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INTRODUCCIOR

El pecho materno ha sido el modo principal de alimentacién de los lactantes
en todo 6l smundo, desde el comienzo de la historia humana y hasta el siglo -
XXo

Tengase presente que en los viejos tiempos no habia alguna otra fuente como
alternativa, para substituir el pecho de la madre, y as{ muy pocos lactantes
o ninguno scbrevivian e no eran alimentados con leche ds la madre o de algu
na otra sujer. .

la utilizacidn de una nodriza era la finica alternativa cuando la madre no -
podfa dar el pecho al hijo, ésta es todavia la eituacién en muchos paises en
desarrollo, donde la alimentacién al pecho es cuestién de vida o muerte para
la criatura.

1a leche del pecho representa una forma importante de nutrientes para el be
bé esencialzente en los palses o los pafises, en los cuales no pueden dispo--
nerse de substitutos adecuados de la leche materna, por sotivos econdmicos,-
para la msayor parte de la poblacién.

Solamente durante las Gltimas décadas los espscialistas en nutricidn, y qui
micos de los alimentos, han empezado a trabajar para producir otras fuentes
de alimento destinadas a los recién nacidos.

los primeros intentos para crear férmulas de leches registradas como substi
tuto artificial de la leche materna, so atribuys a "Ruhy y Gerstenberger", -
en 1919. Desde entonces la tecnologis de los alimentos ha peramitido produ-
eir férmulas de leche de patentse que se parecen mds a la leche humana, la -
disponibilidad de refrigeradoros, la preparacién de biberones y pezones nejo
rados, han logrado un ndmero creciente de tipos diversos de férmulas para lac
tantes que hay en el mercado y han cambiado radicalmente el mcdo de alimenta
cibn de los nifios.

1a smayor parte de estas fSrmulas se basan en 1la leche de vaca e intentan -
utilirarse como dnica fuente de nutrientes para el lactante en periodo neona
tal y durante los primercs meses de vida.
los datos disponibles indican que los efectos a corto plazo de la alimenta=
cién con biberén en paises industrializados suelen ser buenos.

Se sabe muy poco acerca de los efectoa a largo plazo, o de cual sea la fér-



aula Sptima de alimentar a los lactantes. Se ha dickc que la alimentacién
con substitutos de leche materna representa, con mucac, el msayor experimento
en vivo efactuado sin una serie de controles.

Afin cuando una parte de la poblacién de lactantes reciben el beneficio de
la leche matsrna, existen circunstancias que ocasionan que la alimentacidn
aaterno no se lleve a cabo, como son:

Frejuicios estéticoa proliferados en nuestra sociedad, madres que por nece=~
sidad trabajan la mayor parte del dia, fallecimiento de la madre durante el
parto, recuperacién tard{a de la madre post-parto, paiecimiento neurelbgico
superior de la madre, clncer mamario o afecciln a las mamas, antecedentes da
tuberculosis reciente, medicamentos ingeridos por la madre, que pusden oca-
sionar alguna afeccién al lactante, intolerancia a los disacaridos por parte
del lactante, prematures del lactante, labio leporinc Yy paladar hendido, =
etc., 10 que hace necesario contar con leches que favorercan la nutricidn del
lactante.

Se encuentran en el mercado leches maternizadas que si bien cubren con algu
nos requisitos nutricionales no tienen la capacidad de dar proteccién inmuno
1égica. Por lo que se considera necesario probar un méfodo eficaz y sufi-
cientements confiable que permita la consorvacifn a largo tiempo de 1la leche
humana y asi{ mismo preserve las caracteristicas nutricionales e inmuholégi--
cas.

Para este fin, el método de elecciln es el de liofilizacidn, puesto que es-
te o5 un método que se ha utilizado para 1a conservacién de productos biolé-
gicos, que son sensibles al calor y en nuestro casc 8l producto que z8 ha ==
utilizado es tambidn scnsible al calor.



Planteaniento del problesa

La leche humana después de ser colectada por suceién, pierds su contenido -
en elementos nutritivos e inmunolégicos después de 24 hrs., por esto es nace
sario almacenarla mediante un método de conservacifn, el cual nos peraite -
que el producto este en un estado Sptimo a largo plazo,.

Antes y después de empleado el mdtodo elegido es mecesario cuantificar, el
contenido proteico, celular, inmunolégico, de calcio, sodio y potasio, etc.,
para determinar la eficacia del mismo.

Objetivos
1.~ Conservar el producto bioldgico en su estado éptimo,

2.= Determinar si el método de conservacidn elegido es el Sptimo modiante la
obtencibn de algunas de las caracterfsticas originales del producto.

3.= Aplicar procedimientos para la cuantificacién de los componentes nutri--
clonales e inmunoldgicos, los cuales sean confiables para el producto --
biolégico.



HIPOTESIS

El aétodo de liofilizacidén, es el de eleccién para la conservacién de las
caracteristicas originales de la leche humana, puesto que es uno de los mis
utilizadon para la vacién de productos biolégicos, los cuales eon sen-
sibles al calor.
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GENERALIDADES

Se ha demostrado claramente que la leche humana, principal producto de se=-
crecién de las glindulas mamarims en lactancia, poseé una riquera de compo--
nsntea-nutritivos e inmunoldgicos celulares y solubles, asi como otros facto
ros que median los mecanismos no especificos de defensas contra agentes eape
citicos.
lag sustancias solubles que se observan en la leche humana, incluyen compo-
nente secretor IgA, (118), (78), IgM e 1gG, en menor grado IgE o IgD de in-
munoglobulinas, los componentes principales del sistema de complemento, lac~
toferrina, lactoperoxidasa, lisozima, factores quimiotécticos, factor bifido,
1ipidos relacionados con factores de resistencia estafilococcica, monoglice-
ridos qus contienen actividad antiviral e inhibidores de alfa-anti tripsina
¥ proteasa (ver tabla I y II).

TABLA I.- Concentracifn de factores solubles en mg/d{a, semanas, post-partc.

Inmunoglobulina 1a. 2a, 3a. ha.
Lgd 50 25 25 10
igh 5 000 1 000 1 000 1 000
Igh 70 30 15 10
Lisozina 50 60 60 100

Lactoferrina 1 500 2 000 2 000 1 200



TABLA II.- Aspectos de la actividad antimicrobiana en leche humana.

CONTRA BACTERIAS CONTRA VIRUS CONTRA HONGOS
Enterobacteracea Enterovirus Candida
Enterotoxina ds E. coli Polio 1,2,3
Clostridium tetani Coxachia A.B
Difteria Echo 6,9
Steptococus pneumonie Rotavirus
Salmonella Herpes simple
Staphylococcus aureus Influensza
Vibrio Cholerae Arbovirus
Simliki forest
Ross River

Jappanesse B
Dengue

Rubeola
Sincicial Resp.

Ademés, en la leche humana se ha identificado gran variedad de sustancias -
inmunorroguladoras, incluyendo el factor inhibidor de imigracién de macréfa-~
808, factores estimulantes de la 1gA, interferdn y sustancias inmunosupreso-
ras de células T, asi como nuierosos componentes celulares.

Estos (itimos incluyen fagocitos, monocitos, macréfagos, células T, células
plasafticas, leucocitos, polimorfonucleares y células epiteliales.




TABLA 1IX.~ Coaponentes colulares de la leche humana en Post-parte temprano
(hasta los 28 dfan).

TIFO DE CELULAS Nim, POR mm3 PRCMEDIQ % DE CELULAS TOTALES PROMEDIG
Hacrdfagos 2 Mo 66
Polimorfonucleares 560 21
Iinfocitos 240 M

Células epiteliales 20 1-2

A continuacifn se describen los componentes nutritivos presentes en leche
husana (tabla IV).

TABLA 1V,

Energia (kcal) - ~ 690  Calcio (mg) = ~ 340 Vite A (VI) = - = = = 1989

Protefnas (gr) - - 9  FSaforo (meq) - 140 Tiamine (mg) « - 160
Grasa (gr) ~ =« U5 Sodic (meq) - - 7 Riboflavina (mg) 360
Carbohidratos (gr) 68 Potasio (meq) = 13 Macina (mg) - -~ 1.5
lactosa (gr) - - - 68 Cloruro (meq) - 11 Pinedocina (mg)- 100
Cenizas (gr) - - = 2 Hierro (mg) - - Ace Folico (»g)- 52

Vit, B12 (mg} - = = = 0.3
Vit, C (mg) - « =« =« = 43
Vita D (VI) = ¢ = = = 22
Vite E (VI) = = = = = 2
Vite K (mg) = « ~ = = 15
Hitrdgeno total 1.93

Considerando los elemontos de importancia presentes en la leche humana se -
realiza una descripcién acerca de sus propiedades y utilidades.
(con respecto al trabajo realizado).

(11‘-:9,15,9;\



PROTEINAS

las proteinas son compusstos orginicos determinantes en 1a dinimica metabb-
lica celular y extra-celular del organismo.

Estructuralmente cosponen del 15% = 20% del cuerpo animal. Forman parte de
las membranas celularss y de ciertos organoides citoplésmicos como ribosomas
y mitoconfrias. El nicleo contiene histopas y proteinas residuales formando
parto de los cromosomas. Ia actina y la miocina sintetizada por las fibras
musculares, forman parte del misculo y del mecanismo que produce la contrace
cibn musculer.

