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Resumen

Introduccion: La leche materna es una combinacion
especifica de nutrientes y factores inmunolégicos; sin em-
bargo, sus componentes pueden estar expuestos a proce-
sos de oxidacién, mismos que pueden ser contrarrestados
por moléculas antioxidantes como vitaminas y enzimas,
entre otros. Tanto las defensas antioxidantes como el
dario oxidativo pueden ser afectados por la edad, nimero
de gestas y otros factores.

Objetivo: Comparar el contenido de antioxidantes e in-
dicadores de dafio oxidativo en leche materna de acuerdo
ala edad de las mujeres y el nimero de gestas.

Metodologia: Se midié la actividad de las principales
enzimas antioxidantes, la concentracion de glutation, el
daiio oxidativo a lipidos (sustancias reactivas al acido
tiobarbitirico, TBARS) y daiio a proteinas (carbonilos
proteicos) en leche materna utilizando técnicas espectro-
fotométricas. Se agruparon los datos de acuerdo al nu-
mero de gestas (1, 2 y 3 0 mas) y se correlacioné con la
edad de las madres.

Resultados: Se encontraron diferencias significativas
en los niveles de TBARS (p = 0.04) y la actividad de glu-
tation S-transferasa (GST, p < 0.01) entre los grupos de
acuerdo al nimero de gestas. Asi mismo, se encontraron
correlaciones lineales entre la edad, el dafio oxidativo a
lipidos y la actividad de GST.

Conclusion: La edad y el nimero de gestas al parecer
incrementan la oxidacion de los lipidos presentes en leche
materna debido al aumento en el metabolismo y la pro-
duccion de especies reactivas de oxigeno. Sin embargo,
los niveles de TBARS se mantienen relativamente bajos
posiblemente debido a las defensas antioxidantes, parti-
cularmente GST, de la madre.
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Abstract

ANTIOXIDANT DEFENCES IN BREAST MILK
IN RELATION TO NUMBER OF PREGNANCIES
AND AGE OF MOTHERS

Introduction: Breast milk is a specific combination of
nutrients and immunologic factors; however, milk com-
ponents may be exposed to oxidation processes, which can
in turn be counteracted by antioxidant molecules such as
vitamins and antioxidant enzymes, amongst others. Both
antioxidant defences and oxidative damage can be affec-
ted by age, number of pregnancies and other factors.

Objective: To compare antioxidant defences and oxida-
tive damage indicators in breast milk, according to age of
women and number of pregnancies.

Method: Activity of the main antioxidant enzymes, glu-
tathione concentration, oxidative damage to lipids (thio-
barbituric acid reactive substances, TBARS) and oxidati-
ve damage to proteins (protein carbonyls) was measured
in breast milk using spectrophotometric techniques. Data
were grouped according to number of pregnancies (1, 2
and 3 or more) and were related to the age of mothers.

Results: Significant differences among groups accor-
ding to number of pregnancies were found in TBARS
levels (p = 0.04) and GST activity (p < 0.01). Also linear
correlations between age, lipid peroxidation and GST ac-
tivity were found.

Conclusion: The age and number of pregnancies appa-
rently increase lipid oxidation in milk due to increased
metabolism and production of reactive oxygen species.
However, TBARS levels remain relatively low probably
because of the mother’s antioxidant defenses, particular-
ly GST.

(Nutr Hosp. 2014;30:540-547)
DOI:10.3305/nh.2014.30.3.7623
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Abreviaturas

ERO: Especies reactivas de oxigeno.

O, : Radical anién superdxido.

*OH: Radical hidroxilo.

H,0, Peréxido de hidrégeno.

CAT: Catalasa.

SOD: Superéxido dismutasa.

GPx: Glutatién peroxidasa.

GSH: Glutatién reducido.

MDA: Malondialdehido.

mL: Mililitros.

PMSF: Fenil-metil-sulfonilfluoruro.

mM: Milimolar.

nm: Nanometros.

NBT: Nitroazul de tetrazolio.

GR: Glutation reductasa.

GST: Glutation S-transferasa.

CNDB: 1-cloro 2,4-dinitrobenceno.

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfa-
to reducido.

NADP*: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
oxidado.

GSSG: Glutation oxidado.

DTNB: Acido 5°5-ditiobis-(2-nitrobenzoico).

GSH-Eq: Equivalentes de glutation.

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.

TBA: Acido tiobarbitrico.

DNPH: 2,4 —dinitrofenil hidracina.

K-W: Kruskall - Wallis.

