 2.69 g/L), el ELISA desarrollado fue adecuado para la
determinacién de IgA en los calostros. Mientras que la concentracién de IgM reportada por el fabricante
del control interno es de 1.04 g/L, obteniéndose una concentracién promedio entre las placas realizadas
(n=10) de 1.11 % 0.30 g/L. Considerando aceptable un error del 15% de su valor nominal (rango de 0.88 a
1.20 g/L), el ELISA desarrollado fue adecuado para la determinacion de IgM en los calostros.

4.3.1. Inmunoglobulina A

4.3.1.1. Evolucidn con el tiempo

La concentracidn de IgA en calostros crudos refleja gran variabilidad individual y una tendencia al descenso
con los dias, presentando su maxima concentracién al segundo dpp (ver Tabla 1), similar a lo reportado
recientemente por Castellote et al. (2011), aunque no registré diferencias significativas durante la primera
semana post parto (ver Figura 5A).

Los niveles de IgA obtenidos en el panel de calostros analizados (1.30 g/L), fueron del orden de los
reportados por otros autores (Tomicic et al., 2010; Shi et al., 2011; Souza et al., 2014). Confirmando que es
la Inmunoglobulina mayoritaria, representando el 10% del total de proteinas, lo cual reafirma el rol que
desempeiia en la proteccidn de los primeros dias al proveer de inmunidad pasiva al recién nacido.

4.3.1.2. Efectos de la Pasteurizacion

Tanto la IgA total como la secretora han sido de los componentes mds estudiados principalmente en leche
madura y varios son los autores que han reportado pérdidas variables luego de la pasteurizacion.

Nuestros resultados permiten constatar que la pasteurizacion produce pérdidas significativas a nivel global,
representadas en todos los grupos (ver Figuras 5A y 5B), correspondiente con un valor de pérdida calculado
de un 22%, que también puede interpretarse como un porcentaje de retencidon del 78% de IgA en los
calostros pasteurizados (ver Figura 7 y Tabla 3).
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Los primeros trabajos realizados al respecto ya evidenciaban una pérdida de IgA del 20% (Ford et al., 1977).
Sin embargo el trabajo de Evans et al., (1978) fue el Unico encontrado hasta el momento donde no
obtuvieron pérdidas de IgA luego del tratamiento térmico. Trabajos mds recientes como los de Permanyer
et al., (2010) y Souza et al., (2014) informaron una pérdida significativa de IgA del 28% y 20%
respectivamente, que coinciden con nuestros resultados que oscilé entre 20-28%. Pérdidas mas altas del
62% y 64% también han sido reportado por Koenig et al., (2005); Braga & Palhares (2007) y Viazis et al.,
(2007), respectivamente.

4.3.2. Inmunoglobulina M

4.3.2.1. Evolucion con el tiempo

La concentracion de IgM, también presentd su mayor concentracion durante los primeros dpp para luego
descender y alcanzar otro maximo hacia el quinto dpp (ver Figura 5C y Tabla 1), lo cual refleja la gran
variabilidad individual que existe entre las diferentes muestras, aunque sin llegar a considerarse
significativas respecto al transcurso de los dpp dentro del grupo calostro.

Respecto a la concentracion global en el presente trabajo (0.045 g/L), fue intermedia respecto a la
encontrada en la literatura segun: Koenig et al., (2005) (0.014 g/L); Shi et al., (2011) y Souza et al., (2014)
(0.120 g/L; 0.280 g/L, respectivamente), y que se represento como un porcentaje relativo menor al 1% (0.6
%) respecto a la concentracion de proteinas totales.

4.3.2.2. Efectos de la Pasteurizacion

Aunque el comportamiento de la IgM frente al efecto de la pasteurizacién no ha sido tan bien estudiado
como el de la IgA, se ha evidenciado que de acuerdo a su gran tamafio es la inmunoglobulina mas inestable
frente al tratamiento térmico (Ewaschuk et al., 2011).

Nuestras condiciones de pasteurizacidon afectaron drasticamente el contenido de IgM, evidenciada por las
pérdidas significativas a nivel global representada por todos los grupos (ver Figuras 5C y 5D),
correspondiente con un valor de pérdida consistentemente alto calculado de un 83% (ver Figura 7 y Tabla
3).

En la literatura, se han reportado pérdidas moderadas y significativas cercanas al 51% segun Souza et al.,
(2014) (AP=0.28 g/L, obtenida con calostro extraido en los primeros 4 dpp), mientras que pérdidas totales
han sido reportadas segun Ford et al.,, (1977) (AP= 0.10 g/L, trabajando con leche madura) y mas
recientemente por Koenig et al., (2005) (AP=0.014 g/L).
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Figura 5. Inmunoglobulinas IgA e IgM y efectos de la pasteurizacién en calostros de la primer semana de
lactancia. (A) evolucion de la concentracién de IgA por grupos definidos segun los respectivos dpp vy
correspondiente determinacidn del efecto de pasteurizacidn. (B) efecto global de la pasteurizacion sobre la
IgA del panel de calostros en estudio. (C) evolucién de la concentracién de I1gM por grupos definidos segln
los respectivos dpp y correspondiente determinacion del efecto de pasteurizacién. (D) efecto global de la
pasteurizacion sobre la IgM del panel de calostros en estudio. Las muestras crudas (AP) se indican con .,
mientras que las pasteurizadas (DP) se corresponden con 1. en (A) y (C) los datos se representan en
diagramas de caja, en los cuales se indica la mediana, los cuartiles 25% y 75%; y los valores méaximo y
minimo. Las diferencias estadisticamente significativas entre dos grupos se representaron con una linea
continua y con un simbolo segun el nivel de significancia: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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4.4, Citoquinas Inmunoreguladoras

En base a las propiedades inmunomoduladoras de TGF-B2 e IL-10 resulté de interés analizar sus niveles
mediante ELISAs de captura, utilizando placas de éptimo pegado y una combinacién adecuada de
anticuerpos comerciales, como fue descrito en materiales y métodos.

Los resultados se expresaron en funciéon de una curva de calibracion realizada por duplicado, utilizando a
partir de 8 diluciones seriadas al medio concentraciones decrecientes de estandares séricos especificos, en
el rango desde 2000 pg/mL hasta 15.6 pg/mL para TGF-2 (stock 70 ng/mL) y en el rango de 500 pg/mL
hasta 3.9 pg/mL para IL-10 (stock 70 ng/mL).

Posteriormente se graficaron los valores de densidad éptica en funcién de la concentracién y se buscd la
curva que mejor se ajustara a los datos experimentales obtenidos.

