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RESUMEN

La lactoferrina (LF) es una glicoproteina con propiedades antiinflamatorias, antioxidantes,
antitumorales y antimicrobianas, presente en alta concentracion en la leche humana. En el
infante, constituye un componente nutricional e inmunoldgico clave cuya concentracion varia
segun la etapa de lactancia, por lo que resulta relevante identificar los factores que influyen en
dicha variacion. El objetivo del estudio fue evaluar la concentracion de LF segun la etapa de
lactancia y analizar su asociacion con factores maternos, neonatales y socioeconémicos en una
comunidad periurbana de Lima Norte. Se realiz6 un estudio descriptivo, analitico, retrospectivo
y longitudinal, que incluyd 158 muestras de leche provenientes de 83 madres durante el primer
afio posparto: 39 muestras de leche de transicion (7—14 dias) y 119 de leche madura (2-12
meses). La concentracion de LF se determind mediante ELISA (Assaypro). En la leche de
transicion, la mediana fue de 6.52 (5.16-8.15) mg/mL, mientras que en la leche madura (>1
mes) la mediana global fue de 1.01 (0.80-1.57) mg/mL. Dentro de esta etapa, la concentracion
mostré una disminucion progresiva: 3.33 (3.05-4.36) mg/mL a los 2 meses, 3.27 (2.93-4.58)
mg/mL entre 3-5 meses, 2.56 (2.09-3.39) mg/mL entre 6-7 meses y 2.08 (1.43-3.31) mg/mL
entre 8-12 meses. En un subgrupo pareado de 22 madres, la LF disminuyd de 6.93 + 2.36
mg/mL en transicion a 3.55 + 0.96 mg/mL a los 2 meses, con reducciones >50% en el 40.9%.
Las madres adolescentes mostraron mayores concentraciones de LF en la leche de transicion
(8.4 £ 1.8 mg/mL) que madres jovenes (6.8 + 2.1) y adultas (7.2 £ 2.4 mg/mL), p = 0.04). En
la leche madura no se hallaron asociaciones significativas. Los resultados confirman la
disminucion progresiva de LF durante la lactancia y sugieren un efecto de la edad materna en
las concentraciones iniciales.

Palabras clave: lactoferrina, ELISA, concentracion, leche materna, posparto.



ABSTRACT

Lactoferrin (LF) is a glycoprotein with anti-inflammatory, antioxidant, antitumor, and
antimicrobial properties, present at high concentrations in human milk. In infants, it constitutes
a key nutritional and immunological component whose concentration varies according to the
stage of lactation; therefore, identifying the factors that influence this variation is of particular
relevance. The aim of this study was to evaluate LF concentration according to the stage of
lactation and to analyze its relationship with maternal, neonatal, and socioeconomic factors in
a peri-urban community of North Lima. A descriptive, analytical, retrospective, and
longitudinal study was conducted, including 158 milk samples from 83 mothers during the first
year postpartum: 39 samples of transitional milk (7—14 days) and 119 samples of mature milk
(2-12 months). LF concentration was determined using an ELISA assay (Assaypro). In
transitional milk, the median LF concentration was 6.52 (5.16-8.15) mg/mL, whereas in mature
milk (>1 month) the overall median was 1.01 (0.80-1.57) mg/mL. Within this stage, LF
concentration showed a progressive decline: 3.33 (3.05-4.36) mg/mL at 2 months, 3.27 (2.93-
4.58) mg/mL at 3-5 months, 2.56 (2.09-3.39) mg/mL at 6-7 months, and 2.08 (1.43-3.31)
mg/mL at 8-12 months. In a paired subgroup of 22 mothers, LF concentrations decreased from
6.93 + 2.36 mg/mL in transitional milk to 3.55 + 0.96 mg/mL at 2 months postpartum, with
reductions greater than 50% observed in 40.9% of cases. Adolescent mothers exhibited higher
LF concentrations in transitional milk (8.4 £ 1.8 mg/mL) compared with young adult (6.8 £ 2.1
mg/mL) and older adult mothers (7.2 £ 2.4 mg/mL) (p = 0.04). No statistically significant
relationships were identified in mature milk. These findings confirm the progressive decline of
LF during lactation and suggest an effect of maternal age on initial LF concentrations.

Keywords: lactoferrin, ELISA, concentration, human milk, postpartum



10

I. INTRODUCCION

La leche materna es reconocida como el alimento ideal requerido en el desarrollo y
crecimiento del infante, conteniendo entre sus componentes principales a la a-lactoalbimina,
B-caseina, inmunoglobulina A secretora (slgA), lactoferrina (LF), y lisozima (Montagne et al.,
1999). La concentracion de los biocomponentes proteicos de la leche materna tienen la
tendencia a decrecer a lo largo de los diferentes estados de produccion de leche materna, siendo
la leche calostro, que se produce del primer al quinto dia, la que presenta una alta concentracion
de biocomponentes, esta concentracion disminuye en la leche de transicion producida entre el
séptimo al catorceavo dia, mientras que la concentracion mas baja se presenta en la leche
madura producida después de los quince dias postparto (Ballard et al., 2013). De las proteinas
de leche materna, la LF es una de las mas abundantes en la leche y también presenta
concentraciones variables segun la etapa de produccién de leche materna (Yang al., 2018,
Mastromarino et al., 2014; Karav et al., 2017; Ronayne de Ferrer et al., 2000) ademas, entre
los mamiferos la leche materna humana es la que presenta mayor concentracion de LF.

La lactoferrina (LF) es una glicoproteina globular de 80 kDa perteneciente al grupo de
las transferrinas, producida por diversas glandulas exocrinas y distribuida en maltiples fluidos
corporales (Karav et al., 2017). Su alta afinidad por el hierro impide su disponibilidad para
diversas bacterias, limitando su crecimiento y proliferacién, lo que la convierte en un agente
bacteriostatico. Este efecto antimicrobiano se debe al secuestro de Fe**, que se une a estructuras
con carga negativa, afectando su integridad y funcién. Este mecanismo no solo se describe a
nivel tedrico, sino que ha sido ampliamente demostrado en diferentes modelos experimentales.
Diversos estudios han evidenciado su actividad frente a cultivos bacterianos de Escherichia
coli y Helicobacter pylori, asi como en cultivos celulares infectados con Legionella
pneumophila y Mycobacterium tuberculosis (Drago-Serrano et al., 2017). Ademas, su

actividad ha sido ampliamente documentada tanto in vitro como in vivo, evidenciando la
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inhibicion del crecimiento de bacterias Gram negativas y positivas. Incluso, se ha propuesto
que podria afectar cepas resistentes a antibioticos, como Listeria monocytogenes, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus (Ochoa & Cleary, 2009;
Rodriguez-Franco et al., 2005; Barreto et al., 2016).

Mas alla de su accién antimicrobiana, la LF desempefia un papel clave en la proteccion
del neonato contra infecciones y en el fortalecimiento del sistema inmunolégico. Contribuye
al equilibrio saludable de la microbiota intestinal, lo que la convierte en un componente
esencial de la leche materna (Ochoa & Vogel, 2021). La composicion fisicoquimica de la leche
materna varia a lo largo de su maduracion y puede verse influenciada por factores maternos y
socioecondémicos, particularmente por la alimentacion y el estado de salud de la madre
(Salamanca et al., 2019).

En este contexto, el presente estudio evalud la concentracién de LF en muestras de
leche materna de madres a término (> 37 semanas de gestacion), diferenciando entre leche de
transicion y leche madura. La cuantificacion de LF se realizd mediante la técnica de ELISA.
Ademas, en madres con mas de tres colectas (entre transicion y madura), se analizaron posibles
asociaciones entre la concentracion de LF y factores maternos, como la edad, la paridad y el
estado nutricional, asi como factores neonatales, incluyendo la edad gestacional, el sexo y el

peso al nacer.

1.1.  Descripcion y formulacion del problema

La LF esta relacionada a diversas funciones bioactivas ya sea actuando directamente
como un agente bioprotector o en la modulacion del sistema inmunolégico del neonato
(Czosnykowska-Lukacka et al., 2019). Ademas, se ha descrito que regula la actividad y
maduracion de diferentes células inmunes, contribuyendo a la respuesta defensiva temprana
del hospedero (Legrand et al., 2005). Por otro lado, su accion directa también ha sido

demostrada: el estudio realizado por Qiu et al. (1998) mostro que la LF atenua la patogenicidad
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de Haemophilus influenzae al inactivar la proteasa IgAl y la adhesina Hap las cuales son dos
de los principales factores esenciales para el proceso de colonizacion.

Otros estudios refuerzan el papel fundamental de la leche materna al comportarse como
agente terapéutico para la proteccion contra infecciones entéricas, en el estudio de Paredes et
al., 2017, se demostré que la LF aplicada a concentraciones fisiologicas, es capaz de eliminar
estadios infecciosos de esporozoitos del parasito protista intestinal Cryptosporidium parvum.
Ademas, en otro estudio la LF bovina ha mostrado su efecto protector al disminuir la actividad
invasiva de Salmonella entérica ser. Typhimurium en células HEp-2 que habian sido tratadas
previamente con LF bovina (Barreto et al., 2016).