U mg! proteina: Unidades por miligramo de pro-
teina.

nmol mg!' proteina: Nanomoles por miligramo de
proteina.

pmol mg! protefna: Micromoles por miligramo de
proteina.

U mL": Unidades por litro.

U mL* Unidades por mililitro.

Se: Selenio.

HD: Capacidad donante de hidrégeno.

-SH: Grupo tiol.

H,O: Agua.

Introduccion

Durante la lactancia se realiza la sintesis y el trans-
porte de proteinas, grasas, carbohidratos, sales, anti-
cuerpos y agua desde el plasma hacia las glandulas
productoras de leche'? El producto, sin importar la
condicion social, economica o el estado de salud de la
madre lactante, es una combinacion Unica y especifica
de nutrientes y factores inmunoldgicos**. En este pro-
ceso se liberan reservas corporales de la madre que cu-
bren las demandas energéticas del infante®, proteinas
que cumplen funciones estructurales e inmunoldgicas,
asi como una variedad de moléculas antioxidantes (vi-
taminas, proteinas y enzimas) que contribuyen a evitar
procesos de oxidacidn en la leche materna®.

La oxidacion de moléculas como lipidos, proteinas
y acidos nucleicos puede provocar un estado de estrés
oxidativo, resultado de un desbalance entre la accion
de los agentes pro-oxidantes y antioxidantes, generan-
do dafio molecular y celular®. Los agentes oxidantes
pueden ser exdgenos, es decir provenientes del am-
biente externo, o endégenos, producidos por el propio
organismo, como es el caso de las especies reactivas
de oxigeno (ERO)’. El término ERO abarca tanto a ra-
dicales libres (como el radical anién superdxido, O,y
el radical hidroxilo, "OH), como a moléculas reactivas
(como el perdxido de hidrégeno, H,0,), que intervie-
nen en multiples procesos fisioldgicos necesarios para
el organismo, por ejemplo, mecanismos de defensa
contra microorganismos. La leche materna contiene
un gran nimero de antioxidantes, incluyendo las vita-
minas A, C y E, y enzimas antioxidantes, tales como
catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) y gluta-
tion peroxidasa (GPx)?.

Uno de los factores que puede afectar el balance
antioxidante-prooxidante en mamiferos, es el nime-
ro de gestas, ya que tanto en el embarazo como en la
lactancia se puede incrementar el dafio oxidativo y las
defensas antioxidantes®'°. Asi mismo, el incremento
en la edad se ha relacionado con una mayor produc-
cién de especies reactivas y una disminucién de los
antioxidantes enddgenos''. Otros factores que pueden
afectar las defensas antioxidantes presentes en la leche
incluyen el lugar de residencia, medicamentos, y el es-
tilo de vida de la madre'?. Por lo anterior, el objetivo
del presente estudio fue comparar las defensas antioxi-
dantes y los indicadores de dafio oxidativo en leche
materna de acuerdo al nimero de gestas y a la edad de
las mujeres lactantes.

Materiales y métodos
Grupo de estudio

El grupo de estudio incluyé 108 mujeres lactantes
en periodo de puerperio (7-10 dfas postparto), prove-
nientes de diversas instituciones de salud de la ciudad
de La Paz, Baja California Sur, todas ellas sudcalifor-
nianas de nacimiento y con residencia durante toda su
vida en este Estado. Las muestras de leche (aproxima-
damente 60 mL) se tomaron en el domicilio de las vo-
luntarias por una enfermera especialista en el drea ma-
terno-infantil. Las muestras fueron recolectadas en las
mismas condiciones con el fin de reducir al maximo
las posibles variaciones entre ellas. Las leches obteni-
das se refrigeraron inmediatamente, se transportaron al
laboratorio en hielo, y se almacenaron en congelacion
(-80°C) hasta su andlisis. Se agruparon segun el nime-
ro de gestas (una, dos y tres o mds gestas, n=36 en cada
grupo). Se recolectd el consentimiento informado, as{
como un cuestionario estructurado para recabar infor-
macion sobre las principales variables antropométri-
cas. El proyecto, asi como la carta de consentimiento
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informado fueron aprobados por el Capitulo Baja Ca-
lifornia Sur de la Academia Nacional de Bioética, A.C.

Andlisis de laboratorio

Previo al andlisis de los indicadores de estrés oxida-
tivo, se homogenizé cada muestra (500 uL) de leche
entera. Se centrifugaron las muestras a 905.6 x g por
10 minutos a 4°C en una centrifuga Sorvall® (RT, Mas-
sachusetts, E.U.A), se recuperd el sobrenadante y se
le agregé fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF, 1 mM)
como inhibidor de proteasas.

