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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue determinar las con-
centraciones de Oxido Nitrico (NO) y Malondialdehido
(MDA) asi como la relacién antioxidacion/oxidacién re-
presentada por el indice NO/MDA de la leche materna
de mujeres con sobrepeso u obesidad. Se realizé un es-
tudio descriptivo, comparativo y transversal entre madres
lactantes eutréficas Grupo A (n=39) y con sobrepeso u
obesidad Grupo B (n=39) hospitalizadas con sus hijos en
los servicios de Hospitalizacion del Hospital de Nifios de
Maracaibo. Se extrajeron y procesaron 78 muestras de
leche materna entre Noviembre 2011-2012. Se compara-
ron las concentraciones de MDA: 1,18 + 0,06 uM en Ay
1,08 + 0,05 uM en B, las concentraciones de NO: 589,65
+ 48,02 uM en Ay 659,74 £ 78,60 uM en B; y el indice
NO/MDA: 558,45 + 52,42 en Ay de 705,19 + 108,27 en
B, no se observaron diferencias significativas para nin-
guno de los parametros estudiados entre ambos grupos.
En conclusion los resultados obtenidos sugieren que el
estado nutricional de las mujeres lactantes estudiadas no
modifico los niveles de oxidacion en la leche materna y
que el aumento del contenido graso corporal parece no
influir en mayores niveles de oxidacién. En ambos grupos
se observaron niveles de NO elevados y también una re-
lacion NO/MDA positiva, resultados que parecen indicar
la existencia de mecanismos fisiologicos en la glandu-
la mamaria que tienden a mantener en estado “normal”
una sustancia como la leche materna, la cual contribuye
a la proteccién de la agresion por radicales libres al re-
cién nacido y en etapas posteriores.
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Abstract

The aim of this research was to determine the concentra-
tions of nitric oxide (NO) and Malondialdehyde (MDA)
and to evaluate the antioxidation/oxidation relation rep-
resented by the NO/MDA index of women breast milk,
which are overweight or obese. We performed a descrip-
tive, comparative and transversal study between lactat-
ing eutrophic group A (n=39) and overweight or obese
mothers group B (n=39), hospitalized whit their children
in inpatient services at Children’s Hospital of Maracaibo.
78 samples of breast milk were extracted and processed
from November 2011 to 2012. Concentrations of MDA
1.18 £ 0.06 uM in A and 1.08 + 0.05 uM in B, levels of
NO: 589.65 + 48.02 uM in A and 659.74 + 78.60 uM
in B; as well NO/MDA index: 558.45 + 52.42 in A and
705.19 £ 108.27 in B were compared. Significant differ-
ences were not observed for any of these studied param-
eters between groups. In conclusion the results suggest
that the nutritional status of lactating women studied, did
not modify the oxidation levels in breast milk and that in-
creased body fat appears not to have influence on higher
levels of oxidation. In both groups there were high levels
of NO and NO/MDA positive relation, results that suggest
the existence of physiological mechanisms in the mam-
mary gland that tend to maintain in “normal” a substance
like milk, which contributes to the newborn protection
from free radical aggression and in later stages.

Key words: Nitric Oxide, Malondialdehyde, Breast Milk,
Antioxidant system, Maternal Nutrition

Internacional

[Diabetes



Introduccion

La leche materna constituye el alimento natural e ideal
para nifias y nifios, recién nacidos y lactantes, administra-
da de forma exclusiva y a libre demanda durante los pri-
meros 6 meses de vida, y luego de esta edad, complemen-
tado con alimentos adecuados, oportunos y seguros .

El recién nacido y el lactante presentan inmadurez de
numerosas vias metabdlicas y funciones fisiologicas 2,
lo que hace a la leche materna un alimento imprescindi-
ble que aporta una defensa adicional frente al desarrollo
de diversas patologias. Entre estas enfermedades se en-
cuentran las agrupadas bajo el término de enfermedades
neonatales por radicales libres de oxigeno, de mayor in-
cidencia en recién nacidos pretérminos, tales como: la
displasia broncopulmonar, la enterocolitis necrotizante y
la retinopatia del prematuro .

La madre ayuda en un principio al feto a protegerse de
la agresion oxidativa que sufrird en el momento del parto
mediante el paso a través de la placenta de sustancias
antioxidantes tales como acido ascorbico, a-tocoferol,
B-carotenos y coenzima Q ©, y posteriormente al recién
nacido mediante el aporte de sustancias antioxidantes a
través de la leche materna .

La leche materna parece adaptar su composicion de-
pendiendo del grado de estrés oxidativo existente en el
recién nacido, mostrando unos mayores niveles de vita-
minas antioxidantes A, E'y C en la leche secretada horas
después del parto, es decir; el calostro ®, coincidiendo
con los mayores niveles de radicales libres de oxigeno
(RLO) en el medio interno fetal ©. Posteriormente se van
reduciendo estas concentraciones a lo largo de diversas
etapas de la lactacion (leche de transicion y leche madu-
ra) lo cual coincide con el descenso de los RLO (9.

