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RESUMEN

La leche materna suministra una combinacion unica y especifica de nutrientes y
factores inmunoldgicos al infante, sin importar la condicion social, econémica o el estado
de salud de la madre. Durante el periodo de lactancia se liberan reservas corporales, para
satisfacer las demandas energéticas del bebé. Adicionalmente, se producen moléculas que
ayudaran a proteger las propiedades funcionales de la leche, asi como al sistema de defensa
del bebé, entre ellas se incluyen los antioxidantes. Entre las defensas antioxidantes se
conocen compuestos de bajo peso molecular, vitaminas, y proteinas (enzimas
antioxidantes). La dieta de la madre tiene una importante influencia sobre la composicion
de la leche y, por lo tanto, repercute tanto en el desarrollo fisico como cognitivo del nifio.
En el presente trabajo se estudiaron tres grupos de mujeres (n=15) segun el nimero de
embarazos 1, 2 y 3 0 més. Se evaluaron las defensas antioxidantes enzimaticas (SOD, CAT,
GST, GPx y GR) y no enzimaticas (GSH), asi como los indicadores de dafio oxidativo a
lipidos (TBARS) y proteinas (proteinas carboniladas) entre los grupos. Se compararon los
resultados de acuerdo a la edad de las mujeres y la frecuencia de consumo de alimentos de
origen marino (pescados y mariscos). No se encontraron diferencias significativas (0=0.05)
en las defensas antioxidantes ni en los indicadores de dafio oxidativo entre grupos, por el
numero de gestas o la edad de mujeres lactantes. Se observd una correlacion positiva entre
la actividad de SOD y los niveles de TBARS en muestras de leche materna. Esta
correlacion aparentemente estd afectada por la frecuencia del consumo de pescado y
mariscos. El aumento en el consumo de alimentos marinos puede mejorar la calidad de las
moléculas presentes en la leche materna que son necesarias para el desarrollo fisico y
mental del infante. Lo anterior permitira dar la importancia apropiada a la lactancia, sobre
todo en los primeros meses de vida.

Palabras clave: Alimentacion, antioxidantes, dafio oxidativo, leche materna
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ABSTRACT

Breast milk provides a unique and specific combination of nutrients and immune
factors to the infant, regardless of social, economic, or health status of the mother. During
the lactation period body reserves are released to meet the child’s energy demands.
Additionally, many molecules are produced to protect functional properties of breast milk,
as well as to boost the infant’s defense system; these molecules include antioxidants, such
as low molecular weight compounds, vitamins, proteins and antioxidant enzymes. The
mother’s diet has an important influence on milk composition; therefore, affecting the
physical and cognitive development of the child. Three groups of women were studied (n =
15) depending on the number of pregnancies 1, 2 and 3 or more. Enzymatic (SOD, CAT,
GST, GPx, and GR) and non-enzymatic (GSH) antioxidants, as well as indicators of
oxidative damage to lipids (TBARS) and proteins (carbonyl proteins) were analyzed. The
results obtained were compared by age and frequency of seafood (fish and shellfish)
consumption. No significant differences (o = 0.05) were found in the antioxidant defenses
or oxidative damage indicators among groups, according to number of pregnancies or age
of lactating women. A positive correlation was found between SOD activity and TBARS
levels in breast milk samples. This correlation appears to be affected by frequency of fish
and shellfish consumption. The increase in seafood consumption may improve the quality
of the molecules in breast milk that are necessary for the infant’s physical and mental
development. This information will give an appropriate context to breastfeeding, especially

in the first months of life.

Keywords: Antioxidants, breast milk, feeding, oxidative damage.
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1. INTRODUCCION

Al concluir el embarazo, inicia el periodo de lactancia, cuando una disminucion en
el nivel de estrogenos provoca la liberacion de prolactina y oxitocina e inicia la funcién de
las glandulas mamarias; es decir, la produccion de leche para alimentar y proteger al nifio
después del nacimiento. La histologia de la glandula mamaria es similar en todas las
especies, estd compuesta de un parénquima glandular, el cual a su vez, consta de alvéolos y
conductos, asi como de un estroma de soporte. Dichos alveo6los producen leche completa,
mediante la sintesis y el transporte desde el plasma sanguineo, de proteinas, grasas, hidratos
de carbono, sales, anticuerpos y agua (Valdes et al., 1994).

La lactancia es una herramienta contra la desnutricion de los infantes, debido a que
la leche materna proporciona una combinacion Unica y especifica de nutrientes y factores
inmunoldgicos, con la posibilidad de renovarse continuamente, sin importar la condicion
social, economica o el estado de salud (Picciano, 2001). Incluso las madres desnutridas
producen leche con una calidad por encima de la leche de formula. La lactancia tiene la
ventaja de que s6lo es necesario que las madres y los infantes pasen tiempo juntos, no se
requiere refrigeracion, almacenaje o electricidad. Ademas, en ocasiones la lactancia puede
funcionar como método anticonceptivo (Black et al., 1998). Otras ventajas son que ayuda a
evitar el hambre en los infantes en zonas de extrema pobreza, y que contiene factores
especificos para la especie humana que no se encuentran en ningun otro tipo de leche
(Black et al., 1998).

La leche materna consta de 3 etapas, la etapa de calostro, leche transicional y leche
madura, en las que varia su composicion nutrimental (Tabla 1). A la primera secrecion
mamaria se le denomina calostro, se produce durante la primera semana posparto y consiste
en un liquido amarillo y espeso, (su color se le atribuye a la presencia de f-caroteno), cuyo
valor energético es de 67 kcal 100 mL™. En esta etapa, algunos nutrientes y sales se
encuentran en concentraciones elevadas (Neville, 1995). El calostro contiene, ademas,
anticuerpos que protegen contra bacterias y virus, asi como moléculas antioxidantes que
actian como quelantes de especies reactivas de oxigeno (ERO) producidas por neutrdfilos.

En esta etapa el contenido de proteinas es elevado y el de lipidos es bajo, por lo tanto



se ajusta a las necesidades del recién nacido; aunque es buena fuente de vitaminas
liposolubles, como la vitamina A, carotenoides y vitamina E (Tabla 1). El contenido de
vitamina A y vitamina E es tres veces mayor en el calostro que en leche madura y el
contenido de carotenoides es incluso diez veces mayor en calostro (Saint et al., 1984).

La leche de transicion, como su nombre sugiere, es la leche que se produce entre el
calostro y la leche madura; la producciéon de la leche de transicion inicia a partir del
séptimo dia y se extiende hasta la segunda semana postparto. En esta etapa disminuye la
cantidad de proteinas y sales, pero la cantidad de carbohidratos (lactosa) y lipidos se
incrementa, asi como el contenido caldrico, hasta ser aproximadamente de 75 kcal 100 mL"
! (Shellhorn y Valdés, 1995). La concentracién de vitaminas hidrosolubles también
incrementa a lo largo de esta etapa, hasta alcanzar valores caracteristicos de la leche
madura (Tabla 1); en esta Ultima etapa, ademas, hay un aumento en el contenido de agua
contribuyendo con la regulacion de la temperatura del infante (Lawrence y lawrence,
2007).

En la leche podemos encontrar proteinas tales como caseina y proteinas del suero
de la leche (en una relacion 40:60) (Lonnerdal, 1985); la caseina estimula el sistema
inmune del infante (Migliore-Samour y Lolles, 1988), contribuye a la absorcion de los
iones de calcio y posee actividades antitromboticas, antihipertensivas y opioides
(Lonnerdal, 2003). Entre las proteinas del suero, la a-lactoalbimina se encuentra en mayor
proporcion y tiene la cualidad de poseer tanto una secuencia de aminoacidos como una
concentracion de cisteina y triptofano suficientes para los requerimientos del infante, las
cuales se consideran limitantes en formulas a base de leche bovina (Heine y Klein, 1991;
Hanning et al., 1992; Lien, 2003). La proteina lactoferrina, que se encuentra en
concentraciones elevadas en el calostro, tiene la capacidad de ligar atomos de hierro, de
esta manera los microorganismos no pueden disponer de él para su propagacion, ejerciendo
un efecto bacteriostatico en el intestino del infante, en sinergismo con inmunoglobulinas
como la inmunoglobulina A secretora (IgAs).

La leche materna es rica en inmunoglobulinas (1g), especialmente durante la etapa
de calostro; la principal es la IgAs, seguida de IgA monomérica, 1gG e IgM, las cuales son

sintetizadas en la glandula mamaria, para formar anticuerpos capaces de unirse a



microorganismos y frenar el paso hacia la mucosa intestinal (Ronayne, 2000). Otra funcion
muy importante de la IgAs es la de impedir que los patdgenos y sus toxinas puedan
adherirse al epitelio intestinal (Xanthou, 1998; Hamosh, 1998).

Otras proteinas presentes en la leche son enzimas, como la lisozima, cuya accion
bactericida cataliza la ruptura de las uniones (-1,4 de la pared celular bacteriana y la
enzima lipasa, que puede sobrevivir en el tracto gastrointestinal provocando la hidrolisis de
los lipidos, con produccién de glicerol y acidos grasos libres; lo que provoca una la alta
absorcion de grasas en infantes alimentados con leche materna (Lonnerdal,
1985). Ademas, la liberacion de estos acidos grasos protege contra protozoos, bacterias y
virus, ya que poseen actividad antimicrobiana e incluso antiinflamatoria (Hamosh, 1998;
Peterson et al., 1998).

En la leche materna también se encuentran componentes no proteicos, como la
taurina y los nucledtidos; la deficiencia de la primera en el neonato, puede afectar la
funcién de la retina (Gaull, 1989); los nucleétidos presentan funciones de modulacion del
sistema inmune, desarrollo de bifidobacterias, asi como maduracidn gastrointestinal (Uauy,
1994).

Entre los carbohidratos se encuentra la lactosa, un disacarido que se sintetiza a
partir de glucosa, y contribuye con los requerimientos energéticos necesarios para el
infante, favorece ademas, la implantacion de una flora acidofila y promueve la absorcion
intestinal de calcio, gracias a la actividad de la lactasa intestinal (Ronayne, 2000; Cochet et
al., 1983).

Otros carbohidratos importantes son los oligosacaridos, los que debido a su
estructura, pueden competir con microrganismos patdégenos (Gudiel-Urbano y Gofii, 2001),
incluso favorecen el desarrollo de bifidobacterias, a la vez que contribuyen a mantener un
pH &cido, el cual impide la proliferacion de microrganismos patdgenos, por lo que los
oligosacaridos ejercen un efecto prebiotico en el infante (Uauy, 1994; Gudiel-Urbano y
Gofii, 2001). La estructura que presentan es similar a la de los receptores de las células del
epitelio intestinal, esto se debe a que en la sintesis de los oligosacaridos intervienen
enzimas semejantes a las que catalizan la sintesis de las glucoproteinas y glucolipidos, los

cuales integran los receptores de la superficie celular (Kobata, 1978). Lo que provoca que



los oligosacéaridos sean ligandos competitivos para bacterias, virus, hongos y protozoos,
inhibiendo su colonizacion (Newburg, 2000). Existen méas de 20 oligosacaridos en la leche
materna con capacidad de union competitiva a patdgenos del tracto intestinal, respiratorio y
urinario (Kunz, 1993).

Entre los minerales, el calcio (Ca) y el fosforo (P) se encuentran en una proporcién
de 2 a 1 (Ronayne, 2000; Caulfield et al., 1995). El Ca es necesario para el deposito dseo,
contribuye a mantener el tono vascular (Herrera, 2002), y su absorcion a partir de la leche
materna es de 55% en comparacion con 38% a partir de la leche de vaca (Poiffait, 1993).
El P participa en un gran nimero de funciones bioldgicas, por ejemplo formacion de
huesos, metabolismo energético, mantenimiento acido-base, actividad del sistema nervioso
(Tomassi, 2002); en la leche humana el 23% del P se encuentra unido a proteinas, el resto
se encuentra como P inorganico o unido a lipidos (Harzer et al., 1986).

El hierro (Fe) es indispensable para la produccion de globulos rojos y transporte de
oxigeno; por lo tanto, interviene en el desarrollo cognitivo (Beard y Stoltzfus, 2001; Beard
y Connor, 2003). En los primeros meses de vida, es importante la alimentacion mediante
la leche materna, ya que ésta es una buena fuente de Fe, el cual se absorbe en mas del 70%
(Lozzof et al. 1991).