Funcionalmente, las proteinas forman parte total o parcial de la molécula
de varios de los compusatos escenciales del organismo. Las ¢nzimas que cata
1izan todas las reacciones metabblicas del organismoj los anticuerpos gue le
protegen de agentes patdg Yy as alergencs y en ciertas hormonas
como la insulina del péncreas y la vasopresina de la neurchipbfisis, son pro
tefnas,

La plrpura visual o rodopsina, contenida en la parts externa de las células
cilfndricas de la retina del ojo, esta compussta por una protefna y un pige

"

aento carotenoides

El organismo mamf{foro almacena hierrc en el higado, en forma de una pro-
te{na llasada forritina. También son protefnas la hemoglobina, qus es el -
pignento de la sangre, as{ como el {ibrindgeno y la protombina del plasma ~
sangufnec que forman parte dsl mecanismo de coagulacidn de la sangres.

Adesds, las protefnas son fuente de energfa, forman parte del mecanismo de
amortiguadores del pH por su naturalerza anfotérica y regulan el balance osmo
tico del organis;mo. Por lo tanto podemos concluir que las protefnas son de-
terminantes de la homeostasis.

Quimicanente las protefnes son polimeros largos y complejos de aminodcidos,
coupuestos orgdnicos, formados de carbono, hidrdgeno, oxfgeno y nitrégeno.
Los 20 aminodcidos de importancia biolégica contiene un grupo amino (NH2), -
un grupo carboxilo (COOH) y una cadena lateral simbolizada con usa R en la
téroula estructural general para un aminodcido.

21 grupo amino tiene propicdades bAsicas y el grupo carboxilo 4cidas.

Al ser ionizados el grupo amino y el carboxilo, el aminodcido tiene cargas



(+) y (=) (mon compuestos anfotéricos), que pueden funcionar como amortigua
dores de pE. La cadena lateral del aminofcido es 1a que le da la identidad
a cada uno de ellos.

Este pueds constar de un Atomo de hidrégeno, como en el codo de la glicine
o bien coampleja como el triptofano.

1a molécula de protefna se forma medisnte el eslabonsmiento de los amincici
dos on orden lineal, el enlace entre 2 aminodcidos para formar una cadena, -

se efectiia mediante una r 16n de d 46n entre el grupo carboxilo de
un aminoleido y el grupo amino del otro. Este tipo de enlace quimico se de-
nomina enlace peptfdico.

Podemos concluir que una molécula de proteina es una cadena de polipeptidos
que se inicia con un grupo amino y termina con un grupo carboxilo, los 20 -
aminofcidos componentes de las protefnas son:

Ainina, arginina, asparagina, &cido asplrtico, cisteina, 8cido glutamico,
glutanina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, feni-
lalanina, prolina, serina, trionina, triptofano, tirosina y valina.

£s bien conocida 1la necesidad de prote{ns, especialmsnte de sus aminefcidos
constituyontes, para sintetirzar las proteinas corporales.

Hay 10 u 8 aminodcidos necesarios para la sintesis de protefna tisular que
no son sintetizadas por el cuerpe y por lo tanto deben obtenerse de la dieta,
Estos amino&cidos son histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fe-
nilalanina, trionina, triptofano, vaelina y arginina. ' ’

Datos recientes sugieren que la cistina y la taurina también pueden ser es-
pecialmente indispensables sobre todo para lactantss prematuros.

E) contenido protefco del cuerpo sumenta de 11,6 a 14.6 por ciento durante
el primer afio de vida. Esto se acompadia de un aumento de 2-7 Kg., de peso -
corporel.

la recomsendacidén para proteina durante la infancia se basa en la ci:tidad -
do protefna que contiene la leche materna y quo'uegun un pritmo catisfactos
rio de crecimiento. La cantidad estimada para el primer mes de vids ¢s de =
aproxinadamente 2 = 2,4/kg/dfa, qua disminuys hasta 1.5/kg, por dfa a la ==
edad de 6 mesens
1a requisicién para proteinas es de 1.2gr/kg de peso corporal para lactan--
tea de O - 6 mesos, y de 2.2/kg para lactantes de 6 - 12 meses.

16,11,7,0,14,18,31)
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INMUNOGLOBULINA

E) sistema inmunolbgico esti expresado en dos componentes principales:

1a insunidad celular por medio de la célula Fagociticas y T, y la inmunidad
humore) expresads a través de protefnas plasmiticas, anticuerpos o inmuno-~
globulina.

las inmunoglobulinss son las moldculas proteicas que pueden portar activi-
dades de anticuerpos, es decir, la propiedad de combinarse especificamente
con la sustancia que provoca su formacidn, la cual es denominada ant{geno.
Las insunoglobulinas son gluco-protef{nas compuestas de 82 - 96%, de poli-
péptidos y de 4 - 1B%, do carbohidratos, EL componente peptfdico es el que
poseé casi todas las propiedades biolégicas asociadas con la molécula del -
anticuerpo. Los anticuerpos son moléculas difuncionales y juntas, de mane~
ra especi{fica con el antigeno, inician toda una gama de fendmenos sscunda--
rios como la fijacién del complemento y la liveracibn de histasima por las
células cebadas que son independientes de su espec{ficidad por el antigenc.
Los cohocimisntos actuales de la estructura de las inmunoglobulinas nos -
dice que existen hasta hoy 5 fnmunoglobulinas conocidas, de las cuales me-
diants un esquema se mostrard su estructura bisica.

- vk
Uq
3 Ck
0£ Cy3
’ ] cnn”
Cadena H Cadena H -
I ] I r Ccno
Cadena L

PTRINE Fab S TrATAY e
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las moléculas de inmunoglobulinas estén compuestas de un ni igual de ca
denas polipeptidicas pesadas y ligeras, que pueden representarse por la fére
nula general (H2l2)n. Llas cadenas son zantenidas unidas por fuerzas no cova
loentes y habitualmente por puertas disulfuro covalente, intercadenas que for
man una estructura simétrica bilateral. Se ha mostrado que todas las inmuno
globulinas normales tienen esta estructura béisica, aunque algunas como se ve
ré entén compuestas de =45 de una unidad de 4 cadenss.

Cada cadena polipeptidica estd conatituida de numerceos dominios o asas de
un tamafio bastante constants (100-110 residuos de aminoicidos), formados por
los enlaces disulfuro intracadena. E1 dominio N-terminal de cada cadena ~-
muestra mucha mayor variacibn en la secusncia de aminofcidos que las otras ¥y
se designa como la regién variable para distinguirla de los otros dominios -
relativamente conatantes (denominados en forma colectiva la regién constante
en cada cadena). La gona donde las regicnes variables y constantes se unen
se denomina “regifn interruptora”,

las inpunoglobulinas son bastante insensibles a la digestidn protaclitica,-
pero gon fraguentadas con mfxima facilidad alrededor de la mitad de la cade-
na pesada en una zonk entre el primero y el segundo dominio constante (CHq ¥
cua). la enrima papafna hiende la molécula sobre el lado N-terminal de los
enlaces disulfuro intracadena pesada, en 3 fragmentos de tamafio semejante:
dos fragmentos Fab que incluyen una cadena ligera completa y los dominios VH
y CHy de una cadena pesada, y un fragmento F¢, compuesto de las mitades de
C-terminal de las cadenas pesadas.

Si se emplea pepsina el hendimiento ocwrre sobre el lado C-terminal Ze los
enlaces disulfuro intercadena i, proporcionando un gran fragmento F{ab')s -

jpuesto de aproxinmad te 2 fragmentos Fabe
El fragmanto Fc es degradado extonsamente por la pepsina, la regifu en la
cadena B susceptible del ataque proteolftico es mis flexible y esté nin ex-

pussto al medio que los dominics globulares mhs compactos y so conoce como =
1a "regifn de 1a bisagra". la activided ligada al ant{geno estf asociada -
con los fragmentos Fab o mAs especificamento con los dominios Vg Y Vi, mien~
tras que la nayor parte de las actividades bioldgicas secundarias de las in-
munoglobulinas (por ejemplo, la fijaciln del complemento), estin asociadas -
con el fragmento Fe.
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Como ys se oxpunﬁ,'lu moléculas de inmunoglobulinas incluyen una familia
de protefnas con la misma arquitectura molecular bisica, pero que muastra un
vasto arreglo de especificidades ligadas al antfgeno y diferentes activida--
dea bioldgicas.

Estas activideades diferontes son, por supuesto, al reflejo de diferescias -
estructurales dictadas por la secuencia de amino&cidos de las cadenas poli~-
papt{dicas. Eatd heterogenecidad estructural ha sido un obstéculo pars 108
quimicos de las protefnas, psro los plassacitomas de origen, murino y humano
proporcionan inmunoglobulinas hemogfneas {monoclenales), que hen facilitado
grandemente al estudio de la secusncia de los aminofcidos de las moléculas -
de anticuerpoas

Todas las cadenas L tienen un peso moldcular de aproximadamente 23,000 Que
pueden clasificaree en 2 tipom, kappa (k) y lambda (%), sobre la base de ~
miltiples diferencias sestructurales en las regiones conatantes que se refle-
Jan en las diferencias antigénicas., los dos tipos de cadenas L han sido ha-
1ladas on muchas aspecies de mami{feros . Ademds las homologfas de la secuen
cia de aminofcidos entre las cadenas k del ratdn y del humano son mucho mayo
res qua las homologlas entre las cadenes k y dentro de cada especia, indican
do que los 2 tipos se separaron durante la evolucién antes de la divergencia
fde las especies de mamiferos.

La proporcin de las cadenas con , en las moléculas de iamumoglobulinas -
varian de una especie a otra, siendo aproximadamente de 2:1 en el humano.
Una inmunoglobulina determinada contiene siempre cadenas K & A pero, nunca -
una merola de las doa.

