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Resumen

Antecedentes: La caseina es una de las proteinas mas abundantes en la leche
bovina, esta constituida por cuatro subunidades as1, as2, K y B. Las beta-caseinas
(BCN) bovina son cadenas polipeptidicas de 209 aminoacidos representan el 35%
de la caseina total de la leche. Las formas mas comunes de la BCN en razas de
ganado lechero son Al y A2. La variante de tipo Al difiere de la A2 al presentar
histidina en la posicion 67 de su cadena de aminoacidos, mientras que en la A2 se
sustituye histidina por prolina. Durante la digestién gastrointestinal de BCN Al se
libera un oligopéptido bioactivo denominado beta-casomorfina-7(BCM-7) bovina, el
cual se ha relacionado en la etiologia de autismo, esquizofrenia, diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares y sindrome de muerte subita del lactante . BCM-7
no se produce de la digestion de la BCN presente en la leche materna, y otros
tipos de leche como la de cabra y oveja, debido a que el tipo de BCN es del tipo
A2. Por su naturaleza, la leche materna no deberia contener BCM-7 bovina, sin
embargo existen estudios que demuestran su presencia. Objetivo: evaluar si las
concentraciones de BCM-7 en leche materna, se relacionan con el consumo de
lacteos provenientes de la dieta de las mujeres en el periodo de lactancia.
Material y métodos: se obtuvieron 3 muestras de leche materna madura
(obtenida entre las 3 y 16 semanas después del parto) de 78 mujeres que
tuvieron un parto a término (37 — 40 semanas de gestacion) . Se determin6 BCM-7
bovina por medio de UPLC acoplado a un espectrometro de masas. Se realizaron
analisis descriptivos de la poblacién reportando media y desviacién estandar,
regresion logistica para determinar si la concentracion de BCM-7 bovina tiene
probabilidad de aumentar si se incrementa la ingestion de proteinas lacteas
utiizando el paquete estadistico SPSS v.20 y un valor estadisticamente
significativo menor a 0.05. Resultados: la concentracion media de BCM-7 bovina
en muestras de leche materna madura fue de 0.84 ng/mL. No existio diferencias
en la concentracion residual de BCM-7 bovina con respecto al periodo de
lactancia, ni hora del dia en que se obtuvo la muestra. Sin embargo hubo una

dependencia entre el consumo de proteina lactea y la concentracion residual del
i



péptido. La probabilidad de aumentar la concentracion de BCM-7 bovina aumenta
1.8 veces por cada 10 gramos de proteinas lacteas consumidas.

(Palabras clave: beta caseina Al, beta-casomorfina-7, leche materna)



Summary
Abstract:casein is one of the most abundant proteins in bovine milk, consists of

four subunits s1, as2, B and k. The beta-caseins (BCN) are bovine polypeptide
chains of 209 amino acids represent 35% of total milk casein. The most common
forms of the BCN in dairy cattle breeds are A1l and A2. The variant differs from the
type Al A2 introducing histidine at position 67 of its amino acid chain, while in the
A2 histidine is replaced by proline. During gastrointestinal digestion of BCN Al a
bioactive oligopeptide called beta-casomorphin-7 (BCM-7) bovine, which has been
implicated in the etiology of autism, schizophrenia, diabetes mellitus,
cardiovascular disease and sudden infant death syndrome is released. BCM-7 is
not produced from the digestion of the BCN present in breast milk and other milk
such as goat and sheep, because the type of BCN is the type A2. By their nature,
breast milk should not contain BCM-7 bovine, however studies show their
presence. Objective: To evaluate whether the concentrations of BCM-7 in breast
milk, are related to the consumption of dairy from the diet of women in
breastfeeding. Methods: 3 samples of mature breast milk (obtained between 3 and
16 weeks after birth) of 78 women delivery at term (37 - 40 weeks gestation) were
obtained. Bovine BCM-7 was determined by UPLC coupled to a mass
spectrometer. Descriptive analysis were performed reporting population mean and
standard deviation, logistic regression to determine whether the concentration of
BCM-7 bovine is likely to increase if the ingestion of milk protein is increased using
SPSS v.20 and a statistically significant value less than 0.05. Results: The mean
concentration of BCM-7 bovine in mature breast milk samples was 0.84 ng/mL.
There was no difference in the residual concentration of BCM-7 bovine with
respect to lactation period, or time of day the sample was obtained. However there
was a dependence between the consumption of milk protein and the residual
concentration of the peptide. The probability of increasing the concentration of

BCM-7 bovine increases 1.8 times per each 10 grams of milk protein consumed.

(Key words: beta casein Al, beta-casomorphin-7, breast milk)
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l. Introduccidn
La composicion de la leche materna durante los primeros seis meses de
vida, es adecuada para cubrir los requerimientos energéticos del lactante y

asegurar su adecuado crecimiento y desarrollo.

La alimentacion de la madre durante en el periodo de lactancia puede
influir en la composicion de la leche materna. Diversas guias de alimentacion para
las mujeres en periodo de lactancia, recomiendan el consumo de hasta 4 raciones
de productos lacteos al dia para asegurar el aporte necesario de proteina, calcio y

energia.

En México, como en la mayor parte del mundo, y en la mayor parte del
mundo, la leche que se utiliza para la elaboracién de productos lacteos, proviene
aproximadamente en un 80% del ganado Holstein-Friesian, el cual tiene una alta
probabilidad de presentar en su composicién proteica a la variable beta caseina
Al, la cual al ser digerida por enzimas proteoliticas libera un oligopéptido de 7
aminoé&cidos denominado beta casomorfina-7 bovina, la cual se ha relacionado en
la etiologia de diversas patologias en los lactantes como muerte subita del
lactante, autismo, esquizofrenia, diabetes mellitus insulinodependiente,

pseudoalergia entre otras.

La leche materna por su naturaleza no deberia contener beta casorfina-7
bovina, sin embargo existen estudios que demuestran la presencia de este
oligopéptido en la leche humana, uno de los posibles mecanismos por el cual beta
casorfina-7 esta presente, es que el oligopéptido atraviesa la mucosa intestinal,

integrandose a la circulacion general para pasar a la leche materna.

Actualmente, no existen estudios que evalten el consumo de productos
lacteos en la dieta de la madre con la concentracion de beta casomorfina-7 bovina
en leche materna. El presente estudio pretende evaluar si las concentraciones de

BCM-7 bovina se relacionan con el consumo de productos lacteos provenientes de

1



la dieta de las mujeres en el periodo de lactancia. La importancia de conocer si la
concentracion del péptido estudiado depende de la cantidad de Ilacteos
consumidos, permite la posibilidad de crear o elaborar productos lacteos, entre
ellos, foérmulas infantiles, que contengan Unicamente bCSN A2 evitando la

produccion de BCM-7 bovina.



Il. Revision de literatura

2.1 Leche bovina

Leche bovina es un fluido dindmico que contiene proteinas, grasa, lactosa,
vitaminas y minerales (Nissen, 2013). Su composicion proteica por cada 100 ml,
es de 3 a 3.5 gramos. Las proteinas de la leche bovina se clasifican en caseinas
(constituyendo aproximadamente el 80%) y proteinas del suero, que representan
el 20% restante (Bagnicka, 2010; Wattiaux, 2014; Islam, 2014). Las beta caseinas
(BCN) estan constituidas por cuatro subunidades as1, as2, k y B (McLachlan,
2001; Rogisnski, 2003; Mishra, 2009).

2.2 Beta-caseinas

Las BCN bovina son cadenas polipeptidicas que contienen 209
aminoacidos con un peso molecular de 23,983 Daltons, estas proteinas
constituyen el 35% de la caseina total de la leche (Stewart, 1984; Niki, 1994;
Mishra, 2009). En la actualidad se conocen 13 variantes genéticas de BCN bovina,
las cuales son: Al, A2, A3, A4, B, C, D, E, F, H1, H2, |, G, donde las diferencias
radican en la posicién de los aminoacidos de sus cadenas polipeptidicas (Tabla 1)
(Roginski, 2003; Farrell, 2004; Kaminski, 2007).

Tabla 1. Cambios en la secuencia de aminoacidos en variantes de beta-caseina

Variante Cambio en la secuencia de aminoacido

BCN 18 25 35 36 | 37 | 67 | 72 | 88 | 93 | 106 | 122 | 138
A2 Ser-P | Arg | Ser-P | Glu | Glu | Pro | Glu | Leu | GIn | His Ser | Pro
Al His

A3 Glin
B His Arg
C Ser Lys | His
D Lys
E Lys
F His Leu
G His Leu

H1 Cys lle

H2 Glu Leu Glu
| Leu

Nota: Los espacios vacios representan el mismo aminoacido respecto a la secuencia de BCN A2
Fuente: Kaminski S. 2007.

Las formas mas comunes de la BCN en razas de ganado lechero son Al y

A2, mientras que el tipo B es menos comun (Farrell, 2004; Tabla 2).. La proteina
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original de BCN en la leche bovina es considerada la tipo A2, mientras que BCN
Al es consecuencia de una mutacién genética en algun rebafio de ganado lacteo
europeo siglos atras (Martin, 2003). La mutacion natural que dio lugar a esta
diferencia es el resultado del cambio en un solo nucleétido en el codén 67 del gen
de la BCN bovina, donde una citosina cambia por una adenina, CCT (A2, prolina)
CAT (A1, histidina) (Kamifiski, 2007), es decir, las variantes de BCN bovina del
tipo Al y B difieren de la variante A2 en un solo aminoacido, la variante de tipo Al
presenta histidina en la posicion 67 de su cadena de aminoacidos, mientras que

en la A2 tiene prolina (Farrell, 2004; Tablal).

Tabla 2. Distribucion de las variantes del alelo de beta caseina en diferentes razas del
ganado bovino

Alelo BCN Difusion Especie Ganado
Al Comlun gcc));tna dulrclfé La mayoria de las razas
A2 Mas comun Todos Todas las razas
A3 Bastante Bos Taurus Holstein-Friesian, Jersey, Simmental, Sahiwal,
comuan Bosindicus Rojo aleméan
B Comun ggzitr?(ljjircuuss' La mayoria de raza taurus, Hariana, Choa
B2 Raro Bostaurus Ganado ruso
C Bastapte Bostaurus Guernsey, Reggiana, Pinzgauer, Café italiano,
comun Piemontese
D Raro Bosindicus Desi indio, Boran del este africano
E Raro Bostaurus Piemontese
F Raro Bostaurus Meuse-Rhine-Yssel
G Raro Bostaurus Holstein-Friesian
H1 Raro Bostaurus Ganado coreano
H2 Raro Bostaurus Normande
Bastante Piel rojo italiano, Holstein Italiano, Holstein
| , Bostaurus A ,
comun Aleman, Belga azul, Jersey.

Adaptada de Caroli A. et al. 2009.