Enzimas antioxidantes

La actividad de la SOD se determiné como la inhi-
bicion de la reduccién de nitroazul de tetrazolio (NBT)
a formazdn'®. Para cuantificar la actividad antioxidante
de la CAT se registr6 por espectrofotometria la des-
aparicién del H,0, a 240 nm'. La actividad de GPx
se determiné usando H,O, como sustrato de la enzi-
ma dependiente de Se, y se midi6 el decremento de
la concentracién de nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato reducido (NADPH) en un ensayo acoplado con
glutation reductasa (GR) que cataliza la oxidacién de
NADPH a 240 nm'>'. Para medir la actividad de la
glutation S-transferasa (GST) se midid la aparicién del
complejo tioeter glutatién dinitrobenceno a partir de
la conjugacion de GSH y 1-cloro 2,4-dinitrobenceno
(CDNB)". La actividad de la glutation reductasa (GR)
se midié mediante la disminucion en la absorbancia
observada durante la oxidacion de NADPH a nicotina-
mida adenina dinucleétido fosfato oxidado (NADP*)
por glutatién oxidado (GSSG)'*!2. Los resultados de la
actividad de las enzimas antioxidantes se expresaron
en unidades por miligramo de proteina soluble.

Glutation

Para cuantificar la concentracion de GSH se utili-
z6 el método de Griffith (1980)!° con las modifica-
ciones descritas por Hermes-Lima y Storey (1994)".
Este método se basa en la reaccién de GSH con 4cido
575-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) que da como
producto una coloracién amarilla que puede detectar-
se por espectrofotometria a 412 nm. La concentracion
de GSH se calculd a partir de una curva estdndar uti-
lizando GSH en lugar de muestra. Los resultados se
expresaron en nanomoles de equivalentes de glutation
(GSH-Eq) por miligramo de proteina.

Dario oxidativo

Para cuantificar el dafio oxidativo a los lipidos de la
leche se midieron los niveles de peroxidacién como el

contenido de sustancias reactivas al dcido tiobarbitirico
(TBARS) mediante la cuantificacion de la concentracion
de malondialdehido (MDA). El MDA es un pigmento
rosa cristalino que se forma cuando los hidroperdxidos y
aldehidos lipidicos, producto de la lipoperoxidacion, re-
accionan con el dcido tiobarbitdrico (TBA) y se registra la
absorbancia a 532 nm?®. Los resultados se expresaron en
nmoles de TBARS por miligramo de proteinas solubles.
El dafio oxidativo a protefnas se cuantific calculando el
contenido de carbonilos proteicos*’ midiendo la forma-
cién de un complejo entre los derivados carbonilados de
las proteinas y la 2,4-dinitrofenil hidracina (DNPH). Los
resultados se expresaron en ymoles de carbonilos protei-
cos por miligramo de proteinas.

Proteinas solubles

Para estandarizar los resultados, se calculd la concen-
tracion de proteinas solubles presentes en la leche utili-
zando el kit de Bio-Rad® (Laboratories Hercules, CA)
basado en el método de Bradford (1976) adaptado a mi-
croplaca y con albiimina bovina sérica como estandar.

Andlisis Estadisticos

Se realizaron pruebas de estadistica descriptiva (fre-
cuencias absolutas y relativas, medias, medianas y per-
centiles al 25% al 75%) y pruebas de probabilidad Kol-
mogorov-Smirnov? para medir el ajuste de la distribucién
de las muestras a la curva normal. Se utiliz6 estadistica no
paramétrica para analizar diferencias entre los tres gru-
pos (una, dos, y tres o mds gestas) mediante el andlisis
de varianza de Kruskall-Wallis (K-W)?. La diferencia de
la edad entre los grupos se estimé a través de la prueba
de ANOVA. Se utilizé la r de Spearman para evaluar la
correlacion entre la edad de las mujeres lactantes y los
indicadores de estrés oxidativo en leche materna. El nivel
de probabilidad alfa de 5% se tomd para todas la pruebas
estadisticas. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo
mediante el uso de los paquetes SYSTAT 12.0 SPSS 18.0
y STATISTICA 8 para computadora personal.

Resultados

La edad de las 108 mujeres present6 un rango entre los
16 y los 41 afios. Los valores promedio de edad de los
grupos son 22 + 4 afios para el grupo I, 28 + 9 afios para
el grupo IT'y 30 + 6 en el grupo III (p<0.01).