Se han hallado cinco clases de cadenas H en el huzano, basadas en diferen--
cias desstructura de las regiones constantes, descubiertas por adtodos sero=
1égicoa y quimicos. las formas difereantes de cadenas H, designadas como s '
¥, Ay ps ¥ g varian en su peso wolécular desde 50 a 70 mil; las cadenas
Ygo la cadena delta tiene un peso moldcular intermedio que se considera --
que sea debido a una regibn sxtendida de bisagras. Zn forma semejante, la -
cadan?; tiene una regiln extendida de bisagras que consiste en aproximada-
nente 60 residucs da aminokcidos, incluyendo 14 cistefnas, que aplicen el -
gran afimoro de enlaces disulfuro intercadena de IgG3.

1a clase de la cadena [ determina la clase de laz inmunoglobulina. Por lo -



-
it

tanto, hay cinco clases de inmunoglobulinas:

Iga, IgA, IgH, IgD e IgB. Dos cadenas gamma combinadas con doe cadenas L,
K 0 A, constituyen una molécula IgG, la mayor clase de las inmunoglobulinas
en el suerc.

En forma semejante, dos cadenasmy dos cad L forman una sub-unidad Ighs
las moléculas IgH son macroglobulinas que consisten en 5 sub-unidades bAsi--
cas de 4 cadenas,

La IgA es polidispersada, comprendiendo de 1-5 de dichas unidades.

Las otras clases IgD o IgE a semejanza de IgG consisten en una sola unidad

de 4 cadenas,

CARACTERISTICAS DE LAS INMUNOGLOBULINAS CON RSSPECTO
A 50U ACTIVIDAD BIOLOGICA

156

En los adultos el valor de esta inmunoglobulina es de un 75% aproximadamenw
te del total de las inmunoglobulinas del suerc. Dentro de la clase IgG hay
4 gub-clases y sus concentracionee aproximadas son:

Igd 1 = 60 = 70%
Ig6 2 = 1 = 20%
Ig8 3= 4 = 8%
Igh b= 2= 6%

las cuales var{an segin la persona. Esta inmunoglobulina es la dnica que -
puede atravezar la placeata en el h ¥ la resp ble del recidén nacido
durante 1los primeros meses de vida. las sub~clases no estin dotadas en --

{gual forza con esta propiedad.

Tambidn es fijar el complemento otra de sus funciocnes. Los oacréfagos por-
tan sobre la superficie, receptores que enlazan a IgG1 e IgG3 y su fragmento
F¢ o5 el responsable del enlace a los macréfagos los cuales, eatonces ya pus
den funcionar fagocitando. El paso molécular de la IgG es de 1,500 UL,
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Igh

Es la i lobulina predominante en las secrecionss corporales.

Cada molécula de IgA secretora se compone da 2 unidades bdsicas, de n cade-
na, una molécula de components secretor y de cadena J. El peso molacular de
la IgA sacrstora es aproximadamente de 400,000,

la IgA secretora, proporciona el mecanismo de defansa primaria contra la in
feccién local, debido a su abundancia en la saliva, las 1ligrimas, mucosa na-
sal, 1iquido prostitico, secrecicnes vaginales, bronquiales y mucosas del in
tostino delgado.

Su accibn principal es la de impedir la entrada de los ant{genos al sistema
inmunitario general y la destruccién de este antigenc.

Eata normalmente existe en el suerc en forma monomérica y polimérica consti
tuyendo sproximadamente 15% del total de las inmunoglobulinas sericas.

Igh

Constituye aproximadaments el 10% de las inmunoglobulinas y por lo general
existe como pentémero con un peso molecular aproximado de 900,000 (iis).
108 anticusrpos IgH son propiamente prominentes, es la respuesta inmunitaria
inicial a la mayoria de los ant{genos y predominan en ciertas respusstas de
anticuerpos, como los grupos sangulneos.

Ea una de las inmunoglobulinas de mayor manifestacién sobre las superficies
de las células B, A su vez es la fijadora del complemento mis eficaz, ya -
que una so0la molécula de complemento basta para iniciar la cascada del com-
plemento.

1gd

Lla golécula de ésta Lnnunogloﬁulina @5 un monomero y sSu peso molecular es
de 180,000 (175-80) sproximadamente. Esta inmunoglobulina esté preesnte de
manera normal en el suero en cantidades minimas (0.2%).

Es relativamente 14bil a la degradacién por el calor y las enzimas proteoli
ticas. ixisten algunos reportes de I1gD con mctividad de anti-cuerpo para -



15

ciertos antigenos incluyendo la insulina, penicilina, protefnas da 1la leche,
toxoide diftérico, antigenos nucleares y tiroideos

No obstante su accién no ha sido afin detorminada. Ia IgD es la otra que =
predomina en los linfocitos humanos y se ha sugerido que 1a IgD puede haller
se involucrada en 1la diferenciacién de estas células.

1g8

La identificacibn de los anticusrpos I1gE como reaginaes y la caracterizacién
de éota clase de inmunoglobulinas marcd un mayor avance en el estudic de los
mecanismos involucrados en las enfermedades alérgicas.

1a IgE, tieme un psso molecular aproximado de 190,000 (85), Comprende solc
0.004% del total de las insunoglobulinas sericas, pero se liga con gran afi-
nidad a las cflulae cebadas, através de un sitio en la regiéa Fc.

Al combinarse con ciertos antf{genos espec{ficos llamados alergenos, 10s an-
ticuerpos IgE desencadenan la liberacibén, a partir de las células cebadas, ~
de los medidores farmacoldgicos responsables de la roncha y de las reaccio--
nes de brote unticarial sobre la piel, evocadas por la exposicién de la piel
de los individuos alérgicos a los alergenos,

Los anticuerpos IgE proporcicnan un ejemplo notorio de 1a naturaleza, bifun
cional de las moldoulas de los anticuerpos. Estas inmunoglobulinas existen
on forma monomérica.

las inmunoglobulinas de la leche son cuantitativa y cualitativaments dife~-
rentes de las quo existen en el suero., Estudios ¢linicos y epidemiolégicos
sugieren fuertemente la existencia de una funcién protectora de &stas,

Lla inmunoglobulina que predomina en la leche es IgA principalmente, como -
IgA secretora, &ata difiere de la IgA del suero; esatd formada por 2 moléculas
de IgA unidas sn forma convalente con el polipeptfdo, en '“componente sscreto
rio” y la cadena de unién J.

A partir de la IgA secretoria hay en la leche principalmente otras dos inau
noglobulinas que son la Igd y la IgN,

7142,6,7,8,10,18,21,27,28,30),
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. Funcidn de loa leucocitos Neutrofilos Polizcrfonucleares

Bl neutrSfilo madurc humano es una célula de etapa final que una vez libera
do de la mfdula Sses circula con una vida media de 6 - ? horas antes de par-
der su capacidad funcional, abandonando el cuerpode manera aleatoria no re-
lacionada c¢on la edad, alrededor de ail seiscientos millones de neutrofilos
son recambisdos diariamente., Ia liberacién de granulositos en el interior -
de la eangre poriférica parece que esti relacionada con la necesidad célular
Y la deforaidad y un factor liberador que puede actuar sobre los sinusoides
de 1a médula &sea.

Forma de actuar del‘PMN, %Ac, y%C, en la destruccién de un agente patoldgico.

El Ac, especifico puede actuar como opsonina, el Ac., se combina con los PO
lisacaridos antigenicos de la suparficie del neumococo, a través de sitios -
de combinacibn del Ace Localizado sobre la porcién Fab de ésta molécula de
Igs la porcién Fc de la molécula, Que actua para que la 1g funcions como =
una opsonina se libera para adherirse a los sitios receptores Fc, sobre la -
superficie de los fagocitos completando en esta forma un puente entre las =«
bacterias y el fagocito.

El Ac especifico actuando con el C a través de la via clésica C1, Ch, C2, -
puede promover la opsonigacin microbisna. Aqui una gran cantidad de Ac al
parecer insuficiente para opsonizar por s{ mismo, activa C.

Los sitios receptores del C attivado me encuentran sobre la superficie de -
los fagocitos. E1 C3 activado sobre la superficie de las bacterias sirve co
®o puente entre la bacteria y el fagocito acelerando su ingestién.
*Polizorfonuclear
VAnticuerpo
8Complesento

Otra estructura que entra en juego dentrc de la respuesta inmune son los ma
cr8fagos, los cuales varian en su tamafio y morfologia., EL ndicleo es ovalado
en forma de rifidn y es exéntrico cuando se ha visto con microscopio electré=
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nico, se ha observado que la membrana célular es triple con muchas protube--
rancias e invaginacioness

R citoplasma contiene membrana de retf{culo endoplésmico, con ribosomas in-
sartados, mitocondrias en forma de bastén y cuando menos 2 tipos de vacuolas;
vesfculas pinociticas pequefias y vacuolas fagocfticas de mayor tamafio. Hay
numerosas lisozimas que son ves{culas que contienen enzimas hidroliticas que
se asnifiostan a través de citoplasma. FE1 nficleo tiene una cromatina seme--
jante a una banda alrededor de la membrana nuclear, tiene una regién de .
compuesta por uno o mias contriolos rodeados por el aparato do Golgi. los mf
crotubulos se estiran por todo el citoplasma hasta la membrana celular, gene
ralmente ésta es la estructura de los macrdfagos, aunque cambian un poco se=-
gin el sitio en donde se encuentran dentro del cuerpo humano.