La frecuencia de los alelos en las razas bovinas Holstein y Ayrshire abarca
desde el 63 y 67% de BCN Al, respectivamente, y 35 y 33% del alelo tipo A2. La
BCN del tipo A2 se observa con mayor frecuencia en el ganado de raza Guernsey,
en la que existe la probabilidad de presentar 1% del alelo A1 y 98% del A2
(McLean, 1984), por otra parte la raza Jersey tiene una frecuencia del 72% para el
alelo BCN A2 y 28% para Al (Kaminski, 2007).



Las BCN del tipo A1 y A2 se han encontrado en productos lacteos
(Jarmolowska et al., 1999; Farrell et. al., 2004). En México, del total de la leche
que se comercializa el 80% es del ganado Holstein-Friesian, por lo que es
probable que la BCN bovina del tipo Al sea la isoforma mas frecuente en

productos lacteos consumidos en el pais (CONARGEN, 2013).

Se estima que el tiempo que permanece la caseina y otras proteinas
lacteas en el organismo humano es aproximadamente entre 2 a 4 semanas, esto
se sugiere debido a que en lactantes diagnosticados con alergia a la proteina de la
leche de vaca que son alimentados al seno materno, se recomienda a las madres
realizar una dieta de exclusion de lacteos por al menos 2 — 4 semanas, periodo en
el cual, se observa mejoria en la sintomatologia por una disminucién o nula

concentracion de proteinas bovinas en lecha materna (De Greef, 2012).

2.3Digestion de BCN Bovina

Durante la digestion gastrointestinal de BCN bovina Al y B, se libera un
oligopéptido bioactivo denominado beta-casomorfina-7(BCM-7) bovina (Stewart,
1987). Estudios realizados in vitro, demuestran que BCM-7 bovina se produce
durante la digestion proteolitica por medio de la accién de las enzimas intestinales
pepsina, elastasa pancreatica y leucina aminopeptidasa, a partir de las variantes
de BCN bovina Al y B, pero no se produce en el tipo A2. La elastasa rompe el
enlace peptidico entre los aminoacidos isoleucina e histidina en la posicion 66 y
67, respectivamente, liberando el extremo carboxilo de BCM-7 bovina. La pepsina
y leucina aminopeptidasa se requieren para liberar el extremo amino terminal de
dicho péptido (Jinsmaa, 1997), ejerciendo su efecto en la posicién 59 y 60 (Figura
1).



Pepsina

Leucino amino peptidasa Elastasa
Donde X es:
Val—-Tyr — Pro — Phe — Pro — Gly — Pro — lle = Prolina en BCN A2
Histidina en BCN A1
B-caseina A2 /\ B-caseina Al
Val - Tyr — Pro — Phe — Pro — Gly — Pro — Ile — Pro Val = Tyr — Pro — Phe — Pro — Gly — Pro — Ile — His
\ J

I
B-casomorfina-7

Figura 1. Digestion de beta caseinas A1l y A2. Kaminski, 2007.

2.4 Beta casomorfina-7 bovina

La BCM-7 bovina, que corresponde a la posicion 61-66 de la BCN, no se
produce de la digestion de la BCN proveniente de la leche materna, leche de
cabra, leche de oveja, debido a que el tipo de caseina que contienen es de tipo A2
(Lonnerdal, 1990).

La BCM-7 bovina se ha identificado en el contenido gastrico tras la
ingestion y digestion de leche (Cieslinska, 2007; Cieslihska, 2012), algunos
guesos como brie, fontina, gouda, cheddar (Singh, 1997; Toelstede, 2008; De
Noni, 2010); mientras que en yogur comercial los datos son inconsistentes
(Schieber, 2000; De Noni, 2010).

BCM-7 bovina es sustrato para la dipeptidilpeptidasa IV (DPP 1V), la cual es
una enzima producida en la superficie de diversos tipos celulares como células del
sistema inmune, revestimientos del yeyuno, rifibn, y vasos sanguineos
(Augustyns, 1999). La accion de DPP IV sobre BCM-7 bovina libera dipéptidos a
partir del N-terminal de la cadena en el lugar de prolina, obteniéndose
aminodcidos libres, di y tri péptidos como Tyr-Pro, Phe-Pro-Gly, Phe-Pro y Gly.
(Kreil, 1983; Wasilewska, 2011; Fiedorowicz, 2014). Cuando existe alguna
alteracion funcional de DPP 1V, la BCM-7 es muy resistente a la degradacion
enzimatica, debido a la presencia prolina, ubicada cada dos posiciones en el

oligopéptido (Lonnerdal, 1990).



Un estudio realizado en lactantes por Sun et al., (2003), demostré6 que
BCM-7puede atravesar las células intestinales (enterocitos) e integrarse a
circulacién general teniendo una vida media prolongada debido a una menor
actividad de la DPP V.

2.4.1 Absorcion de BCM-7 bovina
Existen tres mecanismos principales, en los que se clasifican la absorcion

intestinal (Figura 2):

1. Transportador dependiente de protones, que permite el transporte activo de di
y tripéptidos (Aito-Inoue, 2007)

2. Sistema de transporte intracelular mediado por vesiculas también conocido
como transitosis (Heyman, 1992) que permite interactuar en la superficie de
membrana celular con algunos oligopéptidos especialmente basico y/o
hidréfobos y ser absorbidos (Sai, 1998)

3. Difusion paracelular, que permite el paso de oligopéptidos mas grandes a
través de poros formados de la union de proteinas de adhesién entre las
membranas de las células por medio de difusion pasiva. Un ejemplo de estas
proteinas son la ocludina y claudina (proteinas componentes de las zonas de
oclusiéon celular) (Shimizu, 1997). Este tipo de via es no digestiva, sin
embargo se considera que desempefia un papel importante en la absorcién de
péptidos bioactivos en forma intacta. Se ha especulado que el mecanismo
mediante el cual la BCM-7 bovina ingresa a circulacion general es por medio
de la absorcién paracelular intestinal (Wada, 2014).
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Figura 2. Transporte de di/tripéptidos y oligopéptidos a través del enterocito al torrente
sanguineo. Adaptada de Wada, 2014

Los precursores de BCM no sOlo resisten la digestion total, sino que
también liberan cantidades considerables de BCM durante el curso de la absorcion
intestinal y circulacion sanguinea (Wada, 2014).

Un estudio realizado en adultos por Svedberg y colaboradores (1985),
encontraron cantidades de material inmunoreactivo de BCM-7 bovina en intestino
de personas adultas después de ingerir un litro de leche, también encontraron en
menor cantidad BCM-4 y 6, y no se encontré BCM-5.

2.5 BCM-7 en leche materna
BCM-7 bovina no deberia estar presente en leche materna debido a que la
variante de la caseina es de tipo A2, sin embargo se han realizado investigaciones

que demuestran la presencia de BCM-7 bovina en leche materna (Tabla 3).



Tabla 3. Estudios que confirman la presencia de BCM-7 en leche materna.

Estudio

Objetivo

Resultado

Jarmolowska,

Determinar el contenido de
BCM-7 en la leche humana
en distintas fases de la

El contenido de BCM-7 en el calostro fue
ocho veces mayor para BCM-7 (3.10 pg/ml)
gue en la leche madura del segundo y cuarto

etal, 2007 lactancia, en mujeres | mes de lactancia (0.39 pg/ml, 0.33 pg/ml
lactantes sanas respectivamente).
La concentracion de BCM-7 se mantuvo
estable en el grupo de mujeres alérgicas
Determinar concentracion | durante el periodo de lactancia (calostro:
de BCM-7 en leche | 1.67ug/ml, leche madura: 1.26 pg/ml). En el
Sidor et al., materna en mujeres con | grupo control disminuyé conforme avanzo el
2008 historial de alergia vs. | periodo de lactancia (calostro: 3.10 upg/mL,
grupo control  mujeres | leche madura: 0.39 pg/mL).
sanas La concentracion de BCM-7fue mayor en
calostro que en leche madura en ambos
grupos
Demostrar la liberacion de
ngs%;)?inctigsrfilrr:;} Iasciirlgte“sat:jo; Leche ma’gerna digerida, mostro una
' | concentracion de BCM-7 de 3.14 + 0.10
" en muestras de leche . ;
Alvarez et al. materna. leche de vaca nmol/100 mL. Podria ser posible, que la BCM-
2014 ' - 7 encontrada Yy cuantificada estuviera
Jersey genotipificada como presente en la muestra previa a la hidrélisis
A2/A2, leche de vaca L
. . enzimatica.
Holstein vy férmulas

infantiles




2.6 BCM-7 en Sangre
Varios estudios han mostrado la presencia de BCM-7 en plasma en humanos

(Tabla 4).

Tabla 4. Estudios que confirman la presencia de BCM-7 en plasma

Estudio Objetivo Resultado
Examinar la  absorcién No se detecté material inmunoreactivo
gastrointestinal de BCM en contra BCM-7 en plasma en un periodo de
Teschemacher | muestras de sangre 30 a 120 minutos después de la ingestion de
et al.,1986 obtenidas de personas que leche de vaca o derivados.
ingirieron leche de vaca o La cantidad minima detectable de BCM en
derivados plasma fue entre 0-2 pmol/mL.
La concentracion de de BCM-7 bovina
Detectar BCM-7 humanay ]?,ncor}tra_d? d_le?pues (?ce Ila mgest_l?n de
bovina en plasma ormula infantil fue 180 fmol/mL en nifios de
sanquineo de  lactantes 1-3 meses, 100 fmol/mL 4-6 meses y 190
a”mgenta s alseng | fmolimlen nifios de 7-10 meses.
Kost et al., materno con  formula Se encontr6 BCM-7 humana con valores de
2009 : . y e 350 fmol/mL en nifios de 1-3 meses y 150
infantil y su relacion entre
. fmol/mL en el rango de 4-10 meses.
el nivel de BCM-7 y el . . .
o El nivel basal de BCM-7 bovina aumentd 2
indice de desarrollo | ol . L
sicomotor veces en el plasma sanguineo en niflos que
P ' mostraron retraso en el desarrollo.
Se encontr6 BCM-7 en sangre de los
lactantes en una concentracion de 4
pmol/ml. Ninguna de las madres que
Identificar la presencia de pgrtl_upa_r,o n aplico alguna dieta de
. . eliminacion y consumo de leche y/o
Wasilewska | BCM-7 bovina en la sangre derivados. Es de esperar que la BCM-7 haya
etal., 2011 | de lactantes alimentados al ; P a y

seno materno

sido transferida del aparato digestivo de las
madres a su circulaciébn sanguinea y
finalmente a la leche producida en la
glandula mamaria y consumida por los
lactantes.