Enzimas antioxidantes

Los datos de actividad de las enzimas antioxidantes
en mujeres lactantes de Baja California Sur en rela-
cién al nimero de gestas se presentan en la tabla I.
No se observaron diferencias significativas en la
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Tabla I
Indicadores de dario oxidativo y defensas antioxidantes en leche de madres de Baja California Sur
de acuerdo al niimero de gestas.

Gesta I (n=36) Gesta Il (n=36)

Diferencias % de las

Gesta Il (n=36) medianas

Variables

mediana p 25% p 75% mediana p 25% p 75%

Glvs Glvs Gllvs

mediana p 25% p 75% GII GIII GII

TBARS 143.35

Carb. Prot. 3143 624 5699 1527 636 40.71

GPx 0.04 0.01 0.15 0.07 0.02 0.26
SOD 132.37 21.83 404.14 236.54 37.02 811.29
GR 0.0075 0.0025 0.0590 0.0205 0.0087 0.0523
GST 0.0011 0.0004 0.0029 0.0025 0.0009 0.0075
CAT 0.23 0.10  0.44 0.27 0.11 0.51
GSH 20.64 1037 37.83 2740 14.88 38.59

62.00 305.01 26574 91.21 583.31

262.39 152.84 558.16 85.38 83.04 -1.26 0.04
23.89 6.77 5041 -51.43 -2398 5650 0.34
0.08 0.04 021 7542 112.64 2122 0.13
267.00 96.02 890.12 78.69 101.71 12.88 0.12

0.0193 0.0056 0.0662 173.40 15691 -6.03 0.34

0.0031 0.0013 0.0156 119.78 171.61 23.58 <0.01
0.27 0.08 081 1459 1329 -1.14 0.71
19.38  11.80 43.06 32.77 -6.11 -29.28 0.55

GR=glutation reductasa, U mg"' proteina; CAT=catalasa, U mg™' proteina; GST=glutatién S-transferasa, U mg"' proteina; GPx=glutatién
peroxidasa, U mg™' proteina; SOD=superdxido dismutasa, U mg™' proteina; GSH=glutatién, nmol mg"' proteina; TBARS=sustancias reactivas
al dcido tiobarbitiirico, nmol mg™!' proteina; Carb. Prot. = carbonilos proteicos, tmol mg™! proteina. *Prueba de Kruskal Wallis

actividad de SOD entre grupos (una gesta, 132.37U
mg' proteina; dos gestas, 236.54U mg"' proteina;
tres 0 mds gestas, 267.00U mg! proteina; p = 0.12).
Sin embargo, se observé que la actividad de SOD es
101% mayor en el grupo de una gesta comparado con
el de tres o mds gestas. No se encontraron diferencias
significativas (p = 0.71) en la actividad de CAT entre
grupos (una gesta, 0.23 U mg™' proteina; dos gestas,
0.27 U mg' proteina; tres o mds gestas, 0.27 U mg
proteina). No obstante, se observo que la actividad de
CAT es 13.29% es mayor en el grupo de una gesta
que en el de tres 0 mds gestas. Se observé mayor ac-
tividad (112%) de la enzima GPx en el grupo con una
gesta (0.04 U mg! proteina) que en el grupo con tres
o mas gestas (0.08 U mg' proteina), sin diferencia
significativa entre los grupos (p=0.13). La actividad
de GST fue aproximadamente 171% mayor en el gru-
po con una gesta (0.0011 U mg™! proteina) que en el
grupo con tres o mas gestas (0.0031 U mg! proteina)
(p<0.01). A pesar de que no se encontraron diferen-
cias significativas en la actividad de GR entre grupos,
se observo mayor actividad (156%) de esta enzima
entre las mujeres del grupo con una gesta (0.0075 U
mg! proteina) y las del grupo con tres o mds gestas
(0.0193 U mg! proteina) (p = 0.34). Se observé una
correlacion positiva (r=0.428) entre la actividad de
la enzima antioxidante GST y la edad de las madres
(p<0.01) (tabla II).

Glutation

No se encontraron diferencias significativas en la
concentraciéon de GSH-Eq entre el grupo con una ges-

ta (20.64 nmol mg™! proteina), el grupo con dos gestas
(27.40 nmol mg™! proteina) y el grupo con tres 0 mds
gestas (19.38 nmol mg™! proteina) (p = 0.71) (tabla I).
La concentracién de GSH-Eq fue 6.11% menor en el
grupo con tres 0 mds gestas que en el grupo con una
gesta. No se observaron diferencias significativas en la
concentraciéon de GSH-Eq por la edad de las madres
lactantes (tabla II).