El zinc (Zn) es esencial para el crecimiento y desarrollo del infante, interviene en el
desarrollo del sistema inmune y en otros procesos fisioldgicos, forma parte de algunas
hormonas, y es cofactor de enzimas que intervienen en procesos metabolicos (WHO, 1996).
El contenido de Zn cambia a lo largo de las etapas de lactancia (Poiffait, 1994). Se puede
encontrar alrededor del 30% del Zn unido a lipidos, el 20% a la caseina y el 50% restante a
componentes presentes en el suero lacteo (Bates y Tsuchiva, 1990; Casey et al., 1995).

El cobre (Cu) es necesario para el uso del Fe, interviene también como cofactor en
el metabolismo de la glucosa y la sintesis de hemoglobina, tejido conectivo y fosfolipidos,
la concentracion de Cu en la leche materna es baja, pero no es comun encontrar deficiencia
de este mineral en infantes alimentados exclusivamente con leche humana (Lonnerdal,
1998). En el suero lacteo se puede encontrar el 80% del Cu, alrededor del 15% se encuentra
en la grasa y el resto en la caseina (Casey et al., 1995). Su absorcion a partir de la leche

humana es de aproximadamente 25% (Lonnerdal, 1997).



La leche producida por mujeres con buena nutricion contiene cantidades suficientes
de vitaminas para un crecimiento normal del infante (Lonnerdal, 1985). Entre estas
vitaminas podemos mencionar a la vitamina D, que tiene funciones hematopoyéticas y
propiedades inmunoreguladoras, es necesaria para la mineralizacion 6sea y tiene ademas la
capacidad de incrementar la absorcion intestinal de Ca y P, asi como la reabsorcion de
calcio en el rifidn (Portela, 2003).

La vitamina K se ha relacionado con procesos de coagulacidn sanguinea, por lo que
se recomienda en el momento del nacimiento para evitar problemas hemorragicos durante
la estabilizacion de la flora intestinal (Rogers, 1997).

La principal funcién de la vitamina C o 4&cido ascérbico es como antioxidante y
como cofactor en reacciones enzimaticas que se llevan a cabo durante en el desarrollo de
huesos y cartilagos (Gudiel-Urbano y Gofi, 2001). La vitamina C también estimula la
absorcion del Fe y actua en el metabolismo de los depositos de este mineral; por ejemplo,
se ha encontrado que los fitatos pueden reducir la absorcién del Fe no hemo en un 50%, lo
que puede ser evitado mediante el consumo de pequefias cantidades de carne y vitamina C,
ya que impiden la formacion de quelatos, provocando un aumento en su absorcidn, ain en
presencia de inhibidores (Forrellat et al. 2000).

La vitamina A interviene en diferentes funciones biologicas, forma parte del
pigmento visual rodopsina, que permite la visién en penumbra (Moreira, 1997) y es
necesaria para el crecimiento y la respuesta inmune (Portela, 2003); su concentracién varia
en la leche, ya que depende de la dieta materna (Canfield, 1995).

La vitamina E se distingue por su funcién antioxidante, la cual es relevante teniendo
en cuenta la cantidad de acidos grasos poliinsaturados presentes en la leche humana
(Portela, 2003).



Tabla I. Promedio de composicion nutrimental de leche humana (tres etapas), leche de

vaca y leche de férmula por cada 100 mL.

Nutriente Leche Leche Leche Leche Leche de
humana, humana, humana, devaca  férmula
calostro transicional madura

Agua, g 88.2 87.4 87.1 87.8 87.9

Proteina, ¢ 2.0 1.5 1.3 3.2 1.4

Carbohidratos, g 2.6 3.7 4.1 3.9 3.6

Energia, kcal 56 67 69 66 64

Acidos grasos 1.1 1.5 1.8 2.4 1.4

saturados, g

Acidos grasos 1.1 1.5 1.6 1.1 1.3

monoinsaturados, ¢

Acidos grasos 0.3 0.5 0.5 0.1 0.6

poliinsaturados, g

Ca, mg 28 25 34 115 51

P, mg 14 16 15 92 28

Fe, mg 0.07 0.07 0.07 0.05 0.07

Cu, mg 0.05 0.04 0.04 Tr. Tr.

Zn, mg 0.06 0.03 0.03 0.17 0.10

Retinol, pg 155 85 58 51 105

Vitamina D, ug N N 0.04 0.03 1.07

Vitamina E, mg 1.3 0.48 0.34 0.09 1.36

Vitamina C, mg 7 6 4 1 7

Tr. = trazas, N = no detectable. Modificado de las tablas de analisis de alimentos estandar

usados en el Reino Unido (Emmett y Rogers, 1997).

Las grasas son fuente de energia para el infante, aportan acidos grasos como ®-6 Yy
-3, lo cuales son necesarios para conseguir una adecuada produccion de eicosanoides. Los
acidos grasos oleico, palmitico y linoléico son los mas abundantes en la leche materna
(Gibson y Kneebone, 1981). Los acidos grasos saturados presentes en la leche materna
representan del 42 al 47% y, por otro lado, los acidos grasos insaturados constituyen del 53
a 58% (Prentice, 1996, Ronayne, 2000). En la mielina en el tejido nervioso se puede
encontrar al &cido oleico, el cual se acumula en la etapa neonatal, siendo ademas precursor

de otros acidos grasos, tales como los esfingolipidos de la mielina (Newburg y Neubauer,



1995). Los acidos araquidénico y docosahexaenoico generalmente se encuentran en el
cerebro y la retina del neonato, contribuyendo a su desarrollo neurologico y visual
(Ronayne, 2000).

La leche contiene acidos grasos polinsaturados (PUFA) (Sauerwald et al.,
2001).Los acidos grasos de cadena larga m-6 y ®-3 tienen efectos sobre los mediadores
eicosanoides (anti- y proinflamatorios), y ayudan a proteger la barrera epitelial intestinal
promoviendo la madurez gastrointestinal en los infantes, por lo que es fundamental para las
funciones inmunomoduladoras del recién nacido (Sala-Vila et al., 2008). Los PUFA de
cadena larga son importantes, tanto para el crecimiento como para el funcionamiento
corporal del infante (Rosenfeld et al., 2009). En el recién nacido, una dieta basada en leche
materna aporta aproximadamente el 50% de la energia en forma de lipidos, y el 99% de
ellos se encuentra en forma de triacilglicéridos (Mena y Milad, 1998; Sanjurjo et al., 2008;
Bosch et al., 2009; Martinez et al., 2009). Asi como las mujeres lactantes reciben acidos
grasos esenciales gracias a su dieta, el feto y el recién nacido los deben recibir a partir de la
madre; por ello, es importante una adecuada y correcta alimentacion para asegurar el mejor
suministro de estos nutrientes (Valenzuela y Nieto, 2003; Campoy et al., 2010).

El deposito de acido docosahexaendico (DHA), tanto de la corteza cerebral como de
la retina, inicia a partir de los primeros seis meses de vida intrauterina y en el tercer
trimestre del embarazo, respectivamente; ademas, un alto porcentaje de lipidos
estructurales de las células cerebrales y de las células de la retina esta constituido por DHA
(Valenzuela y Nieto, 2001, Hadders et al. 2007). La concentracion de DHA en las
membranas de los globulos rojos varia dependiendo de los niveles de consumo de
alimentos con alto contenido de PUFA (Atalah et al., 2008). En la leche materna, la
concentracion de este tipo de lipidos fluctta entre 0.1 y 1.4% del total de acidos grasos, en
relacion al consumo de alimentos de origen marino (Brenna et al., 2007).

En general, la dieta de la madre ejerce una influencia sobre la composicién de la
leche y, por lo tanto, repercute en la salud del infante, tanto en su desarrollo fisico como
mental (Innis, 2007; Koletzko et al., 2001). La composicion de lipidos en leche esta
representada principalmente por triglicéridos, fosfolipidos, esteroles e incluso vitaminas

solubles en grasa, y la composicion de los triglicéridos depende de la dieta materna



(Lammi-Keefe y Jensen, 1984). Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-
PUFA) que se incluyen en la dieta del recién nacido contribuyen al desarrollo neurologico
(Hoffman et al., 2000; Neuringer, 2000). Los infantes alimentados de leche materna
obtienen mejores resultados en las pruebas de evaluacion neuroldgica, lo cual se ha
atribuido al contenido de DHA presente en leche materna (Agostoni et al., 1995; San
Giovanni et al., 2000). Después del nacimiento, el contenido de acidos grasos del infante
depende de su capacidad de sintesis a partir de precursores (Salem et al., 1996) y del aporte
de LC-PUFA preformados en la leche materna (Gibson et al., 1997; Henderson et al.,
1992). A su vez, el contenido de LC-PUFA en la leche se ha correlacionado directamente
con el consumo materno de estos acidos grasos (Harris et al., 1984; Jensen et al., 1992).
Los LC-PUFA secretados en la leche provienen de la absorcion intestinal de lipidos en la
dieta, de la movilizacién de reservas maternas y de la sintesis enddgena por el higado
(Gibson et al., 1997; Jensen et al., 2000; Makrides et al., 1996). En madres chilenas se
encontrd una relacion entre un bajo consumo de alimentos marinos, principal fuente de
acidos grasos -3, y un bajo contenido de DHA en la leche; los resultados demostraron que
la ingesta de DHA del grupo suplementado aumentd de 64 mg dia™ a 335.9 mg dia™. El
valor basal de DHA en la leche fue de 0.15 + 0.05% del total de &cidos grasos, y aumenté a
0.22 + 0.10%, al suplementar a las madres con 320 g de jurel por semana (Gaete et al.,
2002).

Los lipidos procedentes de peces son distintos de los lipidos procedentes de
mamiferos; porque estan conformados por &cidos grasos de cadena larga (14-22 atomos de
carbono) con un alto grado de instauracion (Tabla Il), mientras que los acidos grasos de los
mamiferos, en general, no contienen mas de dos dobles enlaces por molécula (Stansby y
Hall, 1967). En los peces de agua dulce aproximadamente 70% de los PUFA contienen
cuatro, cinco o seis dobles enlaces; mientras que en los peces de agua de mar esta
proporcion es alrededor de 88% (Stansby y Hall, 1967). Algunos acidos grasos, como el
linoléico y linolénico, se consideran esenciales en la nutricion humana debido a que no son
sintetizados por el organismo (Gibson y Kneebone, 1981). En los peces, estos acidos grasos
representan cerca del 2% del total de lipidos, lo cual representa un porcentaje menor en

comparacion con los aceites vegetales (Sanders y Reddy, 1992). No obstante, los aceites de



pescado contienen otros PUFA, como el acido eicosapentaenodico que tiene propiedades

antitrombdticas (Simopoulos et al., 1991).

Tabla I1. Acidos grasos m-3, en 18 especies de pescados mexicanos de amplio consumo en
Meéxico (mg 100g™ de filete).

Pescado n ALA 11,14,17 EPA DHA
eicosatrienioco

Abadejo 15 1.13 (0.43) nd 8.30 (3.6) 105.52 (31.26)
Angelito 18 418 (1.78) nd 12.23 (2.67) 123.74 (23.64)
Atnin aleta amarilla 25 2.15(0.48) 25.08 (3.14) 15.48 (0.53) 152.40 (2.65)
Bandera 18 3.66 (0.70) nd 3.82 (0.31) 35.67 (0.67)
Bobo escama 15 3.09 (0.79) nd 0.56 (0.17) 1.39 (0.36)
Conejo 24 0.58 (0.05) nd 15.66 (4.52) 2875 (1.26)
Gurrubata 15 2.59(0.55) 0.29 (0.07) 7.91 (2.14) 7997 (6.82)
Lebrancha 15 7.24 (0.39) nd 77.92 (6.08) 84.82 (5.44)
Lengua 32 1.43 (0.03) nd 9.16 (1.41) 31.03 (6.27)
Lenguado 22 nd nd 317 (0.,63) 7845 (11.27)
Merluza 18 1.78 (0.22) nd 2254 (6.04) 102.08 (13.97)
Pargo huachinango 25 1.01 (0.43) 0.32 (0.02) 28.07 (5.45) 237.33 (1.83)
Picuda 19 2.56 (0.63) nd 55.54 (0.75) 35.79 (7.36)
Pierna 18 1.37 (0.67) nd 430 (1.82) 92.23 (7.89)
Rubia 16 1.99 (0.46) nd 1.49 (0.07) 237.88 (3.05)
Sargo 18 nd nd 5567 (1.04) 85.00 (2.67)
Tiburdn 22 1.90 (0.28) nd 7.93 (0.45) 2382 (6.57)
Verdillo 15 0.64 (0.16) nd 12.25 (3.81) 84.82 (5.44)
nd = no detectado n = N de repeticiones
ALA = 4acido a-linolénico, EPA = &cido eicosapentaenoico, DHA = &cido

docosahexaenoico. Tomado de Castro-Gonzalez et al. (2007).