La importancia de encontrar BCM-7 en leche humana radica la posible

participacion en la etiologia de algunas enfermedades que han sido estudiadas en

los dltimos afios, tanto en adultos, en nifios y en lactantes, como lo es muerte

subita del lactante, autismo, esquizofrenia, diabetes mellitus insulinodependiente,

pseudoalergias entre otras..
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2.7 BCM-7 y su posible participacion en alteraciones patoldgicas

Existe poca informacion disponible en la literatura en relacion con la
cantidad minima de BCM-7 capaz de ejercer efectos fisioldgicos in vivo 0 ex vivo
(De Noni, 2008). Jarmolowska et al., (1999) utilizando una solucién de 0.5 mgcm3
del extracto del péptido BCM-7 obtenido del queso brie, fue suficiente para causar
contracciones en intestino provenientes de hibridos de conejo. De Noni (2008)
encontré que cantidades 200 a 400 veces mas bajas de BCM-7 pueden estar
presentes en el intestino del lactante después de la digestion de 800 ml de una
férmula infantil comercial. Sin embargo no se han realizado investigaciones

relacionado BCM-7 y su efecto en la salud.

2.7.1. Diabetes Mellitus Tipo 1

Un estudio realizado in vitro, por Elitsur et al. (1991) en muestras de colon e
intestino humano, demostraron que BCM-7 inhibe la concanavalina A, que es una
lectina procedente del frijol y es utilizada para inducir mitosis de linfocitos en
estudios en vitro, ya que estimula la sintesis del DNA de la lamina propia de
linfocitos (zona comprendida entre el epitelio y la mucosa, contiene células
plasmaticas maduras productoras de IgA, linfocitos T y otros tipos celulares como

macrofagos, células dendriticas y mastocitos) (Ramiro-Puig, 2008).

Estos resultados sugieren que BCM puede afectar la mucosa humana del
sistema inmune, probablemente por la via del receptor opioide (Elitsur, 1991). Este
efecto inmunosupresor podria influir o suprimir mecanismos de defensas hacia
enterovirus que podrian conducir a la destruccion de las células beta a través de la

activacion sistémica de las células T autorreactivas (Conrad, 1997).
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2.7.2. Sindrome de muerte subita del infante

Un factor comun en todos los nifios que desarrollaron sindrome de muerte
subita, fue el consumo de leche, como Unica fuente de alimento. La formacion de
pequefios péptidos obtenidos de la degradacion de la bCSN por accion de
enzimas gastricas, son absorbidas debido a la inmadurez intestinal, alcanzando la
barrera hematoencefélica. En lactantes con control anormal respiratorio y
desarrollo del nervio vago, los péptidos opioides pueden inducir depresion del
centro respiratorio ubicado en el bulbo raquideo, ocasionando la muerte. La
formacion de péptidos a partir de bCSN son considerados como un factor que

contribuye a la incidencia de apnea y sindrome de muerte subita (Sun et al., 2003)

Wasilewska et al, (2011) investigaron la relacion de BCM-7 y la enzima DPP
IV en suero de lactantes. Los nifios que presentaron algun evento de apnea, se
relacionaba con una disminucién de DPP IV, por lo que una baja actividad de esta
enzima podria ser responsable de la depresién respiratoria inducida por la BCM7 y

puede provocar la muerte subita de lactante.

2.7.3. Autismo — Esquizofrenia

Whiteley et al. (2003) demostré que los péptidos con actividad opioide
derivados de la bhCSN (BCM-7), atraviesan la membrana intestinal anormalmente
permeable e ingresan al sistema nervioso central, ejerciendo efecto sobre la
neurotransmision, alterando procesos fisiolégicos tales como la concentracion,

alteracion en la percepcion del dolor, coordinacion motora (Whiteley et al., 1999).

Con base en un estudio de Sokolov et al., (2014), en el que encontr
concentraciones de BCM-7 en orina en nifios sanos de 58+7 pg/mL, en la de
nifios con sindrome Asperger de 75210 pg/mL y de 104+10 pg/mL en la de nifios
con sindrome de Kanner, se establecié que los nifios con autismo tienen elevado
el nivel BCM-7 en orina, ademas de existir una correlacion positiva entre el

contenido de BCM-7 y la gravedad de los trastornos de espectro autista.
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Una hipétesis establecida por Ganapathy et al., (2005), refiere que BCM-7
tiene la capacidad de permear de la circulacion general hacia el sistema nervioso
periférico por medio del sistema de transporte de encefalina y dinorfina, activando
una serie de reacciones en areas cerebrales especificas, contribuyendo en la

etiologia del autismo.

Estudios epidemioldgicos realizados por Reichelt et al., (1996) y Sun et al.,
(2003) han relacionado el consumo de bCSN Al con el desarrollo de
esquizofrenia. Dichos autores establecen que la BCM-7 cruza la mucosa
gastrointestinal, ingresa al sistema circulatorio y atraviesa la barrera
hematoencefalica ejerciendo una influencia negativa en el funcionamiento

neurolégico.

2.7.4. Enfermedades Cardiovasculares

En un estudio realizado por McLachlan (2001), se estimé la ingesta de
productos y proteinas lacteas de diversos paises y regiones. Se observo una
correlacion positiva entre la estimaciéon del consumo de proteina de la leche
bovina (BCN A1) y la mortalidad por cardiopatia isquémica (r= 0.86) en hombres
en un rango de edad de 30 a 69 afios. Tailfordy et al., (2003) realizaron un estudio
en conejos alimentados con dietas que contenian las variantes de BCN Al y A2,
encontraron estrias de grasa aortica en todos los modelos animales,
independiente del tipo de BCN con los que fueron alimentados, sin embargo, los
conejos que consumieron BCN de tipo Al producian lesiones mas extensas
comparados con los alimentados con BCN A2, por lo que concluyeron que la BCN

Al es mas aterogénica que la variante de tipo A2.

El mecanismo propuesto menciona que los péptidos derivados de BCN con
terminaciones tirosil, como lo es BCM-7 bovina, puede promover la oxidacion
peroxidasa dependiente de LDL humana, por lo que la terminacion tirosil puede
ser un catalizador difusible que potencialice la oxidacién de lipidos LDL (Torreilles
et al., 1995).
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2.8 Leche Materna
2.8.1 Composicion

La composicion de la leche materna se distingue por ser altamente variable:
varia en cada persona, entre poblaciones, cambia su composicion de una toma a
otra, y de un dia para otro. También esté influenciada por la etapa de la gestacion
y lactancia (Titi et al., 2014).

2.8.2 Clasificacion
Se distinguen tres variantes de la leche materna: calostro, leche de

transicion y leche madura. Algunos estudios han investigado la influencia del
contenido de grasa, ya que es el componente principal de la energia y el

componente mas variable de la leche materna (Khan et al., 2013).

2.8.2.1 Calostro
Se produce los primeros 4 dias después del parto, es un liquido amarillento

por la presencia de beta-carotenos, tiene una alta densidad por la elevada
concentracion de sélidos. Se produce en bajas cantidades, contiene una alta
concentracion de componentes inmunoldgicos como inmunoglobulina A secretora
(IgA), lactoferrina, leucocitos y factores de desarrollo, como el factor de
crecimiento epidérmico. Presenta concentraciones relativamente bajas de lactosa,
lo que indica sus funciones primarias para ser inmunoldgica y trofico mas que
nutricional. Los niveles de sodio, cloro y magnesio son mas altos y los niveles de
potasio y de calcio son mas bajos en el calostro que en la leche madura. (Ballard
et al., 2013).

2.8.2.2 Leche de transicion
La leche de transicibn mantiene algunas caracteristicas propias del calostro,

representa un periodo de incremento en la produccién de leche (700 mL/dia
aproximadamente) por lo general se produce a partir del dia 5 hasta 2 semanas
después del parto (Shellhorn et al., 1995).

2.8.2.3 Leche de madura
La composicion media de la leche madura se resume en la tabla nimero 2.

Las estimaciones de energia varian entre 65 y 70 kcal/100 mL, esta altamente
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correlacionada con el contenido de grasa de la leche humana (Ballard et al.,
2013).

Tabla No. 5 Contenido nutrimental de leche materna madura por 100 ml

Energia 65 - 70 kcal
Lactosa 6.7-7.8¢g
Proteinas totales 08-12g¢
Caseina 0.25¢
Lactoalbumina 0.26 g
Lactoferrina 0.17 g

IgA 0.14 ¢
Grasa total 3.2-36¢g

Adaptada de Human Milk Composition: Nutrients and Bioactive Factors

Las proteinas de la leche humana se pueden clasificar en 2 grupos:
caseinas, y proteinas de suero de leche. Las proteinas mas abundantes son
caseina, a-lactoalbumina, lactoferrina, inmunoglobulina IgA secretora, lisozima, y
albimina de suero. Los compuestos nitrogenados no proteicos comprenden
aproximadamente el 25% de nitrégeno en la leche humana, dentro de estos se
incluyen; urea, el acido drico, creatina, creatinina, aminoécidos y nucleotidos
(Macias et al., 2006).

2.9 PROTEINAS EN LA LECHE MATERNA
El contenido de proteina de la leche humana disminuye rapidamente

durante el primer mes de lactancia. La concentracion de proteina en el calostro es
de aproximadamente 2 g de proteina/100 mL, mientras que en la leche materna
madura es de 0.8 a 0.9 g/100 mL. La mayoria de las proteinas son sintetizadas
por la glandula mamaria, con unas pocas excepciones posibles, como albumina de
suero que aparece a partir de la circulacion materna (Lonnerdal et al., 1976). Las
mucinas, también conocidas como proteinas de membrana del glébulo de grasa
de la leche, rodean los glébulos de lipidos en la leche y contribuyen sélo un
pequefio porcentaje del contenido total de proteinas de la leche humana (Patto et
al., 1986).
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La concentracion de proteinas de suero es muy alta en comparacion con las
caseinas, que son practicamente indetectables durante los primeros dias de
lactancia. Posteriormente, la sintesis y concentracion de caseinas en la glandula
mamaria aumentan, mientras que la concentracion de proteinas totales del suero
disminuye, debido a un mayor volumen de leche producida. Como consecuencia,
no hay relacién fija de suero a caseina en la leche humana. La relacién
frecuentemente citada de 60:40 es una aproximacion de la relacion en el curso
normal de la lactancia, pero varia de 80: 20 en la lactancia temprana a 50:50 en el
final de la lactancia. Debido a que las composiciones de aminoacidos de las
caseinas y proteinas del suero son diferentes, el contenido de aminoacidos de la

leche humana también varia durante la lactancia (Lénnerdal et al., 1985).

2.9.1 Caseina
La caseina en la leche humana, parece estar presente casi exclusivamente

en forma micelar. La caseina no es una sola entidad, es un grupo de subunidades
de proteinas, asociadas y unidas entre si, con los iones organicos e inorganicos
en las micelas. En la leche humana, la subunidad principal es la bCSN, mientras
kapa-caseina es un componente menor. La leche de vaca, sin embargo, contiene
una gran proporciéon de alfa-caseina una subunidad aparentemente ausente en la

leche humana (Lonnerdal et al., 1985).