Dichas células tienen la capacidad de engullir y destruir a los microorga--
nismos (fagocitosis) patégenos y sa ha demostrado que no sdlo son importan-
tes en la defensa contra los patdgenos, sino que desempeflan una parte escen~
cial en toda una gawma de otros procesos inmunolégicos incluyendo la sensaibi-
1izacidén de los linfocitos, la regulacidn de las respuestas de loe linfoci--
tos y 1a resistencia de las c¢flulas tumoralea.

MECANLSMOS DE DESTRICCION
(de los PMN)

A.- Sistemas dependientes de oxfgeno
1.= Sistomas dependientes de Nuclopercxidasa
a)e= Mioloperoxidasa
b).- B2 0
c)e= Raluros
d)e- pH 4cido

24.= Sistema independientes de la Mieloperoxidasa

a)e ﬂz 02



b).~ Anién superoxido
¢)e=~ Ox{geno tnico
d).~ Radical Hidroxilo

B.- Sistemas independientes de Ox{geno

1.~ Proteinas cationicas
2.~ Lactoferrina

3.= lisozimas

4,=- pH bajo

5.« Histonas de nicleo.

(3,6,758,10,12,28,30),
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VITAMINAS

las vitaminas son compuestos requoridoa para el crecimiento normal y el wan
tenimiento de la vida en los animales, inciuido el hombre,

Como regla general, los animales son incapaces de sintetirzar estos compues-
tos mediante procesos anabblicos independientes del sedio, ademis del aire.
Bstos compuestos son efectivos en pequefiam cantidades, no proporcionan ener-
gia y no oon espleados como unidades en la formacién de las estructuras del
organismo, pero son esenciales para la transformacién de snergia y para la -
regulacidn del metabolismo de las unidades estructurales. Estos compuestos
© Bus precursores se encuentran en los vegetales y por 1o que se conoce, cum
plen funciones metabdlicas especificas en las células vegetales, Los teji-
dos de los vegetales eon la fuente de estos factores proteotores nutriciona-
les para el reino animal.

AdemSs de carbohidratos, grasas, prote{nas, sales minerales y agus es nece-
sario que el alimento del hombre y los animales contenga pequefias cantidades
de estas sustancias orgénicas denominadas vitaminas,

S84 uno cualquiera de por lo menca 13 de estos compuestos falta en la dieta,
Bs produce una reduccifn o determinacién total del crecimiento en los nifios
y sintomas de demautricién conocidos como enfarmedades carenciales o por de-
ficiencia.

Las vitaminas se diferencian entre s{ por su composicidn quimica y funcién,
pero comparten la caracteristica de que ninguna de ellas pueden ser sinteti-
zada completamente, o por 1o mencs con la velocidad adecuada, en los tejidos
de los animales y del hombre. Cumplen funciones de dos tipos, mantenimiento
de las estructuras normales y de las funciones metabSlicas normales. Por --
ejemplo, la vitamina A es esencial para el mantenimiento del tejido epite- -
1lial normal, la vitamina D actia en la absorcién de las sales nocesarias pa-
ra la formacién y crecimiento del tejido Gsecs

Ciertas vitaxinas del grupo hidrosoluble, entre ellas la tiamina, ribvoflavi
ne, Acido pantoténico y niacina son conetituyentes esenciales de las enzimas
respiratorias que son necesarias para la utilizacién de energia a partir del
catabolismo oxidativo de azlicares y gasee.

En o) estudio de esta tesis es conveniente dividir estas sustancias nutri-
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cionales en 2 grupos: los factores liposolubles y los hidrosolubles.
VITAMINAS LIPOSOLUBLES

Vitamina A.~ La vitamina A (retinol), es importante para la funcién normal
de las mucosas y la formacién de rodopsina en las células de la retina.
Aunque en las deficienclas netas, como en xeroftalmia y ceguera nocturna son
frecuentes los sintomas de una diffcil adaptacién a la obscuridad. la reco-
mendacidén para lactantes se basa em el contenido medio de retinol de la le=-
che hunana que es de aproximadamente 49 ug por 100 ml. las cantidades reco-
mendadas para lactantes hasta de ssis meses de edad son de 420 equivalentes
de retinol y de sois meses a un aiio de edad 400 equivalentes de retinol = -
(2 000 UI), La leche de vaca, las férmulas del comercio para lactantes, y -
los alimentos para nifios, suelen proporcionar una cantidad ds vitamina A nis
que suficiente, aunque la leche humana y la de vaca puede tener un contenido
Buy variable de vitamina A gegin la dieta y las reservas maternas. los su-
plementos, cuando se administran, deben vigilarse cuidadosamente, ya que en
grandes dosis la vitamina A preformada es téxica. Por lo tanto, los Comités
de Drogas y de Nutriocién de Pediatria recomiendan no dar suplementos mayores
de 6 000 UI por dosis.

Vitamina D.~ Se forma f4cilmente en la piel por accién de la luz solar so-
bre el precursor, 7-dehidrocolestercl; sin embargo, la cantidad formada de-
pende de varias variables, por ejemplo, grado de pigmentacién cuténea, dura
cibn de 1la expoeicién a la luz solar, etc. Un aporte diario de vitamina D -
de 2.5 mg (100 UI) evita el raquitismo y permite una absorcién adscuada de -
calcio, buen crecimiento y mineralizacién normal de los huesos en los lactan
tes. Sin embargo, se logra una abaorcién de calcio mejor cuando la inges- -
tién es de tres a cinco veces mayor; por lo tanto, se mconssja el valor mas
alto (400UI). Como la leche humana solo proporciona 22 UI por litro, suele
afirmarse que 1os lactantes que toman en pecho necesitan suplemento de vita-
mina D, aunque el punto estd en discusién.

La leche evaporada, la leche completa fresca y las férmulas preparadas del
comercio, casi siempre se enriquecen con vitamina D (400 UL) por litro aprod
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madamente, por lo tanto, no suele necesitar ningin suplemento para estos lac
tantes. En el caso de la vitamina D, como ocurre con la vitamina A, los in-
gresos excesivos (mayoras de 2 000 UI al dfa) son peligrosos y deben evitar-

Vitamina E.~ La deficiencia de vitamina E en presmaturos y lactantes de peso
bajo se ha asoclado con anemia hemolitica y edema, a consacuencia de pocas -
roservas de la vitamina,

En el recién nacido, las concentraciones plasmAticas de vitamina E son ba-
jas (aproximadamente la tercera parte del valor del adulto) y en el lactante
de peso bajo al nacer las concentraciones plasmAticas son mis bajas todavia.

Estos valores y los de lipido plasmiticos, en general, empiezan a aumentar
pocos dfas despuds del nacimiento y al cabo de un mes alcanzan los valores -
normales para 1a infancia. El aumento de concentracién plasmitica de vitemi
na & es mis ripido en lactantes alimentados al pecho que en los que toman le
che de vaca, y &l mayor contenido de vitamina E de la leche humana (2 a 5 UI
por litro) cabe admitir qus proporciona un ingreso adecuado para los lactan-
tes. El contenido de tocofarol de las férmulas del comercio no siempre es -
adecuado, pues debe tenerse on cuenta el tipo de grasa de la férmula. las -
térmulas con grasa poliinsaturada necesitan mis vitamina E que las dietas -
con grasa sds saturada, La necesidad para lactantes hasta los ssis meses es
de 4 UI, de seis mesea a un aflo de 5 U,

Vitamina K.~ La vitamina K es necesaria para la si{ntesis de protrombina ¥y
otros factores sangufneos de coagulacién, esta es sintetizada por las bacte-
rias intestinales, y absorbida a nivel del intestino delgado, sin embargo, -

una aproximad te después del nacimiento, y antes de esta-

blecerce la flora intestinal, se ha observado que las concentraciones de pro
trombina y de otros factores de coagulaocién son bajos en los lactantes, por

1o tanto, se recomienda que los pequefios reciban entre 0,5 a 1 mg de vitami-
na K por via intramuscular inmediatamente después del nacimiento, para evi-

tar sintomas de deficiencia de vitamina K (por ejemplo, hemorragia).
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VITAMINA HIDROSOLUBLE

Vitamina Ce~ La enfermedad por falta neta de vitamina C, es eacorbuto, sin
exbargo, puede presentarse en lactantes que toman exclusivamente leche de va
ca, ya pobre en vitamina termolibil, y que contiene menor todavia por some--
terse a calentamiento o ebullicién; Aunque las necesidades de Acido ascérbi
¢o durante la infancia no las conocemos bien, so recomienda 40 a 55 mg,, por
litro, que hay en la leche de la madre bien alimentada,

la dosis recomendada es de 35 mg/dfa.

Tiamina, riboflavina y niacina.~ Estas tres vitaminas funcionan en el cuer
po como partes integrantes del sistema enzimitico importante.

Adesiis 1a ingestidén prolongada de dietas pobres en tiamina tiene por conse-
cuencia en la infancia, beriberi, con insuficiencia cardiaca y signos neuroe
iégicos. las dietas pobres en riboflavina producen sintomas caracter{sticos,
incluyendo queilosis, estomatitis angular, cambios de la piel escrotal, der-~
matitis seborreica y vascularizacién de la cérnea.

Las dietas pobres en niacinn (y triptéfano, que es precursor ds niacina en
el hombre), acaban originando pelagra, cuyos sintomas son, diarrea y demen-
cim.

