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Resumen

Objetivo: Determinar el efecto de la pasteurizacion y congelacion en el contenido de IgA1 e IgA2 en la leche
materna.

Métodos: Estudio observacional y retrospectivo, llevado a cabo en mujeres que tuvieran mas de 30 dias de
ofrecer lactancia a su neonato, y pudieran donar 50 mL de leche. Se determind la concentracion de IgA1 e IgA2
mediante turbidimetria, antes y después de someterse a pasteurizacion y congelacion, cada 15 dias durante 2
meses. La congelacion fue a —20°C. Se encontr un contenido total de IgA de 1598,5 mg/dL.

Resultados: Se seleccionaron 10 donantes de leche materna. La concentracion inicial de IgA1 e IA2 fue de 651
y 945.7 mg/dL, respectivamente; al finalizar los tiempos de congelacién disminuy6 el contenido de ambas in-
munoglobulinas: IgA1 del 74% e IgA2 del 86%. Después de los tratamientos, el contenido de inmunoglobulinas
disminuyd de forma contundente, con diferencia significativa de p < 0.05.

Conclusién: La pasteurizacion y la congelacion afectan de manera importante el contenido de IgA1 e IgA en
la leche materna; por tanto, la alimentacion al seno materno sigue siendo la mejor forma de ofrecer toda
proteccion inmunolégica al lactante.

Palabras claves: Leche materna; inmunoglobulinas; IgA1; IgA2; pasteurizacion; congelacion, turbidimetria.

Abstract

Objective: To determine the effect of pasteurization and freezing on the content of IgA1 and IgA2 in breast
milk.

Methods: Observational, retrospective study, carried out in women who had been breastfeeding their new-
born for more than 30 days, and could donate 50 mL of milk. The concentration of IgA1 and IgA2 was deter-
mined by turbidimetry, before and after being subjected to pasteurization and freezing, every 15 days for 2
months. Freezing was at —20°C. A total IgA content of 1598.5 mg/dL was found.

Results: 10 breast milk donors were selected. The initial concentration of IgA1 and IA2 was 651 and 945.7
mg/dL, respectively; At the end of the freezing times, the content of both immunoglobulins decreased: IgA1
of 74% and IgA2 of 86%. After the treatments, the immunoglobulin content decreased dramatically, with a
significant difference of p < 0.05.

Conclusion: Pasteurization and freezing significantly affect the content of IgA1 and IgA in breast milk; there-
fore, breast-feeding remains the best way to offer full immunological protection to the infant.

Keywords: Milk human; Immunoglobulins; IgA1; IgA; Pasteurization; Freezing; Turbidimetry.
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INTRODUCCION

La leche materna es el alimento idéneo para los neo-
natos durante los primeros seis meses de vida, por su
contenido nutricional e inmunoldgico.* La leche ma-
terna madura es la que se produce después de los 30
dias posparto,? y se estima que tiene abundante con-
centracion inmunoglobulinas. La IgA es una de las mas
importantes en la leche materna madura, pues impide
la adherencia de antigenos a la pared intestinal y neu-
traliza toxinas en la mucosa intestinal; incluso se ha
observado que es la molécula con mayor contenido,*
y actualmente se distinguen dos subclases: IgAl e la
IgA2,%¢ cuya diferencia entre ambas es la coexistencia
de una secuencia de 13 a 16 aminoacidos en la region
bisagra de la IgA1 comparada con la regién bisagra de
laIgA2, que es mas corta (Figura 1).” En el recién na-
cido, la cantidad aportada de IgA por la leche materna
es fundamental, de ahi la importancia de brindarla con
un buen contenido de IgA. Sanchez y colaboradores
sefalan que la concentracion de IgA1l es mas altas
que la de IgA2 y esto depende de los episodios infec-
ciosos respiratorios de la madre durante el embarazo,
mientras que el contenido alto de IgA2 depende de
procesos infecciosos de la madre en el aparato gas-
trointestinal.® En la actualidad, diversos paises tienen
bancos de leche materna en sus clinicas y hospitales,
que conservan mediante métodos de pasteurizacion,
refrigeracion y congelacion,® con la finalidad de man-
tener al maximo todo su valor nutricional e inmunolé-
gico, y evitar recurrir a formulas infantiles, que aunque
son nutritivas, no brindarnel respaldo inmunologico de
la leche materna.’ Sin embargo, para la conservacion
y eliminacion de microorganismos patogenos se pas-
teuriza y congela. El estudio de Garcia demostré que
la pasteurizacién y conservacion por frio no afectan el
contenido nutricional de la leche materna;® no obstan-
te, las células inmunologicas son sensibles a procesos
térmicos y algunas investigaciones informan diferen-
tes resultados respecto al mantenimiento de las inmu-
noglobulinas en la leche materna después de la pas-
teurizacién, sin establecer hasta momento cual es el
mejor proceso de conservacion.