Tabla IT
Correlacion entre la edad de las mujeres lactantes
v los indicadores de estrés oxidativo en leche materna

Edad
r p*
GR 0.063 0.516
CAT 0.011 0.907
GST 0.428 <0.01
GPx 0.123 0.205
SOD 0.149 0.124
GSH -0.145 0.134
TBARS 0.192 0.046
Carb. Prot. 0.074 0.446

GR=glutatién reductasa, U mg-' proteina; CAT=catalasa,
U mg-' proteina; GST=glutatién S-transferasa, U mg-' proteina;
GPx=glutation peroxidasa, U mg-' proteina; SOD=superéxido
dismutasa, U mg-' proteina; GSH=glutatién, nmol mg"' proteina;
TBARS=sustancias reactivas al dcido tiobarbittrico, nmol mg'
proteina; Carb. Prot. = carbonilos proteicos, yumol mg-1 proteina.
r= coeficiente de correlacion de Spearman *significacion estadistica.
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Dario oxidativo

Los resultados del dafio oxidativo a lipidos y pro-
tefnas en relacion al nimero de gestas se presentan en
la tabla I. Se encontraron diferencias significativas en
la concentracion de TBARS entre el grupo con una
gesta (143.35 nmol mg™' proteina), el grupo con dos
gestas (265.74 nmol mg! proteina) y el grupo con tres
0 mds gestas (262.39 nmol mg"' proteina) (p = 0.04).
Se observo, una mayor concentracion de TBARS de
83.04 % entre el grupo con una gesta y el grupo con
tres o mds gestas. No se observaron diferencias signi-
ficativas en la concentracion de carbonilos proteicos
entre el grupo con una gesta (31.43 umol mg™' protei-
na), el grupo con dos gestas (15.27 pumol mg!' protei-
na) y el grupo con tres o mds gestas (23.89 ymol mg!
proteina) (p = 0.63). A pesar de no encontrar diferen-
cias entre grupos, se observé menor concentracion
(171%) de carbonilos proteicos en el primer grupo en
comparacion con el tercer grupo. Se encontro una re-
lacion significativa entre los indicadores de dafio oxi-
dativo a lipidos y la edad de las madres (p = 0.046)
(tabla II).

Discusion
Defensas antioxidantes

Estudios realizados en otras especies de mamiferos
reportan una mayor actividad de las enzimas antioxi-
dantes en leche con el nimero de gestas. Por ejemplo,
la actividad de SOD, GPx y GST en leche de madres
porcinas con una sola gesta es menor en comparacion
con las madres con 2 o mds gestas®. En un estudio con
vacas a 90 = 30 dias de lactancia, divididas en dos
grupos, primiparas y multiparas, las cuales fueron su-
plementadas con aceite de pescado y de semillas, se
reporté un aumento en las moléculas antioxidantes en
ambos grupos; sin embargo, el contenido de antioxi-
dantes enddgenos liposolubles (vitamina A y E) fue
mayor en vacas multiparas®.

Los resultados del presente estudio coinciden con
ambos trabajos, en relacion con la actividad de las en-
zimas antioxidantes en leche materna, la cual es ma-
yor en el grupo de mujeres multiparas. Sin embargo,
el contenido de antioxidantes no enzimaticos (en este
caso, GSH-Eq) es menor conforme incrementa el nu-
mero de gestas, posiblemente al ser utilizado en las
reacciones enzimadticas antioxidantes.

La actividad de la enzima SOD observada en el pre-
sente trabajo (236.54 GI, 67.00 GII, y 132.37 U mg’!
proteina GIII), es mayor que la reportada previamen-
te*?7. Al-Awadi y Srikumar (2000) encontraron que
las mujeres de Kuwait presentaban una mayor acti-
vidad de SOD en comparacién con mujeres de otras
regiones®. La diferencia en la actividad de SOD, al
parecer, se debe a una mayor concentraciéon de zinc
(Zn, 11%) en la leche de las mujeres de esa regidn,

atribuida a la alimentacion; este mineral es uno de
los principales cofactores de la esta enzima®. SOD se
considera la primera linea de defensa contra las ERO,
especificamente contra el radical O,", cuya concentra-
¢ion se incrementa con el metabolismo. Por lo tanto, es
de esperarse que durante la lactancia y el consecuen-
te aumento en el metabolismo basal de las mujeres?,
se incremente la actividad de esta enzima. Adicional-
mente, en México la dieta promedio estd basada en el
consumo de cereales ricos en Zn** y, en particular en
Baja California Sur, la alta disponibilidad de pescados
y mariscos representa otra fuente importante de Zn3'2,
Una alimentacion que incluye concentraciones sufi-
cientes de Zn puede estar contribuyendo a la actividad
de SOD observada en las mujeres de este estudio.