Aunque la desnutricion no tiene efectos significativos sobre la concentracion de
proteinas en leche humana (Cowars, 1984), en mujeres suecas con un estado nutricional
estable, la concentracion de proteinas en leche fue menor en mujeres con una dieta baja en
proteina (8% del total de energia) en comparacion con mujeres que se alimentaron de una
dieta alta en proteinas (14% del total de energia) (Lindblad, 1974).

En la lactancia se liberan, ademas de PUFA esenciales, reservas corporales de la
madre para satisfacer las demandas energéticas del infante (Sauerwald et al., 2001). El
contenido de antioxidantes, tanto compuestos de bajo peso molecular como vitaminas,

proteinas y enzimas, en leche materna contribuye a evitar procesos de oxidacion de lipidos
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y proteinas, y sirve como mecanismo de defensa adicional para el infante (Picciano, 1998;
Lindmark-Mansson y Akesson, 2000).

La capacidad antioxidante, definida como la capacidad de neutralizar la reactividad
y/o inhibir la generacion de radicales libres (Thornalley y Vasak, 1985; Greenwald, 1990),
de la leche humana es mayor en comparacion con la leche de formula (Hanna et al., 2004).
La concentracion de antioxidantes en la leche también depende de la dieta, el lugar de
residencia, medicamentos, asi como el estilo de vida de la madre (Sadeghi et al., 2009).

Los antioxidantes exdgenos, es decir provenientes de la dieta, incluyen a la vitamina
E, la vitamina C y los carotenoides (Halliwell y Gutteridge, 2007; Konisberg, 2008).
Algunos de los principales antioxidantes endogenos (producidos por el organismo) son las
enzimas superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa
(GR), glutation S-transferasa (GST) y catalasa; ademas, existen antioxidantes endégenos no
enzimaticos, como el glutatién (GSH), &cido Urico, entre otros (Eberhardt, 2001; Halliwell
y Gutteridge, 2007; Konisberg, 2008).

Superdxido dismutasa (SOD) (E.C.1.15.1.1)

La enzima superdxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacion del anion peréxido
de hidrégeno (H,0;) (Fig. 1). Existen tres tipos de SOD que se diferencian de acuerdo al
metal unido a la enzima, manganeso, cobre y zinc, o hierro (Konisberg, 2008). En leche

materna se ha identificado principalmente actividad de la Mn-SOD.

SOD
202'- +2H" — H,0,.: 0>

Figura 1. Reaccién antioxidante catalizada por superéxido dismutasa (SOD). O, = ion
superoxido H'=ion hidrégeno, H,0,= perdxido de hidrogeno, O,=oxigeno. (Tomado de
Lindmark-Mansson y Akesson, 2000).

Catalasa (E.C.1.11.1.6)
La catalasa (CAT) cataliza la descomposicién del H,O; (Fig. 2).
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CAT
2H202 — 2H20 + O2

Figura 2. Reaccion catalizada por la enzima catalasa (CAT). H,O,= per6xido de hidrdgeno,
O, = oxigeno. Tomado de Lindmark- Mansson y Akesson (2000).

La CAT tiene la capacidad metabolizar el H,0, a H,O y O, (Gutteridge y
Halliwell 1999). La CAT también se encuentra dentro de los leucocitos; esto explica su
resistencia frente a la desnaturalizacion por el calor y su posterior liberacién causando una
aparente reactivacion (Lindmark- Mansson y Akesson, 2000).

La enzima catalasa tiene un papel predominante en el control de la concentracion de
H,0, (Gaetani et al, 1996), su estructura rigida y estable provee mayor resistencia al pH,
desnaturalizacion térmica 'y protedlisis en comparacion con otras enzimas (Goyal, 2010).

Glutation peroxidasa (E.C.1.11.1.9)

La glutation peroxidasa (GPx) elimina al H,O; y otros perdxidos a una velocidad
alta (Fig. 3). Su grupo funcional unido a selenio (Se) es oxidado por el H,O, y después se
reduce por el GSH, que se convierte en el glutation oxidado (GSSG) (Gutteridge vy
Halliwell, 1999). El Se se incorpora a las proteinas como seleno-cisteina 0 como seleno-
metionina (Hawkes et al., 1985; Sathe et al., 1992).

GPX
2GSH+H,0, — GSSG +2H,0

Figura 3. Reaccion catalizada por la enzima antioxidante glutation peroxidasa (GPXx).
GSH= glutation reducido, GSSG = glutation oxidado, H,O, =peroxido de hidrogeno, H,O
= agua. Tomado de Lindmark- Mansson y Akesson (2000).

Glutation (GSH)
El GSH es un tripéptido de bajo peso molecular, es un tiol no proteinico y se
encuentra en altas concentraciones en todas las células (Konisberg, 2008). Funciona como

donador de equivalentes reductores que contribuye en la reaccion de la GPx para reducir el
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H,0, a H,O (Fig. 4) De esta manera, el GSH se transforma en GSSG (Halliwell y
Gutteridge, 2007).

2GSH +H,0, — GSSG +2H,0
Figura 4. Mecanismo de accion del antioxidante glutation. GSH = glutation reducido,

GSSG = glutatién oxidado, H,O, = peroxido de hidrégeno, H,O = agua. Tomado de
Lindmark-Mansson y Akesson (2000).

El GSSG se reduce por accion de la enzima glutation reductasa (GR) con ayuda del
dinucle6tido de nicotinamiina adenina fosfato reducido (NADPH) en un ciclo redox
(Halliwell y Gutteridge, 2007). En la mitocondria, el GSH regula las vias de muerte celular
y progresion de enfermedades y también funciona como cofactor de otras enzimas

antioxidantes (glutarredoxinas y tiorredoxinas) (Konisberg, 2008).

Glutation S-transferasa (GST)
Esta enzima se encuentra relacionada frecuentemente con el metabolismo de
xenobioticos, los cuales son metabolizados mediante una reaccion de conjugacion con el

GSH, dicha reaccidn es catalizada por la GST.

GST
RX + GSH —RSG + HX
Figura 5. Reaccidn detoxificante catalizada por la enzima GST. RX= xenobiédtico, GSH=
glutation reducido, RSG = xenobidtico conjugado, HX = haluro de hidrégeno. Tomado de
Halliwell y Gutteridge (2007).
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Factores antioxidantes en leche

0, LH
Xantina oxidasa Oz~ L
SOD
Sulfhidril oxidasa J '
TTTTe— Lactoperoxidasa
H,0, § (Catalasa LOO-
Lactoferrina Fel+ G5HPx
Transferrina \ <
Hemo OH- LOOH

Figura 6. Accion propuesta de algunas moléculas prooxidantes y antioxidantes en leche. La
secuencia de reacciones de la izquierda incluye oxigeno (Oz), anion superoxido (O2"),
peroxido de hidrégeno (H,0;) y radical hidroxilo (OH"). La secuencia de la derecha
incluye acido graso insaturado (LH), radical lipidico (L), radical peroxilo (LOQO) e
hidroperéxido de 4cido graso (LOOH). Fe?* = ion fierro (I1), SOD = superoxido dismutasa,

GSHPx = glutation peroxidasa. Tomado de Lindmark-Mansson y Akesson (2000).

La oxidacion de moléculas como lipidos, proteinas y &cidos nucléicos puede
originar un estado de estrés oxidativo; es decir, un desbalance entre la accion de los agentes
pro-oxidantes y la respuesta antioxidante, donde la balanza se inclina a favor de los
primeros, generando dafio molecular y celular (Sies, 1997; Murray, 1997). Los agentes
oxidantes pueden ser exdgenos (farmacos) o enddgenos (especies reactivas de oxigeno)
(Abramson et al., 2005). Especies reactivas de oxigeno (ERO) es el término que se aplica
tanto a radicales libres como a moléculas reactivas que, sin ser radicales libres, son agentes
oxidantes y/o son facilmente convertidos a radicales libres. En mamiferos, las ERO
intervienen en procesos fisiopatoldgicos; por ejemplo, como mecanismo de defensa contra
microorganismos (Gutteridge y Halliwell, 1999).

La oxidacion de proteinas se distingue por la generacion de grupos carbonilo, los

cuales se originan a través de diversas reacciones quimicas, las cuales se pueden dividir en
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cuatro rutas principales. La primera consiste en una oxidacion directa de algunos
aminoacidos (prolina, lisina, arginina y treonina) por reaccion con ERO; originando
semialdehidos como el glutamico y aminoadipico, los cuales son productos carbonilados y
representan la mayor parte de una medicion de carbonilacion (Requena et al., 2003). La
segunda ruta de formacion de grupos carbonilo consiste en la ruptura de la cadena
polipeptidica gracias a una reaccion de o- amidacion o por oxidacion de residuos de acido
glutdmico, lo que genera la formacion de péptidos donde el aminoacido N-terminal esta
bloqueado por un derivado a-cetoacilo. Las dos rutas restantes consisten en reacciones
secundarias con moléculas que presentan grupos carbonilos reactivos, lo cuales se han
formado previamente por reaccion directa de las proteinas con ERO. La oxidacion proteica
generalmente es irreversible, la Unica manera de reparar la oxidacién es mediante la
protedlisis de los sustratos oxidados y la sintesis de novo de dichas proteinas (Dalle-Done
et al.,, 2003). La oxidacion de proteinas se ha correlacionado positivamente con el
incremento en la edad y en ciertas patologias (Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2006).

La oxidacion lipidica afecta especialmente a los acidos grasos poliinsaturados y
puede ser originada por O,, O,", H,0, y OH’ (Jerlick et al., 2000; Cadenas, 1997; Reylli
y Burkley, 1990). Una vez que se inicia, se desencadena una cascada de reacciones
quimicas con la subsecuente produccion de radicales libres que provoca la formacion de
perdxidos organicos y otros productos a partir de los acidos grasos insaturados (Rangon y
Burkley, 1993). Algunos factores que intervienen en el grado de peroxidacion lipidica son
la naturaleza del agente inicializador, el grado de insaturacion, la presencia de Fe, el
contenido de antioxidantes y la activacidn de enzimas que pueden terminar con la reaccion
en cadena de la peroxidacién.

Existen diversos mecanismos homeostaticos que ayudan al organismo a evitar o
reparar el dafio oxidativo que causan las ERO (Kinsella et al., 1993). Debido a que los
antioxidantes presentes en la dieta pueden modificar los niveles de estrés oxidativo, tanto
en humanos como en modelos animales, se sugiere que el consumo de alimentos ricos en
antioxidantes puede contribuir a una vida mas saludable y aunque la respuesta antioxidante
enddgena aparentemente estd controlada genéticamente, también puede ser afectada por

factores epigenéticos (Céspedes et al., 2000). Sin embargo, la mayoria de los estudios



15

publicados se han limitado a la evaluacion de la ingesta durante el periodo de estudio o a la
relacion entre las dietas enriquecidas con antioxidantes especificos y ciertos marcadores del
estrés oxidativo (Sohal et al., 1990).

En el presente trabajo se evaluaron las diferencias en el metabolismo oxidativo entre
diferentes grupos de mujeres lactantes, tomando en cuenta diversos factores, como el

numero de gestas, la edad y la alimentacion.

2. ANTECEDENTES

La ingesta de leche materna es importante para el infante debido a que ésta es una
fuente rica en nutrientes y contiene moléculas biolégicamente activas con funciones
antioxidantes especificas (Buescher et al., 1989). Ademas, la leche materna contiene
moléculas esenciales que deben ser protegidas para el aprovechamiento por parte del
infante; una dieta rica en PUFA, sin la proteccion de antioxidantes, puede ser un importante
contribuyente a la carga de ERO (Andrews et al., 2006), debido a la formacién de radicales
peroxilo, que son catalizadores de reacciones de oxidacion adicionales (Brzezinska-
Slebodzinska et al., 1994).

