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RESUMEN:

La leche humana es un liquido producido por la glandula mamaria,
contiene nutrientes, proteinas, hormonas, factores de crecimiento, que la
hacen nutricional e inmunolégicamente apta para el neonato. Es considerada
como la fuente principal de alimento, sino también como proveedora de
alimentos en el proceso de adaptacion y maduracion en la vida extrauterina.
La respuesta inmunoldogica de la madre frente a agentes infecciosos es
importante en el embarazo y en la lactancia durante el desarrollo del neonato,
la inmunidad a nivel sistémico se adquiere a través de la IgG transplacentaria
y durante la lactancia, la transferencia de inmunoglobulinas A, Gy M a través
de la leche proporciona al recién nacido una inmunidad pasiva, mientras que
su sistema inmunoldgico esta madurando. Este estudio tiene como objetivo
la identificacion y cuantificacion de proteinas e IgG de leche materna. Se
analizaron 50 muestras de leche que las madres lactantes donaron
voluntariamente para el presente trabajo, las proteinas totales fueron
cuantificadas por espectrofotometria UV. La identificacion de IgG mediante
SDS-PAGE y western blot y su cuantificacion con el programa Imagej. Se
obtuvo un promedio de proteinas totales de 33.17 mg/mL, y un promedio de
IgG de 0.82 mg/mL. El promedio de proteinas totales estan en el rango
reportado por otros investigadores, pero el promedio de la concentracidon de
IgG fue mayor al reportado por otros estudios.

Palabras clave: leche materna; proteinas; glandula mamaria; Neonato,
Inmunoglobulinas, 1gG, electroforesis, inmunofijacion, espectrofotémetro,

Image;.



ABSTRACT:

Human milk is a liquid produced by the mammary gland, contains nutrients,
proteins, hormones, growth factors, which make it nutritional and immunologically
suitable for the neonate. It is considered as the main source of food, but also as
a food supplier in the process of adaptation and maturation in extrauterine life.
The immunological response of the mother to infectious agents is important in
pregnancy and lactation during the development of the neonate, systemic
immunity is acquired through transplacental IgG and during lactation, the transfer
of immunoglobulins A, G and M, through milk gives the newborn a passive
immunity while his immune system is maturing. This study aims at the
identification and quantification of proteins and IgG of breast milk. Fifty samples
of milk that the nursing mothers donated voluntarily for the present study were
analyzed, the total proteins were quantified by spectrophotometry UV.
Identification of IgG by SDS-PAGE and western blot and its quantification with
the Imagej program. A total protein average of 33.17 mg / mL and an IgG average
of 0.82 mg / mL were obtained. Mean total proteins are in the range reported by
other investigators, but the mean IgG concentration was higher than that reported

by other studies

Keywords: breast milk; Proteins; Mammary gland; Neonate, Immunoglobulins,

IgG, electrophoresis, immunofixation, spectrophotometry, Imagej.



INTRODUCCION:

La leche humana es un liquido producido por la glandula mamaria de gran
complejidad bioldgica, constituido por nutrientes que lo hacen nutricional e
inmunoloégicamente apta para que el neonato, sea alimentado con ella en
forma exclusiva durante los primeros seis meses de vida (Garcia R., 2011).

La leche humana contiene una serie de proteinas de defensa del neonato
que parecen contribuir a la salud y el bienestar del neonato. Por su
variabilidad entre los individuos no ha sido muy bien caracterizada
(Broadhurst et al., 2015), contiene nutrientes, hormonas, factores de
crecimiento y moléculas de defensa para el neonato, anticuerpos
(inmunoglobulina A, G y M) (Abbiati L. et al., 1997). Por su valor nutricional la
leche es una fuente rica en proteinas bioactivas para el crecimiento y
desarrollo del neonato (Liao et al., 2011), no solo debe ser considerada como
la fuente principal de alimento, sino también como proveedora de reguladores
o facilitadores en el proceso de adaptacién y maduracién a la vida
extrauterina. Los anticuerpos son transferidos a través de la leche por lo que
debe considerarse a la lactancia como la primera transferencia de inmunidad
en forma pasiva brindando proteccién contra enfermedades alérgicas que
induce a respuestas inmunes especificas de antigeno en el neonato (Calixto-
Gonzales et al., 2011). Los neonatos sufren un alto riesgo de morbilidad y
mortalidad por enfermedades infecciosas y respuestas inmunes deficientes
por escasa interaccion de madre — neonato durante la vida temprana

(Verhasselt V. 2015).