Por otro lado, diversos estudios han evaluado la concentracion de LF en diferentes
poblaciones de madres en diferentes paises y durante las distintas etapas de la lactancia,
empleando métodos como ELISA, WESTERN BLOT y HPLC (Anexo 1). Encontrando
diferencias de las concentraciones de LF que podrian estar relacionadas con factores
socioecondémicos, maternos y neonatales (Salamanca et al., 2019; Turin et al. 2017
Mastromarino et al. 2014),

En Argentina, Ronayne de Ferrer et al. (2000) reportaron concentraciones elevadas de
LF en madres de prematuros (5.75 mg/mL en calostro; 4.59 mg/mL en leche madura), lo que
ha sido interpretado como una respuesta adaptativa ante la inmadurez inmunolégica neonatal.
Un comportamiento similar se observo en el Perl, donde un estudio en neonatos prematuros
(<37 semanas y <2000 g) atendidos en tres hospitales de Lima evidencié una disminucion
significativa de LF con el paso de los dias posparto. En muestras de una misma madre, la
concentracion media en calostro fue de 15.68 mg/mL, reduciéndose a 10.30 mg/mL en leche
madura al mes (Turin et al., 2017). Si bien este hallazgo coincide con lo descrito por ciertos
estudios que encontraron que en poblaciones prematuras tienen concentraciones iniciales de

LF suelen ser mas elevadas en comparacion con neonatos a término (Albenzio et al., 2016),
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esto podria ser debido a la mayor necesidad de proteccion inmunologica. Aun existe poca
informacion sobre como se comporta esta tendencia en madres de neonatos a término (> 37
semanas). Por ello, en el presente estudio se cuantificd la concentracion de LF en leche materna
dividida en dos grupos: leche de transicion y leche madura, en un analisis que abarca desde el
nacimiento hasta los doce meses posparto. Las concentraciones de LF se evaluaron mediante
una prueba ELISA y los resultados fueron relacionados con factores maternos, neonatales y

socioecondmicos.

1.2.  Antecedentes

La lactoferrina (LF) ha sido ampliamente estudiada por sus propiedades
antimicrobianas, inmunomoduladoras y su rol en la regulacion del hierro. Investigaciones in
vitro han demostrado su efecto bacteriostatico, inhibiendo el crecimiento de diversas bacterias
patdgenas (Legrand, 2012). Ademas, estudios en muestras bioldgicas han evaluado su impacto
en diferentes contextos clinicos, proporcionando evidencia de su importancia en la salud
humana.

Aparte de los estudios in vitro y en muestras bioldgicas, también se han realizado
ensayos clinicos para investigar los efectos de la lactoferrina en diversas condiciones clinicas,
particularmente en neonatos y nifios. Estas investigaciones han explorado su potencial en la
prevencion de infecciones, la modulacién del sistema inmunoldgico y el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales (Ochoa & Cleary, 2009). En el Perd, se han reportado varios
estudios realizados en el Instituto Especializado de Salud del Nifio (Lima) y el Hospital Belén
de lquitos. En Trujillo, un estudio evalud el efecto protector de LF, demostrando que un
suplemento de LF humana recombinante en una mezcla de solucion de rehidratacion oral a
base de polvo de arroz redujo significativamente la duracion de la diarrea en comparacion con

la solucion sin LF (Zavaleta et al., 2007).
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Ademas, diversos estudios han identificado factores socioecondémicos y geograficos
que influyen en las concentraciones de lactoferrina en la leche materna. Lonnerdal et al. (1976)
encontraron que en Suecia, las madres de estatus socioecondmico alto presentaban
concentraciones significativamente mayores de LF en comparacion con las madres de estatus
socioecondémico bajo, lo que sugiere que el nivel socioecondmico puede afectar la calidad de
la leche materna.

Por otro lado, Prentice et al. (1983) evaluaron la distribucion geogréafica y las
concentraciones de LF en diferentes etapas de lactancia. En zonas rurales de Gambia, las
concentraciones de LF en las primeras etapas de produccién de leche materna fueron mas altas
en 152 madres en comparacion con las madres de Cambridge. Sin embargo, la estimacion
estadistica de estos resultados fue limitada debido al numero insuficiente de muestras con alta

concentracion de LF en el grupo de Cambridge.

1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo principal

Determinar la concentracion de lactoferrina (LF) en leche de transicion y leche madura
colectadas durante el ler afio posparto de madres de Lima norte mediante la técnica de ELISA.
1.3.2. Objetivos secundarios

Evaluar las concentraciones de LF en muestras de leche de transicién y leche madura.

Comparar las concentraciones de LF entre las leches de transicion y leches maduras.

Analizar las concentraciones de LF en el tiempo en muestras de madres que tuvieron
mas de 2 muestras colectadas entre leche de transicion (7 — 14 dias) y madura (2, 3-5, 6-7 y

8-12) y relacionarlo con factores maternos, neonatales y socioeconomicos.
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1.4. Justificacion

La LF es una glicoproteina que muestra una alta capacidad como agente preventivo de
diversas enfermedades causadas por virus y bacterias patogénicas, gracias a su capacidad de
regular el sistema inmunitario de los neonatos. Su interaccién con neutrofilos, linfocitos y
macrofagos es fundamental como primera linea de defensa en un proceso infectivo.
(Rodriguez, Vazquez y Ramos, 2005).

Debido a sus propiedades inmunomodulatorias, la LF presente en la leche materna en
sus diferentes etapas desde el calostro hasta la leche madura, contribuyen con la proteccién del
recién nacido frente a diversas infecciones y enfermedades (Hernandez Pérez, J., 2020). Estas
caracteristicas han hecho deseable su aplicacion como un agente preventivo en la sepsis
neonatal (Young et al., 2021). Aunque su impacto directo en la prevencion no se ha elucidado,
se ha demostrado que la LF estimula la respuesta inmune adaptativa al incrementar la
produccién de anticuerpos especificos, fortaleciendo asi la inmunidad del neonato (Rivera,
2016).

Desde la perspectiva de salud, conocer las concentraciones de LF en la poblacién
peruana es fundamental, ya que podria ofrecer una comprension de sus beneficios en la salud
gastrointestinal infantil y fortalecer los mecanismos de respuesta inmunitaria del neonato, tal
como se ha observado en madres de neonatos prematuros, donde se reportan concentraciones
iniciales mas elevadas posiblemente relacionadas con el estado clinico del neonato. Ademas,
resulta necesario conocer si los factores como de ubicacion geografica, el nimero de
gestaciones de la madre, el nivel socioecondmico, el estado nutricional de la madre y la edad
gestacional pueden influir de manera significativa sobre la variacién en los niveles de
concentracion de LF que ocurre en las diferentes etapas de la lactancia en madres a término.

Desde una perspectiva social, este conocimiento contribuiria a la concienciacion

materna sobre la importancia de la leche materna como un recurso esencial para la salud del
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lactante. Promover la lactancia materna podria ser parte de una estrategia efectiva para reducir
el riesgo de infecciones, especialmente de tipo gastrointestinal, ademas de bacteremia que
puede complicarse y derivar en sepsis neonatal y otras enfermedades en la primera infancia,

reforzando asi su practica continua durante el periodo de lactancia.
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1. MARCO TEORICO
2.1. Bases Tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Leche materna

La leche materna es el estandar de referencia para la nutricion de los recién nacidos, ya
que proporciona una combinacion Unica de proteinas bioactivas, grasas, carbohidratos y
factores de crecimiento esenciales para el desarrollo infantil (Gudiel-Urbano & Gofii, 2001).
Entre estas proteinas, la lactoferrina (LF) juega un papel clave en la maduracién del sistema
inmunitario, protegiendo a los bebés contra infecciones causadas por bacterias y otros
microorganismos (Czosnykowska-Lukacka et al., 2019). Ademas, la leche materna contiene
inmunoglobulinas, principalmente IgA, asi como factores bioactivos, entre ellos lactobacilos,
que contribuyen al equilibrio de la microbiota intestinal y fortalecen la respuesta inmune del

neonato (Garcia, 2011).

Salazar et al. (2009) destacan que la leche materna es la opcién méas natural y adecuada
para la nutricién de los recién nacidos, resaltando su capacidad de favorecer un mejor desarrollo
cuando se suministra como Unica fuente de alimento. Ademas de su funcién como fuente
principal de nutricion en los primeros meses del neonato, la leche materna destaca por su alto
contenido en componentes bioactivos que contribuyen a proteger a los lactantes de distintas
enfermedades, disminuyendo asi la incidencia de morbilidad y mortalidad infantil,

especialmente por enfermedades diarreicas.

La leche es generada y secretada por las glandulas mamarias, la cual serd distinta
respecto a las necesidades del neonato diferenciandose en el calostro, leche de transicion y

leche madura (Garcia, 2011).



18

2.1.1.1. Etapas de la leche materna

Calostro. Es la primera secrecion de leche producida después del parto, contiene una
alta concentracion de compuestos bioactivos (Mosca et al., 2017) y dura hasta el quinto dia
post parto. Su aspecto suele ser de color amarillento debido a la presencia de [-carotenos
ademas de tener una textura densa y viscosa. Inicialmente, la produccion de calostro varia entre
2 'y 20 ml por dia, incrementando la produccién respecto a la demanda del neonato para

satisfacer su hambre (Garcia, 2011).

Leche de transicion. Es la leche de produccion intermedia entre el calostro y la leche
madura, produciéndose entre 5 a 10 dias. Esta leche va a apareciendo a medida que el calostro
se va retirando, por lo cual va cambiando del color amarillento a blanco cremoso y su
consistencia es mas liquida. La composicion nutricional varia, disminuyendo la cantidad de
proteinas y factores inmunoldgicos que se veian al inicio de la lactancia; aumenta el contenido
de grasas, vitaminas, minerales y mantiene la variedad de compuestos bioactivos que

desempefian un papel protector para el recién nacido.

La produccién de leche en esta etapa alcanza los 660 ml/dia al dia 15 de vida del bebé

(Garcia, 2011).

Leche madura. Es la leche producida en la etapa final de leche materna, iniciando
alrededor del dia 15 posparto dando fin a la etapa de transicion teniendo una duracion de varios
meses acorde a las necesidades de alimentacion del bebé, llegando a producirse 750 ml/dia de
leche. La composicion nutricional es mas equilibrada combinando proteinas, carbohidratos,
grasas, vitaminas y minerales necesarias paras el crecimiento del bebé ademas de aun mantener

componentes inmunoldgicos que lo protegen antes diversas infecciones (Garcia, 2011).
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2.1.1.2. Composicion quimica

Carbohidratos. Yeong et al., (2020) menciona que los carbohidratos son los
macronutrientes mas importantes que contiene la leche materna humanay que por lo tanto son
de gran importancia en la nutricion del neonato, debido a que tiene un rol fundamental en la
funcion fisioldgica del tracto gastrointestinal al mantener y regular la microbiota intestinal

desde el nacimiento y primera etapa del desarrollo del neonato.