Friel et al. (2002) reportaron una actividad de CAT
de 0.82 U mg! proteina en leche en la segunda sema-
na de lactancia; dicho valor es mayor al reportado en
este estudio (GII y GIT 0.27 U mg-1 proteina). L’ Abbe
y Friel (2000) reportaron la actividad de GPx en 0.011
U mg' de proteina en muestras de leche obtenidas
durante la segunda semana posparto en un grupo de
mujeres de 24 a 44 afios®®. Estos valores se encuentran
por debajo de los valores promedio (0.04, 0.07, 0.08
U mg! proteina GI, GII y GII respectivamente) repor-
tados para muestras colectadas entre el séptimo y el
onceavo dia de lactancia en el presente trabajo. Dodge
et al. (1999) en un estudio con mujeres lactantes de
China concluyen que la enzima GPx ejerce una im-
portante funcion de proteccion contra la peroxidacion
de lipidos y encontraron una correlacién entre una
adecuada ingesta de selenio (Se) y la 6ptima actividad
de GPx*®. Niveles bajos de Se, al parecer, disminuyen
la actividad de GPx, mientras que en exceso se pro-
duce una saturacion de la enzima sin incrementar su
actividad®. Debido a que en este estudio se presentd
una mayor actividad de GPx que de CAT, se asume
que GPx es la enzima encargada de la transformacion
de peroxidos en moléculas menos dafinas en leche
materna.

Algunos tipos de GST tienen funciones similares a
la GPx, catalizando la conversién de perdxidos orgd-
nicos a alcoholes, con intervencién de GSH y produc-
cién de GSSG*; por lo tanto, contribuyen as{ a la pro-
teccidn contra la peroxidacién. En estudios realizados
en cerdos, la actividad promedio de GST fue de 0.0036
y 0.0045 U mg' de proteina en el primer y segundo o
tercer parto, respectivamente; es decir, la actividad de
la enzima aumentd con el nimero de embarazos®. En el
presente trabajo, de manera similar se observa mayor
actividad de GST en relacién al nimero de gestas.

La actividad reportada en este trabajo para GR fue
156% mayor en el grupo de tres gestas que en el de
una gesta. Esta diferencia en la actividad de la enzi-
ma, a pesar de no ser estadisticamente significativa,
puede contribuir a una mayor concentracién de GSH,
el cual es necesario para llevar a cabo las reacciones
antioxidantes y/o detoxificantes catalizadas por GPx
y GST*.
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La concentracion de GSH-Eq fue mayor en el grupo
con una gesta que en el grupo con tres o mds gestas.
Se ha encontrado que el GSH y la enzima GPx remue-
ven el H O, en eritrocitos. Estudios previos por otros
autores han demostrado que las enzimas peroxidasas,
CAT y GPx, presentan una actividad equivalente en
la detoxificacion de H,O, en eritrocitos®. Sin embar-
go, otros estudios realizados en eritrocitos humanos
encontraron una disminucién en la concentracion de
GSH y GPx, pero no de CAT, durante el almacena-
miento de los glébulos rojos; en este caso se observé
una liberacién de GSH por los eritrocitos como res-
puesta al estrés oxidativo®. Tanto por la estabilidad
de la actividad de CAT como por los bajos niveles de
la concentracién de GSH, se ha sugerido que el GSH
representa la primera linea de defensa contra la oxida-
cién de lipidos y proteinas en eritrocitos humanos™®.
En el presente estudio, el GSH puede estar realizando
un papel similar como donador de equivalentes reduc-
tores en la leche materna, lo cual es sugerido por la di-
ferencia en la concentracion de GSH-Eq (6.11%, NS)
entre los grupos con una y con tres o mds gestas.