Las experiencias efectuadas en las cuales se basan las yeoomendaciones de -
tiamina para lactantes, son muy pocas. Sin embargo Knott y colaboradores en
1878, han sugerido, a base de estudios de la leche humana, que la necesidad
diaria mfnima es aproximadamente de 0.30 ag por kg, de peso corporal, lo -
cual corresponde aproximadamente a 0.27 mg por 1 000 kcal. La dosis recomen
dada o8 0.3 mg para lactagtes hasta los seis meses ds edad y 0.5 de ssis me-
ses a un aflo, El contenido medio de riboflavina de la leche humana es de --
aproxinadamente 40 sg por 100 al. Se aconseja 0.4 mg para lactantes hasta -
los sois meses a un afio de edad. La leche humana contiene aproximadamente -
0.19 ng de niacina y 22 mg de triptéfano por 100 ml. § 0 keal.

La cantidad de niacina en los lactantes hasta seis meses o8 de 5 mg por - -
1 Q00 kcal; (850 ml), de leche proporcionarianm 1.4 de niacina y 187 mg de -
triptitano. Como se considera que 60 mg de triptéfano equivalen a 1 nmg de
niacina, 1a leche humana proporciona al lactante aproximedamente 4.5 mg de -,
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equivalente de niacina.

Acido Félico.- La deficiencia de &cido f6lico provoca anemia megmloblasti-
ca y la necesidad diaria para lactantes es de aproximadamente S mg por kg.
La leche humana o la de vaca proporciona 5 mg por 100 ml. o sea Qus asegura
¥ cubre las necesidades del lactante. El requorimiento, para lactante de me
nor de un afio de edad es de S0 mg. Un lactante que toma el pecho de una ma-
dre carente de Acido f8lico por largo tiempo estd en peligro de desarrollar
deficiencia , anemia megalobléstica,

Los lactantes que toman leche de cabra, fuente pobre de Acido félico, tam--
bién se hallan en peligro de deficiencia,

Vitamina B6.~ Aunque no se ha afirmado que la vitamina B5 {(que incluye pi-~
ridoxina, piridoxamina) plantee problema nutritivo en ninguna parte del mun-
dos.

Se ha comprobsdo que los lactantes privados de vitamina Bg presentan, sinto
oas diversos, incluyendo convulsiones y anemia. Los valores de vitaminas 36
en la sangre del corddn son mis altos que en la sangre materna; por lo tanto
la oriatura nace con una reserva de vitanina BG'

Durante los primeros dfas de la lactancia de leche humana contiens 0.01 a -
0.02 mg por litro; =ds tarde aumenta aproximadamente 0.1 mg por litro, Aun-
que la leche de vaca tiene un contenido de vitamina Bg mds alto (0.23 a 0.6
mg por litro), tiene asimimio un contenido mis slevado de protefnas; cuanto
mayor el tiempo de protefna, mayor la necesidad de Bg.

1a junta de Alimentos y Nutricibn de Estados Unidos de Norteamérica sugiere
un wvalor de 0.015 mg de vitamina B6 por g de protefna & 0.04 mg. por kcal,,
seilala 0.3 mg para lactantes de O a seis meses, y O.4 mg. para lactantes de
seis meses a un ailo.

Vitamina Byp.= Es esencial para la funciSn normal de las células sanguf--
neas su deficiencia puede anenia, d cién de la médula espinal y
dificultades en el tubo digestive. No se han observado sintomas de deficien

cia de vitamina B2,
Por lo tanto, la recomendacién para lactantes se ha establecido al nivel -
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que corresponde a la leche de la madre (0.3 mg por dfa) hasta un afio de edad,
las personas que toman dieta vegetariana estén en peligro de deficiencia de
vitamina Bqz.

Acido pantoténico.- Es un componente de la coenzima A" que interviene 6l
metabolisno intermediario de los nutrientes principales; estd tan distribui-
do en los alimentos que en el hombre no se conocen seilales de deficiencia -~
dietéticas La leche humana contiene aproximadamente 2 mg, por litro, y la -
de vaca unos 3.5 mg por litro, o sea m&s que lo suficiente para evitar defi-
ciencias en lactantes, que son muy raras.

la determinacién cuantitativa de la necesidad de otras vitaminas hidrosolu-
bles todavia no se ha establecido., Como no &s han sefialado deficiencias de
este nutriente en lactantes, parece que sus necesidades quedarian cubiertos
con las diversas fuentes de leche y férmulas con las cuales se alimentan,

(1,6,7,9,13,17,19,24,30%.
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50D10

El sodio constituye mSs de 90 por 100% de los cationes de los liquidos ex--
tracelulares; por lo tanto, con sus aniones acompaifiantes, el sodio rige la ~
presién osmdtica de los 1i{quidos extracelulares.

Por su accién sobre la osmolaridad, el contenido sédico de la economia rige
el volusen del comportamiento liquido extracelular. Como tiene que haber --
equilibrio ommdtico entre los comportamientos celular y extracelular las --
transferencias netas de agua resultan de variaciones en la concentracién de
sodio en el liquido extracelular.

En esta forma, el contenido 1{quido en los diversos comportamientos estd =~
condicionado por la concentracidn de sodio en uno de ellos.

En el mantenimiento del equilibrio acido-base, el papel del sodio, como el
principal catién fijo, es tan importante como el papel predominante dasempe=
flado por este ifn en el control de la osmolaridad del volumen de 1fquido.

Un estudio del contenido quimico de la sangre indica que la concentracién -
de sodic rige la cantidad de 'bass disponible™,

El metabolismo y el equilibrio del sodio estén estrechamente relacionades -
con su papsl de conservacién de un pH adecuado en los 1fquidos corporales.

La presencia del ién sodio es necesario para asegurar potenciales de membra
nas normales, Los mfiltiples fend de la {a que depende de fendme-
nos eléctricos requieren Sodio (Na), en balance adecuado con otros iones, en
particular Potasio (K). Riger demostré claramente la necesidad de Sodio =~
(Na), para mantener adecuadamente el latido cardiaco, y una buena funcién -
neuropuscular tambidn requiera Na, segin lo demuestra la debilidad y la hipo

natremia.
POTASIO

El ién Potasio tiene diversas funciones en la economia. Es el catién mis ~
importante que hay en los 1{quidos intracelulares. Todas las actividades ce
lulares que incluyen fendmenos eléctricos, como las contraccionas cardiacas
y de misculo esquéletico, y la conduccién del impulso nervioso, dependen de
gradientes de potasio y sodio a uno y otro lados de la membrana celular.
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Sstas y muchas funciones hace que la concentracién de Potasio tenga importan
cia fundamentale

Contenido de Potasio en el Organiemo.

El cuerpo contiene en total, una cantidad de potasio que se ha calculado en
3 000 a 4 00O meq, o sea 40 a 60 meg/kg de peso corporsl.

las grandes variaciones dependen de diferencias en las t&cnicas de valora--
cifn y en la variabilidad de proporcidn entre masa corporal magra y tejido -
adiposo en un hombre normal, Las técnicas corrientes de andlisis quimico de
los tejidos, probablemente den valores mds altos que las técnicas, utilizan=
do dilucién del isétopo 42K, que tienen importantes limitaciones para valo-
rar el contenido potésico de la economfa. Esta técnica de dilucibn de radio
isbtopo no logra establecer equilibrio con todo el potasio de la economia.
El potasio queda distribuido en varias unidades funcionalmente separadas en
compartimientos, que establecen recambios con el plaska de intensidades di-
versas. Por tal motivo las cantidades trazadas, inyectadas, no entraz en e-
quilibrio con el potasio que se desea medir. Sin esbargo, empleando contado
res para todo el cuerpc actualmente resulta posible determinar el contenido
potésico de 1la aconomfa. EL valor que se obtisne corresponde al contenido -
del radiolsétopo natural de potasio 40K, El hombre a pasado toda su vida es
tableciendo equilibrio con este isétopo. Asl se han logrado datos mis segu-
ros sobre metabolismo del potasio en estado normal y patoldgico.

CALCIO

Las funciones del ién calcio incluyen su influencia sobre permeabilidad de
las mesbranas celulares, excitabilidad neuromuscular, tranemisifn de impulsos
nervioscs, coagulacibn de la sangre y su papel en la activacidén de diversos
sistemas enzimAticos. BEstas actividades del calcio dependen de su grado de
ionizacién, que a su vex estf influido por cambios del equilibrio acido-bases

la alcalemia disminuye la cantidad de calcio que hay en forma ionizada, ain
modificar necesariamente la cantidad total en el plasma. Z1 efecto de la al
calemia so identifica por la aparicién de tetania en el sindrome de hiperven
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tilacibn, en el cual el calcio sérico total es normal, pero la fraccibén ioni
zada es muy pequefia,

La ioniracién del calcio aumenta cuando hay acidemia. En la uremia con cal
cemia anormalmente baja, la forma ionizada constituye un porcentaje elevado
del calcio total presente con lo cual asegura una concentracidn de iones de
calcio suficiente para evitar la tetaniae.

Si o) pH do la sangre se desplawa nuevamente hasta valores normales, la io-
nizacién del calcio disminuye y puede producir tetania. Las necesidades me-
tab8licas diarias de calcio, sus vi{as de eliminacién y sus funciones en el -
metaboliswo 6se0 van ligadas al requerimiento del sistema.

Estudios de balance han revelado que las mujeres lactantes deben recibir -
aproximadamente 1 a 1.5 gramos de calcio diariamente, para poder excretar en
su leche 300 a 500 wiligramos por dia.

La ingesta diaria de calcio y f£8sforo no correlaciona con sus concentracio-
nes en la leche, 1o que puede significar que estos minerales, implicados en
el motabolismo Sseo principalmento, deben ser tomados en la reserva materna
o que la ingestién materna tiene un tope de asimilacién, pasado el cual no -
excreta ol excedente. Aunque la cantidad total consumida por dia, parece ser
més, que la proporcidén de estos elomentos.