Los nifios alimentados con leche materna poseen una barrera antioxidante
(incluyendo albuminas, bilirrubina, cisteina, acido Urico, glutation, coenzima Q10,
lactoferrina) méas eficaz en sangre y, en general, un menor nivel de estrés oxidativo en
comparacion con los nifios alimentados con leche de férmula (Shoji et al., 2004; Zoeren-
Grobben et al., 1994; Aycicek et al., 2006; Buescher y Mcllhean,1992). La leche materna
contiene un gran numero de antioxidantes, incluyendo las vitaminas A, C y E, y enzimas
antioxidantes, tales como CAT, SOD y GPx (Friel, 2002).

La actividad de CAT, SOD y GPx en leche es similar a aquella en el suero de la
madre (L'Abbe y Friel, 2000). Jannat et al. (2008) encontraron que la actividad de las
enzimas antioxidantes, tales como la SOD y GPx, aumenta a lo largo del periodo de
lactancia. Por el contrario, otros estudios sobre la actividad enziméatica encontraron que
disminuyen con el tiempo de lactancia tanto la actividad de la GPx como la concentracion

de Se (Hojo, 1986). La actividad de la GPx en la leche humana esta en el mismo rango que



16

en la leche bovina, 31 + 39 U mL™ y también se correlaciona positivamente con la
concentracion de Se (Hojo, 1986). La actividad de SOD en leche humana fue en promedio
4.8 U mg™ de proteina y la de GPx fue 9.8 mU mg™ de proteina durante doce semanas de
lactancia (L’Abbe y Friel, 2000). Esta actividad fue mayor en comparacién con aquella en
plasma humano (de 0.2 a 0.4 mU mg™ de proteina) en un grupo de mujeres de 24 a 44
afios (L’Abbe, 2000). Hubner-Wozniak et al. (2000) no encontraron diferencias en la
actividad de SOD en sangre, en relacién con la edad de las mujeres; por el contrario,
encontrd un incremento en la actividad de CAT y GPx relacionado con el aumento en la
edad. En estudios realizados por Bogdan et al. (1986) se registré una actividad de GPx de
36 mU mg™ de proteina en leche humana, lo cual fue mayor en comparacién con otras
especies, representando el 25% de la actividad realizada por el total de enzimas
peroxidasas, para ese grupo. Turoli et al. (2004) reportaron que las concentraciones de
antioxidantes no enzimaticos en la leche también varian de acuerdo con el periodo de
lactancia; las mayores concentraciones de GSH se registraron en el periodo de calostro
(Turoli et al., 2004).

3. JUSTIFICACION

La leche materna contiene un gran namero de moléculas funcionales que ayudan a
preservar la salud del infante, e incluso influyen en su salud en la edad adulta. Dichas
moléculas pueden verse afectadas por diversos factores; por lo tanto, es importante conocer
los mecanismos que afectan la calidad de la leche, entre ellos el balance entre moléculas
prooxidantes y antioxidantes. Lo anterior permitira dar la importancia apropiada a la

lactancia, sobre todo en los primeros meses de vida.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar los indicadores del metabolismo oxidativo presente en la leche materna y
correlacionar los resultados con algunas variables antropométricas y con el tipo de

alimentacion de las madres lactantes.
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4.2 Objetivos particulares

Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPx, GRy GST) y
las concentraciones de antioxidantes no enzimaticos (GSH) presentes en las muestras de
leche materna.

Determinar los niveles de TBARS y carbonilos proteicos como indicadores de dafio
oxidativo en las muestras de leche materna.

Relacionar la actividad de enzimas antioxidantes y de dafio oxidativo con el tipo de

alimentacion, el nimero de embarazos y la edad de las madres.

5. HIPOTESIS

Existen diversos factores que afectan la composicion y funcién de la leche
materna. Por lo tanto, se espera encontrar una relacion entre el dafio oxidativo y las
defensas antioxidantes presentes en la leche y el tipo de alimentacidn, el nimero de gestas y

la edad de las madres.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area y grupos de estudio

Las muestras de leche materna se obtuvieron de 45 mujeres voluntarias en periodo
de puerperio (7-10 dias postparto). Se estudiaron tres grupos de mujeres (n=15) segun el
nimero (1, 2 y >3) de gestas, provenientes de instituciones de salud, publicas y privadas,
en la ciudad de La Paz, todas ellas sudcalifornianas de nacimiento y con residencia durante
toda su vida en Baja California Sur.
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6.2 Toma de muestras

Las muestras de leche (aproximadamente 35 mL) se tomaron en el domicilio de las
voluntarias. Las muestras se almacenaron en congelacion (-20°C) hasta su andlisis. En el
momento de la toma de muestras, se aplicd un cuestionario para recabar informacion sobre
las principales variables antropométricas de las madres y su alimentacion, entre otros
(Anexo 1).

6.3 Analisis de laboratorio
Preparacién del homogenizado

Previo al andlisis de los indicadores de estrés oxidativo, se homogenizd cada
muestra (500 pL) de leche entera. Se centrifugaron las muestras a 905.6 x g por 10 minutos
a 4°C en una centrifuga Sorvall® (RT, Massachusetts, E.U.A), se recuperé el sobrenadante

y se le agreg0 fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF, 1 mM) como inhibidor de proteasas.

6.3.1 Actividad enzimatica
6.3.1.1 Superoxido dismutasa (E.C.1.15.1.1)

La actividad de la SOD se determind como la inhibicion de la reduccion de
nitroazul de tetrazolio (NBT) a formazan (Hermes-Lima y Storey, 1995). El formazan es un
producto color rosa que puede ser detectado por espectrofotometria a 560 nm. Para
determinar la actividad de la SOD se utilizd el sistema xantina/xantina oxidasa como
generador constante de (O2") y la consecuente reduccion del NBT a formazéan. Las
muestras homogenizadas se diluyeron con solucion amortiguadora de fosfatos (0.1 M). En
una celda de pléstico se colocaron y mezclaron solucién amortiguadora sodio-carbonato (50
mM), xantina (0.1 mM), NBT (0.025 mM), EDTA (0.1 mM), xantina oxidasa (1 U mL™ en
sulfato de amonio 2 M) y las muestras o blancos (solucion para homogenizar, pH 7.5).
Todos los reactivos se mantuvieron a 25°C. Se registr6 el cambio en la absorbancia cada
30 segundos durante 5 minutos en el espectrofotometro (Beckman Coulter Du 800,

Fullerton, CA). Los resultados se expresaron en unidades (U) SOD por miligramo de
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proteina soluble. Una unidad de actividad de SOD se define como la cantidad de enzima

necesaria para inhibir el 50 % de la méaxima reaccion del O,™ con el NBT.

6.3.1.2 Catalasa (E.C.1.11.1.6)

La CAT tiene como sustrato al H,O,. Para cuantificar la actividad de CAT se
registra por espectrofotometria la desaparicion del H,O, a 240 nm (Aebi, 1984). A una
celda de cuarzo se le agreg6 solucion amortiguadora de fosfatos (0.1 M), solucién de H,0,
(20 mM) y la muestra homogenizada. El cambio en la absorbancia se midié a 240 nm cada
15 segundos durante 2 minutos en un espectrofotometro (Beckman 6505 UV/Vis). La
actividad enzimatica se expresé en U de CAT por miligramo de proteina soluble. Una
unidad de actividad de CAT se define como la cantidad de enzima que cataliza la
descomposicion de 1 mol H,O; por minuto.

6.3.1.3 Glutation peroxidasa (E.C.1.11.1.9)

La actividad de GPx se determina usando H,O, como sustrato de la enzima
dependiente de Se, y se mide el decremento de la concentracion de NADPH en un ensayo
acoplado con GR que cataliza la oxidacion de NADPH a 240 nm (Hermes-Lima y Storey,
1998; Folhé y Gunzler, 1984). En una celda se mezclaron solucién amortiguadora de
fosfatos (500 mM, pH7.2), EDTA (50 mM), azida de sodio (20 mM), GR (15 U mL™),
NADPH (1.5 mM), GSH (250 mM), homogenizado y agua desionizada, y se leyd la
absorbancia a 340 nm por 40 segundos en un espectrofotdmetro (Beckman 6505 UV/Vis).
Este resultado fue tomado como primer blanco. Inmediatamente después de la lectura se le
agregd H,O, (10 mM) a la celda leida previamente, para continuar con otra lectura por 40
segundos. Este segundo resultado fue tomado como la absorbancia de la muestra. En otra
celda de plastico se agregaron la soluciones anteriores, con excepcion de la muestra, y se
leyé en un espectrofotometro (Beckman 6505 UV/Vis) a 340 nm por 40 segundos; el
resultado fue tomado como segundo blanco. Se realizaron los célculos utilizando el
coeficiente de extincién de NADPH (6.22 mL™) y se expresaron los resultados en U de
actividad de GPx por miligramo de proteina soluble. Una unidad de actividad de GPx se

define como la cantidad de enzima que oxida 1 pmol NADPH por minuto.
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6.3.1.4 Glutation S-transferasa. (E.C.2.5.1.18)

La actividad de GST se midio mediante la aparicion del complejo tioeter glutation
dinitrobenceno a partir de la conjugacion de GSH y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB)
(Habig y Jakoby, 1981). En una celda de plastico se mezclaron solucién amortiguadora de
fosfatos (0.1 M), GSH (10 mM), EDTA (60 mM), CDNB (10 mM) y la muestra. Se
registré el cambio de absorbancia cada 30 segundos durante 6 minutos a 340 nm en un
espectrofotdmetro (Beckman 6505 UV/Vis). La actividad enzimatica se expresé en U de
GST por miligramo de proteina soluble. Una unidad de actividad de GST es la cantidad de
enzima de que produce 1 mol GSH-conjugado por minuto.

6.3.1.5 Glutation reductasa. (E.C. 1.6.4.2)

La GR es una enzima dependiente de NADPH que cataliza la reduccion del GSSG a
GSH, el cual sera utilizado por GPx para la posterior reduccién del H,O, y de los
lipoperoxidos (L-OOH) (Halliwell y Gutteridge, 2007). Se determiné la actividad de GR
midiendo la disminucion en la absorbancia observada durante la oxidacion de NADPH a
NADP* por GSSG (Hermes- Lima y Storey, 1998, Goldberg y Spooner, 1983). En una
celda se mezclaron solucién amortiguadora de fosfatos (500 mM, pH7.2), EDTA (50 mM),
NADPH (2 mM), homogenizado y agua desionizada, se leyé a 340 nm por 40 segundos en
un espectrofotometro (Beckman 6505 UV/Vis) (primer blanco). Inmediatamente después
de la lectura se le agregd GSSG (10 mM) a la celda, para continuar con otra lectura por 40
segundos (absorbancia de la muestra). En otra celda de plastico se agregaron todas la
soluciones anteriores, con excepcion de la muestra, y se leyo a 340 nm por 40 segundos en
un espectrofotometro (Beckman 6505 UV/Vis) (segundo blanco). Los resultados se
expresaron en U de GR por miligramo de proteina soluble. Una unidad de actividad de GR
se define como la cantidad de enzima que reduce 1 pmol GSSG por minuto.

6.3.2 Glutation
Para cuantificar la concentracion de GSH se utiliz6 el método de Griffith (1980) con
las modificaciones descritas por Hermes-Lima y Storey (1995). Este método se basa en la

reaccion de GSH con acido 5,"5-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) que da como producto
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una coloracion amarilla que puede detectarse por espectrofotometria a 412 nm. Se
homogenizaron las muestras diluyendo 50 pL de leche entera en acido sulfosalicilico (5%).
Posteriormente, las muestran fueron burbujeadas con nitrégeno (N) por 10 segundos, se
centrifugaron por 5 minutos a 17004.8 x g a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se coloco
en tubos Eppendorf® que fueron colocados en hielo. Para determinar la concentracion de
GSH total (GSH-Eq) se agregd a una celda de plastico la muestra, NADPH (0.3 mM),
DTNB (6 mM), GR (50 U mL™), se registré la absorbancia a 412 nm durante 130 segundos
en un espectrofotometro (Beckman 6505 UV/Vis). La concentracion de GSH-Eq se calculo
a partir de una curva estandar utilizando GSH en lugar de muestra. Los resultados se

expresan en nanomoles de GSH por miligramo de proteina.