Los cambios en el metabolismo materno y la respuesta inmunolégica es
afectada en el desarrollo del sistema inmunolégico del recién nacido, la
inmadurez del sistema inmunitario del neonato lo hace susceptible a las
infecciones por virus y bacterias, la transferencia de anticuerpos a través de
la placenta durante la vida uterina y luego a través de la leche materna
después del nacimiento asegura la transferencia de inmunidad pasiva de
madre a hijo. (Fujimori M., et al. 2015). La inmunidad a nivel sistémico se
adquiere a través de la inmunoglobulina G transplacentaria, durante la
lactancia la transferencia de inmunoglobulinas en la leche proporciona al
recién nacido una inmunidad pasiva como la inmunoglobulina A, G y M
(Rodriguez et al. 2010), mientras que su sistema inmunoldgico del neonato
esta madurando (Verhasselt V. 2015).

Las inmunoglobulinas son un componente importante en la actividad
inmunoldgica se encuentran en calostro y leche, son transportadas a través
de las células epiteliales mamarias por mecanismos mediados por receptores
y transferida fuera de la glandula mamaria por eyeccion durante la lactancia,
por la digestion se obtiene beneficio nutricional, a través de absorcion en el
sistema vascular y funcion inmunolégica en el tracto gastrointestinal del
recién nacido (Hurley W. & Theil P. 2011).

El foco de interés del presente trabajo fue determinar la concentracion de
la inmunoglobulina G presente en la leche materna que asegure la
alimentacion, desarrollo y la transferencia de inmunidad pasiva de madre a

hijo durante la lactancia materna.



Figura N° 01: Componentes presentes en la leche materna
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Calixto-Gonzales R. et al. 2011, Importancia clinica de la leche materna y transferencia de células inmunolégicas al neonato,
Perinatol Reprod Hum 25 (2).
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS:

Kulski J. & Hartmann P. (1981), determinaron la concentracion de
metabolitos (lactosa, glucosa y urea), electrolitos y proteinas (proteinas
totales, alfa-lactoalbumina, lactoferrina, albumina, IgA, IgG e IgM) en

pequefias muestras de secrecion mamaria humana.

Solano L. & Torres L. (2013), determinaron las concentraciones de
inmunoglobulinas G y M en la secrecion mamaria en los cinco primeros
dias post-parto (calostro), siendo el valor promedio de las primeras 24
horas de inmunoglobulina G de 51.41mg/dL y hacia el quinto dia

disminuye paulatinamente a un promedio de 5.43 mg/dL.

Broadhurst M., et al. (2015), Realizaron un estudio para determinar la
variabilidad, efecto y abundancia de cinco proteinas (lactoferrina, IgA
secretora, 1gG, componente secretora, y complemento C3), de defensa
del huésped (feto) en leche durante la gestacién. Los resultados obtenidos
sirvieron de base para proporcionar una mejor defensa natural contra la

infeccion en los lactantes prematuros.

Velona T, et al. (1999), cuantificaron de diferentes proteinas de la leche
humana en diferentes dias durante la lactancia, electroforéticamente y
midieron lactoferrina (LF), a-lactoalbumina, B-caseina, y la lisozima en la
leche de las madres que alumbran a término (TM) y prematuramente
(PM).
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Hsu et al. (2014), investigaron los cambios en la composicion de la leche
materna de madres con recién nacidos prematuros (<35 semanas de
gestacion) y leche materna de madres de los bebés a término (> 37
semanas de gestacion), las muestras de leche fueron recolectadas entre
la 12 semana y cuarta semana. No se detectaron significativas en la
mayoria de los componentes de la leche materna entre el término y

prematuro.

Hurley W. & Theil P. (2011), analizaron diversos aspectos de las
inmunoglobulinas en las secreciones mamarias (estructura, funcion,
concentracion, fuentes de origen, transporte, diferencias entre especies,
y funciones de las inmunoglobulinas) y los rasgos relacionados con
métodos de estabilidad y procesamiento de inmunoglobulinas obtenidas

de leche.

Gasparoni A., et al. (1992), evaluaron la transferencia materno-fetal de
anticuerpos totales y especificos de las subclases de IgG contra 14
antigenos polisacéaridos capsulares de pneumococos y los mismos
anticuerpos con leche de las madres que estaban amamantando a sus

bebés.

Lindemann P., et al. (2003), investigd las caracteristicas de la leche y

estado serolégico de las madres que donan leche negativas para
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citomegalovirus (CMV), el VIH y hepatitis B y C a un banco de leche con

el fin de prevenir una infeccion viral grave.

Diaz V. & Ramirez A. (2005), realizan una breve revision bibliografica de

ventajas de la leche materna para el nifio prematuro y el malnutrido.

Bernal C. (2009), purific6 inmunoglobulina G a partir de una mezcla de
proteinas presentes en suero de leche bovina usando cromatografia de
exclusion molecular con fase estacionaria Sephadex 75 y fase movil
Tween 20 al 10% (v/v) en buffer fosfato salino (PBS). Con un rendimiento

de 0.6 mg/mL de leche.