En la leche materna la proporcibn calcio y fésforo es de 2.43 y 1 mg/100, -
similar a la que se encuentra en el plasma sangufneo del adulto y del nifio.
La interaccifn metabSlica en cuanto a absorcién, ionizacién, transporte, fi-
jacidén, etc., hace que raramente se presenten casos de hipocalcemia-hiperfos
fatémia en el periodo neonatal, en nifios amamantados con leche humana, en «
contraste con lo cbservado en nifios alimentados con férmula licteas o leche
de vaca., En aproximadamente la mitad de los casos de tetania hiperfosfat§-
mia, se encuentra también una deficiencia asociada de magnesio.

La leche humana contiene cantidades relativazente pequedias de sodio, cloro
y potasio en comparacién con la de los mamfferos. Estas concentraciones me-
norss eatdn relacionadas con valores tisulares y curculantes también menores,
y contribuysn con una carga renal de solutos, que en condiciones normales de
rifién de recién nacido y del lactante menor no tiene dificultad de manejar.

'2,6,9,14,17,21,22,30),
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HMATERIAL HUMANO

Para la obtencién de la leche materna hunana, se realizd una seleccida de -
ontre 60 madres, obtenidndose de ésta 24 las cusles cumplian un tiempo de 1
a 28 dfas post-parto, asl mismo estas 24 madres tenfan a su hijo respectiva=
mente internado en el Hospital Infantil Moctesuma por algin tipo de patologia
padecida por el mismo.
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RECURSOS

YMATERTAL Y EQUIPOT™

oArea esteril

+Asa de sembrado

«Aguja inysctora

+Batas quirirgicas estariles
+«Compresas esteriles

«Cajas petri normal 10 x 25
«Cajas petri para inmunodifusidn radial
+Cubrebocas

«Caja de unisel

«Frascos esmerilados de ? ml,.
oGuantes quirirgicus esteriles
«Gorros esteriles

«Gasas esteriles

oJoringas esteriles

«Matraz aforade 50 ml.
+Pinzas de argolla

+Pipetas de 2ml

+«Pipetas de 10ml

«Tubos 13 x 100

oTiraleches esteriles

«Tela adhesiva

«Yaso P.P. 10 ml

«Centrifuge (marca Klitz)

"oEquipo para cuasntificacifn de inmunoglobulinas

-(Iomunodifusién radial) tipo sensible de 30 mcgr Hocht.
«Estufa de incubacién (marca klite)

+Equipo para tincién de papanicolau

+Photometer modelo M. leitz

+Flomometro Corning 40O

+Liofilizadora (con bomba de vacio, Feliwelch con motor koblenz



de 2,U9x, 113cp y 1725 rpm, cémara de vacio y enfriamiento
virtas modelo 10-55).
Microscopio convencionale

30



REACTIVOS

sAgua destilada

«Agua bidestilada
«Alcohol isopropilico 25%
oAgar gelosa sangre 4O%
sAcetona

«Agua corriente
oAcetato de butilo
«Balsano de canada
«Clorurc de sodio .85%
«Cloranilato de sodio
«Detergente exterox
<Etanol 50%

«Etano)l 805

+Etancl 70%

«Etanol al 95%

oEDTA (Acido etilendiaminotetraacetico)

<Hielo seco

oHematoxilina de Harris
oIoodine (solucién de Iodo)
«Jabén quirirgico

«loche humana

<Hetanol 95%

oHetanol puro

«Reactivo EA~36

+Reactivo de Biuret
«Reactivo 0G-6

«Sal valorado del Calcio
«Solucién valorada de Sodio y Potasio

31
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HMETODOS

Los métodos que fueron elegidos para realizar las determinaciones del pro-
ducto biolbgico son los siguientee:

loa procedimientos para cada una de las detervinaciones asl como sus funda-
mentos se describon a continuacidn.

DETERMINACIONES METODOS

Asepsia y Antisepsia Manual con pinzas quirirgicas.
Obtencién del producto biolégico Succibn con tiraleches
Proteinas Totales Biuret

Sodio Flamometria

Potasio Flamometria

Calcio Ferro - Ham

Insunoglobulina G Inmunodi fusién-Radial
Inmunoglobulina H Inmunodifusién-Radial
Inmunoglobulina A Ingunodifusién-Radial

Zxamen Hicroscopico Tincién de Papanicolau



OBTENCION DEL PRODUCTC BIOLOGICO

ASEPSIA Y ANTISEPSIA

1+= Javado quirirgico de manos;

2e= Lavar las gléndulas mamarias con agua y jabén;

3.= Secar;

4= Con una gasa prensada a unas pinzas quirdrgicas, colocar 5 ml de Isodine;
Se= Lavar la zona con esta solucidn en sentido rotatorio extrinseco;

6+~ Dajar secar al aire;

7+~ Colocacién de guantes estériles a la donadora para masaje a las gllndu:
las manariass

8.~ Racoleccién de leche huzana, por medio de un tiraleche y dandose masaje
la misma donadora haciendo que la salida de la leche soa exponténes y -
recolectindola en fraecos Ampula de 7 mle
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METODC DE LIOFILIZACION

FUNDAMENTO.

Eate método estd basado en la obtencifn de un medio ambiente herméticamente
cerrado, enfriable en donde una solucibén acuosa llega hasta su punto de con~

gelacién, por medio de vacfo, existiendo un arrastre del producto.

El hielo se transforma en vapor de agua, sublimindose 7 quedando el material
no voldtil distribuido en el espacio correepondiente al volumen iniciel, -
siendo esta una superficie s6lida y muy frégil, que es redisoluble en agua.

PROCEDIMIENTO
- A un frasco dmpula de 7 ml. agregar 5 ml. de leche humana.

= Realirzar una dulucién 1 : 4 de alcéhol - acetona, mis 1 kg. de hielo seco,
y agregar todo al recipiente de frio de la liofilizadora.

- Congelar la muestra en los frascos introduciéndolos en la solucidn anterior
hasta que el producto éste completamente sélido y cuarteados
Esto se logra rfpidamente si la mueatra se hace girar vigorosamente dentro
de la solucin.

« Colocar los frascos en las entradas de la liofilizadora, una vez que el -
contenido este completamente congelado.

= Abrir la llave de vacio, as{ como prender la bomba de la liofilizadora.
- Bl liofilizado quedaréd listo cuando el frasco Ampula no presenta propor-

ciones de escarcha de hielo en el exterior y esté a una temperatura entre
20 - L4o°¢.



36

DETERMINACION DE ELECTROLITOS
SODIO (Na) Y POTASIO (K) POR EL
HETODO DE FLAMOMETRIA

FURDAMENTO

El suerc diluido es pulverizado en una flama cuya temperatura es suficiente
para exitar los electrones de algunos eleaentos, Sodio y Potasio en este ca-

80,

a un nivel de energia superior y al regresar a su estado original emite

una radiacidén de longitud de onda caracteristica para cada elemento, la in-

tensidad de esta radiacién es proporcional a la concentracién del elemento,

PROCEDIMIENTO

Ta=

Prender ol flamémetro "Carnig 400" 5 minutos antes de la determinacién.

2.= En un satrag alforado de SO ml. colocar 1 ml. de leche humana més 1 ml.

3o
4,-

bam

de jabdn exterox y aforar con agua destilada evitando la espuma.

Agitar vigorosamente el matraz hasta formar espuma,

Sn un matraz o vaso de pp. de 10 ml. colocar standard de calibracién de
Na y K, o) cual contiens 140 meq/ml de Sodio (Na) y 5 meq/ml. de Potasio
(K)e .

Calibrar el aparato, respectivamente con cada uno de los filtros de So-
dio (Na) y Potasio (K), esto es previo a la determinacién, para valorar
lea filtros,

En un matras o vaso de pp 10 ml, colocar las smuestras problemas y poste~
riormente introducir en estas el atomizador del flamdmetro, variando 1la
atomizacidn con blanco y standard un minimo de 3 veces.

Leer los resultados directos de la escala del aparato,
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DETERMINACION DE PROTEINAS TORALES
POR EL METODO DE BIURET

FUNDAMENTO

Bl reactivo de Biuret en solucidn alcalina produce una coloracién rojo vio-
leta en presencia de sulfato cuprico, cuando reacciona con los enlaces pepti
dicos de las protefnas.

El Color es proporcional a la cantidad de protefnas presentes.

PROCEDIMIENTO

=~ En dos tubos de ensayo previmnents marcados con blanco y problema, agregar
una alicuota de 0.1 de leche al problesa.

= Agregar 2,0ml., de cloruro de sodio al 85%, a cada unc de los tubos.
« Agregar a todos los tubos 4 ml., de reactivo de Biuret,
-~ Dejar reposar & temperatura ambiente por 20 ainutos.

- leer en espectrofotometro "Coleman" a una densidad Sptica de 535 na

El resultado se obtiene sultiplicando la densidad Sptica de) problema por
el factor del reactivo usado, ©n este caso el valor del factor fué de -
18.6., dando 1a concentracién de proteinas totales en mg/dl.
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DETERMINACION DE CALCIO POR
EL METODO DE FERRO - HAM.

FUNDAHENTO

E) écido cloranflico precipita al calcio, como cloranilato célcico, el cual
se disuelve con solucién de B.D.T.A., y forma el cloranilato s8dico soluble
de color rosa.

PROCEDIMIENTO

1.~ Problema, pipetear 5 ml. de leche humana total en el fondo de un tubo de
centrifuga de 13x100.