El principal carbohidrato constitutivo y el mas abundante en la leche es la lactosa con
una concentracion en la leche materna humana de 6.7 g/100 mL que supera en concentracion
a otras especies de mamiferos. La funcion principal consiste en facilitar la absorcién de calcio
e intervenir en la formaciéon de una flora intestinal saludable (Martin et al., 2016). Otros
carbohidratos importantes de la leche materna son los oligosacéridos que son abundantes en el
calostro con una concentracion de 15 a 23 mg/mL disminuyendo en la leche madura a un rango
de 1 a 10 mg/mL. Estos oligosacaridos son probidticos que promueven el desarrollo de
bacterias beneficiosas en el intestino del neonato, por lo que son importantes para el desarrollo

de las mucosas y también para funciones inmunes sistémicas (Mosca et al., 2017).

Lipidos. Constituyen la principal fuente de energia esencial para el desarrollo y
crecimiento del neonato, desempefiando un papel esencial en su metabolismo y maduracion.
Estos compuestos incluyen nutrientes esenciales como &cidos grasos poliinsaturados, vitaminas
liposolubles, lipidos complejos y compuestos bioactivos como acidos grasos de cadena larga
gue son necesarios para el desarrollo temprano (Mosca et al., 2017). El principal componente
lipidico de la leche materna son los triglicéridos, seguidos por los fosfolipidos y colesterol
(Subillén et al., 1997). Dentro de los acidos grasos poliinsaturados presentes en la leche

materna destacan el acido linoleico y el decosahexanico (DHA), los cuales han sido
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ampliamente estudiados por su rol en la formacidén y maduracion del sistema nervioso central,

favoreciendo el desarrollo cognitivo y visual del lactante (Brunser Tesarschi, Oscar., 2019).

Proteinas. Se compone principalmente de suero, caseina y diferentes proteinas y
péptidos, siendo esenciales para el crecimiento del recién nacido. La caseina incluye o, p y K
—caseina (Mosca et al., 2017), dandole un aporte del 40% del aporte total proteico (Hernandez,
2020). La proporcion suero-caseina en calostro es de 90:10, lo cual es considerada alta. Sin
embargo, la proporcion en leche madura es de 60:40 siendo mas baja que el calostro (Yeong et
al., 2020). Las principales proteinas presentes en el suero de la leche son la alfa-lactoalbumina,
LF, lisozima y IgA secretora dandole el 60% del aporte total proteico. La LF es una de las
proteinas mas abundantes y desempefia un papel importante antibacteriano y antiviral, dandole

asi una inmunidad al recién nacido (Kell et al., 2020).

2.1.2. Lactoferrina

La LF es una glicoproteina con afinidad al hierro, La concentracion mas alta de LF en
el humano es en la leche materna, aunque también se encuentra en varios fluidos secretados

por el cuerpo humano (Leon-Sicairos et al., 2012).

La LF tiene un peso molecular aproximadamente de 80 kDa, consta de 689 aminoacidos
y se desnaturaliza a temperaturas superiores entre 80° - 90° C. En la actualidad se le conoce
como una proteina multipotente por sus efectos multifacéticos (Kowalczyk et al., 2022). La
concentracion es muy variable y eso va a depender de la etapa de lactancia, generalmente el
calostro tiene una concentracion alta con respecto a la leche de transicion y leche madura,
encontrandose con valores aproximados de 17.7 mg/mL, 13.3 mg/mL y 11.3 mg/mL
respectivamente (Soyyilmaz et al., 2021). Esta proteina posee propiedades inhibitorias en el
crecimiento bacteriano, cumpliendo una funcién clave en la proteccion del recién nacido frente

infecciones gastrointestinales (Baro et al., 2001).
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I1l. METODO

3.1. Tipo de investigacion

El presente estudio corresponde a un disefio descriptivo, analitico, retrospectivo y
longitudinal. Es descriptivo, porque permite caracterizar la concentracion de lactoferrina (LF)
en la leche materna; analitico, al evaluar la relacion de dicha concentracion con factores
maternos, neonatales y socioecondémicos; retrospectivo, dado que se utilizaron muestras
previamente recolectadas; y longitudinal, porque un subgrupo de madres aporté méas de una

muestra en diferentes momentos del periodo de lactancia.
3.2.  Ambito temporal y espacial

El estudio se desarrollo a partir del mes de marzo del afio 2024 a febrero del afio 2025,
en el laboratorio de a Unidad de Investigacion en Infectologia Pediatrica (InfectoPed) del
Instituto de Medicina Tropical Alexander von Humboldt (IMTAvVH) asi como en los
Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

(UPCH), ubicado en el distrito de San Martin de Porres del departamento de Lima, Peru.

3.3.  Descripcion de variables

Variable dependiente

Concentracion de LF en leche humana: Es una variable de tipo cuantitativa y escala
continua, debido a que se obtuvo un valor numérico expresado en mg/ml. Los valores de esta
variable fueron obtenidos por intrapolacion de una curva de concentracion conocida de LF
(Controles) por la técnica de ELISA.

Variables independientes

Estadio de la leche: Es una variable de tipo cualitativo y de escala dicotomica nominal,

cuyas categorias son leche de transicion y leche madura.
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Factores maternos: Edad materna (Tipo: Cuantitativo, Escala: Continuo), edad
gestacional (Tipo: Cuantitativo, Escala: Continuo), niUmero de gestaciones (Tipo: Cuantitativo
discreto, Escala: Ordinal), tipo de parto (Tipo: Cualitativo, Escala: Dicotomico) e indice de
masa corporal -IMC- (Tipo: Cuantitativo, Escala: Continuo; analizado como Politdmico
ordinal).

Factores neonatales: Peso al nacer (Tipo: Cuantitativo, Escala: Continuo), talla al nacer
(Tipo: Cuantitativo, Escala: Continuo) y género (Tipo: Cualitativo, Escala: Dicotomica).

Factores socioeconomicos: Habitantes por vivienda (Tipo: Cuantitativo discreto,
Escala: Ordinal), servicios basicos (Tipo: Cualitativo, Escala: Dicotomica), area (Tipo:
Cualitativo, Escala: Dicotomica), nacionalidad (Tipo: Cualitativo, Escala: Politomica) y
canasta béasica de alimentos (Tipo: Cualitativo, Escala: Dicotomica).

3.4. Poblacion y muestra

Las muestras de leche materna procesadas y analizadas de este trabajo fueron
previamente colectadas y almacenadas a — 70 "C por el proyecto de investigacién multicéntrico
observacional: Microbioma de infantes y leche materna y su respuesta a la vacuna oral de
Rotavirus en multiples localidades geograficas (Nombre corto: Estudio Microbioma rotavirus,
registro UPCH - SIDISI: 205022). En el Perq, en el distrito de Independencia - Tahuantinsuyo,
se enrold a 200 pares de madre e infante y se siguieron durante un afio, de los cuales solo 110
culminaron el estudio. Este estudio fue realizado bajo la consideracion de que las madres fueran
mayores de edad, a término o no prematuras (> 37 semanas de gestacion), y se llevé a cabo en
el afio 2021. Las madres proporcionaron muestras de leche en las diferentes etapas de lactancia:
leche de calostro (colectada entre los 0 y 6 dias posparto), leche de transicion (entre los 7 y 14
dias posparto) y leche madura (colectada cada dos meses a partir de los 2 meses, a los 12 meses

posparto).
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Para este estudio (Registro SIDISI: 213718) se emplearon las muestras de 83
participantes de las que se contabilizaron y procesaron en total 158 muestras de leche materna.

Las muestras de las participantes seleccionadas presentaron el siguiente criterio de seleccion:
3.4.1. Criterios de Inclusion:

Participantes del Estudio Microbioma rotavirus que autorizaron la utilizacion de sus
fluidos corporales, informacién personal y datos de sus neonatos en estudios secundarios.
Participantes que aceptaron ser contactadas para la utilizacion de sus muestras, al igual que sus

datos para el presente estudio.
3.4.2. Criterios de Exclusion:

Participantes que no aceptaron ser contactadas para solicitar el uso de sus muestras y
datos en estudios secundarios.
3.5. Instrumentos

Para la recoleccién de las variables del presente estudio se utilizé una base de datos
secundaria en formato Microsoft Excel, proveniente del proyecto de investigacion
“Microbioma de infantes y leche materna y su respuesta a la vacuna oral de Rotavirus en
multiples localidades geograficas” (nombre corto: Estudio Microbioma rotavirus; Registro
UPCH - SIDISI: 205022).

En el estudio original, la informacion fue recolectada mediante una ficha estructurada
de recoleccién de datos, disefiada para registrar de manera sistematica variables maternas,
neonatales y socioeconémicas de los participantes. Dicho instrumento fue aprobado por el
Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia,
en el marco del estudio principal.

La informacidn recolectada fue posteriormente digitalizada y organizada en una base

de datos electrénica. En el presente estudio, se realizd un proceso de seleccion, depuracion,
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verificacion y codificacion de las variables de interés. Finalmente, se construyd una matriz de
datos analitica para la evaluacion de la concentracién de lactoferrina en leche materna y su
relacion con los factores en estudio.