Konecny J., et al. (1994), determinaron que las inmunoglobulinas estan
compuestas por cuatro cadenas polipeptidicas unidas entre si por puentes
disulfuro y otra uniones de tipo covalente, para separarlas se utilizé 2-
mercaptoetanol obteniendo cadenas ligeras (bajo peso molecular) de
aproximadamente 25kD y cadenas pesadas (elevado peso molecular) de

aproximadamente 50kD.
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IV. MATERIALES Y METODOS:

4.1. MATERIAL:

4.1.1.

4.1.2.

>
>
>
>
>

Bioldgico:

El material biologico constituye muestras de 1mL de leche que las
madres lactantes (Primigestas y Multigestas) que donaron
voluntariamente para la presente investigacion y que previamente

fueron informadas de la naturaleza y fines del presente trabajo

De laboratorio y reactivos:

Centrifuga.

Viales estériles
Cémara electroforética
Refrigerador

NacCl al 0.9%

Para la electroforesis:

>
>
>
>
>
>
>

Poliacrilamida — Bisacrilamida, SIGMA
SDS 10%, SIGMA

TEMED, MERCK

APS, MERCK

Tris- HCI 3M pH 8.9

Tris- HCI 1M pH 6.8

Buffer Tris — Glicina — SDS

14



» Solucién colorante: coomassie blue R-250 50mg, TCA 7.5g, Metanol
50mL, Ac. Acético 17.5mL, Agua destilada 200mL.
» Solucién decolorante: Metanol 25mL, Ac. Acético 5mL, Agua

destilada 70mL.

Para analisis Western Blot
Tris base 25mM
Glicina 192mM
SDS 0.1%
Etanol absoluto 20%
Rojo de Ponceau

Acido acético 5%

>

>

>

>

>

>

» Tween x—20
» Triton x — 100

» NaCl 150mM

» Anticuerpo primario anti - Ig G

» Anticuerpo secundario ant- anti Ig G.
» Leche en polvo desnatada

>

Membrana de Nitrocelulosa

15



4.2. METODOS:

En este trabajo de investigacion se ejecutaron los siguientes

procedimientos:

4.2.1.

4.2.2.

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA:

Las muestras fueron recolectadas en viales estériles de 2mL,
codificadas como M vy trasladada en condiciones asépticas al
laboratorio de bioquimica de la UNPRG, donde fueron diluidas 5
veces con cloruro en sodio (0.9%) y centrifugadas a 6000 rpm en
una centrifuga GZ (velocidad Max. 10000 rpm) por 10 minutos. El
sobrenadante obtenido fue filtrado para eliminar la grasa, codificado
como L y guardado a 4°C para analisis posterior.

Se recolectaron 50 muestras durante todo el periodo de muestreo

Cuantificacién de la proteina mediante método UV:

Las proteinas de la leche fueron cuantificadas por
espectrofotometria UV 260 -280nm en un espectrofotémetro UNICO,
se coloco 2 cubetas de cuarzo, en la cubeta blanco (B) 2mL de agua
destilada pura y 20uL de cloruro de sodio para calibrar el
espectrofotometro a 0.000 de absorbancia y en la cubeta muestra
(L) se agregd 2mL de agua destilada pura y 20uL de cada filtrado
(L). A seguir equipo automaticamente muestra la cantidad de
proteinas presentes en ug/mL. Luego se hicieron las conversiones a

mg de proteinas por 1mL de leche materna (mg/mL).

16



4.2.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS - PAGE) de IgG:
Las muestras de proteinas fueron analizadas en gel de
poliacrilamida discontinua (SDS-PAGE) de acuerdo con el método
de Weber y Osborn, adaptado por Chimoy et al. 1989 (anexo 03): Se
realizaron utilizando una camara electroforética de vidrio (12 cm de
largo, 10 cm de ancho, con un peine de 1mm de espesor con 12
hendiduras (pozos) de 30uL c/u). En los 2/3 de la camara inferior se
preparé el gel de separacion (Acril: Bisacril - 12%), después de
afiadir los agentes polimerizantes TEMED y persulfato de amonio se
aguardo 10 minutos hasta que polimerizo, luego se afiadi6 el gel de
corrida (Acril: Bisacril - 5%) adaptandose el peine para formar las
hendiduras donde se aplicaron los filtrados (L) a analizar. Asi, mismo
para estimar el peso molecular se utilizd un estandar de
Inmunoglobulina G (10uL = 10ug), también se aplicé 20uL de un
estandar de proteinas de pesos moleculares de amplio rango: (97.4
-14.4kDa) y los filtrados de leche L (30ug de proteina), la camara
electroforética fue conectada a una fuente poder a 50mA dejandose
correr las muestras por 2 horas y 30 minutos aproximadamente.
Terminada la corrida electroforética la camara fue desconectada, el
gel fue retirado y lavado con agua destilada y luego tefiido por
inmersion en una solucion de commassie blue R-250 (0.25%) por 3
horas, luego destefiidos en una solucion decolorante (Metanol, Ac.

Acético, Agua Destilada).