Dario oxidativo

Staicu et al. (2011) realizaron un estudio con dos
grupos de ratas, primiparas y multiparas, midieron en
sangre los indicadores de dafio oxidativo, malondial-
dehido (MDA) y carbonilos proteicos, encontrando
una mayor concentracion de MDA en ratas primiparas
(40%), y una mayor concentracién de carbonilos pro-
teicos en ratas multiparas (60%)*". Staicu et al. (2011)
utilizaron como marcadores de defensa antioxidante la
capacidad donante de hidrégeno (HD) y el contenido
total de grupos tiol (-SH), observando un aumento en
HD (2%) en ratas primiparas y un aumento del conte-
nido de -SH en multiparas (50%)Y".

En el presente trabajo se observd 83.04% mayor
concentracion de TBARS en el grupo de una gesta que
en el de tres o mds gestas; la diferencia en carbonilos
proteicos (-23.98 %) no fue estadisticamente significa-
tiva. Los resultados de estos marcadores en el presente
estudio no concuerdan con las tendencias reportadas
en cuanto a dafio oxidativo en el estudio realizado por
Staicu et al. (2011). Otros estudios han relacionado el
aumento en los marcadores de dafio oxidativo a lipidos
con la disminucion de la actividad de SOD en mujeres
con problemas de preeclampsia®. En el presente estu-
dio, la actividad de SOD, por un lado, indica la buena
salud de las mujeres evaluadas y, por otro, sugiere la
contribucién de esta enzima antioxidante a los niveles
de los indicadores de dafio a lipidos.

La menor oxidacién de proteinas, reportada en este
estudio como carbonilos proteicos, en relacion al nu-
mero de hijos puede deberse a la accién del GSH. El
grupo -SH de este antioxidante puede contribuir a re-
parar ciertos aminodcidos y disminuir el dafio a pro-
tefnas®.

Se ha reportado que al final del embarazo existe
un incremento de la lipoperoxidacién, por un cambio
en el perfil lipidico (incremento de triglicéridos fécil-
mente oxidables), y un consecuente decremento en la
concentracién de GSH'%*, el cual es un antioxidan-
te y ademds contribuye a la actividad de las enzimas
antioxidantes GPx y GST. Estas enzimas han sido re-
lacionadas con la conversion de perdxidos orgdnicos,
disminuyendo la lipoperoxidacién de moléculas. De
acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo,
un aumento en el nimero de gestas puede incrementar
la lipoperoxidacion de la leche materna. Sin embargo,
la mayor (no significativa) actividad de CAT obser-
vada en el presente estudio sugiere que el contenido
de peroxidos no es alto en leche, ya que la actividad
de esta enzima se reporta principalmente en condicio-
nes con altas concentraciones de H,O,*. La respuesta
fisiolégica del organismo para contrarrestar el dafio
oxidativo incluye un incremento de la actividad de las
enzimas antioxidantes, en este caso principalmente de
la GST. Esta enzima se conoce también por su fun-
cion detoxificante, ya que se encuentra relacionada
con el metabolismo de xenobidticos, los cuales son
metabolizados mediante una reaccién de conjugacion
con el GSH. Por lo tanto, el incremento en la actividad
de GST observado en el presente estudio puede estar
asociado a la concentracién de xenobidticos presentes
en el tejido adiposo de la madre. Los contaminantes,
como los metales pesados y los plaguicidas, se bioa-
cumulan y son liberados a través de la movilizacion
de lipidos requerida para la produccion de leche. Se
han cuantificado los niveles de metales en leche ma-
terna, sobre todo en zonas donde existe alto consumo
de productos marinos, como es el caso de Baja Ca-
lifornia Sur*?. Estos alimentos no sélo pueden incre-
mentar el contenido de metales en leche, sino también
contribuyen con micronutrientes que funcionan como
cofactores de enzimas antioxidantes, como el Se que
es cofactor de GPx*®.

Estrés oxidativo y edad

La teorfa del envejecimiento por radicales libres su-
giere que el deterioro de la funcion celular incrementa
con la edad y se relaciona con la acumulacion del dafo
oxidativo causado por ERO'. En la actualidad, exis-
te una variedad de reportes sobre el efecto que causa
la edad en el organismo. En su mayoria coinciden en
que el incremento de la edad conlleva al aumento en la
produccion de ERO, lo que provoca dafio en diferentes
moléculas, ademads de una disminucion en la sintesis
proteica y poca eficiencia de los mecanismos de repara-
cion. A esto se le afladen los cambios en el sistema an-
tioxidante endégeno, aunque algunos autores reportan
discrepancias en cuanto al incremento o disminucién
de la actividad de ciertas enzimas antioxidantes**.