A partir de la ecuacién de la recta se calcularon las concentraciones correspondientes a cada muestra,
teniendo en cuenta los valores que entraban en el rango de linealidad de la curva de calibracidon. Las
muestras se valoraron por duplicado a partir de la fracciéon acuosa entera de cada muestra “AP” como “DP”
para IL-10, mientras que para TGF-B2 al requerir ser activada previamente, la muestra fue diluida, lo cual
este factor fue considerado al momento de obtener la concentracidn final de la correspondiente citoquina.

En cuanto a las pérdidas encontradas producto de la pasteurizacién han sido parciales para el TGF-32
mientras que totales para la IL-10.

4.4.1. TGF-p2

4.4.1.1. Evolucion con el tiempo

La TGF-B2 se detectd en todas las muestras del panel de calostros. Como se muestra en la Figura 6A y Tabla
1, la concentracién de TGF-B2 en calostros pasteurizados representada por dpp, presenté su mayor
concentracion durante el primer dpp (3929 pg/mL) para luego descender y alcanzar otro maximo hacia el
quinto dpp. Mientras que la concentracién representada a nivel de grupos (ver Figura 6B) muestra un
comportamiento algo distinto en cuanto a la tendencia individual por dpp, presentando la menor
concentracidon en el grupo correspondiente al calostro temprano (AP: 1400 pg/mL: DP: 956 pg/mL) y
alcanzando su mayor concentracién en el grupo de calostro intermedio (AP: 2168 pg/mL: DP: 1469 pg/mL)
para luego decrecer como es de esperarse con el transcurso de los dias hacia el grupo de calostro tardio
(AP: 1973 pg/mL: DP: 1002 pg/mL). Estos resultados reflejan nuevamente la variabilidad individual que
existe entre las diferentes muestras por dia, aunque sin llegar a considerarse significativas respecto al
transcurso de los dpp. A nivel global se obtuvo una concentracion de 2077 pg/mL (AP) y 1313 pg/mL (DP)
para el grupo de calostro durante la primera semana de lactancia, resultando del orden al reportado por
Bottcher et al., (2000) y mas recientemente por Tomicic et al., (2010) y Castelllote et al., (2011).
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4.4.1.2. Efectos de la Pasteurizacion

Nuestros resultados sobre la TGF-B2 como muestran las Figuras 6B y 6C, evidenciaron que la pasteurizacion
produjo pérdidas significativas a nivel global representado en todos los grupos, correspondiente con un
valor de perdida calculado de un 37%, que también puede interpretarse como un porcentaje de retencién
del 63% de TGF-B2 en los calostros pasteurizados (ver Figura 7 y Tabla 3).
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Figura 6. Citoquina inmunoreguladora TGF-f32 y efectos de la pasteurizacion en calostros de la primer
semana post parto. (A) dinamica de la concentracidn de TGF-32 en muestras pasteurizadas para cada dpp.
(B) evolucion de la concentracion de TGF-f2 por grupos definidos segun los respectivos dpp vy
correspondiente determinacidn del efecto de pasteurizacién. (C) efecto global de la pasteurizacién sobre la
TGF-B2 del panel de calostros en estudio. Las muestras crudas (AP) se indican con | , mientras que las
pasteurizadas (DP) se corresponden con . en (A) y (B) los datos se representan en diagramas de caja, en
los cuales se indica la mediana, los cuartiles 25% y 75%; y los valores mdximo y minimo. Las diferencias
estadisticamente significativas entre dos grupos se representaron con una linea continua y con un simbolo
segun el nivel de significancia: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Tabla 1. Componentes bioactivos: concentracion y evaluacién del efecto de la pasteurizacion de Holder
del panel de calostros segin cada dia post parto (dpp), especificando su correspondiente cantidad de
muestras (n). La muestra AP representa al calostro crudo, mientras que la DP corresponde a la respectiva
muestra pasteurizada. Los resultados se expresan en medianas.

IgA IgM TGF-B2
(g/L) (g/L) (pg/mL)
dpp n AP DP AP DP AP DP

1 2 0.88 0.66 0.134 0.014 5425 3929
2 11 1.67 1.21 0.056 0.010 1322 817
3 23 1.30 1.09 0.046 0.008 1954 1188
4 15 0.96 0.68 0.032 0.006 2703 2041
5 7 1.52 1.13 0.051 0.011 3845 2645
6 5 0.62 0.45 0.045 0.007 2106 1318
7 4 1.23 0.88 0.025 0.007 1312 813
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4.4.2.11L-10

4.4.2.1. Evolucién con el tiempo

Respecto a la IL-10, el porcentaje de muestras con concentraciones detectables en el presente estudio
como se muestra en la Tabla 2 fue del 10%, lo cual coincide con lo reportado por otros autores (Bottcher et
al., 2000; Tomicic et al., 2010). Mientras que la concentracidn de IL-10 fue de 21 pg/mL (9.4 - 58.2 pg/mL).
Comparado con los hallazgos en la literatura, encontramos que dependiendo de la metodologia empleada,
niveles inferiores de IL-10 (0.36 pg/mL) fueron reportados por Espinosa-Martos et al., (2013) utilizando
ELISA, mientras que valores verdaderamente altos (3304 pg/mL) fueron encontrados por Garofalo et al,,
(1995) mediante citometria de flujo, lo que sugiere que los aspectos técnicos pueden influir sobre los
resultados al analizar muestras con una matriz tan compleja.

Es probable a su vez, como ha sido descrito (Filteau, 2009; Untalan et al., 2009), que ocurra un
enmascaramiento por interaccidén con proteinas y/o lipidos y por este motivo no ser reconocida por los
anticuerpos utilizados en el ensayo.

Para evaluar estos posibles efectos, se generaron muestras reconstituidas utilizando la fraccién acuosa de
calostros en los que previamente la concentracion de la respectiva citoquina fue indetectable, agregando
una concentracién conocida de IL-10 recombinante humana con el objetivo de evaluar el efecto matriz. Asi,
se pudo corroborar que existe un efecto de enmascaramiento por parte de la matriz, por lo que se procedio
a calcular el porcentaje de recuperacion.

Los cdlculos para estimar la recuperacion de la IL-10 en las muestras reconstituidas mostraron que el
porcentaje de recuperacién (55-65%) de los calostros reconstituidos no es bueno cuando la concentracion
es baja (3-12 pg/mL), de manera que podria ser una posible explicacion de por qué no lo llegdramos a
detectar.