2.~ Control, en un segundo tubo, pipetear 5 ml., de sal valorada de caleio
(1 ml. = .1 mg de CALCIO).

3e= Afiadiyr a todos los tubos .25 ml. de cloranilato de sodio agitando cons-
tantements por rotacién para disolver cualquisr precipitado de proteina
que se pusde formar.

b .= Dejar reposar loa tubos 30 minutos.

Se~ Contrifugar a 1800 rpa durante 10 minutos; decantar el sobrenadante sobre
una gasa o papel filtro. .

64~ Secar la boca del tubo con gasa, lavar el precipitado con 4 é 5 ml. do -
alcohol isopropilico al 25% usando un chorro fino, desbaratando el preci
pitado,

7+~ Centrifugar y decantar las musstras de igual manera como en el paso No. 5

8.~ AB2dir .05 ml., de agua destilada a cada uns de las muestras.

9o~ Agitar hasta deshacer el precipitado de cada uno de las muestras.

10.- A3adir 1,1 ol., de EDTA al 5% a todos los tubos.

11.= Agitar por inversiln los tubos hasta la disolucién total, evitando 1a -
[ 18n de la

P



"12.~ leer ol problema y el control de un photomster modelo M. 520 mv., a 620
nm., ajustando a 100% de densidad Sptica, con un blanco de reactivo.

13+~ Anotar los resultados del control y del prodlesa y realigar el célculo
correspondiente.

CALCULO

DENSIDAD OPTICA DEL PROBLEMA

X 10=MG % DEL CALCIO
DENSIDAD OPTICA DEL CONTROL
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INMUNODIFUSION RADIAL

FUNDAMENTO

Se basa en las reacciones de precipitaciém del tipo de difusién simple que
se produce cuando se incorpora uno de los componentes, por lo comfin el anti~
cuerpo, dentro de un gel de agar, mientras el otro componente, el antfgeno,
se introduce en un orificioc dentro del gel. La difusibn ocurre en forma ra-
dial comenzando desde el orificio, la Inmunodifusién radial simple permite
cuantificar diversos anticuerpos.

As{ para averiguar que cantidad de Inmunoglobulina G, M o A, por ejemplo, =
que existen an un suero, bastard depositar una cantidad determinada de dicho
suero en orificio practicados en placas de agar que contengan antiglobulinas
Gy M 0 A en éoe orden. Do acuerdo con los principios de la difusibén, el dii
metro del halo de procipitacifn estd en relacién directa con la concentrme-
cién antigénica.

PROCEDIMIENTO

1.~ Colocar en cada uno de los poros de la caja preparada, 5 microlitos de -
leche total, ayudados por la aguja "dispenser”,

2.= Incubar las cajas de gel durante 24 horas a 37° C § no menos de 26° C.

3.- lear ol halo de reacciln Ag = Ac con una regla micrométrica.

4 o= Incubar nuevamente a 270 C por otras 24 horas, la caja de gel.

Se~ Checar halo de reaccidn Ag - Ac, con la regla micrométrica realizar la -
medida de reaccidne.
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METCDO DE COLORACION DE PAPARICOLAU
FUNDAMENTO

Consta de un colorante nuclear el cual es la hemotoxilina de Harris, que ac
tia en medio acuoso por 1o que requiere la hidratacién previa de los prepara
dos en alcoholes de concentracién decreciente, seguido de la coloracidn cito
plasaftica (EA 36 y 03-6) que es precidida por una deshidratacién en alcoho-
les de concentracién creciente, los (ltimos pasos son de lavado y clarifica-
cién,

La hematoxilina de Harris, colorante nuclear, colorea los nicleos picandricos
de color violeta oscuro y quedan opacos a la luz, y los nficleos vasiculosos
de azul~violaceo.

PROCEDIMIENTO

1e~ Realizar los frotis de leche humana, por corrimiento sobre un porta ob~
Jotos.

2.~ Dejar cecar al aire libre para que se fije la muestra.

3.~ Agregar a los frotis atanol al 80%, dejarlos 2 minutos y desecharle, -
hacer 1a misma operacién con etancl al 70% y al 50%.

4.~ Poner agus destilada a 1los frotis por un tiespo de 2 minutos,

Se= Incorporar Hematoxilina de Harris por 45 segundos.

64~ lavar con agua corrients duraate 10 minutos.

7+= Poner etenol al 50% a todos los frotis durante 2 minutos, realizando el
mismo proceso como en el paso némero 3 pero con etenol 70%, 80% y 96%

en ese orden.
8.~ Agregar a los frotis reactivo 03 - 6 durante 2 minutos.
9.~ Poner etenol al 98% por un espacio de 4 minutos.
10.- Agregar reactivo EA - 36 por 6 minutos.
11.= Vartir etenol del 96% durante 6 minutos.
12.~ Incorporar a las preparacionas acetato de Butile durante 2 minutos, este

paso se repite 2 veces,
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13+~ Posterior a las preparaciones se montan con balsamo de. Canada para su -
lectura.

14.- Realizar la observacibén a microscopio.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas correspondientes de cads
una de las determinaciones a diferentes intervalos de tiempo, tomando como -
cf{a cero, antes de realizar la liofilizacifn del producto biol6gic§ yal,
15, 30, 45, 60 y 90 dfas después de la Hofilizacibn.

Para realizar 1as grificas, se obtuvo usa media artaética de cada una de -
las determinaciones en cada intervalo de tiezpo, y as{ observar el comporta-
aiento global de cada pardmatro utilizado.

Estas graficas se muestran en la parte inferior de cada una de las tablas -
de resultados.
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TABIA ¢ 1, Determinacifn de Protefnas Totales nor el método de Biuret,
antes vy despuSs de liofilizar.
(Unidades de Proteinas Totales en mq/dl).

Casos 0 Dias 90 Dias
1 3.0 2.0
2 7.0 6.2
3 9.0 3.1
4 2,0 -
5 0.2 -
6 1.4 1.0
7 1.7 2.3
8 4,0 4.0
9 3.9 3.4

10 4,0 +3,0°

11 5.0 6,0

12 1.2 1.0

13 3.2 2,0

14 3.2 y ~3.3

15 6.8 5.4~

16 T4 76.0:

17 7.9 7.5

18 8.3 8.0

19 ~9.4 9,3

20 5.6 4.7

21 3.3 “2.7

22 4,1 2.7

23 1.6 - -

24 2.9 3,5

X . 4.42 3.63

0 Dias - Recién emisién de la mues ra antes de liofilizar
90 Dias - Después de liofilizar

-~ - No detectada :

X Media calculada en cada intervalo de tiempo.

ls/déou

50

uo\'

30

20,

10,

L

10 20 30 40 S50 €0 70 30 90 Dias.
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TARIA ¢ 2, Determinacifn de Potasio (K) por el mStodo de Flamometrfa antes
y después de ljofilizar (Unidad de Potasio (K) en meq/ml).

R ol
i oV
B oY

Casos 0 Dias 1 pia 15 Dias 30 pias 60 Dias 90 pias
1 7 6.0 .0
2 6 .0
3 7 .3
4 4 .0
5 n3 .0
6 .5 8
7 .8 2
8 - 6, 8
9 -9 4
10: 13.0 W9
11. .3
S 12 W2
#13 00
.14 A4
218 9
-’16 P
=17 6
18 W20
19 .0
207 700
9.
0
Ry
8 N
6

0 Dias - Recién emisi6n de la muestra antes de liofilizar.
1, 15, 30 60 y 90 Dias después de liofilizer
X Media calculada en cada intervalo de tierpo.

meq/ul,100

80

50

LO

20

16 20 30 40 50 60 70 B0 90 Dplas.
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TA 1A # 3, Determinacifn de Sodio (Na) por el método de Flamometria
antes y después 4 liofilizar. (UL de Sodio (Na) en meq/ml).

Casos 0 Dias 15 Dias 30 Dias 45 Dias 60 Dias 90 Dias

1 116.5 12.5 12.0 1.3 13.0 11.0
2 17.0 17.0 16.0 17.0 6.0 5.4
3 26.0 26.0 22,0 20.0 9.0 4.2
2 32.0 15.0 10,0 3.0 - -
5 30.0 29.0 30.0 0.0 23,0 6.0
6 15.0 13.0 12,0 6.0 6.0 3.0
7 28.0 11.0 11.0 10.0 7.0 1.0
8 13.0 12.0 10.0 10.0" 6.0 6.3
9 9.0 13.0 7.0 13.0° 10.0 10.0.
10 16.0 16.0 15,0 15.0° 140/ 9.0
1 14.0 14.0 10.0; 19.0. R 150
12 26.0 30.0 21,0 713.0° 6. )
13 10.0 9. 9,0: 7 9 5.0
14 24.0 18,0 16,0 00
15 20.0 2000 720.0° 5,00,
16 12,5 12.0 9.0 17,0
17 16.0 15.0 13,0 Ze
18 17.0 150 14.0

19 22,0 10.0 19,0

20 19.0 14.0 16.0

21 17.0 15.0 13.0

22 20.0 160 18.0

23 6.0 4.0 4.0

24 19.0 19.0 17.0

b 18.5 15.6 1.3

0 Dias - Recién emisifn de la muestra antes de liofilizar
1, 15, 30, 60 y 90 Dias despuss de liofilizar

- -~ No detectada

X Media calculada en cada intervalo de tiempo.

meq/ml 20

15

10

10 20 30 4O S50 60 70 "0 90 Dplas,
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4 Determinacién de Calcio (Ca) por el m&todo de Ferro-Ham antes

90 Dias

30 Dias 60 Dias

(Unidades de Calcio (Ca) en mg7100).