Procedimientos
3.6.1. Procesamiento de leche materna para obtencion de suero

Para la obtencion del suero de leche materna, las alicuotas seleccionadas se
descongelaron y se sometieron a dos centrifugaciones diferenciales, la primera centrifugacion
a 1200 xg por 15 min a 4°C, del cual se separé la primera fraccion acuosa que se extrajo con
una jeringa, esta primera fraccidn acuosa se sometio a una segunda centrifugacion a 3000 xg
por 15 min a 4°C del cual se obtuvo la segunda fraccion acuosa (suero) que se almaceno a -
70° C hasta el momento de la determinacion de LF (Stafford et al, 2023; Valcarce et al, 2021;
Hernandez Pérez, J., 2020) (Anexo D).
3.6.2. Medicion de la concentracion de Lactoferrina

La evaluacion de la concentracion de LF se realiz6 empleando el Kit Human Lactoferrin
ELISA (Assaypro, EE. UU.) disponible comercialmente y el protocolo de trabajo, las
diluciones de las muestras y los controles/estandares fueron de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Para la medicion de la concentracion de la LF, se estandarizo
la dilucién de trabajo considerando los rangos de 1:100 000 a 1: 400 000, para muestras de
suero de leche madura y transicional, respectivamente. Sin embargo, debido a que las
concentraciones obtenidas superaban el rango de cuantificacion de la curva estandar, se ajustd
la dilucion final de trabajo a 1:800 000, permitiendo obtener lecturas dentro del rango del
ensayo.

Para el procedimiento del ELISA se prepararon las soluciones de trabajo a temperatura

ambiente (20 — 25 °C) antes de usar. Las muestras y los controles fueron analizados por
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duplicado y en diluciones seriadas (factor 1:2), de esta forma el control va de 20 ng/mL hasta
0.313 ng/mL.

El protocolo de trabajo del ELISA fue de anadir 50 pul del estandar de lactoferrina
humana (Utilizado para comparar las concentraciones de lactoferrina en las muestras) o de cada
una de las muestras diluidas por pocillo, y se dejo incubar durante dos (2) horas. Luego de la
incubacion, se retird la muestra y los pocillos fueron lavados con solucion de tampdn de lavado
1X (Utilizada para eliminar componentes no especificos o no unidos). Posteriormente, se
agreg6 50 ul de anticuerpo de lactoferrina humana biotinilada 1X (Se une especificamente a la
lactoferrina en la muestra) por pocillo, y se dejo incubar durante una (1) hora. Después de
retirar la solucion del anticuerpo y realizar el lavado, se afiadié 50 pl de conjugado SP 1X (Se
une al anticuerpo y contiene una enzima o un fluoréforo) por cada pocillo, y se incub6 durante
treinta (30) minutos. Tras retirar el conjugado, se procedi6 a lavar nuevamente, para finalmente
agregar 50 pul de sustrato cromégeno 1X (Reacciona con el conjugado y produce un cambio de
color visible) a cada pocillo, y se dejé incubar durante quince (15) minutos. Al término de la
incubacion, se afiadio 50 pl de solucion de parada 1X (Detiene la reaccion al inhibir la actividad
enzimatica) a cada pocillo para detener la reaccion. Las reacciones de ELISA fueron medidas
en el lector de microplacas Synergy H1m (BioTek Instruments, EE.UU.) a una longitud de
onda de 450 nm. Se reevaluaron las muestras que presentaron una gran variacion con respecto
a su duplicado o cuando la muestra estaba muy concentrada e interferia con la lectura (Anexo

E).

3.6.3. Determinacién de concentracion de Lactoferrina

La concentracion de LF se determind a partir del promedio de los duplicados de cada
muestra. Los datos fueron procesados en el software MyAssays.com Version R10.2

(https://www.myassays.com/), el cual genera automaticamente la curva estandar basada en un

modelo logistico de cuatro parametros (4PL). Las lecturas de absorbancia obtenidas a 450 nm


https://www.myassays.com/
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con el lector de microplacas Synergy H1m se interpolaron dentro de esta curva, utilizando las
concentraciones conocidas de los estandares como referencia. Este procedimiento permitid
validar el ajuste del ensayo y obtener las concentraciones finales de lactoferrina expresadas en

mg/mL (Anexo F).

3.7.  Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa R version 4.3.2. Para la
descripcion inicial de los datos se calcularon medidas de tendencia central y dispersion,
incluyendo la mediana, el rango intercuartilico (RIC) y los intervalos de confianza al 95%
(1C95%). La concentracion de lactoferrina (LF) segun los dias posparto y las diferentes etapas
de lactancia se representd mediante graficos de dispersion y diagramas de caja y bigotes.

Para la leche madura, la “mediana global” se obtuvo previamente calculando un
promedio individual por madre, considerando todas las muestras disponibles dentro de esta
etapa. Es decir, si una madre contaba con mediciones en distintos periodos, estas se sumaron y
dividieron entre el nimero de muestras para obtener un Unico valor representativo.
Posteriormente, dichos promedios individuales fueron utilizados para calcular la mediana y el
RIC globales del conjunto de madres con al menos una muestra de leche madura.

Para comparar la concentracion de LF entre leche de transicion y leche madura, asi
como entre periodos dentro de la etapa madura, se emplearon pruebas t de Student para
muestras independientes o pareadas, segun correspondia. Asimismo, se utilizé un andlisis de
varianza (ANOVA) para evaluar diferencias en la concentracion de LF entre categorias con
mas de dos niveles, como el indice de masa corporal (IMC), los rangos de edad materna, la
talla al nacer y el nimero de habitantes por vivienda. Todas las pruebas se realizaron con un

nivel de significancia estadistica de p < 0.05.
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3.8. Consideraciones Eticas

El presente estudio fue registrado en la UPCH con cddigo SIDISI 213718 y cuenta con
la aprobacion de revision expedita por el comité de ética de la UPCH (Anexo A). Las muestras
utilizadas corresponden a un estudio previo (SIDISI 205022), en el cual las participantes
otorgaron consentimiento informado para la recoleccion y almacenamiento de sus muestras
bioldgicas. De acuerdo con el protocolo original, solo se considero para este analisis secundario
a las madres que autorizaron ser recontactadas. A estas participantes se les brind6 nuevamente
informacion sobre los objetivos del presente estudio y otorgaron su autorizacion mediante
consentimiento verbal, conforme a lo aprobado por el Comité Institucional de Etica. La
documentacion correspondiente al proceso de recontacto y reconsentimiento se adjunta en el
Anexo B.

El desarrollo del estudio ha cumplido con las normas éticas y recomendaciones
descritas en la Declaracién de Helsinki para la proteccién de los derechos de los participantes
en estudios de investigacion, los cuales para este estudio los identificadores de los datos se

mantuvieron en reserva y codificados (World Medical Association, 2009).
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IV. RESULTADOS

Se incluyeron un total de 83 madres provenientes de Lima Norte, quienes aportaron 158
muestras de leche materna durante el primer afio posparto. De estas madres, 31 (37.3%)
proporcionaron una sola muestra 'y 52 (62.7%) entregaron dos o0 mas muestras a lo largo del
tiempo (evaluacion longitudinal). En cuanto a la etapa de lactancia, se registraron 39 muestras
de leche de transicion (7-14 dias) y 119 muestras de leche madura (2 a 12 meses). No se
contaron con muestras de calostro disponibles (dado los volumenes pequefios se utilizo la
totalidad para el estudio madre). Dentro de la leche madura, las muestras se distribuyeron en
53 a los 2 meses £15 dias, 9 entre 3-5 meses +15 dias, 39 entre 6-7 meses £15 dias y 18 entre

8-12 meses £15 dias. En total, 33 madres aportaron muestras en ambas etapas de lactancia.

Caracteristicas maternas

La edad materna presentd una media de 27.7 + 5.9 afios y se clasificd en tres rangos:
<19 afos (9.6%), 20-30 afios (60.2%) y >31 afios (30.1%). Esta categorizacién corresponde a
grupos etarios habitualmente empleados en estudios perinatales (adolescentes, adultas jovenes
y adultas mayores). Por su parte, la edad gestacional tuvo una media de 38.8 + 1.0 semanas,

con una distribucion de 37-38 semanas (37.3%) y 39-41 semanas (62.7%) (Tabla 1).

Respecto al nUmero de gestaciones, el 16.9% de las madres tuvo una sola gestacion, el
43.4% tuvo dos, y el 39.8% presentd tres 0 mas. En cuanto al tipo de parto, predomind el
vaginal en el 92.8% de los casos, mientras que el 7.2% fueron cesareas. El indice de masa
corporal (IMC) pregestacional presenté una media de 26.1 + 5.0 kg/mz2, con distribucion de
2.4% en bajo peso (<18.5), 44.6% en peso normal (18.5-24.9), 33.7% en sobrepeso (25-29.9)

y 19.3% en obesidad (>30) (Tabla 1).

Caracteristicas neonatales

El sexo del recién nacido se distribuyo en 51.8% masculino y 48.2% femenino. El peso

al nacer presentd una media de 3.3 + 0.4 kg, clasificado como normal (2.5-3.5 kg) en el 72.3%
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de los casos y alto (>3.5 kg) en el 27.7%; no se registraron recién nacidos con bajo peso (<2.5
kg). La talla al nacer tuvo una media de 49.1 £ 1.4 cm, distribuyéndose en <48 cm (15.7%),

48-50 cm (67.5%) y >50 cm (16.9%) (Tabla 1).

Caracteristicas socioeconémicas

En cuanto al nivel educativo, la categoria predominante fue secundaria (50.6%),
seguida de superior (18.1%), primaria (16.9%) y no especificado (14.5%). Todas las madres
participantes residian en zonas urbanas. La mayoria fueron peruanas (89.2%), mientras que el

10.8% eran venezolanas.

En relacion con los servicios basicos, el 90.4% report6 contar con agua y desagle en
sus viviendas. Respecto al nimero de habitantes por hogar, el 67.5% vivia con 0-2 personas
adicionales, el 19.3% con 3-4 personas, y el 13.3% con cinco 0 méas. En cuanto a la cobertura
de la canasta basica de alimentos, el 50.6% de los hogares refirid no cubrirla, mientras que el
49.4% indico que si lograba cubrirla (Tabla 1).

Tabla 1

Caracteristicas maternas, neonatales y socioeconémica.