2.9.2 Beta-caseina
La bCSN constituye alrededor del 30-35% de la caseina total en leche

materna madura, siendo la caseina mas abundante. A nivel molecular, la caseina
humana y bovina difieren significativamente, en el estado de fosforilacién. La beta-
caseina humana presenta de 0-5 fosforilaciones en los aminoacidos serina y
treonina que estan localizados cerca del N-terminal, los cuales son capaces de
unir principalmente al calcio asi como otros cationes, los aminoacidos que pueden
estar fosforilados son: Thr 3, Ser 6, Ser 8, Ser 9 y Ser 10. Por otro lado el
homologo bovino se encuentra totalmente fosforilada. EI nimero de fosfatos que
contiene cada proteina sigue siendo poco claro, una posible explicacion incluye a

la actividad de las enzimas cinasa o fosfatasa durante la biosintesis en cada
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especie. La bCSN humana contiene 212 residuos de aminoacidos (peso molecular
de 24 kDa) (Greenberg et al., 1984). Durante el proceso digestivo de bCSN
humana, permite la formacion de fosfopéptidos que contiene calcio soluble, lo cual
facilita su absorcién (Sato et al., 1986).

2.9.3 Beta-caseina humana
A partir de la hidrdlisis de la caseina humana, particularmente de bCSN se

generan varios péptidos con actividad fisiolégica. La mayoria de estos péptidos se
han generado en ensayos in vitro, pero algunos han sido aislados de los
contenidos intestinales, lo que sugiere que también se forman in vivo. Estos
péptidos han demostrado en sistemas experimentales efectos antitrombaticos,

antihipertensivos, y actividad opioides (Brantl et al., 1984).
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I1l. Justificacion

Existe poca evidencia cientifica que demuestre la presencia de BCM-7

bovina en muestras de leche materna.

Las investigaciones que se han desarrollado no han analizado el factor de
la dieta, principalmente el consumo de lacteos como precursor de la sintesis de
BCM-7 a nivel intestinal, la cual se puede transportada a la leche materna y ser

consumida por los lactantes.

Las pocas investigaciones realizadas utilizan el término BCM-7 con un
concepto genérico sin hacer distincion entre el origen del péptido, si este es
enddgeno o producido por el cuerpo o exdgeno proveniente de la dieta.

La importancia de realizar esta investigacion, radica principalmente en que
BCM-7 bovina se ha asociado a la etiologia de enfermedades que afectan a los
lactantes como es autismo, diabetes mellitus insulino dependiente, sindrome de
muerte subita del lactante, pseudoalergias, asi como enfermedades en la edad

adulta como enfermedades cardiovasculares, esquizofrenia.
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IV. Hipoétesis

La presencia y concentracion de BCM-7 leche materna depende del

consumo de lacteos en mujeres en periodo de lactancia.

V. Objetivos

5.1 Objetivo General

Determinar la asociacion entre la ingestion de lacteos y la presencia de

BCM-7 en leche materna madura en mujeres Queretanas.
5.2 Objetivos Especificos

e Cuantificar la concentracion de BCM-7 en muestras de leche materna
madura en mujeres.

e Evaluar la relacion de la ingestién de productos lacteos en la concentraciéon
deBCM-7 en leche materna.

e Determinar el perfil de proteinas en las muestras de leche materna.

¢ Realizar la secuenciacion de la beta caseina humana en las muestras de

leche materna que permitan identificar posibles variantes genéticas.
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6. Materiales y Métodos
6.1 Sujetos y consideraciones éticas

Se invitd a participar en el estudio a mujeres en periodo de lactancia de
entre 15 dias y 20 semanas después del parto, que hayan tenido un parto a
término, es decir, un periodo de gestacion de 37 a 40 semanas, y que se
encontraran en un rango de edad de 18 a 35 afios. Las mujeres se reclutaron de 8

comunidades del Municipio del Marqués, Querétaro.

La participacion fue totalmente voluntaria. Las mujeres que aceptaron
participar en el estudio firmaron una carta de consentimiento informado, donde se
presentaba por escrito los procedimientos del estudio, posibles riesgos Yy
beneficios. A todas las participantes se les realizd una evaluacion de antecedentes
clinicos, para determinar si cumplian con los criterios de inclusion, y poder
detectar criterios de exclusion y/o eliminacion. También se realizd una evaluacion
antropomeétrica; que consisti6 en la obtencion del peso y talla por duplicado,
evaluacion dietética; se aplicaron 3 recordatorios alimentos de 24 horas, dos entre
semana y uno de fin de semana, asi como una frecuencia de alimentos, esta
informacion permiti6 conocer principalmente patrones de consumo de productos
lacteos. También se aplicd un cuestionario socioecondémico que permitié evaluar
aspectos sobre el contexto sociodemografico y académico de las participantes, asi
como aspectos relacionados con las condiciones de la vivienda, hacinamiento,

propiedad de la vivienda, escolaridad y ocupacion de las participantes.

El estudio fue sometido al Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro. Se siguieron los
lineamientos éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki, las Buenas
Practicas Clinicas y la Norma Oficial Mexicana NOM-043-SSA2-2012, Servicios

basicos de salud. Promocion y educacion para la salud en materia alimentaria.
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6.1.1 Tamano de la muestra

Se conformé una muestra de 78 mujeres, que fueron incluidas después de
firmar la carta de consentimiento informado. El tamafio de la muestra fue calculado
considerando un error alfa de 0.05, con un error estadistico de 0.8 y una
desviacién estandar de 33% en la concentracion de BCM-7 en leche materna
reportado previamente en la literatura, se consideré un 20% de desercion. Con
estas consideraciones, se pretendio detectar una diferencia entre el bajo y alto
consumo de lacteos segun el valor de la mediana, en la concentracion de BCM-7

en leche materna madura.
6.1.2 Criterios de inclusién

Se incluyeron a las mujeres en periodo de lactancia que cumplieron con los

siguientes criterios:

La participante firmé la carta de consentimiento informado.

e Se encontraba en periodo de lactancia, mayor a 15 dias y hasta 20
semanas despueés del parto.

e Que haya tenido un parto a término (37- 40 semanas).

e Que tuviera disposicibn a participar en el estudio de acuerdo a lo

establecido en la Carta de Consentimiento Informado.

6.1.3 Criterios de exclusién
Se excluyeron del estudio mujeres que presentaron alguna de las siguientes

caracteristicas:

¢ Que haya tenido un parto prematuro(menor a 37 semanas de gestacion).

e Mas de 21 semanas de lactancia.

e Que la participante presentara una discapacidad fisica y/o malformacion
que le impidiera la extraccion de la leche materna manual.

e Que la participante presentara enfermedades infecciosas como VIH,

tuberculosis.
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6.1.4 Criterios de eliminacién
Se dieron de baja a las participantes que presentaron alguno de los

siguientes criterios.

e Que la participante iniciara con tratamiento meédico para detener la
produccion de leche (bromocriptina, estrégenos, cabergolina).
e Que la participante deseara retirarse del estudio.

e Que la participante no donara muestras de leche materna.

6.2 Disefno del estudio

Se realizé un estudio de tipo observacional transversal.

6.2.1 Procedimientos
Se realizaron mediciones de peso y talla, por personal previamente
estandarizado, siguiendo los lineamientos de la Organizacion Mundial de la Salud.

Todas las mediciones se hicieron por duplicado.

6.2.2 Tallay peso
La talla se midié con un estadimetro portatil de pared de 2 m con divisiones

de 1 mm (SECA, Mod 206, Bradford, MA, EUA). Las mujeres fueron medidas
descalzas, con las puntas de los pies ligeramente separadas en V, cabeza
erguida, hombros, gluteos talones y cabeza estaban en contacto con el plano
vertical, para formar un angulo de 90°. Para tomar la lectura se deslizé la parte
superior del estadimetro y cuando este tocara la parte superior mas prominente de
la cabeza de la participante se tomé la lectura. La medicién se realiz6 por

duplicado.

Las mediciones de peso se realizaron sin zapatos, con una bascula digital
(SECA, Mod 813, Brandford, MA, EUA), con la menor cantidad de ropa posible, sin
suéter o chamarras y sin objetos pesados, esto fue totalmente con una postura
recta, cabeza erguida viendo al frente, los brazos colgaron paralelos al eje del
cuerpo sin moverlos. Antes de tomar la lectura se revisé que la participante se

encontrara en plano de Frankfurt. Se pidié a las sefioras que no se movieran. El
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valor de peso se registré en escala de kilogramos con una cifra decimal. Las

bésculas fueron calibradas con un pesa de 5 kg y dos de 1 kg.

Con las mediciones de peso y talla se calcul6 el indice de Masa Corporal
(IMC), mediante la siguiente expresion matemética:

IMC = Peso en kilogramos
(Estatura en metros)?

Los puntos de corte fueron tomados de acuerdo con los criterios de la
Organizacién Mundial de la Salud, bajo peso <18.5 kg/m?, normal 18.5 — 24.9
kg/m?, sobrepeso 25 — 29.9 kg/m?y obesidad >30 kg/m? (WHO, 2006).

6.3 Instrumentos para la obtenciéon de datos
6.3.1.1 Antecedentes Clinicos

El cuestionario de antecedentes clinicos comprendi6é aspectos relacionados
con las caracteristicas generales de las participantes como antecedentes
heredofamiliares, antecedentes de salud y enfermedad. El cuestionario fue

aplicado por un nutridlogo con experiencia laboral en el area clinica.

6.3.1.2 Cuestionario Nivel Socioeconémico
El cuestionario socioecondmico explica las condiciones de la vivienda,

condiciones de hacinamiento y propiedad de la vivienda, las cuales son necesarias
para la conformacion de la variable del nivel socioeconémico. Esta variable es
indispensable para el control de variables confusoras durante el analisis

estadistico de resultados.

6.3.1.3 Evaluacion de la dieta
Se realizaron tres recordatorios de 24 horas de alimentos, dos de dias entre

semana y uno de fin de semana. La evaluacion de la dieta se realizd por
nutrilogos previamente estandarizados. Se analiz6 la distribucion de
macronutrimentos y se calcul6 el porcentaje de adecuacion para ver si cubrian con
la ingestién diaria recomendada (IDR) para mujeres en periodo de lactancia
(Bourges et al., 2008). Las variables de respuesta fueron la comparacién del alto o

bajo consumo de productos lacteos. La ingestion de nutrimentos se calculo
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usando tablas de composicion de alimentos del Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA 2009) y del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricién Salvador Zubiran (Chavez et al., 1996).