17



4.2.4. Deteccion y cuantificacion de lainmunoglobulina G (IgG):
Para detectar y cuantificar las bandas de IgG, el gel mostrando las
bandas se paso por un scaner (hp scanjet 2400), la imagen obtenida
fue analizada para determinar el peso molecular de la proteina
correspondiente a la IgG en la muestra de leche y corroborar con el
estandar de la fraccion de la cadena pesada. El peso molecular fue
estimado confeccionando una curva estandar en papel de escala
semilogaritmica, en el eje Log se anotaron los pesos moleculares y
en eje de las abscisas la distancia recorrida por la proteina estandar
en la electroforesis. El peso molecular de una proteina desconocida
se extrapold a partir de la distancia recorrida y su interseccion en la
recta. Este peso molecular debe ser aproximadamente el mismo que
el patron de cadena pesada de IgG. Para la cuantificacion de la IgG
se utilizé el programa informatico Imagej v. 1.46. Para confirmar la

naturaleza de IgG se realiz6 western blot.

4.2 5. Western blot de las muestras L:

El western blot fue realizado usando un equipo de Bio Rad en el
laboratorio de investigacion del Hospital Regional de Lambayeque.
Se prepar6é un gel de SDS — PAGE como ya descrito, luego se
aplicaron muestras (filtrados L) seleccionadas al azar de entre las 50
muestras totales y un patron de proteinas pretefiido de pesos
moleculares de amplio rango: 260 — 10kDa, luego se conectd a una
fuente poder de la marca Bio Rad. Terminada la corrida las proteinas

separadas fueron transferidas a la membrana de nitrocelulosa de

18



acuerdo al protocolo de Bio Rad. Las IgG transferidas a la membrana
de nitrocelulosa fueron reveladas con el Kit para deteccion de
anticuerpos de acuerdo al procedimiento descrito en el anexo 04.

Finalmente las membranas fueron escaneadas y registradas

4.3. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS:

Los datos obtenidos fueron analizados con mocrosoft Excel 2013

mediante las herramientas, Tablas, e imagenes en formato Power point.
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V. RESULTADOS:

5.1. Cuantificacion de la proteina mediante método UV

Las proteinas de la leche (usado 20ul del filtrado) fueron cuantificadas por

espectrofotometria UV 260 - 280nm, el equipo esta programado para mostrar

el resultado en pg/mL de proteina analizada. La concentracion de cada

muestra fueron anotadas en una hoja Excel (tabla N° 01) haciendo las

conversiones a mg de proteinas para un mL de leche materna (mg/mL)

(Anexo N° 01). Se obtuvo un méaximo de 91.92 mg/mL, un minimo de

14.12mg/mL y un promedio de 33.17 mg/mL.

TABLA N° 01: Cuantificacion de proteina mediante método UV 260-280nm.

Muestra [Prot] mg/ml

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25

49.54
27.56
32.73
37.01
31.26
31.49
50.05
17.27
32.53
60.18
39.95
20.99
58.29
41.07
55.05
22.39
23.69
36.65
38.21
46.04
18.51
46.43
32.43
18.03
53.36

N° de hijos

Multigesta
Primigesta
Primigesta
Primigesta
Multigesta
Multigesta
Primigesta
Multigesta
Multigesta
Primigesta
Multigesta
Multigesta
Primigesta
Multigesta
Primigesta
Multigesta
Primigesta
Multigesta
Primigesta
Multigesta
Multigesta
Multigesta
Primigesta
Primigesta
Multigesta

Muestra
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
M34
M35
M36
M37
M38
M39
M40
M41
M42
M43
M44
M45
M46
M47
M48
M49
M50

* Multiguesta: Madre con mas de un hijos

20

[Prot] mg/ml

30.06
23.6
20.13
31.53
41.38
17.11
18.33
34.32
29.76
54.18
14.12
91.92
15.73
34.28
25.2
47.67
33.76
38.12
20.46
14.89
21.26
16.39
14.94
33.32
15.35

N° de hijos

Primigesta
Multigesta
Primigesta
Multigesta
Primigesta
Primigesta
Primigesta
Primigesta
Multigesta
Multigesta
Multigesta
Primigesta
Primigesta
Multigesta
Primigesta
Multigesta
Multigesta
Multigesta
Multigesta
Multigesta
Multigesta
Primigesta
Multigesta
Primigesta
Primigesta



5.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS - PAGE) de IgG:

X 66kD
X 45kD

30kD

Figura 01: Muestras analizadas en SDS-PAGE al 12%, C: control de
Inmunoglobulina G con un peso molecular aproximado de 50KD indica la
presencia de Ig G., M01 — M10 muestras de leche materna, S: estandar de pesos

moleculares de amplio rango.