6.3.3 Dafio oxidativo
6.3.3.1 Dafio oxidativo a lipidos

Se midieron los niveles de peroxidacion de lipidos como el contenido de sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) mediante la cuantificacidn de la concentracion de
malondialdehido (MDA). EI MDA es un pigmento rosa cristalino que se forma cuando los
hidroperoxidos y aldehidos lipidicos, producto de la lipoperoxidacion, reaccionan con el
acido tiobarbiturico (TBA) y se registra la absorbancia a 532 nm (Ohkawa et al., 1979;
Persky et al., 2000). Para la cuantificacion de TBARS, se prepar0 una curva estandar con
1,1,3,3- tetraetoxipropano (TEP) en un rango de 0 a 5 nmoles 250 pL™. Los tubos con la
curva estandar y el homogenizado se incubaron a 37°C durante 15 minutos. Para detener la
reaccion todos los tubos se colocaron en bafio de hielo e inmediatamente se les agregd
acido tricloroacético (TCA, 12.5%). Posteriormente, se afiadié acido tiobarbitarico (TBA,
1%) y se incub6 a 90°C con agitacion durante 10 minutos. Finalmente, los tubos se
enfriaron en bafio de hielo y fueron centrifugados a 905. 6 x g por 10 minutos a 4° C. Una
vez recuperado el sobrenadante, se leyo la absorbancia a 532 nm. Los niveles de TBARS en
las muestras de leche se obtuvieron a partir de la curva estandar. Los resultados se

expresaron en nmoles de TBARS por miligramo de proteinas solubles.
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6.3.3.2 Dafio oxidativo a proteinas

El dafio oxidativo a proteinas puede ser el resultado de las reacciones de interaccion
entre aldehidos procedentes de la peroxidacion de proteinas, produciendo derivados
carbonilos (Konisberg, 2008). Se cuantifico el dafio a proteinas por el contenido de
carbonilos proteicos (Levine et al., 1994; Vazquez-Medina et al., 2007), midiendo la
formacion de un complejo entre los derivados carbonilados de las proteinas y la 2,4 —
dinitrofenil hidracina (DNPH). Se tomaron 500 pL de leche entera, homogenizandola con
acido sulfosalicilico (5%). El liquido homogenizado se separd en 4 tubos (2 blancos y 2
muestras), los cuales se centrifugaron a 22639.5 x g por 5 minutos a 4°C. Posteriormente,
se elimino el sobrenadante y se agregd DNPH (10 mM) a las muestras y HCI (2 M) a los
blancos y se dejaron incubar por una hora. Al término de este tiempo, se afiadio &cido
tricloroacético (TCA, 20%), se centrifugé a 22639.5 x g por 5 minutos a 4°C, se eliminaron
los sobrenadantes, y se realizaron 3 lavados con etanol-acetato de etilo (1:1) centrifugando
después de cada lavado a 22639.5 x g por 5 minutos a 4°C. Al término de la dltima
centrifugacion se elimino el sobrenadante y el precipitado se lavo con clorato de guanidina
(6 M), para desnaturalizar las proteinas. Se incubaron los tubos por 15 minutos a 37°C y
nuevamente fueron centrifugados a 22639.5 x g por 5 minutos. Se recuperaron los
sobrenadantes en celdas de plastico para ser leidas en el espectrofotometro con barrido en el
rango de 340-410 nm, se registrd la absorbancia maxima para determinar la concentracion
de carbonilos proteicos con ayuda del coeficiente de extincién de 22 mMol L™ Los
resultados se expresaron en pmoles de carbonilos proteicos por miligramo de proteina total.

6.3.4 Proteinas solubles

Se calculé la concentracion de proteinas solubles presentes en la leche para
estandarizar los resultados, tanto de la actividad de las enzimas antioxidantes como del
dafio oxidativo. Se utilizo el kit comercial de Bio-Rad© (Laboratories Hercules, CA), de
acuerdo al método establecido por Bradford (1976) adaptado a microplaca y con albimina
bovina sérica como estdndar. EI método se basa en el cambio de absorbancia de una
solucion &cida de azul de Coomassie (G250, contenida en el reactivo de Bradford). El

complejo que se forma entre las proteinas y el colorante se determin6 a 620 nm en un lector
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de microplacas (Multiscan FC, MRX Revelation, Chantilly, VA, EUA). La concentracion
de proteinas en las muestras de leche se calculo a partir de la curva estandar. Los datos se

expresan en miligramos de proteina por mililitro.

6.4 Analisis Estadisticos

Los resultados se agruparon de acuerdo al nimero de gestas y a la frecuencia de
consumo de alimentos marinos. Se realizaron pruebas béasicas de estadistica descriptiva, asi
como pruebas para medir el ajuste de la distribucion de las muestras a la curva normal,
usando pruebas de probabilidad Kolmogorov-Smirnov (Alvarez-Céceres, 1995; Zar, 1996).
Los resultados de la distribucion de las variables fueron en su mayoria no normales. Por lo
tanto, se utiliz6 estadistica no paramétrica para buscar diferencias entre grupos, mediante
el andlisis de varianza de Kruskall — Wallis (K-W) (Vargas- Sabadias, 1995). Para todos los
casos se considerd 95% como nivel de confianza. También se utilizé la r de Spearman para
evaluar la correlacion y se hizo un andlisis multivariado para explicar la interaccion entre
variables (Alvarez-Céceres, 1995). El nivel de probabilidad de 5% se tomé como
estadisticamente significativo. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el
uso de los paquetes estadisticos SYSTAT 12.0 (SPSS) y STATISTICA 8. Los datos fueron

reportados como media + error estandar.
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7. RESULTADOS

Los resultados del cuestionario aplicado a las madres lactantes se resumen en la
Tabla II. El grupo incluye mujeres jovenes de 16 a 41 afios, con un indice de masa corporal
promedio de 29.8 + 0.71.

Tabla I11. Variables antropométricas de mujeres lactantes y tipo de alimentacion, agrupados

segun el numero de gestas.

Grupo 1 Grupo2 Grupo3

n=15 n=15 n=15
Edad (promedio + error estandar) 232 1 269 1.4 280 14
IMC (promedio + error estandar) 302 +1 286 +0.9 306 +1.38

Consumo de pescado, frecuencia (%)
Nunca o una vez al mes 3 (20) 8 (563) 9 (60)
Una vez cada dos semanas o varias veces
por semana 12 (80) 7 (47) 6 (40)

Consumo de mariscos, frecuencia (%)

Nunca o una vez al mes 9 (60) 12 (80) 13 (87)
Una vez cada dos semanas o varias veces
por semana 6 (40) 3 (20) 2 (13)

El nimero de grupo corresponde con el nimero de gestas. IMC= indice de masa corporal.



7.1 Enzimas antioxidantes

7.1.1 Superoxido dismutasa

En la figura 7 se presentan los resultados de la actividad de SOD en relacion al
namero de gestas. No se encontraron diferencias significativas en la actividad de esta

enzima entre el grupo con una gesta (615.16 U mg™ proteina) respecto al grupo con dos

gestas (828.8 U mg™ proteina) y al grupo con tres gestas (895.5 U mg™ proteina) (p=0.2).
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Figura 7. Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD, unidades miligramo™ de
proteina soluble) en muestras de leche materna agrupadas por nimero de gestas. Los

resultados se presentan como promedio * error estandar.

Sin embargo, a pesar de no encontrar diferencias entre grupos se observé un aumento del

45.6 % en la actividad de SOD entre el grupo de una gesta y el de tres 0 méas gestas.
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7.1.2 Catalasa

En la figura 8 se presentan los resultados de la actividad de CAT en relacién al
namero de gestas. No se encontraron diferencias significativas en la actividad de esta
enzima entre el grupo con una gesta (28.8 U mg™ proteina), el grupo con dos gestas (28.9 U

mg™ proteina) y el grupo con tres gestas (47.5 U mg™ proteina) (p = 0.87).
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Figura 8. Actividad de la enzima catalasa (CAT, unidades miligramo™ de proteina soluble)
en muestras de leche materna agrupadas por nimero de gestas. Los resultados se presentan

como promedio + error estandar.

No obstante, pese a no encontrar diferencias entre grupos se pudo observar un aumento de
aproximadamente 65% en la actividad de CAT entre el grupo de una gesta y el de tres o

mas gestas.
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7.1.3 Glutatién peroxidasa

En la figura 9 se presentan los resultados de la actividad de GPx en relacion al
numero de gestas. No se encontraron diferencias significativas en la actividad de esta
enzima entre el grupo con una gesta (0.38 U mg™ proteina), el grupo con dos gestas (0.87 U

mg™* proteina) y el grupo con tres gestas (1.16 U mg™ proteina) (p = 0.95).
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Figura 9. Actividad de la enzima glutatién peroxidasa (GPx, unidades miligramo™ de
proteina soluble) en muestras de leche materna agrupadas por nimero de gestas. Los

resultados se presentan como promedio * error estandar.

A pesar de no encontrar diferencias entre grupos en la gréafica 9 se puede observar un
aumento en la actividad de la enzima GPx de aproximadamente 205% entre el primer y el

tercer grupo.
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7.1.4 Glutatiéon S-transferasa

En la figura 10 se presentan los resultados de la actividad de GST en relacion al
namero de gestas. No se encontraron diferencias significativas en la actividad de esta
enzima entre el grupo con una gesta (0.135 U mg™ proteina), el grupo con dos gestas (0.125

U mg™ proteina) y el grupo con tres gestas (0.293 U mg™ proteina) (p = 0.29).
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Figura 10. Actividad de la enzima glutation S-transferasa (GST, unidades miligramo™ de
proteina soluble) en muestras de leche materna agrupadas por nimero de gestas. Los

resultados se presentan como promedio * error estandar.

Sin embargo, se puede observar en la figura 10 que existe un aumento en la actividad de

GST entre el primer y el tercer grupo de aproximadamente 117%.



29

7.1.5 Glutatién reductasa

En la figura 11 se presentan los resultados de la actividad de GR en relacién al
namero de gestas. No se encontraron diferencias significativas en la actividad de esta
enzima entre el grupo con una gesta (0.48 U mg™ proteina) respecto al grupo con dos gestas
(0.60 U mg™ prot.) y al grupo con tres gestas (0.11 U mg™ proteina) (p = 0.77).
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Figura 11. Actividad de la enzima glutatién reductasa (GR, unidades enzimaticas /
miligramos de proteina soluble). Los resultados se presentan como promedio + error

estandar

Sin embargo, a pesar de que no se encontraron diferencias entre grupos, se puede observar
en la figura 11 que existe una disminucion en la actividad de GR, entre el primer y el tercer

grupo, de aproximadamente 76.9%.
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7.2 Glutation total

En la figura 12 se presentan los resultados de la concentracion de GSH en relacién
al nimero de gestas. No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
este antioxidante entre el grupo con una gesta (41.9 nmol mg™ proteina) respecto al grupo
con dos gestas (36.6 nmol mg™ proteina) y al grupo con tres gestas (34.3 nmol mg™

proteina) (p = 0.7).
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Figura 12. Concentracion de glutation (GSH, nanomoles miligramo™ de proteina soluble)
en muestras de leche materna agrupadas por nimero de gestas. Los resultados se presentan

como promedio + error estandar.

Se puede observar en la figura 12 que existe una disminucién en la concentracion de GSH,

entre el primer y el tercer grupo, de 18%.
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7.3 Dafio oxidativo
7.3.1 Peroxidacion de lipidos (TBARS)

En la figura 13 se presentan los resultados de la concentracion de TBARS en
relacion al nimero de gestas. No se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de TBARS entre el grupo con una gesta (356.23 nmol mg™ proteina)
respecto al grupo con dos gestas (510.43 nmol mg™ proteina) y al grupo con tres gestas
(482.68 nmol mg™ proteina) (p = 0.23).
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Figura 13. Niveles de peroxidacion de lipidos, cuantificados como la concentracion de las
sustancias reactivas al acido tiobarbitrico (TBARS, nanomoles miligramo™ de proteina
soluble) en muestras de leche materna agrupadas por nimero de gestas. Los resultados se

presentan como promedio + error estandar.

En la figura 13 se observo, sin embargo, un aumento en la concentracion de TBARS entre
el primer y tercer grupo de aproximadamente 35.5%.
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7.3.2 Dafo oxidativo a proteinas

En la figura 14 se presentan los resultados de la concentracion de carbonilos
proteicos en relacion al nimero de gestas. No se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de carbonilos proteicos entre el grupo con una gesta (29.78 pmol mg™
proteina), el grupo con dos gestas (14.08 pumol mg™ proteina) y el grupo con tres gestas

(13.08 umol mg™ proteina) (p = 0.63).
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Figura 14. Concentracion de carbonilos proteicos (micromoles gramo™ de proteinas totales)
en muestras de leche materna agrupadas por nimero de gestas. Los datos se presentan

como promedio * error estandar.