El recordatorio de 24 horas define y cuantifica todas las comidas y bebidas
ingeridas durante el dia anterior a la entrevista (primera comida, colaciones y
altima comida por la noche). Se utiliza para evaluar en forma cuantitativa la dieta
de poblaciones. Para conocer la ingestion de alimentos, y en especial el consumo
de productos lacteos por las mujeres en periodo de lactancia, el recordatorio fue
aplicado utilizando cucharas de diversas medidas asi como tazas estandares, para

minimizar errores en la cantidad de productos consumidos.

6.3.4 Determinaciones bioquimicas

Los datos de las determinaciones bioquimicas, se obtuvieron a partir de 3 a
5 muestras de leche materna madura (mayor a 15 dias después del parto y hasta
la semana 20 de lactancia).

La recoleccion de las muestras de leche fueron realizadas por las propias
participantes, para ello recibieron las indicaciones y los materiales. Se obtuvieron
muestras de diversos dias de la semana, incluyendo una muestra de fin de
semana. Las participantes recibieron instrucciones oral y por escrito (por medio de
un triptico) de la técnica adecuada para la extraccion manual descrita por UNICEF
de 2014.

Las muestras de leche se recolectaron en vasos estériles cerrados de 100

mL, proporcionados por el equipo de investigacion.

Se les indico a las participantes que la leche fuera extraida en la comodidad
de su hogar. Una vez extraida la leche, se identific6 con el nombre de la
participante, fecha y hora de extraccion, asi como el numero de muestra
correspondiente, se guardd el envase en el congelador. El equipo de trabajo de
campo asisti6 a las casas de las participantes para recoger las muestras en
hielera que contenia gel refrigerante, lo que permiti6 mantener la leche congelada

hasta su traslado al laboratorio de Nutricibn Humana de la Universidad Autbnoma
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de Querétaro, donde se mantuvieron en ultra congelacion a -70°C hasta su

analisis.

6.3.4.1 Descremado de la leche materna.

Previo a su analisis, la leche (10 mL), fue descremada por medio de
centrifugacion (4500 g por 20 minutos a temperatura 20°C) en tres ocasiones. El
exceso de grasa se retir0 de las muestras. De la leche descremada se tomaron
alicuotas de 100 pL para el analisis de electroforesis SDS PAGE y secuenciacion
de proteinas.

6.3.4.2 Extraccion del péptido BCM-7
Para el aislamiento del péptido se adaptd la técnica establecida por

Jarmolowska et al., (2007). Para esto, la leche materna (10 mL, previamente
descremada) fue mezclada con 5 mL de una solucion compuesta de
metanol/cloroformo (2:1 v/v). Se mantuvo una hora constante en agitacion suave.

Concluido el tiempo se centrifugé a 5000 g durante 30 minutos.

Posteriormente se extrajo la fase acuosa (5 mL) compuesta de
agua/metanol, la cual contenia al péptido, y se coloc6 en tubos cilindricos con tapa
de 15 mL, la cual fue evaporada y secada hasta la obtencion de cristales sdélidos.
Los cristales fueron depositados en viales de vidrio con tapa y almacenados en

ultra congelacion a -70°C hasta su andlisis.

6.3.4.3 Cuantificacién
Los cristales s6lidos que contienen a los péptidos fueron purificados usando

una columna C18 (AerisPeptideXB-C18, 100 A, 1.7 p, Phenomenex). Se pesaron
muestras de 150 mg de cristales sdlidos que fueron disueltos en 10 mL de agua
grado HPLC para obtener una concentracién de 1 mg/mL. De la solucién se tomd
una muestra de 800 pL, se agregoé 200 puL de una mezcla de metanol/acido
férmico al 0.1%.

El analisis fue realizado por sistema espectrométrico de masas acoplado a
UPLC (Xevo TQ MS, Waters). Los picos fueron detectados con un método de

monitoreo de multiples reacciones utilizando una transicién 790.5 — 383.21.Las
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caracteristicas cuantitativas y cualitativas de BCM-7 bovina, fueron comparadas

con el estandar (Sigma-Aldrich, USA).

6.3.4.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico
(SDS-PAGE)
Se formé un pool de leche descremada por cada una de las participantes,

de la mezcla de leche resultante se tomdé 10 L, que fueron disueltos en 15 pL de
agua destilada y 30 uL de buffer de carga de muestra (Tris-HCL 65.8 mM, pH 6.8,
SDS 2.1%, glicerol 26.3% W-V, azul de bromofenol 0.1%, 2B-mercaptoetanol) y
calentados por 10 minutos. 15 pL de cada solucién se cargaron en los pozos del
gel de poliacrilamida 4 - 20% (Mini-Protean TGX Precast Gel, Bio-Rad, PA). La
electroforesis se llevdo a cabo en una camara de electroforesis vertical (Mini-
Protean Tetra CellBio Rad, CA). El voltaje utilizado en el gel separador fue de 120
V durante 120 minutos. Los geles fueron tefiidos con Azul de Coomassie, la
distribucion de las proteinas fue determinada por un equipo de densitometria (Gel
Doc EZ Imager, Bio Rad, CA).

6.3.4.6 Secuenciacion de bCSN humana

Para determinar la secuenciacién de la bCSN humana, a partir del gel de
poliacrilamida, se extrajo la banda correspondiente a la proteina cuyo peso
molecular es de 20 kDa, la cual fue digerida con termolisina, para la obtencién de
péptidos de un tamafio similar. Los péptidos fueron analizados en un
espectrometro de masas LTQ-Velos (ThermoScientific), acoplado a un
cromatdgrafo de alta resolucion (HPLC), empleando un gradiente de 60-90
minutos. La identificacion de los péptidos se realiz6 mediante el software
SEQUEST HT (Proteome Discoverer 1.4, ThermoScientific)

6.3.5 Andlisis Estadistico

Se realizé el analisis estadisticos de las variables que componen la
evaluacion antropométrica, bioquimica, clinica, sociodemogréafica, que permiten
conocer las caracteristicas generales de la poblacion, se reportaron con la media y

desviacion estandar.
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Se realiz6 un andlisis de varianza, para conocer si la concentracion de
BCM-7 bovina en leche materna, dependia del alto o bajo consumo de productos
lacteos y proteinas lacteas. Se realiz6 una regresion logistica para conocer,
la probabilidad de aumentar la concentracién de BCM-7 bovina en leche materna

respecto a un mayor consumo de proteinas lacteas.

Todos los andlisis fueron desarrollados con todas las participantes que

concluyeron en forma el estudio.

Las pruebas estadisticas fueron realizadas con el paquete estadistico SPSS
V. 22.
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VIl. Resultados

7.1 Caracteristicas de la poblacién

Se invitd a participar en el estudio a 119 mujeres en periodo de lactancia
mayor a 15 dias y hasta 20 semanas después del parto, de las cuales 91 firmaron
la carta de consentimiento informado y solamente 78 concluyeron

satisfactoriamente las evaluaciones correspondientes (Figura 3).

119 Invitacian

25 No desearon participar
3 excedian el periodo de lactancia

91 Firmaron carta
Consentimiento

4 abandonaron el estudio

.| 258 negaron a seguir participando

2 no concluyeron con los procedimientos
1 cambid de domicilio

78 Finalizaron 4 no donaron las muestras de leche
Evaluaciones

Figura 3. Diagrama de seleccion de las participantes.

Se eliminaron 13 participantes, debido a que no concluyeron en su totalidad

las evaluaciones o porque decidieron darse de baja voluntaria.

Para identificar el periodo de lactancia que se encontraban las participantes,
se calcularon los dias post parto, utilizando la fecha de nacimiento del lactante y la
fecha de aplicacién del cuestionario de antecedentes clinicos. Las caracteristicas

generales de las participantes se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas generales de las participantes (n= 78)

Caracteristicas X+ DE ! f (%) 2
Edad (afios) 229 + 538
Peso (Kg) 61.69 + 10.08
Talla (cm) 153.43 =+ 5.12
IMC (Kg/m2) 26.20 + 4.11
Nivel de educacion
Sin estudios 2.4
Primaria incompleta 4.9
Primaria completa 19.5
Secundaria incompleta 2.4
Secundaria completa 51.2
Bachillerato incompleta 12.2
Bachillerato completo 1.2
Universitaria 3.7
Maestria 2.4
Ocupacion
Ama de casa 88.0
Empleada 4.8
Profesionista 3.6
Estudiante 1.2
Otra 24
Estatus marital
Casada 32.9
Soltera 7.3
Uniodn libre 59.8
Periodo de lactancia (dias post parto)
15-30 52.1
31-60 11.3
61-90 14.1
91-120 12.7
121 - 140 9.9

1x + DE: media + desviacion estandar

2f(%): frecuencia (porcentaje)

29



La edad promedio de las mujeres que participaron en el estudio fue de 22.9
+ 5.38 afos. Con respecto al nivel de educacién de las participantes del estudio,
se encontr6 que el 51.2% de las mujeres habia completado la educacién
secundaria, su ocupacion principal era ama de casa (88%). El 59.8% de ellas vivia

en union libre.

La prevalencia de sobrepeso y obesidad combinada en la poblacion es del
55.9%, mientras que so6lo el 41.6% de las participantes, tiene un peso adecuado
para su talla (figura 4). Cabe mencionar que el peso que presentaban las mujeres,
esta condicionado al periodo fisiolégico que se encontraban, ya que podian estar
reteniendo liquidos, presentar inflamacion, por lo que el peso, sélo fue

considerado para poder conocer las caracteristicas generales de la poblacion.

Porcentaje
- 41.6%

45.0 39.0%

40.0

35.0
@ 300 -
m
£ 250 -
8 200 - 16.9%
& 150 -

10.0

5.0 - 1.3%

0.0

Bajo peso Mormo peso Sobrepeso Obesidad

indice de Masa Corporal

Figura 4. Distribucién porcentual del indice de Masa Corporal (IMC) en mujeres en

periodo de lactancia (n=78)

7.2 Cuantificacion de BCM-7 bovina en leche materna

Se analizaron un total de 268 muestras de leche materna, para determinar
la concentracion de BCM-7 bovina. El péptido bovino fue detectable en el 64.9%
de las muestras, utilizando un limite inferior de cuantificacion de 0.25ng/mL y un
limite superior de 25ng/mL. Se utilizaron muestras control para monitorear la
corrida analitica, con concentraciones baja (0.750 ng/mL), media (12.50 ng/mL) y
alta (18.50 ng/mL).
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Se realiz6 una curva de calibracion con el estandar de sigma para BCM-7
bovina en 7 concentraciones diferentes. El estdndar del péptido presenté un
tiempo de retencion promedio de 2.81 + 0.03 minutos, como se muestra en el
siguiente cromatograma (figura 5), que corresponde a la concentracion teérica de
0.250 ng/mL, el cual presentd un tiempo de retencién de 2.82 minutos, ademas de

una masa carga de 790.5.