4 66kD

45kD

30kD

Figura 02: Muestras analizadas en SDS-PAGE al 12%, C: control de
Inmunoglobulina G con un peso molecular aproximado de 50KD indica la
presencia de Ig G., M11 — M20 muestras de leche materna, S: estandar de pesos

moleculares de amplio rango.
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M21 M22 mM23 M24 M25 Mm26 M27 mz8 M28  m30

66kD

50KD » 45kD

30kD

Figura 03: Muestras analizadas en SDS-PAGE al 12%, C: control de
Inmunoglobulina G con un peso molecular aproximado de 50KD indica la
presencia de Ig G., M21 — M30 muestras de leche materna, S: estandar de pesos

moleculares de amplio rango

66kD
45kD

30kD

Figura 04: Muestras analizadas en SDS-PAGE al 12%, C: control de
Inmunoglobulina G con un peso molecular aproximado de 50KD indica la
presencia de Ig G., M31 — M40 muestras de leche materna, S: estandar de pesos

moleculares de amplio rango
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66kD

50KD 45kD

Figura 05: Muestras analizadas en SDS-PAGE al 12%, C: control de
Inmunoglobulina G con un peso molecular aproximado de 50KD indica la
presencia de Ig G., M41 — M50 muestras de leche materna, S: estandar de pesos

moleculares de amplio rango
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5.3. Deteccion y cuantificacion de lainmunoglobulina G (IgG):

Para la cuantificacién de la IgG se utilizo el programa informatico Image;j
v. 1.46. La concentracion de cada muestra fue anotada en una hoja Excel
(tabla N° 02) haciendo las conversiones correspondientes de cada una.
Se obtuvo un méximo de 0.97mg/mL, un minimo de 0.72 mg/mL y un

promedio de 0.82 mg/mL. (Anexo N° 02)

TABLA N° 02: Cuantificacion de inmunoglobulina G utilizando el

programa Imagej v. 1.46. (Anexo 05)

Muestra [lgG] mg/mL 0p* Muestra = [lgG] mg/mL 0
M1 0.78 1.58 M26 0.82 *x
M2 0.78 ** M27 0.76 3.21
M3 0.77 ** M28 0.79 *x
M4 0.79 ** M29 0.77 2.43
M5 0.82 2.62 M30 0.83 *x
M6 0.77 2.44 M31 0.85 *x
M7 0.82 ** M32 0.83 ol
M8 0.84 4.88 M33 0.79 *x
M9 0.79 2.44 M34 0.80 2.70

M10 0.93 ** M35 0.83 1.53
M11 0.84 2.11 M36 0.80 5.64
M12 0.80 3.81 M37 0.85 *x
M13 0.78 ** M38 0.93 *x
M14 0.78 1.91 M39 0.92 2.69
M15 0.76 ** M40 0.88 ol
M16 0.82 3.67 M41 0.72 1.50
M17 0.90 ** M42 0.74 2.18
M18 0.82 2.25 M43 0.79 2.08
M19 0.87 ** M44 0.78 3.82
M20 0.86 1.86 M45 0.81 541
M21 0.97 5.22 M46 0.76 3.55
M22 0.78 1.69 M47 0.86 *x
M23 0.73 ** M48 0.88 5.91
M24 0.79 ** M49 0.82 *x
M25 0.88 1.65 M50 0.77 *x
* Porcentaje correspondiente de la proteina total ** Madres primigestas
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5.4.Western blot de las muestras L:

Se realiz6 western blot, para confirmar la naturaleza de 1gG.

50kD

K 25kD

Figura 06: Muestras analizadas por western blot. De diferentes muestras de

leche materna, mostrando dos bandas una de aproximadamente 50 kD (cadena

pesada) y una de aproximadamente 25 kD (cadena ligera)

MO01 M02 MO03 M08 M1 M16 M7 M22

bt b L AR 2O

I T T T T

i >
Figura 07: Muestras analizadas por western blot. De diferentes muestras de

leche materna, mostrando dos bandas una de aproximadamente 50 kD (cadena

pesada) y una de aproximadamente 25 kD (cadena ligera)
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VI.

DISCUSION:

Las proteinas de la leche humana son uno de los principales contribuyentes
en la primera infancia, son la principal fuente de aminoacidos necesarios
para sintetizar las proteinas del cuerpo y facilitar la digestion de nutrientes,
también proporciona moléculas inmunolégicamente activas capaces de
conferir proteccion pasiva contra los patégenos, estimular las defensas
antimicrobianas del recién nacido o facilitar la maduracion de las respuestas
inmunoldégicas (Affolter M., et al. 2016).