15 Dias

1 Dia

y despus de liofilizar,

Casos -

TABIA £

004000000000000000000000
556453633835655443638515

090000040000050000000000
336343633945523124639515

3969900460 0 50070005
336343633945655434638544

137051229001016061704400
638974633845654534536514

623724127256310971370407
455353633945655434633524

4.1

4.1
20 DMiag,

80

4.7

4.3
30 40 S50 60 M

5.1

10 20

4.95

Dias - Recien emisifn de la muestra antes de liofilizar

1, 15, 30, 60 y 90 Dias después de liofilizar

Media calculada en cada intervalo de tiempo

0
X
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TABIA # 5. Detemminacién de Inmunoglobulina "G" (I gG) por el método de
Inmuncdifusion - Radial, antes y despufs de liofilizar,
(Unidad de Inmmnoglabulina en UI/mi).

Casos 0pias 1Dia 15 Dias 30 Dias 60 Dias 90 Dias
1 50 42 39 37 35 27
2 26 16 - - - -
3 29 13 - - - -
4 75 53 40 - - 16
5 66 60 - 26 - -
6 37 22 16 - - -
7 99 3 - - - -
8 36 22 - - - e
9 32 26 19 1

10 52 49 -

1 41 21 -

12 80 67 36

13 19 15

14 43 36 -

15 43 23

16 36 30 21

17 47 46 - 9

18 52 61 44 =

19 71 52 - -

20 36 36 - S

21 71 50 37 -

22 59 42 - -

23 3l 17 - -

24 17 n - -

X 48 35 10 2.4

0 Dias - Recien emisifn de la miestra antes de liofilizar
1, 15, 30, 60 y 90 Dias después de liofilizar
-  Detectada

X Media calculada en cada intervalo de tiempo.

01/al.

A TESIS WO DEBE
“ s.rﬁx! D L4 BIURTECA

20

10

g1 T
10 20 30 16 S0 60 70 80 %0 Dias.
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TABIA # 6 Determinacifn de Inmunoglobulina "M" (IgM) por el método de
Inmunodifusion - Radial, antes y después de liofilizar.
(Unidades de Inmmoglobulina en UI/ml).

Casos  ODias 1 Dbia  15Dias 30 Dias 60 Dias 90 Dias
1 42 10 36 27 15 10
2 76 70 55 49 39 23
3 65 60 51 3 30 29
4 93 72 66 62 54 34
5 60 57 49 43 26 19
6 103 38 33 30 16 12
7 84 66 54 42 40 36
8 42 37 36 2 15 -
9 7 89 60 53 26 20.
10 36 33 30 26 20 17

1 50 47 30 26 13 14
12 - 53 41 a 27 - -

13 66 54 36 26 17 19

u 74 72 57 46 20 14
15 - 43 23 1 14 9 ‘ 4

16 51 48 4 39 22 -

17 102 98 89 74 62 49

18 53 40 33 17 u -

19 93 89 79 68 39T 22

20 88 74 56 50 u o
21 97 82 77 54 20 ‘12

22 29 16 14 12 6 R ¥
23 42 37 26 15 9 -
2 76 - - - - -

b 66 £3 44 36 2 14

0 Dias - Recien emisifn de la muestra antes de liofilizar
1, 15, 30. 60 v 90 Dias después de liofilizar
= No detectada

X Media calculada en cada intervalo de tiempo.

I/ 00
801

60f]

4OH

4 T -y T v o 1 T T =

10 20 %0 W S50 60 70 80 90 Diag,




48
TABIA # 6 Determinacifn de Inmunoglobulina "M" (IgM) por el método de
Inmunodifusion - Radial, antes y después de liofilizar.
{Unidades de Inmmoglobulina en UI/ml).

Casos 0 bias 1 bia 15 Dias 30 Dias 60 Dias 90 Dias

1 42 40 36 27 15 10
2 76 70 55 49 39 23
3 65 60 51 3 30 29
4 93 72 66 62 54 4
5 60 57 49 43 26 19
6 103 38 33 30 16 12
7 84 66 54 42 40 36
8 42 37 36 32 15 -
9 75 89 60 53 26 20
10 36 33 0 26 20 17
u 50 47 30 26 13 14
12 53 41 4 27 - -
13 66 54 36 26 17 19
14 7% 72 57 46 20 14
15 43 23 n 14 9 4
16 51 48 41 39 22 -
17 102 98 89 74 62 49
18 53 40 33 17 1 -
19 93 89 79 68 39 22
20 88 74 56 50 11 u
21 97 82 77 54 20 12
22 29 16 14 12 6 -
23 42 37 26 15 9 -
24 7% - - - - -
X 66 £3 44 36 21 14

0 Dias - Recien emisifn de la muestra antes de liofilizar
1, 15, 30. €0 * 90 Dias después de liofilizar
detectada

No
X Media calculada en cada intervalo de tiempo.

¥1/3% 40,
8ol
60t

how

y S coSm— SO dninsv— g — T =

1 20 0.0 50 60 70 30 90 Diaa,
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TARIA §# 7. Determinacifin de Inmunoglobulina "A"™ (IA) por el mEtodo de -
Inmmnodifusifn - Radial, antes y después de liofilizar.
(Unidades de Inmmoglobulina en UI/ml.)}.

Casos 0 Dias 1 bia 15 Dias 30 cias 60 Dias 90 Dias
1 118 38 37 39 21 40
2 55 29 26 21 19 19
3 83 54 50 61 42 36
4 74 61 60 60 59 57
5 423 317 a2 31 310 307
6 558 105 102 97 90 90
7 45 10 16 22 - -
8 400 321 316 307 302 -
9 327 16 101 93 - -

10 18 16 9 - -

11 115 119 110 100 92 86

12 263 117 12 93 86 -

13 113 m 99 100 20 73

14 93 82 40 - - -

15 62 26 21 16 12 12

16 29 20 6 - - -

17 141 36 22 35 25 23

18 55 66 70 36 29 16

19 432 32 16 93 - -

20 39 39 23 21 6 §

21 96 87 53 31 - -

22 215 210 193 174 17 119

23 116 30 30 13 9 -

24 56 39 34 30 30 -

X 163 99 82 73 55 37

0 Dias - Recien emisifn de la nuestra antes de liofilizar
1, 15, 30, 60 y 90 Dias depufs de liofilizar
= No detectada

X Media calculada en cada intervalo de tiempo.

U1/8l. 500
160
120

30

4e

X I ) M St Ee/ S Sutero Seme Sha— mv—

10 2¢- 30 40 SO 60 70 80 90 Dias.
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EXAMEN MICROSCOPICO

TABIA #.- 8

90 Dias

1 Dia 15 pias

0 Dias

Q&s

45 Dias.

IR RIS i FEF

3
LI S T o S Y TR SR A S R L 1 T ey o RS
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Anflisis de Resultados.

La determinacibn de Protefnas totales por el método de Biuret resliszado a -
los 0 y 90 dfas, demostrS un decremento en general de aproximadamente .80mg,
Debe aclararse, que la determinacién se realizd unicamente en estos dos lap-
sos debido a que la cantidad de muestra requerida para esta cuantificacién -
es de 1al. (grafica #t).

En la cuantificacién de Fotasio al igual que on 1a de Sodioc se muestra un -
decremento y significativamente mayor en el de Sodio, como se pusde observar
en las graficas 2 y 3.

En cuanto & la determinacifn de calcio, los valores se mantienen constantes
hasta los 90 dfas presentando ligeras variaciones. (gréfica #4).

Donde se presenta un decremento significativo es en la IgG a partir de los
15 dfas de extralda la muestra con una ausencia casi total a los 90 dias.
(grifica # 5),

En caso de 1a IgM e IgA, ambas presentan una dieminucibén, que se hace més -
evidents a partir de los 30 dfas de extral{da la muestra en donds la cantidad
se ha abatido hasta la mitad de su valor original. (graficas 6 y 7).

Por lo que respscto al examen microscopico de la leche materna, se observa-
ron células macrofagos, polimorfonucleares, y células epiteliales,
(gréfica # 8).
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CONCLUSIONES

Se considera qus ol contenido protéico de la leche materna se mantiene cons
tante, alin después de la liofiliracién. La dieminucidén de este es poco sig=
nificativa.

El nivel de sodlio, potasic y calcio, disminuye paulatinamente conforme - -
transcurre el tiempo, despuds de liofilizar,

Las Inmunoglobulinas determinadas por el método de Inmuno-Difusifn-Radial,
también dissinuyen al transcurrir el tiempo después de liofilizar, perc ain
se encuentran presentes a los 90 dfas, lo que le confiere ventajas sobre las
leches comerciales maternizadas, sobre todo en el caso de 1a IgH e IgA.

La presencia de la IgG, como se sofiald anteriormente, no se mantiens en 1la
mayoria de los casos a los 90 dfas, esto puede deberse a las caracter{sticas
estructurales que le confleren una mayor labilidad.

Por todo 1o anterior se concluye que el método de liofilizacién permite pre
servar, aunque no en su totalidad las caracteristicas de la leche.

Se rocomienda que la utilizacién de esta leche conssrvada por el método de
liofilizacién, no rebase los 30 dias, ya que después de este tiempo, la con-
contracién de los constituyentes de esta es menor.

Se recomienda ampliar el tiezmpo de consarvacién de la leche materna humana,
asl como ia realizacién de prusbas de estabilidad y consistencia reolbgica -
de la leche materna humana, a diferentes tiempos y temperaturas.
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