En la composicién de la leche materna se pretende al-
canzar el equilibrio entre factores pro-oxidantes y facto-
res anti-oxidantes. Los factores anti-oxidantes tales como
el a-tocoferol, coenzima Q, el 4cido ascérbico, el reti-
nol, algunas proteinas como caseinas y lactoferrinas y
el 6xido nitrico (NO), tienen efectos involucrados con la
reduccion del estrés oxidativo; mientras que los factores
pro-oxidantes aumentan la peroxidacion lipidica por ac-
cién directa sobre los acidos grasos poliinsaturados de la
membrana celular y organelos celulares, liberacion de
RLO y formacién de productos de caracter téxico como
el malondialdehido (MDA), particularmente en los neo-
natos y lactantes, con el consecuente incremento del es-
trés oxidativo V.

Las madres obesas, producto de una dieta inadecuada
en exceso o un trastorno endocrino, tienen afectada la

calidad y la composicién de la leche materna que pro-
ducen, pudiendo verse aumentadas las reservas caldricas
que son acumuladas en el cuerpo en forma de grasas lo
cual obviamente tiene implicaciones en la generacién de
mayor radicales libres de oxigeno a través de la peroxi-
dacion lipidica tanto para la gestante como para el lac-
tante "2, Se ha demostrado que el aumento del indice
de masa corporal (IMC) de 21 a 27 kg/m? incidié en el
incremento de la concentracién de lipidos totales de 3,9
a4,21% en la leche materna de mujeres danesas .

De igual forma otro estudio con madres con estado nutri-
cional normal, con sobrepeso y obesas, demostr6 que las
concentraciones de lipidos y acido linoléico estuvieron
incrementadas en las madres obesas Y. Sin embargo,
otras investigaciones demuestran que no existe relacion
entre la ganancia de peso de las madres posterior al par-
to, con el contenido de grasas de la leche materna ya que
las mdltiples fuentes de acidos grasos permiten minimi-
zar las variaciones de la dieta y mantener la cantidad ab-
soluta de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
relativamente constante 2%

Por lo anteriormente expuesto y con la finalidad de co-
nocer el comportamiento de variables como el MDA y
NO en leche materna, se planteo como objetivo de esta
investigacion determinar sus concentraciones y la rela-
cién antioxidacién/oxidacion representada por el indice
NO/MDA de la leche materna de mujeres con sobrepeso
u obesidad.

Métodos

Se realizé un estudio descriptivo, comparativo y transver-
sal en madres lactantes ingresadas con sus hijos en los
Servicios de Hospitalizacion del Hospital de Nifios de
Maracaibo, desde noviembre de 2011 hasta noviembre
de 2012. La muestra no probabilistica, quedo conforma-
da por 78 madres lactantes, con edades comprendida en-
tre 18 y 40 anos, no alcohdlicas ni fumadoras, con hijos
nacidos por parto vaginal o cesdrea, independientemente
de la edad gestacional, lactantes de 1 a 24 meses de edad
al momento del estudio, alimentados con leche materna
y con diagnéstico de sepsis, bronquiolitis, diarrea o neu-
monia. La muestra fue clasificada en 2 categorias:

Grupo A: 39 madres eutréficas, con indice de masa cor-
poral (IMC) entre 18,5 Kg/m?y 24,9 Kg/m?, circunferen-
cia braquial 3 24cm, y grasa corporal total entre 21% vy
31%.

Grupo B: 39 madres con sobrepeso u obesidad, con IMC
> 24,9 Kg/m?, circunferencia braquial 3 24cm y grasa cor-
poral total > 31%.
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La informacion fue recogida en un formato disefiado por
los autores, previo consentimiento informado de las ma-
dres. La toma de muestra de leche materna se realiz6
previo ayuno de 12 horas de la madre, por extraccion
manual entre 1 a 24 meses de la lactancia, durante el
amamantamiento del mismo pecho, al final de la mama-
da (fase de emulsién), obteniéndose 5cc los cuales fue-
ron almacenadas en tubos Vacutainer® y mezclados con
cuidado y suavemente. Adicionalmente, las muestras se
mantuvieron en todo momento congeladas y protegidas
de la exposicién solar y llevadas de forma inmediata al
Centro de Investigaciones Endocrino-Metabdlicas “Dr.
Félix Gémez” de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad del Zulia, donde las muestras fueron ultra-conge-
ladas a -70°C y procesadas en un periodo menor de 12
horas posteriores a su extraccion para la determinacion
de la concentracién de MDA, NO e indice NO/MDA.