Caracteristica categoria n =83 n (%)

Edad de la madre (afios)

<19 (Adolescentes) 8 9.64

20 — 30 (Adultas jévenes) 50 60.24

> 31 (Adultas mayores) 25 30.12
Edad gestacional (semanas)

37 - 38 (Término temprano) 31 37.35

39 — 41 (Término completo) 52 62.65

Numero de gestaciones

1 gestacion 14 16.87




30

2 gestaciones 36 43.37

> 3 gestaciones 33 39.76
Tipo de parto

Vaginal 77 92.77

Cesérea 6 7.23
IMC pre-gestacional (Kg/m?)

< 18.5 (bajo peso) 2 241

18.5 - 24.9 (normal) 37 44.58

25 —29.9 (sobrepeso) 28 33.73

> 30 (obesidad) 16 19.28
Educacion de la madre

Educacion Primaria 14 16.90

Educacion Secundaria 42 50.60

Educacion superior 15 18.10

No especificado 12 14.50
Género del nifio

Femenino 40 48.19

Masculino 43 51.81
Peso al nacer (kg)

2.5 -3.5 (normal) 60 72.29

> 3.5 (alto peso) 23 27.71
Talla al nacer (cm)

<48 13 15.66

48 - 50 56 67.47

>50 14 16.87
Nacionalidad

Peru 74 89.16

Venezuela 9 10.84

Agua y desague
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Si 75 90.36

No 8 9.64
Habitantes por vivienda

0-2 56 67.47

3-4 16 19.28

>5 11 13.25
Canasta bésica de alimentos

Si cubre 41 49.40

No cubre 42 50.60

Nota. n = nimero de participantes; IMC = indice de masa corporal. Los datos se presentan
como frecuencias y porcentajes (%). Clasificacion del IMC pregestacional segin la

Organizacion Mundial de la Salud.

Concentracion de lactoferrina segun el tiempo de lactancia

La concentracion de lactoferrina (LF) mostrd una disminucidn progresiva en el tiempo
(Figura 1A). En la leche de transicion (7-14 dias), la mediana fue de 6.52 mg/mL (RIC: 5.16—
8.15). En la leche madura (>1 mes posparto), la mediana global fue de 1.01 mg/mL (RIC: 0.80—
1.57). Los valores especificos por periodo dentro de la etapa madura fueron de 3.33 mg/mL
(RIC: 3.05-4.36) a los 2 meses £15 dias, 3.27 mg/mL (RIC: 2.93-4.58) entre 3-5 meses +15
dias, 2.56 mg/mL (RIC: 2.09-3.39) entre 6-7 meses £15 dias, y 2.08 mg/mL (RIC: 1.43-3.31)
entre 8-12 meses +15 dias. Las diferencias entre leche de transicion y madura fueron
estadisticamente significativas (p < 0.0001), asi como entre los periodos de 6-7 meses y 8-12

meses (p = 0.00036) (Figura 1B, Tabla 2).
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Distribucién de la concentracion de lactoferrina segun los dias posparto y las etapas de

lactancia en muestras de leche materna (n = 158).
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Tabla 2

Concentracion de lactoferrina (mg/ml) en leche de transicion y madura en diferentes periodos
posparto por, n=158.

Concentracion de lactoferrina (mg/mL)
Tipo de leche N

Mediana (RIC) IC 95% Min Max

Leche de transicion (7-14 dias) 39 6.52 (5.16 - 8.15) 6.4-7.6 3.15 115

Leche madura (2m +15d) 53 3.33(3.05-4.36) 3.5-4.0 217 5.94
Leche madura (3 - 5m £15d) 9 3.27 (2.93- 4.58) 2.6-4.7 1.43 5.11
Leche madura (6 - 7m £15d) 39 2.56 (2.09 - 3.39) 25-3.1 0.88 4.98
Leche madura (8 - 12m +15d) 18 2.08 (1.43-3.31) 1.7-2.9 0.43 4.08

Nota. RIC = rango intercuartilico; IC 95% = intervalo de confianza del 95%. La concentracion

de lactoferrina se expresa en mg/mL.

Seguimiento longitudinal de la lactoferrina en madres con multiples muestras

En 32 madres con un total de 127 muestras, se observo una disminucion progresiva en
la concentracion de lactoferrina desde la etapa de transicion (6.52 mg/mL; RIC: 5.16-8.15)
hacia los diferentes periodos de leche madura: 3.33 mg/mL (RIC: 3.05-4.36) a los 2 meses,
3.27 mg/mL (RIC: 2.93-4.58) a los 3-5 meses, 2.56 mg/mL (RIC: 2.09-3.39) a los 6—7 meses
y 2.08 mg/mL (RIC: 1.43-3.31) a los 8-12 meses. Esta tendencia descendente fue
estadisticamente significativa y se mantuvo de manera consistente en practicamente todas las

madres evaluadas (Figura 2).

Adicionalmente, la comparacion entre la leche de transicion (714 dias) y la leche
madura a los 2 meses =15 dias mediante un analisis de t-student mostro valores

significativamente més altos en la primera (p < 0.001) (Figura 3).
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Concentracion de lactoferrina (mg/mL) en leche de transicién y madura en madres con

seguimiento longitudinal (n = 126 muestras pareadas de 32 madres).
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Comparacion de la concentracion de lactoferrina entre leche de transicion (n=39) y madura
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Nota. Los puntos representan valores individuales y las cajas indican mediana y rango

intercuartilico.

Seguimiento pareado de la concentracion de lactoferrina desde la etapa de

transicion a madura

En el andlisis de 22 madres con muestras pareadas (44 en total), la concentracion de
lactoferrina fue significativamente mayor en la leche de transicion (7.71 + 2.27 mg/mL;
mediana: 7.28; rango: 4.15-11.49) en comparacion con la leche madura (3.76 + 1.06 mg/mL;

mediana: 3.42; rango: 2.17-5.57) (p = 5.5e-07). (Figura 4).
Figura 4

Concentracion de lactoferrina (mg/mL) en leche de transicién y madura en madres con

seguimiento longitudinal (n = 44 muestras pareadas de 22 madres).
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Nota. Las lineas conectan muestras pareadas de una misma madre; prueba t de Student pareada.

Al evaluar el descenso de la concentracion de lactoferrina, se observé que el 59.1% de
las madres presentd una disminucion <50%, con valores promedio de 5.70 £ 1.61 mg/mL en

leche de transicion (1C95%: 4.73-6.68) y 3.87 £ 1.06 mg/mL en leche madura (1C95%: 3.23—
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4.51), lo que se interpreta como una caida leve y sostenida. En contraste, el 40.9% mostr6 una
disminucion >50%, con valores de 8.70 + 2.18 mg/mL en transicion (1C95%: 7.00-10.4) y 3.08
+0.58 mg/mL en madura (IC95%: 2.63-3.52), reflejando una alta concentracion inicial seguida
de una caida marcada (Tabla 3).

Tabla 3

Cambios en la concentracion de lactoferrina desde la etapa de transicion a madura, segun

porcentaje de disminucion (n = 44 muestras pareadas de 22 madres).

Grupo de Lf Transicién (media  Lf Madura (media
n (%) Interpretacion
Disminucion + DE) + DE)
<50% de 13 570+1.61 3.87 £1.06 Caida leve y sostenida
disminucién (59.1%) (1C95%: 4.73-6.68) (1C95%: 3.23-4.51)
>50% de 9 (40.9%) 8.70 £2.18 3.08 £ 0.58 Alta concentracion inicial, caida
disminucién (1C95%: 7.0 — 10.4) (1C95%: 2.63-3.52) marcada

Nota. DE = desviacion estandar; 1C 95% = intervalo de confianza del 95%; n = nimero de

muestras.

Comparacién por subgrupos maternos y neonatales segun etapa de lactancia

En el andlisis de subgrupos maternos, neonatales y del hogar (Tabla 4), se identificaron
diferencias significativas Unicamente en la leche de transicion (n = 39). Las madres
adolescentes (<19 afios) presentaron concentraciones de lactoferrina de 8,4 + 1,8 mg/mL,
superiores a las de adultas jovenes (20-30 afios: 6,8 + 2,1 mg/mL) y adultas mayores (>31
afios: 7,2 + 2,4 mg/mL) (p = 0,04). En los demas subgrupos evaluados no se observaron
diferencias significativas en esta etapa (p > 0,05). En contraste, en la leche madura (n = 53) no
se registraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05), aunque se observaron

tendencias hacia concentraciones mayores en madres con parto por cesarea (4,2 £ 1,08 mg/mL)
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respecto a parto vaginal (3,8 £ 1,10 mg/mL), en las de peso normal (4,1 + 1,0 mg/mL) frente a
obesidad (3,1 £ 0,8 mg/mL) y en hogares sin cobertura de canasta bésica (4,0 £ 1,3 mg/mL) en
comparacion con los que si la cubrian (3,6 + 0,9 mg/mL) (Tabla 4).

Tabla 4

Concentracion de lactoferrina segln caracteristicas maternas, neonatales y socioeconémicas.