Peila y su grupo de trabajo encontraron que el proce-
so de pasteurizacion en leche materna, realizada con
el método Holder, puede afectar algunos componen-
tes bioactivos y nutritivos.® Otro estudio del efecto de
la pasteurizacion con el método de Holder, acerca de
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los nutrientes y componentes bioldgicamente activos
en la leche materna, indica que las proteinas suelen
afectarse por la pasteurizacién, reduciendo a su vez la
concentracion de proteinas especificas, con una accion
inmunoldgica y antiinfecciosa importante, como las
inmunoglobulinas y lactoferrina.* Por su parte, Colai-
zy concluye que la pasteurizacion afecta compuestos
bioactivos de la leche materna, principalmente los que
tienen estructuras proteicas (inmunoglobulinas, cito-
quinas, enzimas);*? no obstante, el estudio de Castro
evalué el efecto de la pasteurizacion-liofilizacién en el
contenido de inmunoglobulinas en la leche materna
madura y encontré que su concentracién disminuye
muy poco después de los procesos de conservacion,®
incluso se discute el mantenimiento de la estructura
de las inmunoglobulinas después de someterse a estos
procesos, porque si su estructura se deteriora, no cum-
plird con las funciones inmunoldgicas, y es aqui donde
radica la importancia de analizar si los procesos de pas-
teurizacién y congelacion dafan esa funcion. En la ac-
tualidad, los bancos de leche tienen poco conocimiento
respecto, por ende, el objetivo de este estudio fue: de-
terminar el efecto de la pasteurizacién y congelacion en
el contenido de IgAl e IgA2 en la leche materna.

METODOS

Estudio observacional y retrospectivo, llevado a cabo
en mujeres que tuvieran mas de 30 dias de ofrecer lac-
tancia a su neonato, y pudieran donar 50 mL de leche.
Las participantes fueron citadas a las 7 am en el Hos-
pital Universitario San Vicente Fundacion de Medellin,
Colombia, para firmar el consentimiento informado,
avalado por el comité de ética de la institucién. La ex-
traccion de la leche se realizé de forma manual; se re-
colectaron 500 mLy se separaron 10 mL para la lectura
inmediata de IgAl e IgA2, el resto de la leche se so-
metio a pasteurizacion y, posteriormente, congelacion.

La pasteurizacion se realizd a 65°C por 30 minutos, con
enfriamiento rapido en bafio de hielo y congelacion hasta
alcanzar los 4°C. Posteriormente, a 10 mL de la leche pas-
teurizada se determin¢ la concentracion de IgAl e IgA2,
y el resto se llevo a congelacion en tubos Eppendorf con
capacidad de 5 mL en un equipo de congelacién a -20°C.
Las muestras se rotularon con fecha de congelacion, fecha
estimada para realizar la prueba de analisis y codigo de
la muestra. La cuantificacion de los subtipos de IgA y la
determinacion de funcionalidad se llevd a cabo con la téc-