4.4.2.2. Efectos de la Pasteurizacion

Respecto al tratamiento térmico sobre los niveles de IL-10, del 10% de las muestras crudas que presentaron
valores detectables (limite de deteccion: 7.8 pg/mL) antes de la pasteurizacion, sus correspondientes 7
muestras pasteurizadas presentaron niveles indetectables, evidenciando de esta forma la pérdida total de
esta citoquina con la pasteurizacion (ver Figura 7 y Tabla 3).
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Tabla 2. Citoquina Inmunoreguladora IL-10: representacién de la distribucion de los calostros crudos (AP)
con concentraciones detectables. No se detecté IL-10 luego de la pasteurizacién.

IL-10: Muestras detectadas

dpp n % AP (pg/mt)"”
1-2 2/13 15 10.4; 35.0
3-5 4/45 9 9.4;21.3;349;58.2
6-7 1/9 11 14.0

Total 7/67 10 21.0(9.4-58.2)

(¥*) Valor de concentracién correspondientes a muestras detectadas.

(limite de deteccién: 7.8 pg/mlL)

4.5. Andlisis global del efecto de la pasteurizacion de Holder

El efecto de la pasteurizacion de Holder, fue evaluado y calculado en base al porcentaje de retenciéon, que
se corresponde con el porcentaje de concentracidn que presenta la muestra pasteurizada “DP” respecto a
la cruda “AP” luego del tratamiento térmico de pasteurizacion.

En suma, como se muestra en la Figura 7, podemos afirmar que a nivel global todos los componentes son
afectados por la pasteurizacién, lo cual es el reflejo de lo obtenido anteriormente al comparar por grupos el
efecto de la pasteurizacién y haber hallado diferencias significativas en todos los componentes. Mientras
que el efecto de dicho tratamiento, evaluado por medio del calculo del porcentaje de retencidn (ver Tabla
3) no es el mismo para todos, siendo la IgA el componente menos afectado, reteniendo el 78% de su
concentracion, seguido por el TGF-$2 con el 63% y considerandose como drasticamente afectados la IgM
(17%) e IL-10 (0%), recordando que este ultimo solo fue detectado en el 10% del panel de calostros crudos
analizado.
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Tabla 3. Concentracion global y Evaluacién del efecto de la Pasteurizacion de Holder sobre los
componentes con actividad inmunoldgica en el panel de calostros del BLH-CHPR. La muestra AP
representa al calostro crudo, mientras que la DP corresponde a la respectiva muestra pasteurizada.

AP .
Porcentaje de
. . Retencion
Mediana Rango Mediana Rango
IgA (g/L) 1.30 0.22-5.18 0.97 0.21-4.07 78%
IgM (g/L) 0.045 0.010-0.35 0.008 0.002-0.06 17%
TGF-B2 (pg/mL) 2077 246-13160 1313 31-6708 63%
IL-10 (pg/mL) 21.0 9.4-58.2 7.8 0%
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Figura 7. Evaluacion del efecto de la Pasteurizacion de Holder sobre los componentes con actividad
inmunoldgica en el panel de calostros. Donde se representa el porcentaje de retencion (%) que presenta la
muestra pasteurizada (DP) respecto a la cruda (AP) luego del tratamiento térmico de pasteurizacion.
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5. Discusion

El aporte nutricional y de componentes activos inmunoldgicos de la leche de BLH depende principalmente
de dos factores: la composicién de la leche donada (Neville et al., 2001) y el efecto de su procesamiento
(Ewaschuk et al., 2011). Su composicién es relativamente constante, aunque algunos componentes varian
de manera significativa durante la lactancia, el dia e incluso durante una misma lactada.

Hasta la actualidad, en nuestro pais no se registra ningln trabajo sobre la composicidn del calostro y son
pocos los que han estudiados otros parametros en la composicién de la leche humana de nuestra
poblacién. Entre ellos se encuentran los trabajos realizados por Nelly Armand-Ugén (1946) sobre la
bioquimica de la leche humana y mas recientemente en el tiempo los de Mayans & Martell (1994; 1999)
donde analizaron métodos para estimar el contenido energético y la calidad de la leche materna.

Respecto al analisis de leche procesada en BLH no existen antecedentes en nuestro medio, por lo que este
trabajo propone aportar datos al estudiar por primera vez la composicion inmunolégica y calérica de los
calostros de nuestra poblacion y los efectos del proceso de pasteurizacidon de Holder utilizado en el BLH-
CHPR.

En el presente estudio, el contenido energético, de proteinas y principalmente de componentes bioactivos
con propiedades inmunoldgicas del panel de calostros analizados mostraron cierta variabilidad en cuanto a
su composicién durante la primera semana de lactancia y a la pasteurizacion como tratamiento térmico de
conservacion.

5.1. Evolucion del contenido energético y proteico con los dias de lactancia

El panel de calostros presenté bajo nivel de calorias (668 kcal/L) acorde a lo esperado (Lawrence &
Lawrence, 2007). Sin embargo en la descripcién por grupos (ver Figura 3B), aunque no se considera
significativo, se observa un ligero descenso con el correr de los dias. Un resultado similar se obtuvo en un
trabajo realizado en un BLH de Paraguay (Lépez et al.,, 2011), en cuanto a que el contenido energético
desciende en vez de aumentar con el transcurso de los dias comparando leche de clase calostro (575 kcal/L)
y madura (536 kcal/L), pero aqui las diferencias fueron aiin mas importantes al considerar que fueron dos
clases de leches correspondientes a diferentes periodos de lactancia.

El hallazgo encontrado al comparar los diferentes grupos, podria atribuirse a una sobrevaloracién de kcal/L
en los primeros respecto a los ultimos dpp, debido a la mayor presencia de beta caroteno en esta clase de
muestras (Macias & Schuweigert, 2001); en base a la liposolubilidad y baja densidad de este componente.
Considerando los resultados obtenidos y los posibles factores que se discuten, seria conveniente a futuro
disponer de la metodologia adecuada para cuantificar vitamina A, como forma de evaluar las posibles
interferencias que pueda presentar dicho componente al estimar el contenido energético en los calostros
mediante el método de crematocrito.

38



Discusion

Respecto al contenido proteico, nuestro andlisis de 67 calostros del BLH mostré que la maxima
concentracion se alcanzo durante los primeros dpp (13.3 g/L), con valores similares a los reportados por Shi
et al., (2011). Mientras que al comparar por grupos se observa con el correr de los dias que desciende
significativamente a partir del sexto dpp. Esta disminucién en respuesta a las necesidades fisiolégicas del
recién nacido que se reflejan en la dinamica de la composicién podria ser considerada relativa y no
absoluta, dado que la misma puede obedecer en realidad a un efecto de dilucién de la concentracion segun
plantea Pérez et al., (1980) por el aumento en la cantidad de calostro secretado debido al incremento del
contenido de agua hacia el cuarto dpp y que continua en forma progresiva, lo cual conduce a un mayor
volumen de leche. A su vez los resultados obtenidos demuestran que la variabilidad individual es muy
grande, por lo que se justificaria considerar una valoracién individual.