BCM-7
15ABR16_11 MRM of 1 channel ES+
C1 790.5 > 383.21
BCM-7 2.734e+003
100 282 )
1 384 «
%—
e N e e S e B e e 3
0 R R N R AR R s AN s AR AL R RS AR RS AR R R R T YT T T min

050 100 150 200 250 3.00
Figura 5. Cromatograma de la determinacion de BCM-7 bovina en leche materna

El valor maximo obtenido de BCM-7 bovina en muestras de leche materna
fue de 9.27ng/mL y el valor minimo cuantificable fue de 0.25 ng/mL, con una
concentracion media de 0.84 ng/mL + 1.01. Estos valores encontrados en las
muestras analizadas, difieren con resultados reportados por Jarmolowska et al.,
2007, donde la concentracion maxima detectada fue de 1.5 pg/mly el minimo de 0

pg/ml, asi como una media de 0.39 pg/mL £ 0.07.

En un 35% de las muestras no fue posible cuantificar el péptido, esto pude
ser debido a que esas muestras contenian concentraciones de BCM-7 bovina por

debajo del limite de deteccion 6 por la ausencia del péptido.

Se realizd una ANOVA para determinar si existia diferencia entre las
concentraciones medias de BCM-7 bovina y el periodo de lactancia en el cual las
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muestras fueron obtenidas por cada participante. Las categorias se establecieron
como se muestra en la figura 6. El resultado obtenido del andlisis demuestra que
no existe diferencia estadisticamente significativa (p = 0.096) entre las
concentraciones de BCM-7 bovina y los diferentes periodos de lactancia

establecidos.

2.00
1.80
1.60

1.40

1.20

1.00
.80
.60
40
.20
.00 T T T .
1-90 81 - 120 121 - 140

15 - 30 31 - 60 G

Concentracion ng/mL

Dias postparto

Figura 13. Contenido de BCM-7 bovina (ng/mL) en leche materna de acuerdo a los
dias post parto (p = 0.096)

Para conocer si existia diferencia en la concentracion media de BCM-7
bovina y el horario en el que las muestras fueron extraidas (mafiana, tarde 6
noche) se realizé una ANOVA, que dio como resultado una p= 0.352, por lo que
no existi6 una diferencia estadisticamente significativa de la concentracion del
péptido con respecto al horario (Figura 7). Sin embargo, se puede observar que
existe una mayor tendencia a presentar mayor concentracion de BCM-7 bovina en
las muestras que fueron obtenidas en el horario matutino con respecto al resto de

los horarios.
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1.40 -
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1.00 +
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Concentracion ng/mL

Horario de la extraccion de la muestra de leche

Figura 14. Concentracion de BCM-7 bovina (ng/Ml) y horario de extraccion de la muestra
de leche (p = 0.352)

7.3 Ingestiéon de productos lacteos y su asociaciéon con la presencia de BCM-

7 bovina en leche materna
7.3.1 Evaluacién dietética

Para estimar la recomendacion de colesterol se consideraron 125 mg por
cada 1000 kcal. Las grasas saturadas representan el 5% de las grasas totales,
mientras que las grasas poliinsaturadas el 7%. El valor en gramos de las grasas
monoinsaturadas se obtuvo por la diferencia del total de gramos de grasa por dia.
La informacion detallada del valor cal6rico total de macronutrimentos que

conformd la dieta de las mujeres participantes, se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7. Distribucion de macronutrimentos en la dieta de mujeres participantes

. ' ' Desviacion | Porcentaje
Nutrimento Unidades Media
estandar VCT*
Energia Kcal 1938.45 + 521.31
Hidratos de carbono G 275.60 + 86.30 56.55
Proteina G 68.56 + 21.95 14.14
Grasa G 63.64 + 23.03 29.54

*VCT: porcentaje del valor caldrico total aportado por los macronutrimentos

Las recomendaciones diarias de ingesta y los resultados obtenidos del

analisis de la dieta se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Ingesta de nutrimentos en mujeres participantes en periodo de lactancia

IDR* o
Nutrimentos | Unidades | poblacién| Media pesviacion
_ estandar
mexicana
Fibra g 25-30 18.60 + 7.47
Colesterol mg 287.5 225.06 + 139.82
Saturados g 3.5 16.20 * 7.64
Monoinsaturados g 59.1 19.35 * 11.12
Poliinsaturados g 5.6 7.95 + 4.24
Calcio mg 1000 1010.10 + 382.69
Hierro mg 21 15.37 + 12.58
Magnesio mg 250 171.97 + 91.58
Sodio mg 2000 2204.65 + 835.88
Potasio mg 3510 1677.77 + 736.47
Fosforo mg 700 125456 £ 533.06
Zinc mg 16 1.27 + 12.91
Vitamina A MgER 1100 674.45 + 434.16
Vitamina C mg 128 71.85 + 59.41
Tiamina mg 1.2 1.37 + 2.17
Riboflavina mg 1.3 1.95 + 4.86
Niacina mg 15 12.42 + 7.74
Piridoxina mg 1.6 1.31 + 2.20
Folato mg 650 145.28 + 90.69
Cianocobalamina Mg 2.8 2.70 * 2.90
Vitamina E mg 17 3.42 + 2.54
Vitamina D Mg 5 30.42 + 50.46

*IDR: ingestion diaria recomendada

El aporte de fibra en la dieta result6 insuficiente, debido a que las mujeres
Unicamente ingieren en promedio 18.6 gramos al dia, siendo la recomendacion de
25a30g.
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Con respecto a la ingesta de grasas, el 56% de las mujeres presenta un
aporte del 25-30% del valor caldrico total, mientras que el 29.9% de las mujeres
exceden del consumo recomendado de grasa total por dia. De las mujeres del
estudio el 100%, 72%, 78.7% excede el consumo de grasas saturadas,

poliinsaturadas y colesterol respectivamente.

En relacién a la ingesta de proteinas, la referencia porcentual establecida
es del 15%. La ingesta media de gramos de proteina fue de 68.56 g/dia, el cual
representd el 14.14% del valor caldrico total de la dieta, siendo inferior al
recomendado. La ingestibn de proteinas lacteas, resultado de los tres
recordatorios de 24 horas de alimentos, presenté una media de 35.34 + 18.77 g, la
informacion detallada se muestra mas adelante. El aporte de calcio en la dieta de
las mujeres en periodo de lactancia en promedio fue de 1010.10 mg/dia, por lo
que cubre con la recomendacion establecida (1000 mg/dia). Con respecto al
hierro, se observé que la dieta es insuficiente en este micronutrimento, aportando

Unicamente 15.37 mg/dia, siendo la recomendacion 21 mg/dia.

Las vitaminas que conforman el complejo B, analizadas en la dieta,
Unicamente la tiamina y riboflavina cubren la ingesta diaria recomendada, por lo

que existe una ingesta insuficiente de niacina, piridoxina, folato y cianocobalamina.

La informacion obtenida de la frecuencia de alimentos se presenta en la
figura 8. De forma general, las frutas y verduras, fueron principal grupo de
alimentos consumido, representado una proporcion del 34% con respecto a la
totalidad de los alimentos, mientras que los productos lacteos y derivados
corresponden al 8%.
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Figura 8. Distribucion de grupos de alimentos que conforman la dieta de las participantes

Respecto al consumo de productos lacteos especificamente, el 30.8% de
las participantes refiri6 que ingiere 1 a 2 veces al dia algun producto lacteo, siendo
este el grupo con mayor nimero de mujeres que lo integran, mientras que el
11.5% de las mujeres indicé que consume mas de 4 raciones de productos lacteos

al dia (figura 9).

B <1vezaldia

W 1-2veces aldia
1 2-3veces al fia
m 3-4veces al dia

m >4 veces al dia

Figura 9. Consumo de raciones de productos lacteos por dia

Con respecto al consumo de leche, se encontré que la leche entera es el
principal producto que se consume en esta categoria, ya que el 84.8% de las
mujeres menciond que ingiere este alimento, mientras que la leche descremada es
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s6lo consumida por el 2.5% de las participantes (figura 10). La leche entera es
consumida menos de 1 vez al dia en un 56.4%, mientras que el 25.6% de las

mujeres refirié que consumirla 1 a 2 veces al dia.
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Figura 10. Porcentaje de mujeres que consume diferentes tipos de leche

De las mujeres participantes en el estudio, mencionaron que el queso
oaxaca, es el tipo de queso que consumen mayormente (88.6%), seguido por el
qgueso ranchero con el 86.1%. El 27.1% integra una gran cantidad de tipos de

guesos, los cuales son consumidos por muy pocas personas (figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de mujeres que consume diferentes tipos de quesos

El analisis de consumo de productos lacteos, permitié estimar la ingestién

de proteinas lacteas, los datos descriptivos se muestran en la tabla 9, los valores

que se presentan de los gramos de proteina, corresponde al consumo total

obtenido de los tres recordatorios de 24 horas.

Tabla 9. Analisis descriptivo del consumo de proteinas lacteas

Descriptivos

Gramos de proteinas lacteas

Media
Mediana
Desviacion estandar
Minimo
Maximo

25
Percentiles 50

75

35.34
32.03
18.77
0.00
99.43
20.75
32.03
47.10
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7.3.2 Asociacion del consumo de proteinas lacteas respecto a la
concentracion de BCM-7 bovina en leche materna

Se realiz6 una prueba T de student, para determinar si existia diferencia en
el consumo de proteinas lacteas y la concentracion media de BCM-7 bovina. Se
establecieron dos categorias de concentracion de BCM-7 bovina, segun el valor

obtenido de la mediana: alta; mayor a 90 ng/mL y baja; menor a 90 ng/mL.

Hubo diferencia estadisticamente significativa entre el consumo promedio
de gramos de proteinas lacteas y las concentraciones bajas y altas de BCM-7
bovina (p = 0.029).

45,007 -1

40,007 @

35.00 —_—r

Consumo de gramos de proteinas lacteas

30,007

I T
=0.90 =080

Concentracion de BCM-7 bovina ng/mL

Figura 12. Comparacion de las concentraciones medias de BCM-7 bovina y consumo en
gramos de proteinas lacteas (p = 0.029)
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Se realiz0 una regresion logistica para determinar si la concentracion de
BCM-7 bovina tiene probabilidad de aumentar si se incrementa la ingestion de

proteinas lacteas, los resultados se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Probabilidad de riesgo de tener un nivel elevado de BCM-7 bovina de acuerdo
al consumo de proteinas lacteas por cada 10 gramos

Concentracién de BCM-7 bovina

Consumo de ng/mL
proteinas lacteas RM* 95% IC Sig.
Por cada 10 gramos 1.18 1.01, 1.37 0.034

* Razon de momios. El modelo se ajusto por el alto o bajo consumo de de proteinas
lacteas.