Rev Alerg Mex. 2023;70 (1):15-21



Lépez-Marin B et al.
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Cuadro 1. ANOVA de medidas repetidas para IgA1 e IgA2
a) Regif’" Inmunoglobulina Media 2::;: 1C95%
bisagra gA1_*ST 651,000 0,200  648,459-653,541
IgA1l_**P 447,800 11,200 305,491-590,109
IgA1_***C15 574,300 23,400 276,975-871,625
IgA1_C45 181,700 8,200 77,509-285,891
IgA1_C60 167,900 1,700 146,299-189,501
IgA2_ST 947,500 13,200 779,778~
'9A1 IgA2 1115,222
IgA2_P 190,850 6,550 107,624-274,076
. o . IgA2_C15 84,800 19,200 -159,159-
Figura 1. La IgA1 monomérica (azul, en seccién A) muestra una 328,759
conformacién en forma de T por una region bisagra, B) comparada IgA2_C30 133,950 1,950 109,173-158,727
con la IgA2 (roja en seccion). IgA2_C45 142,050 0,750  132,520-151,580
IgA2_C60 132,800 3,500 88,328-177,272

nica de turbidimetria, con el kit comercial de IgAP huma-
no antisuero Kappa SPAPLUS de Bindig Site, con juego de
calibrador Kappa SPAPLUS de IgA humana (6 x 1.0 mL),
IgA humana Kappa SPAPLUS de alto control, IgA Kappa
SPAPLUS humano e IgA Kappa Reaction Buffer SPAPLUS.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa estadistico
SPSS version 25. Las variables se describieron con me-
dia, desviacién estandar e intervalos de confianza del
95%. El andlisis de varianza de medidas repetidas se
efectud para valorar el cambio de IgA1 e IgA2 entre las
diferentes fases: sin tratamiento, pasteurizada a los 15,
30, 45y 60 dias. Se establecid el nivel de significancia
de 5% para todos los analisis.

RESULTADOS

Se seleccionaron 10 participantes para donacion de
la leche materna. La determinacion inicial de IgA1l,
mediante la técnica de turbidimetria en leche mater-
na madura sin tratamiento, fue de 651 mg/dL y des-
pués de la pasteurizacion disminuyo a 447.8 mg/dL;
al finalizar los tiempos de congelacion, el contenido
promedio final fue de 167.9 mg/dL. Para IgA2, la de-
terminacion inicial antes de los tratamientos fue de
945.7 mg/dL, después de la pasteurizacion disminuy6
a190.9 mg/dL y al finalizar los tiempos de congelacion
de 132.8 mg /dL. Cuadro 1

Después de someter la leche materna madura a pas-
teurizacién y posteriormente a congelacién duran-
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*ST: sin tratamiento; ** P: pasteurizada; ***C: congelacién.

te 60 dias, se observé disminucidn significativa de la
concentracion de IgAl e IgA2, al aplicar las pruebas
estadisticas multivalentes. Cuadro 2

En el dia 60 del proceso de congelacion se observo
24% del contenido inicial de IgA1, es decir, se perdid
un 74% de la proteina, lo que disminuyo las cifras es-
tadisticas, con diferencia significativa (p < 0.036) en
todas las pruebas multivariantes (Cuadro 3). Lo mis-
mo sucedio con la IgA2, cuyo contenido disminuyd en
un 86%, es decir, solo permanecié un 14%, indican-
do una diferencia estadisticamente significativa (p <
0.017) en todas las pruebas multivariantes. Los resul-
tados revelan que los tratamientos de pasteurizacion
y congelacién afectan el contenido de IgAl y, princi-
palmente, de IgA2.

DISCUSION

En promedio, el contenido total de IgA en la leche ma-
terna madura recolectada fue de 1598.5 mg/dL, (1.58
g/dL), lo que concuerda con lo reportado por Castro.®
Los datos obtenidos en este estudio se relacionan con
los de Morales y Baldizén,** quienes sefalan que los
procesos de enfriamiento, pasteurizacion y congela-
miento de la leche materna disminuyen el contenido
de inmunoglobulinas en 50%;? por tanto, el periodo
maximo de almacenamiento es de 3 meses luego de
la pasteurizacion, porque las inmunoglobulinas sufren
un descenso paulatino cuando se almacenan por mas
largos periodos.*3