En cuanto se sabe que las tres fracciones que componen la leche presentan una relacién de
proporcionalidad entre si, derivado del propio movimiento de sintesis de la leche humana, la variacién en la
concentracion de uno de los constituyentes siempre acarrea alteraciones en los demas, pudiendo esta
relacién de proporcionalidad darse en forma directa o indirecta, dependiendo de los constituyentes
considerados. Los constituyentes liposolubles, que integran la fase dispersa de fraccién emulsién, por
ejemplo, tienden a relacionarse de forma inversamente proporcional con las proteinas del suero de la leche
o proteinas solubles, principales representantes de los inmunobioldgicos. Tal tendencia permite elaborar la
siguiente hipdtesis: “cuanto mayor el contenido de grasa mayor serd el aporte energético y menor serd la
concentracién de inmunobiolégicos (Almeida, 2008a)”.

Un estudio realizado por Keller & Neville, (1986) evalud distintos métodos espectrofotométricos para
determinar proteinas totales en leche humana, incluido el método de Bradford (Coomassie-Blue).

Los resultados de los diferentes métodos fueron comparados con los de un método de determinacién de
nitrégeno total (micro-Kjeldahl); donde todos se correlacionaron significativamente. El método de Bradford
en particular obtuvo un coeficiente de correlacién de 0.89.

Este trabajo permitio a su vez determinar la sensibilidad de los métodos para diferentes proteinas que se
encuentran en la matriz lactea. Los resultados al respecto sefialan que la proteina que presento mayor
coeficiente de absortividad no fue la misma para todos los métodos.

Actualmente existen varios métodos usados para determinar proteinas totales en leche humana, pero en
general estos métodos no se encuentran estandarizados contra el método de referencia y los valores
reportados en la literatura a veces varian mucho; ademds no han aparecido comparaciones sistematicas de
varios métodos para el andlisis de las proteinas de la leche.

Respecto a la utilizacion de los métodos para la determinacidn de proteinas totales en calostros, podemos
decir que la eleccién y el estudio por el método de Bradford como por el método de Absorcién UV a
280/260 nm, fueron los apropiados ya que lograron un buen desempefio en la practica por el método de
Kjeldahl. Debemos aclarar que se pudo evidenciar que el método de Bradford muestra un comportamiento
diferencial, dado que logra un buen desempefio siempre y cuando se utilice como estandar la fraccion
acuosa de un pool de matriz de leche humana, valorado previamente por el método de referencia, debido a
que el método utilizando albimina de suero bovino (BSA) como estandar de referencia subestima la
concentracién proteica de los calostros al ser un método que depende altamente de la composicidn
aminoacidica.

La buena correlacion obtenida entre los métodos de Bradford y Absorciéon UV a 280/260 nm (ver Figura 4C),
permiten proponer a este ultimo como un posible método a incorporar para determinar proteinas totales
de manera confiable, rdpido y practico en la rutina de trabajo de los BLH.
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5.2. Componentes inmunoldgicos en calostros crudos

Se desarrollaron métodos de ELISA de captura para determinar niveles de IgA e IgM, corroborando los
valores de algunas muestras tomadas como control interno por la técnica clasica de Inmunodifusion radial
(IDR).

5.2.1. Inmunoglobulinas

Los niveles de IgA obtenidos en el panel de calostros analizados (1.30 g/L) fueron similares a los reportados
recientemente por otros autores como Tomicic et al., (2010); Shi et al., (2011) y Souza et al., (2014). Sin
embargo, niveles ligeramente mas altos han sido encontrados por Ronayne de Ferrer et al., (1984) (2.10
g/L) y verdaderamente altos por Ramirez-Santana et al., (2012) (8.00 g/L) y Espinosa-Martos et al., (2013)
(7.18 g/L en calostro; 5.96 g/L en madura).

La IgA resultd ser la Inmunoglobulina de mayor concentracidn analizada, demostrando los resultados
encontrados por varios autores. La maxima concentraciéon encontrada hacia el segundo dpp, sumado a que
representé el 10% del total de proteinas, reafirma la importancia que este compuesto representa en los
primeros dias al proveer de inmunidad pasiva al recién nacido. Considerdndose la principal
Inmunoglobulina que aporta proteccion compensando la inmadurez de su sistema inmune frente a diversos
agentes ambientales a los que se encuentra expuesto.

La concentracién de IgM obtenida en el presente trabajo (0.045 g/L) fue intermedia respecto a las
reportadas por otros autores, segun: Koenig et al., (2005) (0.014 g/L); Shi et al., (2011) y Souza et al., (2014)
(0.120 g/L; 0.280 g/L, respectivamente). A su vez su mayor concentracion fue temprana (1 dpp)
reafirmando lo obtenido respecto a la IgA en cuanto a la importancia del suministro de calostro temprano
en las primeras horas de vida del recién nacido.

5.2.2. Citoquinas

Las citoquinas son polipéptidos muy labiles, con actividad reguladora sobre la funcién de diversas
poblaciones celulares. En particular, el TGF-B2 es la citoquina inmunosupresora mas abundante en la leche
humana y se mantiene relativamente estable en su transito por el tracto intestinal del neonato (Prokesova
et al., 2006).

La TGF-B2 fue detectada en todas las muestras del panel de calostros analizados, obteniendo una
concentracidon global (2077 pg/mL) muy similar a lo reportado segin Bottcher et al.,, (2000) y mas
recientemente por otros autores como Tomicic et al., (2010) y Castelllote et al., (2011). A su vez la maxima
concentracién correspondié al primer dpp, demostrando nuevamente la riqueza del calostro temprano en
el contenido de componentes inmunoldgicos.