La determinacion de MDA se realizé a través de la for-
macion de derivados del 4cido tiobarbiturico, que sigue
los siguientes pasos: precipitacion de las proteinas séricas,
liberaciéon de MDA unido a las proteinas, reaccién con
el acido tiobarbitdrico, determinacién de los complejos
MDA-acido tiobarbitdrico por andlisis espectrofotométri-
co y, finalmente, eliminacion de interferencia de otros al-
dehidos, como el furfuraldehido, para el calculo final @519,

La determinacion del NO se efectud a través de su pro-
ducto de degradacion: los nitritos, por medio del ensayo
de diazotizacién (reaccién de Greiss) previa reduccién
de los nitratos. La muestras se homogenizaron con acido
clorhidrico, se centrifugaron a 6000g durante 10 minutos
con acido sulfanilico, se les afadié a continuacion N-
1-naftil-etilendiamina y se incubaron durante 30 minutos
mas. La muestra completa fue tomada y la absorbancia
fue medida en un espectrofotémetro Génesis 5 contra es-
tandar 719, El indice NO/MDA se obtuvo al dividir el
valor de NO entre el valor de MDA de cada muestra.

Analisis Estadistico.

El andlisis de los resultados fue realizado utilizando el
paquete estadistico SPSS versién 17 para Windows (Chi-
cago IL). Para comparar los grupos, fue aplicada la prueba
t de Student para muestras independientes. Los resultados
fueron expresados como Media + Error Estandar (M + EE)
considerando significativas las diferencias cuando p<0,05.

Resultados

La Tabla 1, muestra la edad promedio de las madres lac-
tantes, en el grupo A (madres eutréficas) fue de 23,66 +
0,76 afios y en el B (madres con sobrepeso u obesas) de
27,10 = 0,63 anos. La media de peso, talla e IMC fue de
55,13 + 1,15 Kg; 1,57 + 0,01 m y 22,29 + 0,32 Kg/m?
respectivamente para las madres del grupo A 'y de 73,86
+2,13Kg; 1,55+ 0,01 my 30,50 + 0,70 Kg/m? para el B.
Por otra parte, para el grupo A se observé un porcentaje
de grasa corporal total de 27,86 + 0,50% y una circun-
ferencia braquial de 26,62 + 0,36cm, mientras que para
el B fue de 43,82 + 1,23% y 32,06 + 0,65cm respectiva-
mente, encontrandose diferencias estadisticamente signi-
ficativas con respecto al peso, el IMC, la grasa corporal
total y la circunferencia del brazo (p< 0,05).

En la Figura 1, se observan los niveles de MDA determi-
nados en las muestras de leche materna, el cual para las
madres eutrdficas fue de 1,18 + 0,06 uM y de 1,08 + 0,05
uM para las madres lactantes con sobrepeso u obesas, lo
cual no muestra diferencias estadisticamente significati-
vas (p=0,233).

En la Figura 2, se observan los niveles de NO determi-
nados en las muestras de leche materna, el cual para las
madres eutréficas fue de 589,65 + 42,02 pM y de 659,74
+ 78,60 pM para las madres lactantes con sobrepeso u
obesas, lo cual no muestra diferencias estadisticamente
significativas (p=0,449).

En la Figura 3, se observa la relacién antioxidacion/oxida-
cion expresadas por el indice NO/MDA determinado en las
muestras de leche materna, el cual para las madres eutréfi-
cas fue de 558,45 + 52,42 y de, 705,19 + 108,27 para las
madres lactantes con sobrepeso u obesas, lo cual no mues-
tra diferencias estadisticamente significativas (p=0,226).

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas de las madres lactantes eu-
tréficas y obesas.

Grupo A Grupo B

(n=39) (n=39)
Edad (ahos) 23,66 0,76 | 27,10 £ 0,63 | 0.0071*
Peso (kg.) 55,13 +1,15 | 73,86 +2,13 [<0.0001*
Talla (m.) 1,57 £ 0,01 1,55+ 0,01 0.203
IMC (kg/m?.) 22,29 +£0,32 | 30,50 +0,70 |<0.0001*
Grasa corporal total (%) | 27,86 + 0,50 | 43,82 + 1,23 |<0.0001*
(Cc';f)“”ferenc'a de brazo| 6 69 40,36 | 32,064 0,65 |<0.0001*

Datos expresados como Media + Error Estandar (EE)
IMC= Indice de Masa Corporal.

Grupo A= Eutrdficas, Grupo B=Sobrepeso y Obesas.
* = p<0.05.
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FIGURA 1.- NIVELES DE MALONDIALDEHIDO EN MUESTRAS DE LECHE
MATERNA DE MADRES LACTA%EEESSIE[;JI;I'EI)ROFICAS Y CON SOBREPESO U
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FIGURA 2.- NIVELES DE OXIDO NIiTRICO EN MUESTRAS DE LECHE MATERNA
DE MADRES LACTANTES EUTROFICAS Y CON SOBREPESO U OBESIDAD
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ISCUSION

La leche materna representa un sistema fluido, vivo y
cambiante, capaz de adaptarse a las necesidades del nifio
a lo largo del tiempo, aportando diferente composicion
y volumen de micro y macronutrientes, anticuerpos, hor-
monas, factores inmunitarios, oxidantes y antioxidantes ©.

En esta investigacion las muestras que conforman a cada
grupo son idénticas y de igual modo las madres lactantes
eutréficas y con sobrepeso u obesas fueron en su totali-
dad no alcohdlicas, ni fumadoras, similar a las caracte-
risticas de las madres lactantes reportadas por Miranda y
cols. "'y Rodriguez ