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RESUMEN

Introduccion: la o-amilasa es una enzima que tiene la capa-
cidad de digerir uniones o (1,4). En la leche sus funciones son
poco conocidas.

Objetivos: determinar la actividad de la o-amilasa en el suero
lacteo humano.

Materiales y métodos: la medicién se realizd con un kit
comercial para determinacién de amilasa sérica y se utilizaron
muestras de leche humana.

Resultados: se encontré una actividad promedio de 2.000 U/I.
La comparacion de las medias de los valores de actividad des-
de el segundo al quinto dia (1,372+0,796) con los correspon-
dientes al lapso desde el sexto dia al cuadragésimo séptimo
(0,412+0,250) demostré que los valores eran significativa-
mente diferentes (p<0,0025). Los coeficientes de variacion de
los dos grupos mencionados (1-5 dias y 6-47 dias) fueron 58
y 61% respectivamente. De manera adicional, la expresion de
la amilasa mostré una gran variacién entre madres.
Conclusiones: a partir de esta informacion y de los antece-
dentes bibliogréficos, la a-amilasa lactea tendria una funcién
de defensa en el organismo del recién nacido lactante, y re-
cién al iniciar la alimentaciéon suplementada cumpliria el rol
conocido. Aun asi el significado biolégico de su funcién en la
leche es un problema abierto.

Palabras clave: o-amilasa; enzimas; leche humana; calostro.

Actualizacién en Nutricion 2019; Vol. 20 (02-06)

ABSTRACT

Introduction: the o-amylase is an enzyme that has the ability
to digest o (1,4) junctions. In milk, its functions are little known.
Objectives: the aim of this work was to determinate o. amylase
activity in human milk.

Materials and methods: the measurement was made with
a commercial kit for serum amylase determination and sam-
ples of human milk were used.

Results: it was found an average activity of 2.000 U/l. The
comparison of the means of activity values from the second
to the fifth day (1.372+0.796) with those corresponding to
the lapse from day 6 to 47 (0.412+0.250), showed that the
values were significantly different (p<0,0025). The coefficients
of variation of the two groups mentioned (1-5 days and 6 to
47 days) were 58% and 61% respectively. Additionally, the ex-
pression of amylase showed great variation among mothers.
Conclusions: from this information and the bibliographic
background, the milk a-amylase would have a defense function
in the organism and only when starting the supplemented
feeding would it fulfill the known role. Even so, the biological
significance of its function in milk is an open problem.
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INTRODUCCION

La a-amilasa, enzima conocida ampliamente por
cumplir un rol fundamental en la digestion del al-
middn, esta presente en la saliva y en el jugo pan-
credtico, pero también se encontrd en la glandula
mamaria' y en la leche materna?. En algunos casos
se usa como marcador clinico para el diagnéstico de
enfermedades y/o tumores que muestran procesos
inflamatorios®“. Se caracteriza ademas por exhibir
efectos antimicrobianos™®. En los recién nacidos la
amilasa salival y la amilasa pancreatica no se han de-
sarrollado completamente, entonces la actividad de
amilasa en el organismo es extremadamente baja.

La o-amilasa fue una de las primeras enzimas na-
tivas identificadas en la leche. En 1936 se demostro
que la a-amilasa era la forma principal de la enzima,
con una menor cantidad de a-amilasa, y que ambas
se encontraban presentes principalmente en el sue-
ro lacteo’. La a-amilasa lactea es similar a la amila-
sa salival® y se confirmé también que la amilasa de
la leche materna sobrevive a la digestion gastrica y
permanece activa en el intestino delgado®°.

En la leche, sus propiedades y posibles funciones
en el recién nacido no estan del todo claras y son
motivo de investigacion en estos Ultimos afios. Esta
enzima tiene la capacidad de digerir polisacaridos
que no estan presentes en la leche como almidén
y glucoégeno por hidrdlisis de uniones o (1,4) gluco-
sidicas. La leche humana no contiene almidén pero
si mas de 130 oligosacaridos en una alta concentra-
cion. Lo mismo ocurre con la leche bovina que no
contiene almidén, solo bajos niveles de oligosaca-
ridos, por lo tanto es loégico pensar que no habria
sustrato para esta enzima.

Estos oligosacaridos estan formados por lacto-
sa y contienen monosacaridos poco comunes (por
ejemplo, fucosa y acido N-acetilneuraminico) unidos
por enlaces glicosidicos especiales; por lo tanto, es
improbable que la a-amilasa, la cual es altamente
especifica para enlaces glicosidicos o (1,4) gue unen
moléculas de glucosa, pueda hidrolizar los oligosa-
caridos en la leche®. Sin embargo, existe un efecto
hidrolitico de esta enzima sobre los polisacaridos
que forman la pared celular de las bacterias, por lo
cual se ha sugerido que la amilasa de la leche tam-
bién podria tener actividad antibacteriana®® y ésta
serfa la principal funcién en la secrecion lactea, no
obstante, se trata de un campo que necesita estu-
diarse en mayor profundidad.