Caracteristicas Concentracion de lactoferrina
Categorias n=39 Leche transicion p n=  Leche madura p
Edad de la madre (afios) +DE 53 *DE
<19 (Adolescentes) 3 8.4+1.80 0.042 5 3.8+1.08 0.272
20 - 30 (Adultas 26 6.8+2.10 32 3.9+1.03
jovenes)
2 31 (Adultas 10 7.2+2.40 16 3.3+0.96
mayores)
Edad gestacional
(semanas)
37 - 38 (Término 15 7.27£1.93 0212 17 3.9+1.03 0.95¢%
temprano)
39 - 41 (Término 24 6.86 £ 2.32 36 3.9+0.96
completo)
Numero de gestaciones
1 gestacion 4 8.42£2.43 0.09¢ 11 3.6+0.85 0.78¢2
2 gestaciones 21 6.54+1.73 20 3.8+£1.08
> 3 gestaciones 14 7.33+£2.49 22 3.7+£1.12
Tipo de parto
Vaginal 37 7.07£2.22 0.32° 49 3.8+1.08 0.41°
Cesarea 2 6.02+1.12 4 4.2+1.38
IMC  pre-gestacional
(Kg/m?)
18.5-24.9 (normal) 19 6.93+1.90 097 25 4.1+1.00 0.082
25 —29.9 (sobrepeso) 12 7.10+£2.33 13 3.7+1.13
> 30 (obesidad) 8 7.10 £ 2.58 15 3.1+0.75
Educacion de la madre
Educacion Primaria 8 6.85 £ 2.13 0.18 2 4.2+1.04 0.96°
Educacion Secundaria 17 7.64+242 30 3.7+1.03
Educacion superior 6 6.86 £ 2.15 11 3.7+1.09
No especificado 8 5.98£1.00 10 3.7+1.07
Género del nifio
Femenino 20 7.37+225 0.27° 27 3.6+0.84 0.38°
Masculino 19 6.64 + 2.06 26 3.9+1.22
Peso al nacer (kg)
2.5-3.5 (normal) 27 7.31+£227 0.19° 39 3.7+1.00 0.74°
> 3.5 (alto peso) 12 6.35+1.82 14 3.8+1.17
Talla al nacer (cm)
<48 4 7.47 £2.29 0.242 9 4.0+0.88 0.82°
48 - 50 28 6.88 £2.18 35 3.6+1.06

> 50 3 6.34 £ 0.61 9 3.7+1.12
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Agua y desagle
Si 36 7.17+£2.17 0.06"° 48 3.7+£1.05 0.89°
No 3 522 +1.53 5 3.6+1.10
Habitantes por vivienda
0-2 26 6.87 +2.01 0122 41 3.6+0.92 0.342
3-4 7 8.37+1.81 8 3.8+1.36
=5 6 6.07 £ 2.58 4 46+1.19
Canasta  basica de
alimentos
Si cubre 22 6.94 +1.93 042> 36 3.6+0.92 0.21°
No cubre 17 7.12+2.48 17 40+1.25

Nota. DE = desviacion estandar; n = nimero de muestras. Los valores se presentan como media

+ desviacion estandar. a = ANOVA; b = prueba t de Student.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Durante el primer afio posparto se observo que la lactoferrina disminuye gradualmente
desde la leche de transicion hasta la leche madura, un comportamiento que coincide con lo
sefialado en investigaciones previas y que suele interpretarse como parte del ajuste fisiologico
de la leche a las necesidades cambiantes del lactante. En la poblacion de estudio de Lima Norte-
Peru, este patron también estuvo presente y se acompafio de variaciones en las concentraciones
asociadas a factores maternos y neonatales, lo que aporta informacion valiosa para comprender
cdmo las condiciones bioldgicas y sociales particulares pueden influir en la composicion
inmunoldgica de la leche materna y, en consecuencia, en el aporte protector que ofrece al nifio.
Este comportamiento adaptativo también ha sido descrito en poblaciones de prematuros, donde
las concentraciones de lactoferrina en etapas tempranas son mayores en madres de neonatos
extremadamente y muy prematuros (Trend et al., 2016), reforzando la funcion moduladora de
la leche frente a las necesidades del recién nacido.

En las muestras evaluadas, la mediana de lactoferrina en la leche de transicion (7-14
dias) fue de 6.52 mg/mL (RIC: 5.16-8.15). En contraste, la leche madura (>1 mes posparto)
presentd una mediana global de 1.01 mg/mL (RIC: 0.80-1.57), calculada a partir de 76 madres
disponible en esta etapa. Al analizar los distintos periodos dentro de la etapa madura, se observé
que la concentracién de lactoferrina disminuye de manera sostenida a medida que avanza la
lactancia. A los 2 meses +15 dias, la mediana alcanz6 3.33 mg/mL (RIC: 3.05-4.36),
reduciéndose ligeramente entre 3-5 meses +15 dias (3.27 mg/mL, RIC: 2.93-4.58) y de forma
mas marcada entre 67 meses £15 dias (2.56 mg/mL, RIC: 2.09-3.39). En el periodo de 8-12
meses +15 dias, los valores descendieron hasta 2.08 mg/mL (RIC: 1.43-3.31), consolidando
un patron claramente decreciente.

Este comportamiento se alinea con lo descrito en diversas investigaciones, aungue es

importante considerar las diferencias entre poblaciones. Los valores reportados por Turin et al.
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(2017), considerablemente mas elevados tanto en transicion como en leche madura,
corresponden mayoritariamente a madres de recién nacidos prematuros, quienes suelen
presentar concentraciones superiores de lactoferrina como parte de una respuesta adaptativa
frente a la inmadurez inmunoldgica neonatal (Rivera, 2016); por ello, sus cifras no son
directamente comparables con las de madres de nifios a término.

En estudios realizados en poblaciones de recién nacidos a término, el comportamiento
es mas coherente con los resultados del presente analisis. Tanto Mastromarino et al. (2014)
como Hernandez Pérez (2020) documentaron una disminucion sostenida de la lactoferrina
desde las primeras etapas de la lactancia, con valores iniciales entre 5.4 y 7.0 mg/mL y
concentraciones tipicas de leche madura entre 1.7 y 2.3 mg/mL, rangos que coinciden con las
cifras observadas en los periodos posteriores a los seis meses en este estudio. De manera
adicional, la tendencia decreciente observada en este estudio coincide con lo reportado por
Zhang et al. (2021), quienes evaluaron madres a término y describieron una reduccion sostenida
de la lactoferrina desde las primeras semanas de lactancia hasta los seis meses. En su cohorte,
las concentraciones iniciales expresadas en mg/100 mL oscilaron aproximadamente entre 150
y 320 mg/100 mL (equivalentes a 1.5-3.2 mg/mL), disminuyendo posteriormente a valores
cercanos a 109-126 mg/100 mL (=1.1-1.26 mg/mL) hacia el primer semestre y hasta 63—73
mg/100 mL (=0.63-0.73 mg/mL) en meses posteriores. Esta magnitud, aunque menor que la
observada en nuestra poblacidén, muestra un patréon descendente comparable. La mediana en
nuestro estudio pasé de 6.52 mg/mL en transicion a 2.08 mg/mL entre los 8 y 12 meses, lo que
representa una disminucién cercana a dos tercios de la concentracion inicial. Aungue existen
diferencias en unidades, metodologias analiticas y caracteristicas poblacionales, ambos
estudios coinciden en documentar una caida progresiva de la lactoferrina conforme avanza la
lactancia, lo que respalda la dindmica descendente identificada en madres a término de Lima

Norte. Este descenso se asocia con el rol inmunomodulador de la lactoferrina en los primeros
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meses de vida, cuando el sistema inmunitario neonatal depende en mayor medida de los
factores bioactivos de la leche (Yang et al., 2018). Ademas, estudios longitudinales han
mostrado que después de esta caida inicial, la lactoferrina puede estabilizarse o presentar leves
incrementos entre los 6 y 12 meses (Zhou et al., 2025), lo que coincide con el comportamiento
dindmico reportado en lactancias prolongadas.

Entre los factores maternos, se identificaron diferencias significativas unicamente en la
leche de transicion. Las madres adolescentes presentaron concentraciones mas altas de
lactoferrina (8.4 + 1.8 mg/mL) que las adultas jovenes (6.8 + 2.1 mg/mL) y adultas mayores
(7.2 £ 2.4 mg/mL) (p = 0.04). Por el contrario, el IMC pregestacional no mostr6 diferencias
significativas ni en la leche de transicion (p = 0.97) ni en la leche madura (p = 0.08). Sin
embargo, en la leche madura se observo una tendencia hacia valores menores en madres con
obesidad (3.1 = 0.8 mg/mL) respecto a aquellas con peso normal (4.1 + 1.0 mg/mL), lo que no
alcanzé significancia estadistica.

Esta tendencia, aunque no concluyente, ha sido reportada de manera variable en otros
estudios. Wu et al. (2024) sefialaron una posible influencia del estado nutricional materno en
etapas avanzadas de la lactancia, lo que sugiere que la relacion entre el IMC y la lactoferrina
podria depender del momento posparto, el tamafio muestral o caracteristicas bioquimicas de
cada poblacion. En la leche madura, no se hallaron asociaciones estadisticamente significativas
con los factores evaluados (p > 0.05). Sin embargo, se observaron tendencias no concluyentes
hacia mayores concentraciones en madres con cesarea (4.2 £1.08 mg/mL vs. 3.8 + 1.10 mg/mL
en vaginales), en aquellas con peso normal (4.1 £ 1.0 mg/mL vs. 3.1 £ 0.8 mg/mL en obesas)
y en hogares sin cobertura de la canasta basica (4.0 + 1.3 mg/mL vs. 3.6 £ 0.9 mg/mL). Aunque
no significativas, estas tendencias coinciden con lo reportado por Samuel et al. (2020, 2022),
quienes identificaron diferencias relacionadas con el tipo de parto y el estado nutricional, y con

Young et al. (2021) y Fernandez-Tunas et al. (2023), que describieron una influencia directa
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del contexto socioecondémico sobre la composicion inmunoldgica de la leche. Por el contrario,
variables como la edad gestacional, el niUmero de gestaciones, el nivel educativo, el sexo del
recién nacido, asi como su peso Y talla al nacer, no mostraron asociaciones significativas (p >
0.05). Esto podria explicarse por la relativa homogeneidad de la muestra: mas del 60% de las
madres tenia entre 20 y 30 afios, el 62.7% de los partos ocurrié entre las 39-41 semanas y mas
del 90% de los hogares contaba con servicios basicos, lo que redujo la variabilidad de estas
categorias y limito la deteccion de diferencias. Nuestros resultados son consistentes y, en
algunos puntos, contrastantes con lo reportado en otras poblaciones. Zhang et al. (2021), por
ejemplo, confirmaron el patron decreciente de la lactoferrina, pero hallaron asociaciones
distintas, como mayores niveles en madres con cesarea y en aquellas con IMC elevado. En
nuestro estudio, en cambio, las diferencias se concentraron en la leche de transicién y no se
replicaron en la leche madura. Ademas, en China la educacion y los ingresos se relacionaron

con mayores concentraciones de proteinas lacteas, a diferencia de nuestro estudio.