Dentro de la valoracion nutricional se ha reconocido que existe una amplia
variabilidad en la concentracibn de proteinas en leche materna, la
concentracion promedio de proteinas de la poblacion estudiada se encuentra
entre los rangos reportados por otros grupos de investigacién: se obtiene un
promedio de 33.17mg/mL (tabla N° 01). Un valor mucho menor al reportado
por otros investigadores en otras paises del mundo: Fujimori M., et al. (2015),
quienes obtuvieron un valor promedio de proteinas de 101.0 mg/mL (Brasil),
Rodriguez M., et al. (2010) 52.5mg/mL (México). Nuestro promedio de
proteinas fue mayor que los mostrados por: Ballard O., et al. (2013)
10.5mg/mL (USA), Ming D., et al. (2010) 15.8 mg/mL (China), Yu D., et al.
(2011) 13.3mg/mL (China).

Las técnicas utilizadas por estos investigadores no solo detectan proteinas
totales, sino ademas grupos reactivos derivados de componentes
nitrogenados no proteicos presentes en la leche (urea, creatinina, amonio,
factores de crecimiento, N-acetil azucares) que derivan del metabolismo de

proteinas alimenticias y constituyen el 25% del nitrégeno total de la leche
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materna, (Rodriguez M, et al. 2010). La cuantificacion UV empleada en este
trabajo es especifica y sensible para proteinas, la uUnica biomolécula
interferente es el acidos nucleico (ADN, ARN) por lo que fue necesario
calcular un indice de absorcion 280 — 260 =1.9

Rodriguez M., et al. (2010) la concentracion de proteinas de la leche materna
es poco influenciada por la dieta, mientras que para Fujimori M., et al. (2015),
la variacion en la concentracién de leche materna pueden ser afectada por
varios factores como: la dieta materna, el estado nutricional, la anemia
materna, la hipertension, la diabetes; estos factores pueden cambiar las
caracteristicas nutricionales e inmunolégicas de la leche materna. Para
Nommsen LA, et al. (1991) debe tenerse en cuenta que las madres que
producen mayores cantidades de leche tienden a tener menor concentracion
de grasay proteinas en la leche pero mayor concentracion de lactosa.

La composicion de la leche materna humana esté influenciada por la raza,
religion, cultura, dieta (Lonnerdal et al., 1976; Annemiek, et al. 1994, Sala-
Vila, et al. 2005, Yu D., et al. 2011). Las madres cuyas leches fueron analizas
en el presente trabajo viven en el norte del Pert en un clima semitropical,
una cultura mixta, cuya alimentacién esta basada en consumo de pescado,
pollo, carne, verduras. Esta alimentacion determina la composicion de la
leche materna.

La identificacion de I1gG de la leche se realiz6 mediante técnicas
electroforéticas de amplio uso SDS — PAGE y western blot, con anticuerpos
especificos (anti. Ig G). El western blot es una técnica mas sensible que de

la técnica ELISA (Casais S., et al. 2016). La cuantificacion de 1gG se realizo
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por el software imagej, programa de dominio publico utilizado para el
procesamiento y analisis de imagenes procedentes de microscopia,
radiologia y en general cualquier imagen obtenida de ensayo cientifico
(Davidson et al. 2016, Martiel et al. 2015, Wang et al. 2014, Kurps et al. 2014,
Lee l,et al. 2012, Wu J et al. 2003).

La cuantificacion de IgG de leche materna, mostré un promedio de 0.82
mg/mL (tabla N° 02), cantidad mucho mayor que las mostradas por: Solano
L. & Torres L., 2013 0.51mg/mL en las primeras 24 horas (Ecuador), Fujimori
M., et al. (2015) 0.4mg/mL (Brasil), Palmeira P. & Corneiro M. (2016)
0.1mg/mL (Brasil), Gonzéles R., et al. (2011) 0.44mg/mL (México),
Rodriguez M., et al. (2010) 0.02mg/mL (México), Yu D., et al. (2011) 0.46
mg/mL (China), Affolter M., et al. (2016) 0.22mg/mL (China). Este promedio
de IgG encontrado en este trabajo, indica que la leche materna de madres
lambayecanas difiere de las ya mencionadas.

Este resultado contradice a lo afirmado por Affolter M., et al. (2016), quienes
afirman que la IgG es estable durante la lactancia materna.

La concentracion de IgG en las muestras de leche materna analizadas no
tiene un valor o un porcentaje constante, como se analiza a continuacion, las
muestras: M37 tiene 91.92 mg/mL de proteina total y 0.85 mg/mL (0.92%)
de 1gG, M21 con 18.12 mg/mL proteina total y 0.97 mg/mL (5.35%) de IgG y
MO5 con 31.26 mg/mL proteina total y 0.82mg/mL (2.62%) de 1gG (Tabla N°
02). Este resultado revela que el organismo materno prioriza la defensa

inmunologica del neonato, pues a pesar de tener bajas concentraciones de
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proteinas totales, sin embargo el % correspondiente de IgG fue alto (M48
tabla N° 02).