La regresion logistica fue estadisticamente significativo (p < 0.05), por lo
que la razén de momios indica cuantas veces mas probabilidad tienen las mujeres
participantes de tener mayor concentracion de BCM-7 bovina por cada 10 gramos
de consumo de proteinas lacteas. En la figura 13, se puede observar
graficamente, la probabilidad de aumentar la concentracion del péptido con

relacion al consumo de proteinas lacteas.
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Figura 13. Probabilidad pronosticada del aumento en la concentracién de BCM-7 bovina
por el consumo de proteinas lacteas (p = 0.034)

Finalmente se realiz6 una regresidon logistica para determinar si existe
probabilidad que la concentracion de BCM-7 bovina aumente si se incrementa la
proporcién de productos lacteos (leche, queso y yogurt) de la totalidad de
alimentos que integran la dieta de las mujeres en periodo de lactancia, los

resultados se muestran en la tabla 11.
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Tabla 12. Probabilidad de aumentar la concentracion de BCM-7 bovina de acuerdo a la
proporcion de productos lacteos consumidos

., Concentracion de BCM-7 bovina ng/mL
Proporcion de

consumo de productos RM S
lacteos 95% IC &
leche 1.79 0.23 14.15 0.58
queso 1.13 0.14 8.94 0.91
yogurt 0.95 0.78 1.17 1.91

La regresion logistica no fue estadisticamente significativa, ya que los tres
productos lacteos presentaron una significancia > 0.05, por lo que la probabilidad
de aumentar la concentracion de BCM-7 bovina no depende del incremento en la

proporcion de productos lacteos consumidos.

7.4 Perfil de proteinas en la leche materna

Se realizd electroforesis para analizar el perfil de proteinas de la leche
materna. En la figura 14 se presentan las principales proteinas identificadas en las
muestras de leche por SDS-PAGE, con su respectivo peso molecular en kDa asi

como su abundancia relativa.

43



Figura 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida de muestras de leche materna madura
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Con los datos presentados en la tabla 12, se calcul6 la relacion media de

suero:caseina de la leche materna madura, presentando un valor de 69:31.
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Tabla 12. Perfil proteico en muestras de leche materna madura

Peso Molecular (kDa) | Abundancia Relativa
Proteina

Media DS Media DS
Multimero de Ig 173.72 + 13.89 172 + 0.64
Facto H 146.11 + 10.73 298 + 1.18
Lactoferrina 7733 + 4.63 1925 + 414
Seroalbumina humana 60.21 + 3.27 1027 + 211
Cadena pesada de Ig 50.76 + 2.75 295 + 144
B Caseina 2794 + 3.23 20.84 + 6.13
K Caseina 2482 + 351 998 + 297
Desconocida 15.08 = 2.77 153 =+ 0.79
a-Lactoalbimina 10.01 £ 245 3046 = 444

7.5 Secuenciacion de BCN humana
Se realizé la electroforesis de 3 pooles de muestras de leche materna

donde se extrajeron las bandas correspondientes al peso molecular de la bCSN
mediante la técnica de HPLC acoplado a un espectrémetro de masas. Se reportd
solamente una secuencia de aminodcidos, con ausencia de isoformas. La

secuencia de la proteina fue la siguiente:

RETIESLSSSEESITEYKQKVEKVKHEDQQQGEDEHQDKIYPSFQPQPLIYPFVEP
IPYGFLPQNILPLAQPAVVLPVPQPEIMEVPKAKDTVYTKGRVMPVLKSPTIPFFDP
QIPKLTDLENLHLPLPLLQPLMQQVPQPIPQTLALPPQPLWSVPQPKVLPIPQQVV
PYPQRAVPVQALLLNQELLLNPTHQIYPVTQPLAPVHNPISV

La proteina bCSN humana presenté una secuencia de 211 aminoacidos y
un peso molecular de 25.38 kDa, que difiere del peso reportado para beta caseina
bovina (23.9 kDa) asi como del numero de aminoacidos (209). Por esta razén, se
realiz6 emparejamiento de las secuencias de ambas proteinas, utilizando la
herramienta electronica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del Centro
Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI), los resultados se muestran en

la figura 15. La linea en color rosa indica que al menos un rango de 80 a 200
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aminoacidos fueron alineados y comparados entre ellos para determinar

similitud de las proteinas, por lo que es altamente compatible.
Figura 15. Niamero de aminoacidos alineados entre la bCNS humana y bovina

Color Key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
Query W
1 40 20 120 160 200

La figura 16, muestra las secuencias y alineacion de aminoacidos de ambas

proteinas. La comparacion en las secuencias en la beta caseina bovina inicia en el

aminoé&cido 14, mientras que en la beta caseina humana inicia en el aminoacido

23, en estas posiciones ambas proteinas son alineadas y es posible compararlas.

Figura 16. Alineacion de la secuencia de aminoacidos de bCNS humana y bovina

Identidades Positivos Diferencia
100/186 (54%) 123/186 (66%) 2/186 (1%)

bCSNbovina 14  ITEYKQKVEKVKHEDQQQGEDEHQDKIYPSFQPQPLIYPFVEPIPYGFLPQNILPLAQ-P
Similitudes IT  +K+EK + E+QQQ EDE QDKI+P Q Q L#YPF PIP LPQNI PL Q P
bCSNhumana 23  ITRINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNS-LPQNIPPLTQTP

bCSNbovina 73  AVVLPVPQPEIMEVPKAKDTVYTKGRVMPVLKSPTIPFFDPQIPKLTDLENLHLPLPLLQ
Similitudes WP QPEHM VK K+ + K+ MP KP PF + Q LTD+ENLHLPLPLLQ
bCSN humana 82  VVVPPFLQPEVMGVSKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQ

bCSNbovina 133  PLMQQVPQPIPQTLALPPQPLWSVPQPKVLPIPQQVVPYPQRAVPVQALLLNQELLLNPT
Similitudes MQ QP+P T+ PPQ + S+ Q KVLP+PQ+ VPYPQR +P+QA LL QE +L P
bCSNhumana 142  SWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPV

bCSN bovina 193 HQIYPV 198
Similitudes +P+
bCSN humana 202 RGPFPI 207

132

141

192

201

El principal resultado obtenido es que s6lo existe un 54% de similitud entre

ambas proteinas. El 66% que corresponde al porcentaje positivo, se refiere a que

algunos aminoacidos de la beta caseina bovina podrian coincidir con la humana,

estos estan marcados con el signo + en la banda de “similitudes”. La diferencia

marcada como 2/186 indica que existen dos aminoacidos en la secuencia de la

proteina bovina que no estan presentes en la forma humana, estos estan

identificados con el signo -.
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VIIl. Discusion

La presente investigacion analizé principalmente el consumo de lacteos
aportados en la dieta de las mujeres en periodo de lactancia, como precursor de
BCM-7 bovina.

Los resultados muestran que el principal producto lacteo ingerido por las
mujeres es la leche entera, siendo el 84.8% de las participantes quien lo consume,
este resultado es superior al reportado por la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion 2012 (Rivera et al., 2012), donde el 45% de los adultos encuestados,
reportaron el consumo de este tipo de leche. La mayoria de la poblacion refirié
consumir productos lacteos, que contribuyd a cubrir con la ingesta diaria

recomendada para mujeres en periodo de lactancia en calcio y vitamina D.

El andlisis del perfil proteico de la leche materna, permiti6 obtener
informacion sobre la composicion de este fluido. La relacion suero:caseina
obtenida en este trabajo, fue de 69:31, siendo similar a reportadas en
investigaciones realizadas anteriormente. Kuns et al., (1990), con muestras de
leche materna madura de mujeres sanas residentes de California USA,
determinaron una relacion de suero:caseina de 65:35 en muestras de leche

materna 15 dias post parto, y de 60:40 en la lactancia tardia.

La abundancia relativa de las proteinas presentes en la leche materna
analizada en este trabajo son similares a los reportados por Velona et al., (1999),
siendo bCSN la proteina con mayor contenido en la leche materna madura con
una variacién de 2.7 a 5 g/L. Raiha (1985) obtuvo en su trabajo realizado una
abundancia relativa de la bCSN del 15% del total de proteinas contenidas en la
leche humana. La bCSN es una proteina de importancia nutricional al presentar un
patrén de aminodacidos equilibrados, aportando aminoacidos esenciales ademas
de calcio y fosfato (Raiha 1985). Los resultados obtenidos, eran esperados, ya que
las muestras analizadas correspondian a leche materna madura, por lo que existe
una mayor produccion y concentracion de bCSN en la glandula mamaria, debido al

incremento del volumen de leche producida.
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La leche materna present6 un contenido de alLA y lactoferrina en un 30.46%
y 19.25% respectivamente, lo cual contrasta con la cantidad encontrada en la
leche de vaca. La leche bovina presenta una concentracion de 0.6 a 1.7 g/L de
aLA y trazas de lactoferrina (0.02 a 0.1 g/L) (Farrell et al., 2004). En férmulas
infantiles enriquecidas, la concentracion de aLA llegan a presentar 20% de las
proteinas totales, sin embargo, las férmulas generales aportan aproximadamente
10% (Lien et al., 2003), mientras que las férmulas infantiles carecen de
lactoferrina, al ser una proteina que se encuentra en cantidades muy disminuidas,
mientras que en la leche materna existen cantidades de 1 — 2 g/L (Ballard et al.,
2013).

En el gel de electroforesis se detect6 la presencia de una proteina de 15
kDa de peso molecular. Se sospechaba que fuera bLG, ya que otras
investigaciones han mostrado una banda similar y la han relacionado con esta
proteina. Por lo que decidimos identificarla media la secuenciacion de la misma
por medio de cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masa, para
determinar el tipo de proteina que corresponde (datos no mostrados). El reporte
de la secuenciacién sugeria que las proteinas contenidas en la banda del gel
podrian ser; aLA (16.2 kDa), proteina inductora de prolactina (16.6), peptidil-
prolilcis-transisomerasa A (17.9), entre otras, sin embargo estas son las que
presentaban el peso molecular similar al que correspondia la banda de 15 kDa.
Estos datos no son del todo seguros, debido a que las condiciones en las que se
encontraba la banda analizada, resultd ser una muestra diluida y la cantidad de
proteina no fue suficiente para determinar con mayor seguridad, los tipos de
proteina que estaban contenidos en ella, sin embargo, en ninguna proteina
detectada en la banda analizada resultd presente bLG o péptidos derivados de

esta.