Sin embargo, respecto a los resultados se han encontrado diferencias en los niveles informados desde
ligeramente mas bajos (471 pg/mL) encontrados por Prokesova et al., (2006) hasta verdaderamente altos
(16000 pg/mL) por Espinosa-Martos et al., (2013) aunque dicho autor no especifica a que dpp pertenecen
las muestras en estudio, a nivel general estas diferencias pueden estar afectadas principalmente por la
metodologia utilizada.
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Respecto a la IL-10, si bien se corroboré que el ensayo funciond correctamente, se consideraron las
posibles complicaciones técnicas de determinar componentes trazas en un sistema tan complejo como la
leche. Existiendo la posibilidad de un enmascaramiento por interaccion de la IL-10 con proteinas y/o lipidos
y por este motivo no ser reconocida por los AcMo lo cual ha sido descrito por Filteau (2009) y Untalan et al.,
(2009). Por ejemplo interactuando con globulos de leche y ser eliminadas en fase lipidica.

Para evaluar estos posibles efectos, se generaron muestras reconstituidas utilizando la fracciéon acuosa de
calostros en el que previamente la concentracién de la respectiva citoquina fue indetectable y al que le
agregamos una concentracién conocida de IL-10 recombinante humana con el objetivo de evaluar el efecto
matriz. Se pudo corroborar que existe un efecto significativo de la matriz, por lo que se procedié a calcular
el porcentaje de recuperacion.

Los cdlculos para estimar la recuperacion de la IL-10 en las muestras reconstituidas mostraron que el
porcentaje de recuperacién de los calostros reconstituidos no era bueno cuando la concentracidn es baja,
de manera que podria ser una posible explicacidon de por qué no lo llegaramos a detectar IL-10. A su vez,
comparando con los resultados reportados por Castellote et al., (2011), quienes detectaron IL-10 en el 73%
de los calostros (hasta los 4 dpp), los valores estan en nuestro limite inferior asi que también es posible
atribuir el resultado a una sensibilidad insuficiente.

Con el fin de aumentar la sensibilidad del ELISA, aplicamos variaciones a las condiciones del protocolo

original del fabricante (ver 3.2.7.2.) y probamos otras posibles condiciones de pretratamientos sobre la
muestra. Se realizd un tratamiento previo con una sal biliar donde seglin propone Filteau (2009) la cual
liberaria la IL-10 retenida en los globulos de grasa. Por otra parte, se concentré la IL-10 de la muestra por
medio del método de centrifugacién al vacio, donde se buscd concentrar 5 veces la muestra de forma de
alcanzar niveles detectables.

Las condiciones incorporados sobre el disefio del ELISA mejoraron los resultados aumentando la
sensibilidad de la técnica, mientras que los pretratamientos de la muestra no mostraron el efecto deseado
y no se evidenciaron cambios importantes en su deteccion, por el contrario las muestras puras se
detectaron de mejor manera que las correspondientes tratadas.

En cuanto al porcentaje de muestras con concentraciones de IL-10 detectables en el presente estudio
(10%), los mismos fueron similares a los reportados por otros autores como Bottcher et al., (2000) y mas
recientemente a los de la poblacidon sueca analizados por Tomicic et al., (2010), donde la mayoria
correspondieron a muestras obtenidas en los 2 primeros dias de lactancia reafirmando la importancia del
aporte temprano de leche.

Otros autores tampoco han logrado detectar IL-10 en el 100% de las muestras analizadas, tal es el caso
como ya mencionamos del trabajo realizado por Castellote et al., (2011) donde detecta en 16 de los 22
calostros a termino analizados durante los primeros 4 dpp.

Segun propone Tomicic et al., (2010) la concentracion de TGF-f e IL-10 estaria posiblemente relacionado
con la carga microbiana ambiental a la que se encuentra expuesta la madre, de manera que un menor
contacto con ciertos microorganismos o sus derivados explicaria una baja concentracién de IL-10 mientras
que se asociaria con una alta concentracién de TGF-B3. A su vez, la reciente explicacién concuerda con los
hallazgos encontrados por Espinosa-Martos et al., (2013) respecto a que obtiene una alta concentracién de
TGF-B2 con una baja concentracién de IL-10.

41



Discusion

En suma, respecto a la variacién con el tiempo, se observa que la mdxima concentracién de componentes
inmunolégicos se obtiene en los primeros dias definido como calostro temprano para luego descender,
siguiendo la tendencia con el transcurso de la lactancia, hasta alcanzar niveles constantes presentes
finalmente en la leche madura como es descrito segun Castellote et al., (2011). Este hallazgo esta de
acuerdo con lo esperado, respecto al rol que desempeiian estos componentes aportados por la leche en la
salud del recién nacido, compensando el déficit innato de su sistema inmune inmaduro. Al tiempo que su
concentracién se encuentra afectada producto del efecto de dilucién, debido al aumento del volumen dado
por la bajada de la leche hacia el 4 dpp de la misma manera que se discutid para la concentracién de
proteina totales.
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5.3. Efecto de la Pasteurizacion de Holder

Aunque el tratamiento térmico moderado utilizado de rutina en nuestro BLH antes de la distribucion de la
leche (62.5°C; 30 min), muestra un buen compromiso entre la seguridad microbioldgica (destruyendo los
microorganismos patégenos) y la calidad nutricional (Hartmann et al., 2007), también es conocido el efecto
deletéreo que tiene sobre algunos componentes de la leche con actividad biolégica, incluyendo la flora
normal (Arslanoglu et al., 2010; Moro & Arslanoglu, 2012) y este efecto tendria mayor significancia en los
calostros (Espinosa-Martos et al., 2013).

Las proteinas en general sufren desnaturalizacion y/o agregacion con el tratamiento térmico de Holder, el
cual afecta su estructura causando el bloqueo de ciertos aminodcidos como Lisina, Histidina y Cisteina,
condicionando su actividad bioldgica. Y en particular, los anticuerpos son glicoproteinas que pueden sufrir
cambios en la estructura terciaria afectando en mayor o menor grado la conformacién del paratope o su
zona de interaccion con receptores celulares reduciendo su actividad inmunoldgica. El grado de
inactivacién depende principalmente del isotipo (IgA, IgM) y de su especificidad.

Varios autores han analizado los efectos del tratamiento de Holder sobre los macronutrientes vy
micronutrientes con efectos bioldgicos; los resultados que fueron sintetizados en una revision reciente
(Ewaschuk et al., 2011) muestran que varios de los componentes implicados en las defensas son afectados
en gran medida, en algunos casos alcanzando la destruccidon total como con la actividad lipasa y la IgM. Los
componentes mayoritarios IgA y lactoferrina, esenciales en las defensas frente a infecciones bacteriales y
virales, son afectados por el tratamiento térmico. La disminucidon de la concentracién de IgA y de la
capacidad de unién de hierro de la lactoferrina oscilaron entre 48% y 80% respectivamente para los
trabajos incluidos en el reporte (Lawrence, 1999; Koening et al., 2005; Czank et al., 2009).