A pesar de no encontrar diferencias entre grupos, en la figura 14 se observa una
disminucion en la concentracién de carbonilos proteicos entre el primer y tercer grupo de
47.2%.
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7.4 Relacion entre la alimentacion y los indicadores de estrés oxidativo

En la Tabla IV se presentan los resultados de los indicadores de estrés oxidativo en
leche materna agrupados de acuerdo al tipo de alimentacion. No se observaron diferencias
significativas en los indicadores de estrés oxidativo entre los diferentes grupos de acuerdo a

la frecuencia de consumo de pescado y mariscos.

Tabla V. Indicadores de estrés oxidativo en muestras de leche materna en relacion a la

frecuencia de consumo de pescado y mariscos.

Consumo de Pescado Consumo de Mariscos

Menor (n=20) Mayor (n=25) *p Menor (n=34) Mayor (h=11) *p

TBARS 4423 +71.40 455.7 +42.60 0.7 465.1 +49.37 402.6 +48.7 0.8

Prot. Carb. 11.8 £3.46 217 474 04 125 274 3215 +8.25 0.1

GR 04 +£021 041 £029 06 05 *x0.24 0.13 £0.05 0.2
CAT 40.7 £13.51 30.6 =504 04 40.0 =847 19.80 +3.95 0.2
GST 0.2 £+0.10 0.14 £0.02 09 0.2 *£0.06 0.10 £0.01 0.2
GPx 1.00 +0.52 06 +023 04 09 +0.35 0.33 £0.08 0.3
SOD 6525 +1045 882 +110.1 0.4 7849 +97.19 764 +113 0.9
GSH 339 £491 406 £958 05 405 =738 2849 +4.72 0.6

TBARS = especies reactivas al acido tiobarbitdrico, Prot. Carb. = proteinas carboniladas,
GR = glutation reductasa, CAT = catalasa, GST = glutation-s-transferasa, GPx = glutation
peroxidasa, SOD = superdxido dismutasa, GSH = glutation. Los datos se presentan como
promedio * error estdndar. Menor consumo = nunca o al menos una vez por mes. Mayor
consumo = una vez cada dos semanas o varias veces por semana. * = p<0.05, Kruskal-
Wallis.
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Mediante los anélisis de correlacion se observo una relacion positiva entre la actividad de la
enzima antioxidante SOD vy el dafio a lipidos (TBARS) de acuerdo a la frecuencia de
consumo de pescado; p=0.006 (r=0.59) en menor consumo y p=0.010 (r=0.50) en mayor
consumo de pescado (Anexo 6). También se obtuvo una correlacion positiva entre la
actividad de la enzima antioxidante SOD y el dafio a lipidos (TBARS) de acuerdo a la
frecuencia de consumo de mariscos, p=0.0002 (r=0.59) en menor frecuencia de consumo, y

p=0.70 (r= 0.13) en mujeres con mayor frecuencia de consumo de mariscos (Anexo 7).

7.5 Relacion entre la edad y los indicadores de estrés oxidativo

Se realizd una correlacion de Spearman para conocer la relacién ente entre la edad de las
mujeres lactantes y los indicadores de estrés oxidativo en leche materna; en dicha prueba
no se encontrd relacion entre la edad de las mujeres lactantes y las defensas antioxidantes.
Tampoco se encontro una relacion entre el dafio oxidativo a proteinas y lipidos con la edad

de las mujeres (Anexo 4).



35

8. DISCUSION

La leche materna es el mejor alimento para los infantes, ya que provee una nutricion
Optima, se ha recomendado alimentar a los nifios con ella por lo menos durante los
primeros seis meses de vida (WHO, 2011). La leche humana contiene nutrientes especificos
para la especie (proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales), necesarios para el
desarrollo y la salud del infante (Picciano, 2001). Durante el periodo de lactancia, se lleva a
cabo la liberacion de reservas corporales para satisfacer las demandas energéticas del
infante (Sauerwald et al., 2001); por otro lado, estos lipidos e incluso las proteinas
contenidas en la leche pueden ser susceptibles a la oxidacién causada por las especies
reactivas de oxigeno. Si se sabe que la leche es el Unico alimento durante los primeros dias
de vida, ésta debe tener la mejor calidad y cubrir no solo aspectos nutritivos e
inmunoldgicos, sino también las necesidades antioxidantes de los recién nacidos
contribuyendo a un desarrollo adecuado (Lipko-Przybylska y Kankofer, 2012). Por lo tanto,
para contrarrestar el dafio que las especies reactivas pueden causar en los nutrientes de la
leche, se cuenta con defensas antioxidantes, las cuales constan de compuestos de bajo peso
molecular, vitaminas, proteinas y enzimas (Picciano, 1998; Lindmark-Maénsson y Akesson,
2000).

8.1 DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Se encontr6 un incremento del 45.6% en la actividad de SOD entre el grupo con una
gesta y el grupo con tres 0 mas gestas. De los tres tipos de enzimas SOD que se han
identificado de acuerdo al metal unido a la enzima (manganeso, cobre/zinc o hierro)
(Fridovich, 1986), en la leche materna se ha identificado principalmente la actividad de la
Mn-SOD (Konisberg, 2008). La actividad de esta enzima es entre 10 y 25 veces mayor en
leche que en suero humano (L'Abbe y Friel, 2000), ademas de que la actividad varia con el
tiempo de lactancia, siendo mayor en la etapa de calostro y presentando una disminucion
después de 4 meses (Kasapovi¢ et al., 2005). Los resultados obtenidos en el presente
trabajo, en cuanto a la actividad de esta enzima, superan los reportados por otros autores
como L'Abbe y Friel (2000), quienes reportaron una actividad de 5.6 U SOD mg™ de
proteina en muestras de leche obtenidas durante la segunda semana posparto, en un grupo
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de mujeres de 24 a 44 afios. Por otro lado, Kasapovi¢ et al. (2005) reportaron una actividad
de SOD de 1.47 y 3.07 U mg™ de proteina (las muestras fueron tomadas los primeros 5 dias
y 3 semanas posparto, respectivamente), en un estudio en 36 mujeres, con una edad
promedio de 26 afios y pertenecientes a la poblacion de Valjevo, Serbia. Ermis et al.
(2005) en un grupo de mujeres de Erzurum, Turquia, cuyo rango de edad se encontraba
entre 20 y 35 afios, reportaron una actividad de SOD de 5 U mL™ de leche. Asi mismo, Al-
Awadi y Srikumar (2000), en un estudio realizado con mujeres de Kuwait, reportaron una
actividad de 0.41 U mL™ en muestras tomadas entre 0 y 6 meses de lactancia (para una
mejor comparacion del presente trabajo con los dltimos mencionados, la actividad
registrada, en este trabajo, en esas unidades es de 37.3, 44.12 y 46.45 U mL™ de proteina
para los grupos de 1, 2 y 3 0 mas gestas, respectivamente). En el estudio realizado por Al-
Awadi y Srikumar (2000) se encontré que las mujeres de Kuwait presentaban una mayor
actividad de SOD en comparacion con mujeres de otras regiones, y al parecer la diferencia
se debe a una mayor concentracion de zinc (11%) en la leche materna, atribuido a la
alimentacion de las mujeres de esa region, este mineral es uno de los principales cofactores
de esta enzima.

La actividad de CATen el presente trabajo fue 65% mayor en el grupo de tres 0 méas
gestas que en el de una gesta. Al igual que en el caso de la SOD, los valores reportados para
la actividad de CAT, son mayores gque los encontrados en la bibliografia. Friel et al. (2002)
reportaron una actividad de CAT de 0.82 U mg™ proteina en leche, en la segunda semana
de lactancia, la cual es inferior a los valores reportados en este estudio.

En las mujeres con tres 0 mas gestas se encontro que la actividad de GPx fue 205%
mayor en el grupo de una gesta en comparacién con el de tres 0 mas gestas. Debski et al.
(1987) detectaron actividad de GPx en la leche de varios mamiferos y encontraron que es
responsable de aproximadamente la mitad del total de la actividad peroxidasa en la leche.
Ermis et al. (2005) en un grupo de mujeres de Erzurum, Turquia, cuyo rango de edad se
encontraba entre 20 y 35 afios, reportaron una actividad de GPx de 90.8 U L™ (la actividad
promedio para GPx en este estudio en las mismas unidades es de 702.3 U L™). De acuerdo
a la literatura, los valores reportados para la actividad de GPx, son menores que los

encontrados en este trabajo. Autores como L'Abbe y Friel (2000) reportaron una actividad
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de 11 mU mg™ de proteina (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. Bhatfacharya
et al. (1988) reportaron una actividad promedio de GPx de 31.3 mU mL™ (la actividad
promedio para GPx en este estudio en las mismas unidades es de 702 mU mL™), con una
disminucion en esta actividad con el tiempo (semanas) de lactancia; también Bhatfacharya
et al. midieron el contenido de Se, el cual se encontraba en un rango de 15.5a 0.2 ng mL™.
Sin embargo, no encontraron correlacion entre la actividad de GPx y el contenido de Se de
la leche (p> 0.3), por lo que pudo inferir que la concentracion de Se y la actividad de GPx
no siempre estan relacionadas. Por otra parte, Dodge et al. (1998) en un estudio con
mujeres lactantes de china concluyen que la enzima GPx ejerce una importante funcion
protegiendo contra la lipoperoxidacion, lo cual se refleja en el perfil de acidos grasos que se
obtuvo de las mujeres del estudio, ademas encontrd una correlacion entre una adecuada
ingesta de Se y un aumento en la concentracion de acido linoleico, sugiriendo también una
relacion entre un aporte adecuado de Se y una dptima actividad de GPx; la falta de Se, al
parecer, disminuye la actividad de GPx, el exceso produce una saturacion de la enzima lo
gue no incrementa la actividad (Dodge et al., 1998), lo que contribuye a una mejor
proteccion contra la oxidacion de lipidos en leche materna.

La actividad de GST en mujeres con tres 0 mas gestas fue 117% mayor que en las
mujeres con una gesta. Algunos tipos de GSTs tienen funciones similares a la GPx,
catalizando la conversion de perdxidos organicos (excepto H,O5) a alcoholes, con ayuda de
GSH para producir también GSSG (Halliwell y Gutteridge, 2007), por lo que contribuyen
asi a la proteccion contra la peroxidacion. En estudios realizados por Lipko-Przybylska y
Kankofer (2012) 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, en cerdos la
actividad de la enzima aument6 con el nimero de embarazos. En el presente trabajo, por el
contrario, no se encontraron diferencias entre el nimero de gestas y la actividad de GST.

La actividad de GR fue 77% mayor en el grupo de una gesta que en el de tres 0 mas
gestas. Este decremento en la actividad de la enzima puede disminuir la concentracion 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 fue 18% menor en el grupo con una gesta que en el grupo
con tres 0 mas gestas. Se ha encontrado que el GSH y la GPx tienen la funcion de remover
el H,0, en eritrocitos (Gaetani et al., 1989; Jonhnson et al., 1994; Scott et al., 1991).
Gaetani et al. (1989) demostraron que las enzimas peroxidasas, catalasa y GPx, presentan
una actividad equivalente en la detoxificacion de H,O, en eritrocitos. En estudios
realizados por Dumaswala et al. (1999), en eritrocitos humanos, encontraron una
disminucion en la concentracion de GSH y GPx, pero no de catalasa, durante el
almacenamiento de los glébulos rojos; en este caso se observé una liberacion de GSH por
los eritrocitos como respuesta al estrés oxidativo (Thom et al., 1997). Tanto por la
estabilidad de la catalasa como por los bajos niveles de la concentracion de GSH,
Dumaswala et al. (1999) sugieren que el GSH representa la primera linea de defensa contra
la oxidacion de lipidos y proteinas en eritrocitos humanos. En el presente estudio, el GSH
puede estar realizado un papel similar en la leche materna, lo cual se ve reflejado en la
disminucion en su concentracion, a pesar de no ser una diferencia estadisticamente
significativa, la concentracion de GSH, tiende a disminuir al llevar a cabo su funcion de

donador de equivalentes reductores.