Estas discrepancias pueden explicarse por diferencias metodoldgicas, incluyendo el tiempo de
seguimiento (12 meses frente a 6 meses), el tamafio muestral, las unidades de reporte (mg/mL
frente a mg/100 mL), las técnicas analiticas empleadas y factores dietarios y culturales propios
de cada region. Otros estudios recientes complementan nuestros hallazgos. Zhou et al. (2025)
reportaron que, aunque la lactoferrina disminuye durante los primeros seis meses, tiende a
incrementarse nuevamente entre los 6 y 12 meses. De manera similar, Czosnykowska-tukacka
etal. (2019) evidenciaron que en lactancias prolongadas (>12 meses) los niveles de lactoferrina
vuelven a aumentar. Por otro lado, Wu et al. (2024) encontraron niveles mas altos en madres
obesas y con mayor paridad, en contraste con nuestro hallazgo de concentraciones elevadas en
madres con sobrepeso y obesidad solo en la leche de transicion. Asimismo, Kulesza-Bronczyk
et al. (2023) observaron una correlacion positiva entre lactoferrina y peso al nacer durante el

primer mes, aunque esta asociacion desaparecid en etapas posteriores. Finalmente, Rai et al.
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(2014), en una revision sistematica de 2,724 mujeres, confirmaron que la LF alcanza sus

valores maximos en etapas tempranas (=4.91 g/L) y disminuye hasta estabilizarse en la leche

madura (=2.10 g/L).

Ademas de estos hallazgos, es importante considerar ciertas limitaciones que podrian
haber influido en la magnitud de las asociaciones observadas. El tamafio reducido de la
poblacion y la relativa homogeneidad de las caracteristicas maternas, neonatales y
socioecondmicas limitaron la variabilidad de varias categorias, reduciendo asi la posibilidad
de detectar diferencias mas robustas. De igual manera, aunque el estudio tuvo un enfoque
longitudinal, no todas las madres proporcionaron muestras en todas las etapas de la lactancia,
lo que podria haber afectado la solidez de algunos andlisis comparativos. Asimismo, aunque el
estudio previo en el que se recolectaron las muestras disponia de informacién sobre algunos
factores clinicos y nutricionales (como dieta materna y procesos inflamatorios), dichos datos
no fueron incorporados ni analizados en el presente estudio, por lo que no fue posible evaluar
su posible influencia. Estas variables han sido descritas en la literatura como posibles
moduladoras de la concentracién de lactoferrina, por lo que su ausencia en el presente estudio
podria limitar la interpretacién de las diferencias observadas entre etapas y grupos. A esto se
suma que la técnica ELISA utilizada requirié diluciones seriadas elevadas, lo cual pudo
introducir variaciones técnicas propias del manejo de volimenes reducidos y de los maltiples
pasos de preparacion. Finalmente, el estudio se realiz6 en una sola zona urbana de Lima Norte
y con un nimero limitado de participantes, por lo que los resultados deben ser interpretados
con cautela.

Futuras investigaciones son necesarias tanto en madres a término como en prematuras
para comprender mejor las posibles diferencias en la concentracion de lactoferrina. Se requiere
incluir poblaciones mas amplias y diversas, asi como abarcar multiples regiones geograficas,

y recopilar informacion mas detallada en funcién del tipo de alimentacion del lactante y la
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presencia de procesos infecciosos que pudieran influir en los niveles de esta proteina. Una
limitacion relevante del presente estudio es que no fue posible incorporar una poblacion mas
extensa ni realizar un registro mas completo de variables maternas y neonatales como la edad
materna, el nimero de gestaciones, el estado nutricional, el nivel socioeconémico, la edad
gestacional, el sexo del neonato y el historial de condiciones clinicas, lo cual restringe la
generalizacion de los resultados y dificulta la comparacion con otras poblaciones a nivel local

y regional.
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VI. CONCLUSIONES

6.1. La concentracion de lactoferrina en la leche materna de madres residentes en Lima
Norte disminuyé significativamente durante el primer afio posparto. La mediana en la
leche de transicion (7-14 dias) fue de 6.52 mg/mL (RIC: 5.16-8.15), mientras que la
mediana global de la leche madura (>1 mes) fue de 1.01 mg/mL (RIC: 0.80-1.57).
Dentro de esta etapa, los valores descendieron desde 3.33 mg/mL a los 2 meses £15
dias hasta 2.26 mg/mL entre los 8-12 meses, evidenciando un patron sostenido de
disminucion conforme avanza la lactancia.

6.2. Al comparar las concentraciones de lactoferrina entre la leche de transicién y la leche
madura, se evidenciaron valores significativamente mayores en la leche de transicion,
confirmando diferencias marcadas entre ambas etapas de la lactancia.

6.3. El analisis longitudinal intraindividual (madres con dos 0 mas muestras colectadas en
el tiempo) mostrd que el 59.1% presentd una reducciéon <50% en los niveles de
lactoferrina (diferencia media: —1.84 mg/mL), mientras que el 40.9% presenté una
reduccion >50% (diferencia media: —5.63 mg/mL.), evidenciando un patron decreciente
sostenido en el tiempo.

6.4. En la leche de transicién se identificaron diferencias estadisticamente significativas
en relacion con la edad materna (p = 0.04), donde las madres adolescentes (<19 afios)
presentaron valores superiores (8.4 + 1.8 mg/mL) en comparacién con adultas jovenes
(6.8 £ 2.1 mg/mL) y adultas mayores (7.2 + 2.4 mg/mL). En la leche madura no se
identificaron asociaciones estadisticamente significativas entre la concentracion de
lactoferrina y los factores maternos, neonatales o del hogar evaluados; sin embargo, se

observaron tendencias descriptivas.
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6.5. La edad materna se asocid con la concentracion de lactoferrina durante la etapa de
leche de transicidn, mientras que no se evidenciaron asociaciones con otros factores

maternos, neonatales y socioeconémicos.



7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

47

VIil. RECOMENDACIONES

Se sugiere que futuras investigaciones amplien el tamafio de la muestra e incluyan una
mayor diversidad geografica y sociocultural, con el proposito de fortalecer la
representatividad y generalizacion de los hallazgos sobre la concentracion de
lactoferrina en la leche materna.

Asimismo, seria valioso realizar seguimientos longitudinales mas prolongados que
acomparien a las madres y a sus bebés durante etapas posteriores del posparto, con el
fin de observar la evolucion de esta proteina y su posible rol en el desarrollo del
neonato.

También resulta necesario considerar factores psicosociales maternos, como el estrés,
el apoyo familiar y el bienestar emocional, asi como evaluar la presencia de procesos
infecciosos durante el periodo de estudio, debido a su potencial influencia en la
concentracion de lactoferrina.

Del mismo modo, se recomienda profundizar en la relacion entre la concentracion de
lactoferrina y otros biomarcadores maternos y neonatales, incluyendo parametros
nutricionales e inmunoldgicos, para obtener una vision mas integral de los factores que
determinan su variacion.

Finalmente, es fundamental continuar fortaleciendo las politicas puablicas que
respalden la lactancia materna, garantizando condiciones laborales, sociales y
familiares que permitan a las madres mantener esta practica, dada su relevancia en la

salud y proteccion inmunoldgica del neonato.
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Anexo A

IX.

ANEXOS

Cuadro de concentraciones en diferentes paises.

Calostro Leche madura
Pais Metodo Eeferencias
Media Media
] 14927 96 8.52+6.47 Turin et al.
PEEU ELISA
mgz'ml mg'ml 2017
0.706 -2.886 | 292-1674 [WESTERN| Ferreretal
EE. UL
mgz'ml mg'ml ELOT 2000
73x32 2304 Mastromaring
EE. UTJ. ELISA
mgz'mlL mg'ml et al. 2014
Hemandez
5.4=0.89 1.7£0.2 Pérez,
MEXICO ELISA
mg'ml mg'ml Jozzelyn
(20205
0.26 =0.05 024004 Hsu et al.
TATWAN ELISA
mgz'mlL mg'ml 2014
NUEW. 6,23 =£0.88 1,65 =018 Broadhurst et
ELISA
ZELANDA mg'ml mg'ml al 2015
5.5 gL -53,7 4.5+0,03 Molinari et
AUSTRALIA ELISA
mgz'ml mg'ml al 2013
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Anexo B

Constancia de Aprobacidn de Proyecto.

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

CONSTANCIA-CIEI-164-16-24

El Presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia hace constar que el proyecto de investigacion sefialado a continuacion fue APROBADO por el
Comité Institucional de Etica en Investigacion, bajo la categoria de revision EXPEDITA.

Titulo del Proyecto : “Concentracién de lactoferrina en leche materna durante el primer
ailo posparto en Lima norte - Pert en el periodo 2022 - 2023"
Cédigo SIDISI : 213718

Investigador(a) principal(es)  : Rivera Fernandez Edison Alan

La aprobacién incluyd los documentos finales descritos a continuacion:

1. Protocolo de investigacitn, versién 2.0 de fecha 12 de abril del 2024.
2. Consentimiento informado, version 2.0 de fecha 12 de abril del 2024

La APROBACION considera ¢l cumplimiento de los esténdares de la Universidad, los lincamientos
cientificos y €ticos, el balance riesgobeneficio, la calificacidn del equipo investigador y la confidencialidad
de los datos, entre otros.

Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad deberd ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas. El investigador reportard cada seis meses el progreso del estudio y alcanzard un informe al
término de éste. La aprobacion tiene vigencia desde la emision del presente documento hasta el Sibado 12
de abril del 2025.

El presente proyecto de investigacion solo podri iniciarse después de haber obtenido lafs) awtorizacidnfes) de
la(s) institucidn(es) donde se ejecutard.

Si aplica, los trémites para su renovacion deberdn iniciarse por lo menos 30 dias previos a su vencimiento.