En relacidon a los factores de crecimiento y citoquinas inmunoreguladoras el comportamiento es mas
heterogéneo; mientras que el TGF-f3 parece no verse afectado mayormente (Mcpherson & Wagner, 2001;
Untalan et al., 2009).

En este contexto es una prioridad para los BLH evaluar el efecto de la pasteurizacién de Holder como
tratamiento de conservacidn sobre los componentes con actividad bioldgica presentes en la leche humana,
y en particular sobre los calostros de nuestro banco.

5.3.1. Efectos de la pasteurizacidon de Holder sobre la concentracion de Proteinas Totales de calostros

Nuestros resultados muestran que no ocurren pérdidas significativas del contenido proteico durante la
pasteurizacion en los distintos grupos seleccionados ni a nivel global para el panel de calostros analizados,
al igual que lo reportado segun Koening et al., (2005) y Braga & Palhares., (2007). Por el contrario, ocurre
un incremento significativo de la concentraciéon proteica a nivel global y es a expensas del grupo de calostro
intermedio (ver Figura 4A). Este aumento podria atribuirse a pérdidas de agua por evaporacion producto
del calentamiento durante el proceso de pasteurizacidon. Por otra parte, el pasaje de proteinas de la
fraccion emulsion a la fraccion acuosa donde se realiza la determinacion, se reportd previamente
(Cavaletto et al., 2008) y no es posible descartar que contribuye en cierta medida.
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5.3.2. Efectos de la pasteurizacidn de Holder sobre la concentraciéon de Inmunoglobulinas de calostros

Tanto la IgA total como la secretora han sido de los componentes mads estudiados principalmente en leche
madura y varios son los autores que han reportado perdidas variables luego de la pasteurizacion.

Nuestros hallazgos permiten evidenciar la perdida estimada de un 22% de IgA, similar a lo encontrado
recientemente por otros autores (Permanyer et al., 2010; Souza et al., 2014). Si bien se reconoce una
pérdida del contenido, la misma se encuentra entre las mas bajas al compararse con otros estudios donde
han reportados pérdidas de mas de la mitad de su concentracién (62-64%) segin Koening et al., (2005).
Estas diferencias encontradas por los diferentes grupos de investigadores podrian ser explicadas por la
metodologia de trabajo empleada al observarse una gran variedad de técnicas aplicadas para la deteccion
de IgA, ejemplo técnica clasica de Inmunodifusién radial (IDR) y el ELISA.

Por otra parte, el trabajo realizado por Czank et al., (2009) encontré una pérdida del 28% y propone que
seria la temperatura de pasteurizacion y no el tiempo de mantenimiento del proceso el factor critico en el
porcentaje de retencidn de IgA.

Respecto a la IgM, aunque su comportamiento frente al efecto de la pasteurizacién no ha sido tan bien
estudiado como el de la IgA, se ha evidenciado que es de las inmunoglobulinas mas inestables al
tratamiento térmico (Ewaschuk et al., 2011).

Los resultados del efecto de la pasteurizacién sobre la IgM del panel de calostros analizados, muestran una
pérdida significativa considerada consistentemente alta (79-85%) en todas las muestras individuales.
Mientras que pérdidas moderadas y significativas (p<0.05) han sido informadas y consideradas entorno al
51% segln Souza et al., (2014) (AP=0.28 g/L, obtenida con calostro extraido en los primeros 4 dpp).
También se han reportado pérdidas totales segin Ford et al., (1977) (AP= 0.10 g/L, trabajando con leche
madura) y mas recientemente por Koenig et al., (2005) (AP=0.014 g/L, concentracion muy baja) lo cual se
considera légico, ya que en ambos casos las concentraciones son bajas antes del proceso si se lo compara
con Souza et al., (2014). Aunque este comportamiento no se cumple al comparar nuestros valores con los
de Ford et al., (1977) dado que nuestra concentracidén (AP= 0.045 g/L) es menor y luego del proceso si bien
la pérdida es alta no es total, tampoco se espera en teoria que la concentracion AP de Ford sea mayor a la
nuestro calostro ya que él trabajo con leche madura.

Una posible explicacion a la pérdida globalmente alta de la IgM fue propuesta por Espinosa-Martos et al.,
(2013) donde considera que los componentes con un alto peso molecular serian mayormente afectados
por la pasteurizacidn, considerando probablemente una mayor exposicién al medio.

En base a estos resultados, la IgM podria considerarse un parametro biolégico relevante a utilizar como
indicador del efecto deletéreo de los procesamientos de la leche en la busqueda de métodos alternativos
de pasteurizacion.
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A modo de consideracidn general y en base a los resultados reportados se ha planteado a nivel mundial la
necesidad de buscar procedimientos alternativos al cldsico que logren minimizar las pérdidas de
componentes bioactivos durante el procesamiento de la leche humana.

Por ejemplo, el tratamiento térmico de alta temperatura durante corto tiempo (HTST) realizado a 72°C
durante 15 segundos (Jensen, 1995) se estudié mediante cromatografia homogéneo y en gradiente SDS-
PAGE vy las bandas de su patrén proteico se mostré idéntico a la leche fresca sin tratar. Mientras que en el
método de Holder se observd que redujo la intensidad de ciertas bandas, que posteriormente fueron
identificadas a través de espectrometria de masas en tandem, donde se detectaron los componentes
modificados para cada banda. Donde una de las modificaciones encontradas correspondié a la IgA,
mientras que otro estudio donde también se evalud el método HTST no encontrd alteracién respecto a la
IgA (Lawrence, 1999). En suma, si este tratamiento se aplica a la leche humana, se producen minimas
pérdidas de factores inmunolégicos. Sin embargo, es un método que no puede utilizarse en los BLH debido
a la ausencia de equipos que puedan pasteurizar volimenes de muestra pequeiios, lo cual es una limitacién
para la pasteurizacion de la leche humana (Jensen, 1995) sobre todo en los BLH como el nuestro que
adoptan el criterio general de no poolear leches de diferentes madres.

Otro método probado a 56°C mostré que la IgA se mantuvo estable (Ogundele, 2000) aunque este método
no asegura la destruccion total de microorganismos como se consigue a 62.5°C.

Mientras que otras tecnologias mas recientes muestran que es posible preservar el contenido de la fraccion
de IgA mediante procesamiento de la leche con alta presién (400 MPa, 5 minutos, a 12°C) (Permanyer et
al., 2010). En cuanto a la retencién de su capacidad de unién al antigeno, se ha analizado la reactividad
frente a E. coli enteropatogénica (Viazis et al., 2008) los resultados muestran una mejor actividad con el
tratamiento a alta presidn, que permite conservar entre el 75% y 85.6% la reactividad por ELISA
dependiendo de las condiciones experimentales aplicadas, en contraste con el 51.2% de disminucién en la
reactividad cuando se aplicé el tratamiento cldsico de pasteurizacion.