8.2 RELACION ENTRE EL NUMERO DE GESTAS Y LAS DEFENSAS
ANTIOXIDANTES.

En este trabajo las mujeres primiparas (con una gesta) presentaron menor actividad
antioxidante (SOD, GPx, GR, GST), con excepcion de la actividad de GR y de la
concentracion de GSH. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos establecidos en relacion al numero de gestas; a diferencia de los estudios realizados
en otras especies por autores como Lipko-Przybylska y Kankofer (2012), quienes en su
estudio con cerdos encontraron una menor actividad en las enzimas SOD, GPx y GST en
leche de las madres porcinas con una sola gesta, en comparacion de las madres con 2 0 mas
gestas. En un estudio en vacas (Puppel et al., 2012) a 90 + 30 dias de lactancia, divididas
en dos grupos, primiparas y multiparas, las cuales fueron suplementadas con aceite de
pescado y de semillas, se encontr6 un aumento en DHA y EPA, asi como en las moléculas

antioxidantes; el contenido de antioxidantes fue mayor en vacas primiparas.
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8.3 RELACION ENTRE EL DANO OXIDATIVO Y EL NUMERO DE GESTAS

Se observo un aumento de 35.5% en la concentracion de TBARS entre el grupo de
una gesta y el de tres 0 mas gestas. Se observé un aumento de 47.2% en la concentracién de
carbonilos proteicos entre el grupo de una gesta y el de tres 0 mas gestas. Staicu et al.
(2011) realizaron un estudio con dos grupos de ratas, primiparas y multiparas, se midio en
sangre los indicadores de dafio oxidativo, malondialdehido (MDA) y carbonilos proteicos,
encontrando una mayor concentracion de MDA en ratas primiparas (40%), y una mayor
concentracion de carbonilos proteicos en ratas multiparas (60%); Staicu et al. (2011)
utilizaron como marcadores de defensa antioxidante, la capacidad donante de hidrogeno
(HD) y el contenido total de grupos tiol (-SH), observando un aumento de HD (2%) en
primiparas y un aumento de -SH en multiparas (50%). En el presente trabajo, se observ6 un
aumento, tanto en el dafio a lipidos como a proteinas, en relacién con el aumento en el
numero de gestas; el incremento (no significativo) en el dafio a proteinas concuerda con el

estudio realizado en ratas por Staicu et al. (2011).

8.4 RELACION ENTRE LA ALIMENTACION DE ORIGEN MARINO Y LOS
INDICADORES DE ESTRES OXIDATIVO

A diferencia de los animales terrestres, la cadena trofica marina comienza con
protistas unicelulares fitoplanctonicos, en su mayoria algas, que contienen DHA y EPA, asi
como otros acidos grasos ®-3 (Sargent, 1997). Estos organismos son fuente de alimento
para el zooplancton, que a su vez es una fuente de alimento para peces teledsteos. Lo mas
importante es que, al avanzar en la cadena tréfica no se llevan a cabo reacciones de
hidrogenacion; por lo tanto, los lipidos de pescado son ricos en &cidos grasos
polinsaturados, a diferencia de los animales terrestres que tienen gran cantidad de acidos
grasos saturados (Sargent, 1997). La proteina del pescado tiene alto valor nutricional;
ademas, el pescado contiene acidos grasos poliinsaturados ®-3, entre los que se encuentran
el DHA y EPA. Estos altimos son esenciales para varias funciones en vertebrados, incluido
el hombre. Estos lipidos pueden ser consumidos directamente o sintetizados a partir del

acido linolénico. Los peces también contienen acidos grasos -6, especialmente el &cido
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araquidonico (AA) que puede ser consumido o sintetizado a partir del acido linoléico
(Sargent, 1997). La conversion de acido linoléico a AA compite dentro del cuerpo con la
conversion del acido linolénico a EPA 'y, por consiguiente, afecta también la conversion a
DHA. Un exceso de AA genera un exceso de eicosanoides los cuales provocan problemas
inflamatorios y cardiovasculares; pero esto puede ser evitado mediante un aumento en el
consumo de EPA. EI DHA es esencial para el desarrollo ocular y del cerebro; por lo tanto,
es indispensable su consumo en etapas tempranas del desarrollo del ser humano (Sanders,
1993). Lo anterior se logra en mamiferos gracias a la alimentacion con leche materna, la
cual contiene &cidos grasos esenciales, entre ellos DHA. Se tiene evidencia acerca de que
nuestros antepasados consumian acidos grasos ®-6 y ®-3 en una proporcion 1:1
(Simopoulous, 1991); pero en la actualidad, esta proporcién no se cumple gracias a un
aumento excesivo en el consumo de acidos grasos ®-6, llegando incluso, en algunas
regiones a proporciones de 50:1. Lo que nos lleva a la necesidad de lograr un aumento en el
consumo de acidos grasos ®-3 de cadena larga y, preferentemente, de manera preformada,
sobre todo en edades tempranas, justificando el hecho de adicionarlos en férmulas lacteas.
La Fundacion Britanica de Nutricién 'y la Comision del Grupo de Revision Cardiovascular
de Aspectos Médicos recomienda un aumento en la ingesta de pescado en el Reino Unido,
sobre todo de pescado azul, ya que es rico en -3 (Sargent, 1997). Los pescados se pueden
clasificar, con base en su contenido de lipidos, como azules o blancos (Gonzélez et al.,
2004). Las reservas de lipidos de los pescados azules (anchoa, angula, anguila, atdn,
bonito, caballa, cazon, chicharro, lamprea, palometa, pez espada, salmén y sardina) se
localizan en el filete y representan aproximadamente un 20-30% del peso humedo
(Sargent, 1997, Pérez y Zamora, 2002). Por otro lado, los pescados blancos (bacalao,
cabracho, lenguado, merluza, rape, faneca, congrio, gallo y rodaballo) almacenan la mayor
parte de sus lipidos en el higado y no en la carne (presentan 1-2% de lipidos), ya que al
encontrar su alimento cerca, no necesita desplazarse grandes distancias y, por lo tanto, no
necesita acumular grasa para hacer sus migraciones (Schwalme y Chouinard, 1999).

Sin embargo, a pesar de las diferencias, ambos tipos de pescado constan de altas
concentraciones de DHA y EPA (Sargent, 1997). Prospéro-Garcia et al. (2013) mencionan

que los sistemas que regulan directamente la ingestion de alimento también promueven los
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procesos cognitivos; por lo tanto, estos sistemas afectan la alimentacion, regulando los
habitos alimenticios hacia el consumo de alimentos mas saludables. La importancia del
consumo de pescado radica en la mejora y prevencion del deterioro de las funciones
cognitivas a consecuencia de la edad, asi como Alzheimer, traumatismos craneo-
encefélicos, trastorno por déficit de atencion, hiperactividad, entre otros (Prospéro-Garcia
et al., 2013). Se enfatiza el beneficio en el consumo de pescado durante el embarazo, la
lactancia y la nifiez, lo cual ayuda al desarrollo cerebral del nifio, mejora la funcion
cognitiva y visual, e incluso beneficia a la madre ya que el consumo de pescado se asocia
con menor prevalencia de depresion postparto (Prospéro-Garcia et al., 2013).

En el presente trabajo, se midieron las diferencias entre los indicadores de estrés
oxidativo en mujeres con diferentes frecuencias en cuanto al consumo de pescado y
mariscos. Cabe destacar que la mayoria de las mujeres lactantes de este estudio presentaban
una mayor frecuencia en el consumo de alimentos marinos, las mujeres que no consumian
pescado 0 mariscos representan sélo el 9 y el 11%, respectivamente; quizas por ello no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

Sin embargo, de acuerdo a los resultados del presente trabajo, se observd una
relacion positiva entre la actividad de la enzima antioxidante SOD y el dafio a lipidos. Las
mujeres que consumen pescado con menor frecuencia (nunca o una vez al mes) mostraron
un coeficiente de correlacion r=0.59 (p=0.006) y con el aumento en el consumo de pescado
(una o varias veces por semana) el coeficiente calculado es r=0.50 (p=0.010). Ello sugiere
que la relacion entre SOD vy el dafio a lipidos disminuye con el aumento en el consumo de
pescado. A pesar de que este aumento en el consumo provoca un incremento de 2.9 % en
la concentracion de TBARS, la actividad de SOD aumenta un 26%. Debido a que el
pescado contiene gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados, es mas suceptible a la
oxidacion (Halliwell y Chirico, 1993; Esterbauer, 1993), lo que explica el aumento en
TBARS. Pero el pescado también cuenta con antioxidantes como la vitamina E que
protegen a las moléculas lipidicas, asi como a proteinas, por lo que el aumento en
hidroperdxidos no es significativo. Por otro lado, existe un incremento en el metabolismo
energético en las mujeres lactantes, lo que puede estar provocando un incremento en la

produccion de ERO y, por ende, un incremento en la activiadad antioxidante encargada de
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neutralizarlas. Considerando que la enzima SOD se considera una de las primeras lineas de
defensa antioxidante, que cataliza la dismutacién de O," a H,O, (Halliwell y Gutteridge,
2007), el aumento en la actividad de esta enzima podria disminuir la concentracion de O,"
y reducir el dafio a lipidos.

También se observd una correlacion positiva entre la actividad de la enzima
antioxidante SOD vy el dafio a lipidos (TBARS) de acuerdo a la frecuencia de consumo de
mariscos. Las mujeres que consumen mariscos con menor frecuencia (nunca o una vez al
mes) mostraron un coeficiente de correlacion r=0.59 (p=0.002) y con el aumento en el
consumo de mariscos (una o varias veces por semana) el coeficiente calculado es r=0.13
(p=0.07). Lo que indica que solo existe relacion entre la SOD vy los indicadores del dafio a
lipidos si se consumen menos mariscos, ya que el aumento en el consumo de éstos
disminuye el dafio a lipidos en un 15.5%. Esta disminucion en la lipoperoxidacion puede
deberse a que los mariscos contienen menor cantidad de acidos grasos poliinsaturados
oxidables, ademés puede existir un aumento en el contenido de minerales tales como el Se
(Simpson, 2012). EIl contenido de Se en peso fresco lleva el siguiente orden, alimentos
marinos > carne comercial > cerdo > pollo (Zhang et al., 1993). El Se es cofactor de la
enzima antioxidante GPx, la cual se ha comprobado que cataliza los hidroperdxidos,
mediante la conversion del H,O, a H,O (Halliwell y Gutteridge, 2007); por lo tanto, se
espera que un aumento en el consumo de mariscos mejore la calidad de las moléculas
presentes en la leche materna que son necesarias para el desarrollo fisico y mental del

infante.

8.5 RELACION ENTRE LA EDAD Y LOS INDICADORES DE ESTRES OXIDATIVO
La teoria del envejecimiento por radicales libres establece que el deterioro de la
funcién celular depende de la edad y se relaciona con la acumulacién del dafio oxidativo
causado por ERO con la edad (Beckman y Ames, 1998; Golden et al., 2002). La
produccion de ERO es controlada por los antioxidantes, cuya concentracion o actividad
puede cambiar conforme avanza la edad; existen varios estudios acerca del efecto de la
edad sobre la capacidad antioxidante en el organismo. Chakraborty et al. (2012) estudiaron

el efecto del envejecimiento sobre el dafio oxidativo a lipidos y proteinas, asi como los
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niveles de defensas antioxidantes presentes en globulos rojos y suero humano, en
individuos entre 11 y 60 afios y encontraron una disminucion en la concentracion de GSH y
en la actividad de las enzimas CAT, SOD, GST, GPx y GR, asi como un incremento en la
oxidacion de lipidos (cuantificada como la conentracion de MDA) y proteinas (cuantificada
como carbonilos proteicos) conforme aumenta la edad de los individuos. En vacas, en sus
90 dias de lactancia, el mayor contenido de antioxidantes se encontré en las vacas
primiparas, que fueron también las vacas mas jovenes (Puppel et al., 2012). En el presente
trabajo no se encontro relacion alguna entre la edad de las mujeres lactantes y las defensas
antioxidantes. Tampoco se encontrd una relacion entre el dafio oxidativo a proteinas y
lipidos con la edad de las mujeres. Por lo tanto, es posible que las pequefias variaciones en
las defensas antioxidantes y el dafio oxidativo observadas se deban a otros factores, como la
alimentacion, actividad fisica o contaminantes.

Por lo tanto, se recomienda en futuras investigaciones, tomar en cuenta otros
posibles factores, que puedan afectar las defensas antioxidantes de las madres lactantes, ya
que estos antioxidantes son responsables de proteger las moléculas funcionales de la leche
materna; la cual es considerada como el mejor alimento para los infantes en sus primeros

meses de vida, por lo que debe contar con la mejor calidad.
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9. CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias significativas en la actividad de las enzimas antioxidantes
(CAT, SOD, GPx, GR y GST) ni en las concentraciones de antioxidantes no enzimaticos
(GSH) en muestras de leche materna entre grupos en relacion al nimero de gestas.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de TBARS vy
carbonilos proteicos en muestras de leche materna entre grupos en relacién al nimero de
gestas.