Se ha reportado tanto una disminucién como un in-
cremento en la actividad de SOD y GPx con la edad;
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es mds comun encontrar correlaciones negativas entre
la actividad de GR y GST con la edad, atribuidas a la
disminucién en la concentracién de GSH; y, por otro
lado, para la actividad de CAT generalmente se re-
portan correlaciones negativas con la edad o bien sin
efecto por la edad®.

Chakraborty et al. (2012) estudiaron el efecto del
envejecimiento sobre el dafio oxidativo a lipidos y
proteinas, asi como los niveles de defensas antioxi-
dantes presentes en glébulos rojos y suero en huma-
nos entre 11 y 60 afios; los autores encontraron una
disminucién en la concentracion de GSH y en la acti-
vidad de las enzimas CAT, SOD, GST, GPx y GR, as{
como un incremento en la oxidacién de lipidos (cuan-
tificada como la concentracion de MDA) y proteinas
(cuantificada como carbonilos proteicos) conforme
aumenta la edad de los individuos*. Otros estudios
comparativos del dafio oxidativo en mujeres reportan
una mayor oxidacion lipidica en aquellas de mayor
edad en comparacion con mujeres mds jévenes*’. Al
parecer, los estudios reportados coinciden en el in-
cremento de la oxidacién de lipidos en relacién a la
edad; sin embargo, en el presente estudio se observé
ademds un aumento en la actividad antioxidante en
leche materna. La diferencia puede deberse a que en el
estudio de Chakraborty et al. (2012) se evalud el dafio
oxidativo a lipidos en hombres y mujeres; los resulta-
dos pueden diferir entre sexos por procesos biologicos
como reproduccion y lactancia (exclusivo a mujeres).
Estos procesos se han relacionado con un incremento
en la produccién de ERO y con consecuentes incre-
mentos del dafio oxidativo y también de las defensas
antioxidantes endGgenas®.

En el presente estudio, las correlaciones positivas
de la edad con los niveles de TBARS y con la activi-
dad de GST, coinciden con la evaluacién por nimero
de gestas, debido a que el incremento en los embarazos
estd relacionado con un aumento en la edad promedio
de las madres en cada grupo. Por ello, es posible que
la acumulacion del dafio por ERO a través del tiem-
po sea otro factor que contribuye al incremento del
dafio oxidativo a lipidos (expresado como TBARS) y
mayores niveles de las defensas antioxidantes, como
la actividad de la GST. Esta enzima estd relacionada
con la detoxificacion de ciertos contaminantes y con
el metabolismo de perdxidos lipidicos; esto tltimo se
refleja en niveles bajos de MDA y baja actividad de
CAT. Por lo tanto, se puede esperar que los lipidos de
la leche materna no presenten un dafio oxidativo con-
siderable, contribuyendo a mantener su calidad atin
considerando el tiempo de almacenamiento. Miranda
el al. (2011) reportan que la capacidad antioxidante de
la leche humana almacenada en congelacion dismi-
nuye la peroxidacién de lipidos®. Ademds de la edad
y el nimero de gestas, es posible que las variaciones
en las defensas antioxidantes y el dafio oxidativo se
relacionen a otros factores, como la alimentacion, ac-
tividad fisica o contaminantes*> no analizados en el
presente estudio.

Conclusion

En el presente estudio se encontraron diferencias
de acuerdo al nimero de gestas, encontrando mayo-
res niveles de TBARS en la leche en mujeres con 3
o mads gestas. Esto estd posiblemente relacionado con
el incremento en la edad promedio de las madres con
mayor nimero de gestas y, de acuerdo a la teorfa del
envejecimiento, se debe a una mayor produccién de
ERO vy, por ende, mayor dafio oxidativo a lipidos. La
actividad de la enzima antioxidante GST fue mayor en
leche de mujeres con mayor niimero de embarazos, po-
siblemente para metabolizar lipoperoxidos, y quizd en
relacion a una posible acumulacion de contaminantes a
través de la vida de las madres. A pesar del mayor dafio
oxidativo a lipidos encontrado con el nimero de gestas
y la edad, los niveles de TBARS parecen mantenerse
en niveles bajos. Las diferencias (no significativas)
de la actividad de las enzimas antioxidantes entre los
grupos sugiere que en el proceso de lactancia se incre-
mentan las defensas antioxidantes, posiblemente como
mecanismo de proteccion de la estructura y funcion de
los nutrientes y factores inmunoldgicos presentes en la
leche que son necesarios para la nutricion de infante.
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