En suma, hay perspectivas de poder utilizar en el futuro otros métodos de conservacion de la leche humana
gue mejoren aun mas su calidad inmunoldgica, pero se esta aun lejos de la implementacién en la rutina del
BLH.

5.3.3. Efectos de la pasteurizacion de Holder sobre la concentracion de Citoquinas de calostros

En cuanto a las citoquinas, las pérdidas encontradas producto de la pasteurizacidn resultaron parciales para
el TGF-B2 (37%) mientras que fueron totales para la IL-10.

Respecto a la IL-10, del 10% de las muestras detectadas antes del tratamiento térmico sus niveles se hacen
indetectables luego de la pasteurizacién.

El trabajo de Espinosa-Martos et al., (2013) es el Unico trabajo hasta el momento, donde encontramos que
no reportan pérdidas de las citoquinas en estudio en contraste con nuestros resultados sino que por el
contrario las concentraciones después de pasteurizar son mayores, aunque las diferencias no llegan a ser
significativas tanto en muestras de calostro como en leche madura.
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En Suma:

El calostro temprano obtenido durante los primeros dpp demostré ser el mas rico en componentes
inmunolégicos y proteicos comparado con el calostro tardio. Estos resultados son consistentes con el rol
biolégico que desempefian estos componentes ya que proveen funcidon contra infecciones, anti-
inflamatoria y proteccidn inmunomoduladora, compensando el déficit innato de su sistema inmune
inmaduro (Garofalo, 2010; Ballard & Morrow, 2013).

A nivel general se confirma una alta variabilidad interindividual en la concentracién de los componentes del
panel de calostro estudiados de nuestro BLH en el periodo de estudio, dependiendo principalmente de las
donantes al igual que lo encontrado por otros autores (Espinosa-Martos et al., 2013) por lo que se
justificaria considerar una valoracién individual de los lotes.

Si bien solo los trabajos de Koenig et al., (2005) y Souza et al., (2014) fueron realizados concretamente en
muestras de calostros, suponemos que la principal razén para comparar y poder explicar la gran dispersién
en los resultados obtenidos por los distintos grupos deberia corresponder a los diversos métodos de
obtencidén de la muestra utilizados e incluso al rango de semanas de gestacion.

Respecto a los efectos del tratamiento térmico, podemos afirmar que a nivel global todos los componentes
bioactivos estudiados son afectados por la pasteurizaciéon de Holder, lo cual es el reflejo de lo obtenido
anteriormente al comparar por grupos y haber hallado diferencias significativas en todos los componentes.

Es importante considerar que gran parte de los trabajos consultados a nivel mundial no fueron realizados
con muestras provenientes de BLH, quedando los diferentes resultados obtenidos sujetos a las diferentes
condiciones y equipamientos empleados durante el proceso de pasteurizacion, asi como de los métodos de
deteccion empleados los cuales podrian contribuir afectando los valores esperados (Kverka et al., 2007).
Mientras que en el caso de corresponder a muestras de un BLH, también existe la posibilidad de encontrar
diferencias en cuanto a protocolos y condiciones de procesamiento seglin la red de BLH al que se
pertenezca. Por lo cual se evidencia y queda de manifiesto la necesidad de disponer de métodos de
valoracion para cada centro, debido a que las diferentes condiciones de procesamiento utilizadas desde la
extracciéon hasta la pasteurizacion también podrian contribuir a la variabilidad y afectar la calidad
inmunolégica de la leche.
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6. Conclusiones

Este trabajo reporta la primera caracterizacién sobre contenido proteico, de citoquinas e inmunoglobulinas
totales en un panel de muestras representativo dentro de nuestra poblacion, que incluye el 67% de los
calostros procesados y aptos para el consumo durante el periodo setiembre 2012 - setiembre 2013 en el
BLH-CHPR.

Se desarrollaron métodos de ELISA para la determinacion de los isotipos de inmunoglobulinas secretorias
en leche IgA e IgM. Ambos métodos podrian implementarse con equipamiento relativamente simple y de
bajo costo permitiendo la seleccién de calostros con alto contenido de inmunoglobulinas.

Respecto al contenido de proteinas totales se logré implementar el método de Absorcidon UV (A;s0/260 nm)
para su determinacion. Dentro de las multiples ventajas que otorga el método, se considera sumamente
econdémico, dado que no requiere el uso de reactivos comerciales auxiliares y mas importante aun, cabe
sefialar el escaso volumen utilizado (2ulL) para su determinacién, evitando asi el desperdicio de muestras
especialmente al analizar muestras de calostros, donde el volumen de muestras es significativamente
menor, limitado a la produccién y su donacidn.

En cuanto al alcance del método de Absorcidon UV (Ajsp60 nm) frente a una posible incorporacién en la
rutina de trabajo y aplicacién en otros bancos, podriamos destacar su reproducibilidad y rapidez en la
obtencidn del resultado, ademas de su sencillez respecto a la metodologia.

A nivel general los resultados reflejan el caracter dinamico de la composicién de la leche en los primeros
dias de lactancia producto de la variacidn interindividual y dependencia del momento de obtencion de la
muestra.

Las perdidas por el tratamiento térmico fueron variables para las inmunoglobulinas y TGF-32, mientras que
resultaron totales para la IL-10.

Basados en estos datos, se justificaria la determinacién individual de cada muestra procesada en el BLH
respecto a los diferentes compuestos estudiados, con el fin de poder ampliar la informacidn que posibilite
enriquecer su clasificacidn y por lo tanto optimizar los recursos en mejoras de potenciar la calidad de las
muestras solicitadas en relacion a los criterios médicos, que repercutira en la calidad de vida del recién
nacido.

A nivel mundial existen pocos trabajos que describan la variacidon temporal del contenido de proteinas y
componentes inmunoldgicos de los calostros, por lo que este trabajo aporta a profundizar en el
conocimiento de la composicién de la leche humana.

La informacién obtenida en el presente trabajo apoya la tendencia mundial sobre la necesidad de
investigar métodos alternativos de pasteurizacion que permitan mayor retencién de los componentes
bioactivos preservando la seguridad microbioldgica, para lograr lotes de calostro de mayor calidad
inmunoldgica para situaciones de maxima vulnerabilidad.
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8. Anexo

8.1. Criterios de seleccion de las donantes del Banco de leche humana (BLH)

Criterios de inclusion
» Madres saludables en periodo de lactancia, con edades comprendidas entre 18 y 38 afios.