Con la finalidad de identificar si la bCSN humana podria ser precursor para
la formacién de BCM-7 bovina 6 si la secuencia de aminoacidos que conforman la
BCM-7 bovina estaba presente en la bCSN humana, se decidid secuenciar a esta

proteina. No se obtuvo ningun resultado positivo, por lo que no existieron
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secuencias idénticas de BCM-7 bovina sobre la cadena de aminoacidos que
conforman la bCSN humana. Se determin6 la homologia de las secuencias de
bCSN humana con bCSN bovina. En términos de igualdad entre estas proteinas,
s6lo corresponde el 54% a la similitud entre ellas. Este valor es semejante al
obtenido por Greenberg et al., (1983), donde reportaron que el 47% de las
secuencias eran iguales. La diferencia de los porcentajes, podria deberse a que
Greenber et al., inician la comparacion de la bCSN humana desde el aminoacido 1
de la cadena polipéptidica y en el nimero 10 para la variante bovina, mientras que
la alineacion realizada en este experimento inicia en el aminoacido 14 para la
variante bovina y 23 para la humana, excluyendo a los aminoacidos que
conforman a los péptidos sefal. La bCSN humana presentd una secuencia de 211

aminoéacidos y un peso molecular de 25.38 kDa.

Investigaciones realizadas, han nombrado a la bCSN humana contenida en
la leche materna como tipo A2. Esta variante de caseina se encuentra en la leche
de oveja, cabra y en ganado bovino Guernesey y jersey. Son nombradas del tipo
A2, por contener una prolina en las posiciones equivalentes de sus cadenas
(Lonnerdal et al., 1990, Provot et al., 1989), ademas de que este tipo de variante
de bCSN no produce BCM-7.

Algunos investigadores han reportado la presencia de BCM-7 bovina en
leche materna, atribuyendo su presencia a factores tales como: permeabilidad
intestinal aumentada, deficiencia en la eficacia de la enzima DPP |V, alteraciones

en la absorcién de la mucosa intestinal.

Existe una gran variabilidad en las mediciones de BCM-7 reportada en los
diferentes trabajos. Jarmolowska et al., (2007), encontraron una concentracion
media de 0.39 £ 0.07 pg/mL en muestras de leche materna obtenidas un mes post
parto, de mujeres sanas, mientras que Sidor et al. (2008) determinaron una
concentracion media de BCM-7 de 1.26 + 0.64 pg/ml en muestras de leche
humana de mujeres con historial de alergia (asma y alergia a las proteinas
bovinas), por otro lado, Kost et al., (2009) analizaron la presencia de BCM-7 en

suero de lactantes alimentos al seno materno con una media de 67 fmol/mL, que
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son concentraciones mas bajas a las reportadas en este estudio. Cabe mencionar
que estos autores mencionan Unicamente el término BCM-7 donde no se
especifica que Unicamente cuantificaron a los péptidos de origen bovino. Nuestra
metodologia permitié identificar concretamente a la BCM-7 bovina, ya que se
utilizaron estandares especificos para este péptido, con un tiempo de retencion de
2.81 £ 0.03 minutos.

El método utilizado en esta presentacion, permitié cuantificar los péptidos
que presentaran Unicamente el peso molecular similar al del estandar y no sélo los
que tuvieran el mismo tiempo de retencion, que es la metodologia que se utilizé en
otras investigaciones publicadas donde cuantificaron una mayor cantidad de BCM-
7 en muestras de leche materna, pudiendo sobreestimar el resultado, ademés de
no especificar el origen del péptido, humano o bovino.

Algunos grupos de investigacion han cuestionado la veracidad de los
efectos negativos atribuidos a la BCM-7. Uno de los argumentos que utilizan es
que la BCM-7 no puede atravesar la pared intestinal. Existen pocas
investigaciones relacionadas con el transporte celular de oligopéptidos de bCSN.
Shimidzu et al., (1997) en un estudio in vitro realizado utilizando células CaCo2,
demostraron que BCM-5 bovina (Tyr-Pro-Phe-Pro-Glu) puede pasar de la region
apical a basal, lo que sugiere que BCM-5 ingresa a la circulacién general. lwan et
al., (2008), utilizando BCM-7 humana (Tyr-Pro-Phe-Val-Glu-Pro-lle) demostré un
transporte eficaz de BCM-7 humana a través de la monocapa de células Caco-2
en presencia de la DPP V.

Otros autores que han estudiado péptidos bioactivos derivados de la bCSN como
Koch et al., (1988) sugieren que BCM-8 puede ser producida a partir de bCSN en
la glandula mamaria a partir de la bCSN humana. Un mecanismo propuesto es
que algunos componentes de la leche materna son liberados de la glandula
mamaria, y estan ligados a mecanismos regulatorios, que controlan las funciones
secretorias o proliferativas de la glandula mamaria. Se sugiere que la BCM-7

puede participar en la modulacién de funciones opiodes.
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En esta investigacion se demostré la presencia de BCM-7 bovina en leche
humana, con una técnica especifica que permitié detectar y cuantificar el péptido
mediante UPLC acoplado a espectrometro de masas, que no se habia utilizado en
alguna otra investigacion ya publicada. La concentracion del péptido encontrada
en las muestras analizadas en esta investigacion esta reportada en ng/mL que es

1000 veces menor a las registradas por Jarmoloska et al., (2007).

De acuerdo con nuestro estudio no existe diferencia significativa entre la
concentracion media de BCM-7 bovina en las muestras de leche materna madura
y los dias post parto en las que fueron obtenidas. Este resultado es similar al
reportado por Jarmoloska et al., (2007) y Sidor et al., (2008), quienes no
encontraron diferencia significativa entre las concentraciones de BCM-7 en
muestras obtenidas en el primer y cuarto mes post parto, por lo que la
concentracion del péptido se mantuvo constante, sin embargo ambos autores
encontraron un mayor contenido de BCM-7 en muestras de calostro en
comparacion con la leche materna madura, cabe mencionar que ambas
investigaciones no especifican si el péptido cuantificado en las muestras de leche
materna es de origen humano o bovino. Por otro lado tampoco se encontr
diferencia significativamente estadistica con respecto a la concentracién de BCM-7
bovina y el horario en el que las muestras fueron extraidas, sin embargo, existio
una tendencia a presentar mayor concentracion del péptido en las muestras de
leche que fueron obtenidas en el horario matutino. No existe evidencia cientifica
publicada si la concentracion de BCM-7 bovina en leche materna depende de hora
del dia en la que es extraida la leche, sin embargo un estudio realizado por Khan
et al.,, (2013), encontraron que la concentracion media de caseinas totales en la
leche materna fue de 3.4 g/L + 1.0, y que esta concentracion no fue afectada por
la frecuencia y duracion de la succion durante la alimentacién, cantidad de leche,

namero de tomas, asi como por la hora del dia (mafiana, tarde 6 noche).

El hallazgo mas importante de la investigacion, fue que la concentracién de
BCM-7 bovina en leche materna, se ve afectada por la ingestion total de proteinas

provenientes de productos lacteos. Las muestras de leche materna que
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presentaron mayor concentracion del péptido, corresponden a aquellas
participantes donde hubo un mayor consumo de proteinas lacteas. No existen
reportes cientificos publicados que asocien el consumo de proteinas lacteas con la
concentracion de BCM-7 bovina, sin embargo, la presente investigacion permitid
estimar la probabilidad de aumentar la concentracion de BCM-7 bovina si se
incrementa el consumo de proteinas lacteas. Por lo que su presencia en leche
materna puede deberse al consumo de lacteos durante la lactancia, aunado a una
posible permeabilidad intestinal aumentada en las mujeres, aumentando el riesgo
del desarrollo de pseudo alergias en el lactante alimentado al seno materno, asi
como las patologias a las que BCM-7 bovina se les ha relacionado. Se necesita
mayor investigacion y conocimiento del tema, para determinar cuanta es la
cantidad necesaria de BCM-7 bovina para ejercer efectos fisiolégicos negativos en
los lactantes, siendo esta investigacion el primer paso para modificar las guias de
alimentacion, donde se recomiende el consumo de productos lacteos que
contengan Unicamente bCSN A2, como una medida preventiva en aquellos casos
donde el infante presente pseudoalergia a la leche cuando es alimentado al seno

materno.
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IX. Conclusién

El trabajo realizado permiti6 el desarrollo de un método para la
cuantificacion especifica de BCM-7 bovina, lo que permitié confirmar la presencia

del péptido en muestras de leche materna madura.

Hubo una asociacion entre el consumo de productos lacteos y la

concentracion de BCM-7 bovina en leche materna madura.

En este trabajé existio 1.18 veces de probabilidad de aumentar la
concentracion de BCM-7 bovina, por cada 10 gramos de proteinas lacteas
ingeridas, por lo que es necesario continuar investigando para poder afirmar esta

informacion.

Obtuvimos la secuencia de la bCSN humana la cual conserva Unicamente
el 54% de homologia con respecto a la variante de bCSN bovina del tipo A2.
Algunos autores nombran a la bCSN humana como tipo A2, aun cuando la
semejanza entre ellas es baja. No obstante, al igual que la bCSN bovina A2, a
partir de la variante humana no es posible producir BCM-7 bovina, ya que no
existe una secuencia idéntica de este péptido en la cadena de aminoacidos que la

conforman, que potencialmente pudiera ser liberada durante su digestion.

Se identific6 una banda de proteina que otros autores han mencionado
pudiera ser bLG, sin embargo, mediante una secuenciacion de dicha proteina se

pudo descartar que esta fuera bLG.
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X. Limitaciones del estudio

En este estudio no fue posible obtener muestras de leche materna, de
mujeres que no consumieran lacteos y derivados durante el periodo de lactancia.
Estas muestras podrian haber funcionado como muestras control, donde se
esperaria no detectar o cuantificar BCM-7 bovina. De haber contado con este tipo
de muestras en el estudio, se pudiera haber esperado encontrar una diferencia
significativa en la concentracion del péptido y entre el grupo que consume lacteos
del que no lo hace. La concentracion de BCM-7 bovina, también podria haber
estado influenciada por el tipo de bCSN contenida en los productos lacteos, ya
que se desconocio si estos contenian del tipo Al, A2 o ambos. Algunos productos
pudiesen haber contenido una mayor proporcién de bCSN A2 y por lo tanto no
liberaron BCM-7 bovina. Otra caracteristica fisiolégica que puede alterar la
concentracion del péptido estudiado, es la permeabilidad intestinal, no se
realizaron pruebas para conocer como se encontraba la permeabilidad de las

participantes, ya que ellas se encontraban clinicamente sanas aparentemente.

Se sabe que la composicion de la leche materna es altamente variable, por
lo que la concentracion del péptido pudo haber sido afectada dependiendo del
momento en que la muestra fue obtenida, es decir, si la leche materna
correspondia a los primeros mililitros obtenidos de la extraccion, la cual se
caracteriza por mayor contenido en agua y proteinas o si la muestra se obtuvo al
final de la tetada, mayor concentracion de grasas. Las condiciones en que se
recolectaron las muestras no fueron las mimas para todas las participantes, por lo

gue esto pudo haber tenido influencia en la cantidad del péptido determinado.
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