Rev Alerg Mex. 2023;70 (1):15-21



Reduccion del contenido de IgA1 e IgA2 en la leche materna

Cuadro 2. Pruebas multivalentes para IgA1 e IgA2

IgAl
Valor F Sig. Eta parcial al Potencia
cuadrado observada
Traza de Pillai 0.997 317,715 0.036 0.997 0.838
Lambda de Wilks 0.003 317,715 0.036 0.997 0.838
Traza de Hotelling 317,715 317,715 0.036 0.997 0.838
Raiz mayor de Roy 317,715 317,715 0.036 0.997 0.838
IgA2
Valor F Sig. Eta parcial al Potencia
cuadrado observada

Traza de Pillai 0.999 1467,763 0.017 0.999 0.997
Lambda de Wilks 0.001 1467,763 0.017 0.999 0.997
Traza de Hotelling 1467,763 1467,763 0.017 0.999 0.997
Raiz mayor de Roy 1467,763 1467,763 0.017 0.999 0.997

Cuadro 3. Pérdida de IgA1 e IgA 2 después de la pasteurizacion y durante la congelacion

Contenido IgAl Promedio % pérdida Contenido IgA2 Promedio % perdida

651,2 934,3 947,5 100

650,8 651 100 960,7

436,6 197,4 190,9 20

459 447,8 69 184,3

550,9 104 84,8 9

597,7 574,3 88 65,6

188,5 132 134,0 14

- 94,25 14 135,9

189,9 141,3 142,1 15

173,5 181,7 28 142,8

166,2 129,3 132,8 14

169,6 167,9 26

El estudio de Ortiz** reporta que la pasteurizacion dis-
minuye significativamente (p < 0.0001) el contenido
de IgA en la leche materna. En el ensayo de Akinbi, la
concentracién de IgA disminuyd del 28.95 al 63.91%?*
y en el de Ortiz hubo una disminucién del 48.28%, lo
que demuestra que la cantidad perdida de IgA fue sig-
nificativa después del proceso de pasteurizacion.** Es-
tos estudios senalan resultados similares a los nues-
tros en el proceso de pasteurizacion, con el contenido
de los diferentes isotipos de IgA en la leche materna
madura, donde puede observarse que la reduccién de
IgA1 después de pasteurizarse fue del 31% y de IgA2
del 80%. Cuadro 1

En cuanto al proceso de congelacion, Baldizon reporta que
la concentracion media inicial de IgA es de 107.76 mg/dL
y disminuye a 98.84 mg/dL luego de someterse a congela-
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cion convencional (100.32 mg/dL) y rapida, a base de hielo
seco-alcohol etilico al 95%. El decremento de la concen-
tracion de IgA fue de 6.9% con el método convencional y
de 8.3% con el de congelamiento rapido.** Nuestro estudio
evalud el efecto de la temperatura de congelacion inicial
y a diferentes periodos en el contenido de IgA, y permitio
corroborar que no solo este proceso afecta su contenido,
sino también el tiempo que permanece congelada.

En el estudio de Baldizdn®® determinaron la concen-
tracién de IgA en las muestras basales y se compa-
raron con el método de congelacion convencional y
congelacién rapida, y observaron un descenso en la
concentracion de IgA con ambos métodos,*: situacion
semejante a la de este estudio, donde ambas inmuno-
globulinas disminuyeron su contenido de manera sig-
nificativa durante la congelacién.

Rev Alerg Mex. 2023;70 (1):15-21
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La IgAl1 e IgA2 son diferentes en la regiéon constante
de la cadena pesada (Ca).*> Ademas, su ubicacion es
diferente: la IgAl se encuentra predominantemente en
la piel, suero, saliva y via respiratoria alta, y la IgA2 se
localiza en el intestino grueso y delgado.t¢

De las funciones conocidas de la IgA en leche materna
se incluyen: neutralizar y bloquear la unién de micror-
ganismos a las células del hospedero y translocacion
entre los compartimientos internos; inhibicion de la
respuesta de células T, modificacion de la expresion
de genes y el metabolismo de microorganismos,?” y
reclutamiento del complemento durante el proceso
de inflamacion.®!® Por lo anterior, es importante re-
calcar que tiene la conservacién de ambos isotipos
de inmunoglobulinas la leche materna madura, pues
estas proteinas ayudan al lactante a que su respuesta
inmunoldgica sea mas eficiente. Sin embargo, los tra-
tamientos a los que se somete en los bancos de leche
materna, para suministrar un alimento inocuo a los
lactantes, propician que su aporte inmunoldgico se
afecte, especificamente ambos isotipos de inmuno-
globulinas, perdiéndose asi una de las grandes funcio-
nes de este alimento.