No se encontraron diferencias significativas en los indicadores de estrés oxidativo en
muestras de leche materna por la edad de las madres.

Se observo una correlacion positiva entre la actividad de SOD y los niveles de TBARS
en muestras de leche materna. Esta correlacién, aparentemente, estd afectada por la

frecuencia del consumo de pescado y mariscos.
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11. ANEXOS

Anexo 1.Cuestionario aplicado las mujeres lactantes

FICHA DE IDENTIFICACION

Nombre

Fecha de
nacimiento

Lugar de
nacimiento

Edad

Peso

Talla

Domicilio

Calle

Municipio

Estado

Preguntas: Si | No

1.- ¢En los ultimos 5 afios ha viajado o residido en otro lugar al que
ocupa ahora?

2.- ¢En donde, municipio y estado?

3.- ¢Ha estado embarazada antes? ]

4.- ;Cuantas veces ha estado embarazada (incluyendo esta vez)? 1, 2, 3,4,5 o mas

5.- Fecha de parto, cesarea o aborto ANTERIOR A ESTE:

6.- ¢ Cuéntos hijos vivos?

8.- ¢Ha cuantos hijos has amamantado? 1, 2, 3, 4 0 mas

9.- Si lo hizo, ¢por cuanto tiempo?

10.- ¢Esté en alguna dieta especial?
Cual:

11.- ;Hay algunos alimentos que limita, evita 0 no come?
Cuéles:

12.- (Es usted vegetariana?

13.- Con qué frecuencia come usted pescado: Nunca, 1 vez al mes, 1 vez a la quincena,
varias veces a la semana

14.- Con qué frecuencia come usted mariscos: Nunca, 1 vez al mes, 1 vez a la
guincena, varias veces a la semana

Preguntas: | Si | No

15.- Con qué frecuencia come usted leche o queso: Nunca, 1 vez al mes, 1 vez a la
semana, varias veces a la semana

16.- ,Consume algunos de estos productos? | |
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Vitaminas prenatales

Otras vitaminas/minerales

Hierbas

Pastillas con hierro

Aceite de pescado, omega 3

Laxantes

Medicamentos sin prescripcion médica (Aspirina, tylenol, etc)

Ninguno

Otros

Remedios caseros

17.- ;Cudles de estas condiciones tiene?

Alta presion

Anemia

Diabetes

Acidez

Enfermedades renales

Estrefiimiento

Ninguna

Otra

18.- ;Fuma o alguien en la casa fuma?

19.- ;Donde trabaja? casa

Oficina

Agricola

Comercio

Industria

Taller (coches, pintura, eléctrico)




Anexo 2. Indicadores de estrés oxidativo en leche materna.
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Grupol n=15 Grupo 2 n=15 Grupo 3 n=15
TBARS (nmol mg™ prot) 356.23 +53.27 510.43 +84.61 482.68 +58.79
Prot. Carb. (umol prot carb. mg™
prot) 2478 £7.15 14.08 £3.92 13.08 +4.28
GR (Umg™ prot) 0.48 +0.27 0.60 +0.48 0.11 +0.02
CAT (U mg? prot) 28.80 +6.81 28.90 +5.58 4750 +17.71
GST (Umg™ de prot) 0.135 +0.04 0.125 +0.03 0.2930 +0.13
GPx (U mg™* prot) 0.38 +0.14 0.87 +0.40 1.16 +0.68
SOD (U mg™ prot) 615.16 +153.55 828.80 +147.38 895.50 +93.91
GSH (nmol mg™* de prot) 41.86 +15.60 36.60 +5.32 34.29 +587

Los datos, agrupados segun el nimero de gestas, se presentan como promedio + error

estandar. TBARS=sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, Prot. Carb= carbonilos

proteicos, GR=glutation reductasa, CAT=catalasa, GST=glutation-S-transferasa,

GPx=glutation peroxidasa, SOD=superoxido dismutasa, GHS=glutation. *=Diferencias

significativas entre grupos, p<0.05.
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Anexo 3. Comparaciones entre grupos dependiendo del nimero de gestas.

Mediana Percentil 25/75 **Dif % *p

Prot. Carb.

Gl 6.46 3.824/52.136 1.00

Gll 6.12 4.458/21.427 -5.20

Glll 6.44 2.227/14.205 5.28 0.63
TBARS

Gl 307.31 234.139/498.787 1.00

Gll 467.94  324.57/693.426 52.27

Glll 419.40 280.808/540.885  36.47 0.23
GR

Gl 0.07 0.047/0.126 1.00

Gll 0.05 0.02/0.157 -24.16

Glll 0.08 0.035/0.155 48.83 0.77
CAT

Gl 20.76 13.59/30.262 1.00

Gll 24.67 15.902/31.515 18.86

Glll 24.06 13.544/46.548 15.90 0.87
GST

Gl 0.08 0.048/0.164 1.00

Gll 0.11 0.049/0.162 33.03

Glll 0.17 0.069/0.202 94.50 0.29
GPx

Gl 0.13 0.088/0.512 1.00

Gll 0.20 0.113/0.505 50.96

Glll 0.30 0.059/0.687 127.28  0.95
SOD

Gl 375.16  178.828/893.543 1.00

Gll 829.53 252.86/1251.074 121.12

Glll 905.48 802.235/1008.113 141.36  0.20
GSH

Gl 26.43 16.43/38.163 1.00

Gll 33.48 23.886/51.145 26.67

GllI 31.95 14.94/47.26 20.89 0.70

TBARS=sustancias reactivas al acido tiobarbitarico, Prot. Carb= carbonilos proteicos,

GR=glutation reductasa, CAT=catalasa, GST=glutation-S-transferasa, GPx=glutation

peroxidasa, SOD=superoxido dismutasa, GHS=glutatién. *=Diferencias significativas entre

grupos, p<0.05, por Kruskal-Wallis. **Diferencia porcentual de las medianas



Anexo 4. Correlacion entre la edad de las mujeres lactantes y los indicadores de estres

oxidativo en leche materna.

Edad
r p
IMC 0.119 0.43
GR 0.024 0.87
CAT -0.20 0.17
GST 0.28 0.06
GPx -0.20 0.19
SOD 0.17 0.26
GSH -0.060 0.69
TBARS 0.049 0.75
Prot. Carb. -0.111 0.47

IMC= indice de masa corporal, TBARS=sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, Prot.
Carb= carbonilos proteicos, GR=glutation reductasa, CAT=catalasa, GST=glutation-S-
transferasa, GPx=glutation peroxidasa, SOD=superoxido dismutasa, GHS=glutation.
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Anexo 5. Comparaciones entre grupos segun frecuencia de consumo de pescado y
mariscos.

Consumo de Pescado Consumo de Mariscos
Menor (n= Mayor (n Menor (n = Mayor (n =
20) =25) 34) 11)

TBARS (nmol mg™ prot) 442 +319 456 +213 465 +288 403 +162
Prot. Carb. (umol prot carb. mg™
prot) 11.8 £155 21.69 =237 1251 +£1597 32.15 %27.35
GR (U mg™ prot) 0.38 £0.95 0.41 +£1.45 0.48 +1.41 0.13 £0.18
CAT (U mg™ prot) 40.7 £60.4 30.6 £25.2 40 +49.4 19.80 +13
GST (U mg™ prot) 0.24 +0.46 0.14 £0.10 0.21 £0.36 0.10 £0.05
GPx (U mg™ prot) 1.00 +2.34 0.64 £1.17 0.95 +£2.02 0.33 £0.280
SOD (U mg™ prot) 652.4 +468 882 +550 7849 +£566.7 764 *374.9
GSH (nmol mg™ de prot) 33.87 £21.97 40.55 +47.9 40.52 +43. 28.49 +15.7

TBARS=sustancias reactivas al cido tiobarbitdrico, Prot. Carb= carbonilos proteicos,
GR=glutation reductasa, CAT=catalasa, GST=glutatién-S-transferasa, GPx=glutation
peroxidasa, SOD=superoxido dismutasa, GHS=glutatién. Los datos se presentan como
promedio + desviacion estandar. Menor consumo = nunca o al menos una vez por mes,
Mayor consumo = una vez cada dos semanas 0 mas de una vez por semana.
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Anexo 6. Analisis de regresion lineal que evalUa la relacion entre los indicadores de dafio
oxidativo (TBARS=sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, Prot. Carb.=carbonilos
proteicos) y las defensas antioxidantes (GR=glutation reductasa, CAT= catalasa,
GST=glutation-S-transferasa, GPx=glutation peroxidasa, SOD=superdxido dismutasa,
GSH=glutatién) de acuerdo al consumo de pescado.

TBARS Proteinas Carboniladas
; IC al 95% ; IC al 95%

P Val. Inf.  Val. Sup. P Val. Inf. Val. Sup.

GR menor 0.264 0.262 -250.57 72.386 0.179 0.45 -10.927 5.053
mayor 0.121 0.566 -45.309 80.803 0.141 0.502 -9.301 4.687

CAT menor 0.105 0.66 -3.157 2.049 0.226 0.339 -0.182 0.066
mayor 0.019 0.927 -3.481 3.81 0.121  0.563 -0.517 0.288

GST menor 0.019 0.937 -358.801  332.211 0.135 0.572 -21.168 12.057
mayor 0.435 0.030* 96.993  1704.491 0.277 0.18 -159.227 31.563

GPx menor 0.078 0.745 -77.823 56.702 0.171 0471 -4.356 2.094
mayor 0.345  0.091 -10.812 136.407 0.248 0.232 -13.467 3.436

SOD menor 0.589 0.006* 0.129 0.676 0.068 0.776 -0.014 0.019
mayor 0.506 0.010* 0.052 0.34 0.149 0.477 -0.025 0.012

GSH menor 0.241 0.306 -10.488 3.483 0.207 0.382 -0.196 0.487
mayor 0.277  0.18 -3.074 0.611 0.238 0.268 -0.326 0.095

Menor consumo = nunca o al menos una vez por mes, n = 20. Mayor consumo = una vez
cada dos semanas 0 mas de una vez por semana, n= 25. Val. Inf. = Valor inferior de un
intervalo de confianza. Val. Sup. = Valor superior de un intervalo de confianza. * p < 0.05.
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Anexo 7. Andlisis de regresion lineal que evalla la relacion entre los indicadores de dafio
oxidativo (TBARS=sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico, Prot. Carb.= carbonilos
proteicos) y las defensas antioxidantes (GR=glutation reductasa, CAT= catalasa,
GST=glutation-S-transferasa, GPx=glutation peroxidasa, SOD=superdxido dismutasa,

GSH=glutatién) de acuerdo al consumo de mariscos.

TBARS Proteinas Carboniladas
IC al 95% IC al 95%
r p r p
Val. Inf.  Val. Sup. Val. Inf. Val. Sup.
GR menor 0.06 0.735 -85.528 60.991 0.15 0.397 -5.722 2.329
mayor 0.036 0.915 -653.245  719.479 0.142 0.678 -93.334 136.985
CAT menor 0.115 0.519 -2.751 1.417 0.134 0.449 -0.159 0.072
mayor 0.277  0.409 -5.514 12.352 0.016 0.962 -1.609 1.54
GST menor 0.031 0.863 -265.235  314.568 0.125 0.483 -21.53 10.402
mayor 0.03 0.93 -2357.841 2554.646 0.293 0.382 -559.613 236.324
GPx menor 0.412 0.817 -45.382 57.123 0.174 0.324 -4.179 1.426
mayor 0.448 0.168 -646.348 130.73 0.467 0.147 -110.664 19.446
SOD menor 0.593 0.0002 * 0.154 0.449 0.001 0.996 -0.01 0.01
mayor 0.128 0.707 -0.377 0.267 0.88 0.797 -0.061 0.048
GSH menor 0.256 0.144 -4.042 0.616 0.111 0.532 -0.174 0.092
mayor 0.022 0.938 -8.003 7.545 0.062 0.856 -1.206 1.423

Menor consumo = nunca o al menos una vez por mes, n = 20. Mayor consumo = una vez
cada dos semanas 0 mas de una vez por semana, h= 25. Val. Inf. = Valor inferior de un
intervalo de confianza. Val. Sup. = Valor superior de un intervalo de confianza. * p < 0.05.
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