Con respecto a la sintesis de la IgG podemos decir que la sintesis de la
cadena pesada y la sintesis cadena liguera no son sintetizadas
simultdneamente en una madre primigesta. Aparentemente primero se
sintetizaria la cadena ligera (figura N° 06) lo que indicaria que no se asegura
una transferencia pasiva adecuada de madre a hijo en los primeros dias. No
podemos indicar con que diferencia de tiempo se realiza la sintesis de las
cadenas componentes, pero si hemos observado que en este caso la que se
sintetiza primero es la cadena ligera.

Estos resultados permitiran elucidar el rol que desempefian los diferentes
factores (nutricionales, inmunoldgicos, hormonales, socioecondmicos,
ambientales) en la lactancia materna, asi como determinar el estado de la

madre lactante.
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VII. CONCLUSIONES:

1. Se obtuvo un promedio de proteinas totales de leche materna de 33.17
mg/mL. Este promedio de proteinas esta en el rango de lo reportado por

otros investigadores.

2. Se separo e identifico la inmunoglobulina G la de leche materna por SDS
— PAGE y Western Blot: la cadena pesada de (50kD) y la cadena liviana
de (25kD).

3. Se obtuvo un promedio de inmunoglobulina G de leche materna de 0.82
mg/mL. Este promedio de Inmunoglobulina G fue mayor a lo reportado

por otros estudios.
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VIII.RECOMENDACIONES:

1. Cuantificar proteinas totales e inmunoglobulinas en madres lactantes de

la regidon Lambayeque para generar banco de datos.

2. Esclarecer el tiempo de sintesis de la cadena pesada de la IgG.

3. Difundir estos resultados a los hospitales, centro de atencion al neonato,
la importancia de la leche materna como fuente nutricional y defensa del

neonato.
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ANEXOS

ANEXO N° 01

MUESTRA N° 01

Lectura del espectrofotdmetro: 495.4 ug/mL: hicieron las conversiones de
proteinas para 1mL de leche materna.
495.4 ng/mL — 20uL
X ng/mL — 1000pL
X = 24770 ug/Mi
« Se multiplica por 2 (volumen de la cubeta 2mL)
X = 49540 pg/mL
% Se hace la conversion de pug/mL a mg/mL.

X = 49.54 pg/mL

Se utiliz6é el mismo procedimiento para las siguientes muestras.
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ANEXO N° 02

MUESTRA N° 01
La cantidad de muestra utilizada para la electroforesis es de 30ug de
proteina contenida en 10uL de muestra, hicieron las conversiones

utilizando la suma del area total de las bandas con la banda de

inmunoglobulina G.
30 pg — 200330.387 pixeles total de las bandas
Xug — 52298.861 pixeles total de la banda de IgG.
X =7.83 ug de IgG.
% Se utiliz6 10pL de muestra.
7.83 ng de Ig G — 10uL de muestra utilizada
Xug — 1ulL de muestra utilizada
X=0.783 ug/pL de Ig G.
% Se hace la conversion de ug /uL a mg/mL se obtiene

X=0.783 mg/mL de lg G

Se utilizé el mismo procedimiento para las siguientes muestras.
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ANEXO N° 03:

Electroforesis en gel de poliacrilamida discontinua (SDS-PAGE) de
acuerdo con el método de Weber y Osborn, adaptado por Chimoy et al.
(1989).

Gel de separacién o resolucién al 12% se utilizé lo siguiente:

% 30% poliacrilamida 4170uL
% Agua destilada 4400uL
% 1.5M Tris-HCI pH 8.8 1250uL
% SDS al 10% 100puL
s Sulfato de Amonio 10% 100uL
s TEMED 10uL

Gel de stacking corrida al 5%, se utilizé lo siguiente:

% 30% poliacrilamida 750pL
% Agua destilada 3500uL
% 1M Tris-HCI pH 6.8 625uL
% SDS al 10% S50uL
% Sulfato de Amonio 10% 500pL
s TEMED SuL

40



Loading - buffer o solucién indicadora de corrida, se utilizé lo

siguiente. 2mL (5x)

s Gilicerol al 25% 500uL

% SDS al 10% 0.20gr

% 0.5M Tris-HCI pH 6.8 1000pL

% B — Mercaptoetanol al 20% 400puL

% Azul de bromo fenol 0.01mg/mL
% Agua destilada csp 2mL

Buffer de corrida o buffer Tris-Glicina, se utilizé lo siguiente.

200mL (5x)
% Tris base 0,025M pH8.3 3gramos
s Glycine 192mM 14,4gramos
« SDS 10% lgramo
% Agua destilada csp 200ml

Se utilizé una camara electroforética de vidrio (12 cm de largo, 10
cm de ancho, con un peine de 1mm de espesor con 12 hendiduras
(pozos) de 30uL c/u). En los 2/3 de la camara inferior se preparé el
gel de separacion (Acril: Bisacril - 12%), después de afiadir los
agentes polimerizantes TEMED y persulfato de amonio se aguardo
10 minutos hasta que polimerizo, luego se afadio el gel de corrida
(Acril: Bisacril - 5%) adaptandose el peine para formar las
hendiduras donde se aplicaron los filtrados (L) a analizar. Asi,

mismo para estimar el peso molecular se utilizé6 un estandar de la
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cadena pesada de Inmunoglobulina G (10uL = 5ug), también se
aplicé (20uL) de un estandar de proteinas de pesos moleculares de
amplio rango: (97.4 -14.4kDa) y los filtrados de leche L (30ug de
proteina), la camara electroforética fue conectada a una fuente
poder a 50mA dejandose correr las muestras por 2 horas y 30
minutos aproximadamente. Terminada la corrida electroforética la
camara fue desconectada, el gel fue retirado y lavado con agua
destilada y luego tefiido por inmersion en una solucion de
commassie blue R-250 (0.25%) por 3 horas, luego destefnidos en

una solucién decolorante (Metanol, Ac. Acético, Agua Destilada).

Sample

Cathode G >—ﬁ yeus

,l
Stacking | TEITE
gel I

Running ‘ i J :!|_Plastic
gel \'['T‘ ) : frame
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ANEXO N° 04:

Western Blot de acuerdo con el protocolo de Bio Rad.

Buffer de transferencia se utilizé lo siguiente:

X/
L X4

B

L)

o0

X/
L X4

Tris base
Glicina

SDS

Etanol absoluto

Agua destitalada

csp

5.8 ¢.
2.90.
0.37g.
200mL.

1000mL.

Solucién de lavado o tris - Buffer salino (TBS - TT), se utilizé lo

siguiente:
% Tris base
< NacCl
s Tween X -20
< Triton X — 100

X/
**

Agua destilada csp

2.44 g.
84g.

10mL.
10mL.

1000mL.

Solucién de bloqueo con TBS, se utilizé lo siguiente:

% Tris — buffer salino (TBS - TT)

% Leche desnatada en polvo 10%

Elaboracion de la electroforesis en gel de poliacrilamida discontinua
(SDS — PEGE) para separar las muestras, conectada a una fuente
poder por dos horas y media (anexo N° 03). Usando un marcador de

masa molecular pre tefiido. Terminada la corrida electroforética la

camara fue desconectada, transferir las proteinas del gel de SDS
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— PAGE a la membrana de nitrocelulosa usando una cuba de
transferencia y un buffer de transferencia, conectar a una fuente

poder a 45mA por una hora.

Fiber pad
Filter paper
Membrane
- Gel

Filter paper
Fiber pad

Terminada la transferencia la camara fue desconectada, la membrana
de nitrocelulosa fue retirada y tefido por inmersion en una solucién
colorante de rojo de Ponceau por dos minutos para colorear las
proteinas y asi verificar la transferencia, luego haga lavados sucesivos
con agua destilada para eliminar el colorante.

Bloquear los sitios libres de la membrana de nitrocelulosa utilizando un
solucion de bloqueo por dos horas a temperatura ambiente en
agitacion. Terminado el bloqueo se hicieron tres lavados sucesivos con
intervalos de 10 minutos. Incubar la membrana de nitrocelulosa con el
anticuerpo primario (anti — Ig G) con agitacién de 50 rpm por dos horas
a temperatura ambiente. Terminada la incubacion se lavé con solucion
de lavado conteniendo leche desnatada en polvo al 5%, se hicieron tres

lavados sucesivos con incubacion de 10 minutos cada uno. Incubar con
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el anticuerpo secundario (anti — anti — Ig G) por una hora. Terminado la
incubacion se lavo tres con solucion de lavado conteniendo leche
desnatada en polvo al 5%, se hicieron tres lavados sucesivos con
incubacion de 10 minutos cada uno. Para la deteccion se agredo
peréxido de hidrogeno hasta cubrir la membrana de nitrocelulosa, se
incubo en agitacién hasta que apareciera las bandas, protegiéndolo de
la luz.

Finalmente las membranas fueron escaneadas y registradas
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ANEXO N° 05:

Cuantificacién de inmunoglobulina G utilizando el programa Image;j v.

1.46., se siguieron los siguientes pasos:

Imagej es un programa de domino publico programado en Java

desarrollado en el National Institutes of Health, utilizada para el

procesamiento y analisis de imagenes procedentes de microscopia,

radiologia y en general cualquier imagen.

1.

2.

Descargar el programa Imagej v. 1.46.

Instalar el programa Imagej v. 1.46. ejecutable en Windows XP,
Windows 7, Windows 8.

Desde el programa ImageJ, abra la imagen de la figura.

En la opciones del menu “Analyze/Gels/select First Lane”.

Se elige las medidas (ancho de la banda) que desee obtener el area
de la particula y las coordenadas del centro de la particula. Haga
clic en “OK”.

Aparecera una ventana nueva titulada “Results”. En ella, se
muestran varias columnas con los resultados:

El Area de la particula muestra el nimero de pixeles que ocupa la

particula.
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