Lima, 12 de Abril del 2024

Manuel Raul Perez Martinot
Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacion
Universidad Peruana Cayetano Heredia

Av. Hoecew Delgado 430

San Martin de Poeres

Apectado postal 4316

319 (000 Ascxn M1355

arva.cicstohicna-apch pe Comaté Institucional de
www cayane.ads pe Etica en Investigacion
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Anexo C

Consentimiento informado verbal.
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COMSENTIMIENTO INFORMADO VERBAL PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION (Adultos)

Titulo del estudio: | Concentracidn de lactoferrina en lache materna durante &l primer afio posparto en Lima norte - Perd en el
periodo 2022 - 2023

investigador [a): Edison Alan Rivera Femidndez, Theresa Jean Ochoa Woodell

Institucidn: Universidad Peruana Cayetano Heredia

Proposito del estudio:

Le estamos invitando a participar en este estudio de investigacion debido a que usted fue participante del estudio: Microbioma
de infantes y leche materna y su respuesta a la vacuna oral de Rotavirus en miltiples localidades geograficas [Microbioma
rotavirus, SIDISI: 205022). Durante su participacion en el estudio Microbioma Rotavirus usted brindd su consentimiento para
almacenar sus muestras de leche materna para futuros estudios. En esta oportunidad la recontactamos para solicitarle su
autorizacion de incluir sus muestras de leche materna en este estudio. Este estudio estd siendo llevado a cabo por el investigador
Edison Rivera de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) v queremos medir la concentracion de lactoferrina en leche
materna de transicion (7 - 14 dias) v leche madura (2, 4, & y 12 meses). Debido a que no se ha encontrado una asociacion clara
de la concentracidn de lactoferrina en las etapas de lactancia respecto a sus factores maternos, neonatales y geograficos.

Procedimientos:
5i acepta participar del estudio, solo se le pedira que autorice el uso de su muestra de leche materna, no se le pedira realizar
algo adicional. Es decision suya aceptar el uso de su muestra en este estudio.

Riespos:
No existe ningan riesgo al participar de este trabajo de investigacion.

Beneficios:

Usted no recibira los resultados de su muestra de leche materna. La razén por la cual estas pruebas de investigacion no serdn
compartidas, es que las pruebas son experimentales. Adn no estamos seguros si estos resultados seran atiles en la lactancia
materna.

Costos y compensacion:
No debera pagar nada por participar en el estudio. [gualmente, no recibira ningin incentivo econdmico ni de otra indole.

Confidencialidad:

Le podemos garantizar que su informacion se mantendra de forma anénima y absolutamente confidencial, ninguna persona
podra identificarlo, excepto el investigador que manejara la informacion obtenida codificara las encuestas. Usted puede hacer
todas las preguntas que desee antes de decidir si desea participar o no, las cuales responderemos gustosamente. Si, luego de
aceptar participar, usted se desanima o ya no desea continuar, puede hacerlo sin ninguna preccupacion, no se realizaran
comentarios, ni habra ningin tipo de accidn en su contra. i, luego de aceptar participar, usted se desanima o va no desea
continuar, puede hacerlo sin ninguna preocupacion, no se realizaran comentarios, ni habra ningin tipo de accion en su contra.

Derechos del participante:

5i decide participar en el estudio, puede retirarse de éste en cualquier momento, o no participar en una parte del estudio sin

dafio alpuno. Si tiene alguna duda adicional, por favor pongase en contacto con el investigador principal: Edison Rivera (Telf

celular: 988039121, corren: Edison.rivera@upch.pe). 5i tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que ha sido

tratado injustamente puede contactar al Dr. Manuel Rail Pérez Martinot, presidente del Comité Institucional de Etica en

Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al correo electronico:
imismo, puede ingresar a este enlace para comunicarse con el Comité Institucional de Etica en

orveicieifoficinas-upch.pe, Asi
Investigacion UPCH: https:/ finvestigacion.cayetanoedu.pefetica fciei /consy ltasoquejas

Una copia de este consentimiento informado le sera entregada.

Declaracion del Investigador:

Yo declaro que el participante ha leido la descripcion del proyecto, he adarado sus dudas sobre el estudio, ¥ ha decidido
participar voluntariamente en &l e le ha informado que los datos que provea se mantendran andnimos y que los resultados del
estudio seran utilizados para fines de investigacion.

Nombres y Apellidos Investigador Firma Fecha y Hora

12/04/2024 Versian 2.0 T 1
g};:‘ APROBADO

e 12,08,24




61

Anexo D

Registro fotogréafico del procesamiento de leche materna completa hasta la obtencion de
suero libre de grasa y células.

Criovial con Criovial con tres fases de la Extraccion de sueroa un
leche completa leche completa nuevo vial para 2da " T“‘;"ll S mlcon2 Suero libre de grasa
centrifugacion ases del suero anterior y pellet celular

Grasa

Suero

Pellet
celular

K )
hd

Resultado de la 1° Centrifugacién Resultado de la 2° Centrifugacion Listo para usar
en Diluciones

Centrifugacion 1200 xg por 15 min a 4°c. Centrifugaciéon 3000 xg por 15 min a 4°c.




Anexo E

Flujo de procedimiento y registro fotografico del ensayo del Kit AssayPro® Human Lactoferrin.

A.

| Procedimiento del ensayo del Kit |

1 F 3 i s [ 7 [ v 10 | 1 12
2435 | 2437 | 23584 | 23084 | 20202 | 2,061 | 05825 | 05844 | 06045 | 0.6044 | 0.823 | 0.838 |

B_| 1.8152 | 18155 | 19658 | 19401 | 10452 | 10388 | 08538 | 08767 | 26626 | 2.754 | 10993 | 11576

; 1793 | 11671 | 0.6967 | 0.9020 | 08243 | 08388 | 0.8232 | 07748 | 0.7465 | 0.7687 | 0.8235 | 08235
7089 | 07267 | 1.2353 | 12568 | 1.253 | 12483 | 2456 | 2486 | 25655 | 2 5631 2 [ 13704
4918 4989 121 7 2.402 1269 | 0.662¢ 057 563 5637 6 136
3949 103747 | 12322 [ 1.2462 | 2.4703 | 25238 | 16859 | 16804 | 08215 | 08155 | 0.5215 | 05512
2035 [ 02113 24871 | 2.4 2208 | 2.2028 | 07322 | 0784 | 08850 | 08386 [ 05772 | 06123
15547101576 | 08587 [ 08287 | 10855 [ 1.1323 | 0.8215 | 08187 | 0.8752 | 0.8452 | 04592 | 0.4797

Suero diluido: 1:800 000

2.
Afiadir 50 pl d¢ Standard o Sample or pocillo.

Incubar 2 horas.

l

Lavar, luego agregar 50 ul de[Biotinylated Anticuerpo por pocillo.
Incubar 1 hora.

l

Lavar, luego agregar 50 pl de por pocillo.

Incubar 30 minutes.

Lavar, luego agregar 50 ul de[Chromogen Substrate|por pocillo.

Incubar 15 minutes. 3.

l

Aiadir 50 ! de[Stop Solution] por pocillo.

Read at 450 nm immediately.

Analisis de datos(450nm)

62

Nota. A. Diagrama del procedimiento del ELISA. B. Registro fotografico: (1) Lectura de Placa de ELISA a 450 nm. (2) Placa con solucién stop

(1x). (3) Placa con sustrato cromdgeno (1X)
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Anexo F

Registro de absorbancia y valores interpolados en MyAssays

l.
R T R 1 2 3 4 g g 7 a 9 0 1 1z
R I T R P R A | 2435 | 2437 | 23564 | 23064 | 20202 | 2060 | 05525 | 015644 | 06045 | 06044 | 0.823 | 0838
B | 166 | 19155 | 19556 | 19401 | 10452 | 10309 | 06535 | 0.0767 | L66a6] 2194 | 10333 | 1B
FreER LS LS ES eSS T | 1733 | 167 | 06367 | 0.3023 | 0.6242 | 0.3396 | 0.6232 | 0.7746 | 0.7465 ] 0.7697 | 0L62a5 | 08235
RS O | Q063 | 07267| 12353 | 12966 | 1253 | 12443 | 2.456 | 2465 | 2565 | 25631| 14552 | 13104
P S S S S S S E | 0455 | 08585 0.7121 | 0.7332 | 2402 | 24269 | 06623 | 057 | 05633 | 05637 | 061 | 0616
Foo| 03343 | 03747 12322 | 12462 | 24753 | 25226 | 16893 | 16604 [ 0620 | 0.5%5 | 0526 | 0551
IR B A R A S AN SR [T 0205 | 02| 24871 | 29445 | 22208 | 22028 | 01322 | 0704 | 06959 | 036 | 0572|0512
e 4 4 B B S S A H | 09554 | 09576 | 08s6T| 04237 | 10855 | 11323 | 08215 | 06987 | n8752 | 08452 | n45%2 | 04737
- P & ndard @ oI
2.
i
| |
[ ]
CoNCENITEA
3.
sample puris Eaw :.-s-p—l'lc_ :..:m kD F‘
* Unknownl A1 s oA L 1rn e ]
. ] == H I3
= Unkrawnl I3 a7 E] L7 1181 [ 5] 1I% 199
- ol 165
TS T— R T T | B Bs I [Ar
4 L 324
. Muestras FyTST— TR TR T TN T T . Tr T
Estandares ) P+ b 5460
* Unkraowrd 3 07 D L3 | g7 =\-D|- T s
. - pay LA
* Unknowrdd  F3 pa " SI97 | B . k] il
= Unirsiwen? [0 e N S04 b.7e 5
firt e g0.04
o Unknwrd 13 B39 [DL0AT bom | pm [: T e
s pare 901
o Unknowed B O3 LSS 247 | ine T 352 ol
ps pid HLXY
o Lnkmown 13 5 [Lis  Eomss M | HLT BT Bl s
S . T T pee ) 11

Nota. Distribucion de la placa y valores de absorbancia (450 nm) (1). Curva estandar de

calibracién para lactoferrina (2). Calculo de concentracion de muestras (3).