» Las donantes deben ser madres sanas que estén amamantando o extrayendo leche para su hijo con
secrecioén lactea superior a las exigencias de su hijo, que estén dispuestas a donar el excedente en
forma voluntaria.

» Madres que cuenten con examenes seroldgicos negativos para HIV, Hepatitis B, Sifilis (controles pre
y posnatal), no consuman medicamentos contraindicados para la lactancia, alcohol, no fumen vy
cumplan con las normas de higiene pedidas para la extraccion y conservacion de la leche.

Criterios de exclusion

» Muestras de Leche que cumplian con los criterios de rechazo organoléptico (aspecto, color, olor);
muestras con valor de acidez igual o mayor a 8°D, donantes que no hayan cumplido con las
especificaciones dadas por la Red Nacional de Bancos de Leche Humana FIOCRUZ/IFF-BLH.
www.redeblh.fiocruz.br.
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8.2. Formulario de consentimiento informado

“Valoracién de componentes con actividad inmunoldgica y efectos de la pasteurizacion en
calostros donados en el banco de leche humana Dr. Ruben Panizza”.

Le estamos solicitando autorizacidon para participar de un estudio de investigacién. Antes de decidir si
quiere o no participar, es importante que entienda por qué el estudio esta siendo realizado y como se va a
desarrollar en caso que Ud. esté de acuerdo en participar. Por favor, lea con atencién la informacion que
sigue, y si necesitan, soliciten informacién a los técnicos encargados de este estudio. Si desean, discutan
este trabajo con su familia. Siéntanse libres de preguntar cualquier cosa que no les sea clara o de la cual
deseen mas informaciones.

Muchas gracias por leer estas lineas.

Propuesta:

¢Cual es el propdsito de este estudio?

El propdsito de este estudio multidisciplinario plantea como objetivo general mejorar la calidad
inmunoldgica de la leche obtenida a través de la donacion al Banco de Leche Humana (BLH); se desarrollara
colaborativamente entre la Cdtedra de Inmunologia de la Facultad de Ciencias, la Catedra de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de Quimica y el BLH del Centro Hospitalario Pereira Rossell
(CHPR).

éPor qué fuimos escogidos?
Ud. fue seleccionada por su participacidon voluntaria en la donacidn de leche humana excedente al BLH
para la nutricién de los prematuros internados.

Procedimientos:

¢Qué ocurrira si nosotros participamos del estudio?

Se solicitard autorizacién que de la leche que Ud. dona, 12 mL sean utilizados para realizar estudios pre y
post tratamiento térmico, para poder valorar los cambios que se producen en los componentes bioactivos
(proteinas, inmunoglobulinas).

é¢Qué tengo que hacer yo?
Ud. tendr3, en caso que esté de acuerdo en participar, que firmar este consentimiento informado.

Riesgos e incomodidades:

¢éCudles son las posibles desventajas y riesgos de participar en el estudio?

No existe riesgo en participar de este estudio.

Si tienen alguna duda, deben contactar al técnico encargado del estudio, que no se incomodara en
complementar la informacién que se le ha dado.
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éCuales son los efectos colaterales de nuestra participacion?
No existen riesgos colaterales.

Beneficios:

¢éCuales son los posibles beneficios de participar en el estudio?
Las informaciones que obtenemos en el estudio pueden ayudar al mejor crecimiento y desarrollo de su
hijo/hija y de muchos recién nacidos en el futuro.

Confidencialidad y uso de las informaciones recolectadas:

éNuestra participacion en este estudio sera confidencial?

Si Ud. esta de acuerdo en participar en el estudio, todos los registros médicos pueden ser examinados por
las autoridades reguladoras, para comprobar que el estudio estd siendo realizado de una manera correcta.
Su nombre y otros datos de contacto no seran revelados fuera del hospital.

¢Qué va a pasar con los resultados de la investigacion?

Los resultados de la investigacién, seran usados de manera rutinaria en la atencién de los recién nacidos.
También podrdn ser publicados en revistas médicas, presentados en congresos, publicados en paginas web
cientificas, pero la identidad de Ud. o del niflo no podran ser hechas publica en ninguna de estas formas de
difusién.

Costos:

Ud. no recibird ningln dinero por su participacidén en el estudio, pero tampoco tendran ningin gasto
adicional por participar en el mismo. En caso de que se necesite alguna consulta o examen por motivos
supuestamente relacionados al estudio, éstos seran hechos sin ninglin costo para Ud.

éQuién financia la investigacion?
La misma se realiza en forma colaborativa entre la Catedra de Inmunologia de la Facultad de Ciencias, la
Catedra de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de Quimica y el BLH del CHPR.

Participacion:

é¢Estamos obligados a participar del estudio?

Su participacion en el estudio es voluntaria. Si prefiere no participar, no tiene que presentar ninguna
justificacion. También, durante el desarrollo del estudio, Ud. podrd desistir de participar en cualquier
momento, basta que Ud. comunique su decision al equipo técnico.

¢Quién autorizo la realizacion del estudio?

El estudio fue revisado por el Comité de Etica en Investigacién del CHPR. En caso de cualquier duda del
aspecto ético, Ud. podra contactar al:

Lic. Laboratorio Clinico Arturo Puyol del BLH (Tel. 27066050).
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Contacto para informaciones adicionales:

Siempre que Ud. quisiera obtener mas informaciones sobre este estudio, por favor entre en contacto con:
Dra. Mara Castro del BLH (Tel. 27066050).

Muchas gracias por participar de este estudio. Ud. recibird una copia del formulario de consentimiento
firmado, que Ud. podra conservar.

Pagina de firmas

Fecha: /[ /

Titulo del estudio:

“Valoracién de componentes con actividad inmunoldgica v efectos de la pasteurizaciéon en
calostros donados en el banco de leche humana Dr. Ruben Panizza”.

Nombre del investigador: Lic. Laboratorio Clinico Arturo Puyol, Dra. Mara Castro.
Confirmo haber leido y entendido los términos del consentimiento y autorizo el uso de parte de la leche
donada en forma voluntaria para realizar el estudio descrito mas arriba.

Tuve la oportunidad de hacer preguntas y esclarecer todas las dudas en la conversacion mantenida.

Concuerdo en participar en el estudio antes descripto.

Nombre de la mujer Firma de la mujer
C. L
Nombre del investigador Firma del investigador
C. L
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