No obstante, debido al riesgo de transmisién de en-
fermedades infecciosas a través de la leche materna,
es necesario someterla a un proceso de higiene, por lo
que la pasteurizacion es el método de eleccion en la
mayor parte de los bancos de leche materna. Al mis-
mo tiempo, diversos estudios indican que la pasteuri-
zacion reduce el valor nutricional e inmunoldgico de la
leche materna.**1? Estos datos son similares a los de
nuestro estudio, especificamente en el contenido de
los isotipos de IgA. Por consiguiente, las temperaturas
(incluso las controladas) de pasteurizacion, congela-
cion y el tiempo de almacenamiento son variables im-
portantes que afectan el contenido de inmunoglobuli-
nas de la leche materna. Para completar la informacion
anterior, Ortiz** reportoé una disminucion significativa
de la concentracion de IgA después del proceso de
pasteurizacion (p < 0.0001). Otros estudios informan
disminucién de la concentracion de IgA, del 28.95 al
63.91%* y Baldizon reporta reduccion significativa del
48.28% después de la pasteurizacion.?

Arroyo y sus colaboradores indicaron que después de
la pasteurizacion de la leche, las concentraciones me-
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dias de IgA disminuyen un 30% (p < 0.001), al igual
que su actividad biolégica. Los primeros procesos de
congelacién-descongelacion, antes de la pasteuriza-
cién, no mostraron diferencias significativas entre las
concentraciones medias de los subtipos de IgA (p =
0.160).2

La leche materna tiene buen contenido de inmuno-
globulinas (especialmente en el calostro),? especi-
ficamente IgA secretora. La IgA se sintetiza en las
glandulas mamarias, tiene gran resistencia a la pro-
tedlisis y brinda importantes funciones inmunoldgi-
cas al lactante: impide la traslocacion de antigenos
desde la mucosa intestinal?® y bloquea el paso de to-
xinas,>?! por consiguiente, el aporte de esta proteina
al neonato es de importancia inmunologica, lo que
hace pensar en reevaluar los tratamientos térmicos
a los que es sometido este alimento en los bancos de
leche, pues segln lo reportado en este y otros estu-
dios, dichos tratamientos estan deteriorando su ca-
pacidad inmunolégica.

Ademas, es posiblemente que la estructura de las in-
munoglobulinas pudo danarse por los tratamientos
implementados (calor y frio), quiza porque la técnica
de turbidimetria se basa en la reaccion del antigeno
con un antisuero especifico que conduce a la forma-
cion de complejos insolubles®? (efecto atribuido al Kit
Star Plus). Entonces, la lectura deficiente del conteni-
do de IgA, después de someterse a pasteurizacion y
congelacién, puede deberse a la nula reaccion del an-
tigeno con el antisuero especifico, posiblemente por
un deterioro en su estructura y d esta forma se afecto
la funcionalidad y, por ende, la respuesta inmunologi-
ca.

Es evidente la necesidad de higiene de la leche ma-
terna antes de ofrecerla a los lactantes; sin embargo,
los procesos que actualmente se implementan pue-
den danar su calidad inmunolégica, por lo que es per-
tinente realizar estudios con otras tecnologias para
los procesos de inocuidad y entregar este alimento
con todo su potencial inmunoldgico a los lactantes.
Una alternativa puede ser la ultrapasteurizacién, mé-
todo que emplea altas temperaturas y tiempos muy
cortos, lo que podria permitir la conservacion de las
células e inmunoglobulinas que forman parte de la le-
che materna madura.

Rev Alerg Mex. 2023;70 (1):15-21
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CONCLUSION

La pasteurizacion y el tiempo de congelacion son pro-
ceso que afectan de manera importante el contenido
de IgAl e IgA2 en la leche materna; por tanto, la ali-
mentacion al seno materno sigue siendo la mejor forma
de ofrecer toda proteccion inmunolégica al lactante.
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