La actividad de amilasa es variable entre distintas
especies. La leche humana y el calostro contienen

25-40 veces mas o, amilasa que la leche de vaca'"'2.
Por otra parte, el nivel de amilasa en leche humana
es de 15 a 140 veces mayor en la leche que en el
plasma sanguineo, lo que sugiere que ésta no se
transfiere desde la sangre, sino que es sintetizada en
la propia glandula mamaria'.

La actividad de la o amilasa en la leche humana es
elevada en el calostro y tiende a decrecer en la leche
madura manteniendo su actividad durante la lactan-
cia prolongada''. Sin embargo no existen suficien-
tes antecedentes acerca de la cantidad y variabilidad
en la actividad de esta enzima en la leche materna
gue puedan servir de referencia a los aspectos rela-
cionados con las caracteristicas clinicas y bioldgicas
de los recién nacidos y su relacién con la misma.

El objetivo de este trabajo fue determinar la ac-
tividad de la amilasa en leche de madres adultas,
jévenes y sanas, con la finalidad de obtener un mar-
co de referencia para posteriores estudios sobre la
influencia de distintos factores biolégicos en la va-
riabilidad de la enzima.

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se utilizaron muestras
de leche que se obtuvieron a partir de nueve ma-
dres jovenes (23«2 afos de edad), pertenecientes
a un buen nivel socioeconémico y que presentaban
buen estado nutricional. Se obtuvo un promedio de
cuatro muestras por madre, extraidas en diferentes
intervalos durante los primeros 47 dias de lactan-
cia. Todas las muestras se tomaron bajo el consen-
timiento escrito de las madres participantes en el
muestreo. La recoleccion se efecttio a través de una
bomba extractora, en tubos de polipropileno, con
el agregado de una gota de solucién de bicromato
de potasio al 1% como conservante. Una vez en el
laboratorio, las muestras se dividieron en alicuotas
pequefas y conservadas a -20°C hasta el momento
de su estudio.

Determinacién de la actividad de la amilasa
Se utilizé el método cinético del kit comercial para
determinacion enzimatica de la amilasa sérica o plas-
maética provisto por Wiener Lab (Wiener Lab Group,
Rosario, Santa Fe, Argentina). La a-amilasa hidroliza el
sustrato  2-cloro-p-nitrofenil-o-D-maltotriésido (CNP-
G3) a 30°C para liberar 2-cloro-p-nitrofenol (CNP), for-
mandose también 2-cloro-p-nitrofenil-a-D-maltdsido
(CNP-G2), maltotriosa (G3) y glucosa. El CNP liberado
absorbe a 405 nm y la velocidad de aparicién del color
es directamente proporcional a la actividad enzimatica.
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Este método fue puesto a punto, en forma pre-
via, para la determinacién de la actividad enzimatica
en lactosuero.

Antes del analisis enzimatico se realizaron prue-
bas para evaluar la probable influencia de la acidez
de las muestras dada la metodologia utilizada para
la obtencién del lactosuero (pH entre 4,35 y 4,65)
sobre la actividad de la amilasa.

La determinacién de la actividad se realizé me-
diante el método cinético que corresponde a la ob-
servacion del incremento de la formaciéon del pro-
ducto (2-cloro-p-nitrofenol) durante los tres minutos
de la reaccion, que en este lapso es lineal. Los valo-
res se establecieron como unidades amiloliticas por
litro, las cuales se obtienen a partir de las lecturas de
D.O. (multiplicadas por un factor termodependien-
te). La absorbancia se leyd a 405 nm.

Los resultados se procesaron con los siguientes
programas: Calc de Open Office, GraphPad Instat y
GraphPad StateMate.

RESULTADOS

Las pruebas que se realizaron para determinar el
efecto de la obtencién del lactosuero mediante preci-
pitacion acida de las caseinas demostraron que esta
metodologia no afectaba la actividad enzimatica de la
amilasa en las muestras de leche empleadas. La ac-
tividad amilolitica promedio fue de 2.000 U/L en las
madres analizadas.

En cuanto a la distribuciéon de los valores de ac-
tividad amilolitica de todas las muestras estudiadas
en funcion del tiempo de observacion (Figura 1), los
valores determinados describen una curva descen-
dente, donde los valores medios en los primeros dias
son tres veces mas altos que los observados después
de la tercera semana de lactacion. Estos resultados
son respaldados a través de la comparacion de las
medias de los valores de actividad desde el segundo
al quinto dfa (1,372+0,796) con los correspondien-
tes al lapso desde el sexto dia al cuadragésimo sép-
timo (0,412+0,250). Los valores significativamente
diferentes (p<0,0025) se muestran en la Figura 2.

Los coeficientes de variacién de los dos grupos
mencionados (uno a cinco dias y seis a 47 dias) fue-
ron 58 y 61% respectivamente demostrando, de
esta manera, que la dispersion de los datos era pro-
porcional a la media.

Por otra parte, la Figura 3 revela una gran varia-
cion en la expresion de la amilasa entre las madres. El

analisis de la varianza de las nueve madres, utilizando
el periodo de leche madura (dias 6-47), mostré valo-
res significativamente diferentes (ANOVA, p<0,001).

5000 —— Curva polinominal de datos

P - Limite de confianza por arriba del 95%
= 4000 — Limite de confianza por debajo del 95%
5 ]
= . p<0,0002
S 30004 \:
£
© N
o 2000
©
K
8 10001
2
g o

N
0 0 20 30 40 50
Dias de lactacion

Figura 1: Actividad de o. amilasa en relacion a los dias de lactacion.
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Figura 2: Actividad media de la o amilasa en calostro (C) y leche
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Figura 3: Diferencias individuales de muestras de leche
(ANOVA, p<0,01).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos a partir de los estudios
realizados en el presente trabajo ponen en evidencia
variaciones de la actividad de amilasa en la leche
materna humana. Este hecho concuerda con estu-
dios poblacionales realizados, tanto en nuestra es-
pecie como en otros mamiferos, los cuales revelaron
gue la expresion de las proteinas presenta variacio-
nes intraespecificas'®.

Los valores medios de actividad enzimatica en-
contrados en este trabajo se hallan dentro de los
valores informados por otros autores?'. La activi-
dad de la amilasa decrece a medida que avanza la
lactacion, comportamiento que se detecté tanto en
humanos como en otros mamiferos'®. De la misma
forma, los resultados confirman que la actividad de
esta enzima tiene una gran variabilidad, lo que con-
cuerda con algunos antecedentes''>. Los resulta-
dos obtenidos por nuestro equipo permitieron ade-
mas establecer que la mayor varianza se encuentra
en el calostro.

Asimismo este trabajo demuestra que existe un
rango estadisticamente confiable sobre los valores
normales de la actividad amilolitica en el primer mes
y medio de la lactacién en madres adultas jovenes
(23+2 afos) con partos sin problemas (no prematu-
ros) y bebés sanos. Este rango puede utilizarse como
marco de referencia para posteriores estudios sobre
la influencia o conexién con otros factores biologi-
cos sobre los valores de amilasa en leche materna.

Un posible rol fisiolégico de la a-amilasa de la
leche seria compensar parcialmente la ausencia de
amilasa pancreatica, la cual juega un rol fundamen-
tal en la digestion. Ello seria porque la a-amilasa
de la leche sobrevive a la digestiéon del acido gas-
trico y la pepsina manteniendo su actividad en el
intestino®'”'8, Esta enzima puede resistir el pasaje
a través del estémago dado que la ingesta de le-
che materna neutraliza el acido, asi como también
diluye e inactiva a la pepsina®'é. Por todo lo expues-
to, se sugiere que la a-amilasa lactea tendria un rol
mas importante en la digestion de carbohidratos en
el recién nacido lactante que recibe alimentacion
complementaria, puesto que la baja secrecion de
amilasa pancreatica y salival en los recién nacidos
llega a los niveles adecuados después de los dos
afnos de vida'®.

Por otro lado, la a-amilasa de la leche serfa res-
ponsable de la hidrolisis de los polisacaridos que for-
man la pared celular de las bacterias>®, desarrollando
de esta manera una actividad antibacteriana, razén

por la cual una de las funciones mas importantes de
la amilasa de la leche en el recién nacido serfa la de
defensa inespecifica. Al igual que lo que ocurre con
la lisozima de la leche y las inmunoglobulinas -es-
pecialmente la inmunoglobulina A secretoria cuyas
concentraciones son elevadas en el calostro y dismi-
nuyen a medida que transcurre la lactacion-, esta en-
zima actuaria en defensa del tracto gastrointestinal
del recién nacido hasta que su sistema inmune logre
la madurez suficiente.

A partir de estas observaciones y teniendo en
cuenta los antecedentes que obran sobre el tema,
el significado bioldgico de la funcién de la amilasa
lactea y sus respectivas variaciones representa un
potencial campo para futuras investigaciones.

Nuestros resultados exigen continuar con estudios
adicionales relacionados con el comportamiento de
la o amilasa en la leche de madres de bebés prema-
turos o portadores de alguna patologia asociada, de
manera tal de encontrar si existe influencia de deter-
minados factores biolégicos sobre la actividad de la
amilasa lactea. Otros aspectos a considerar para pos-
teriores estudios serfan las condiciones sociocultura-
les, ambientales y nutricionales de las madres, con la
finalidad de determinar el rol fisiolégico y nutricional
de esta enzima presente en la leche materna.
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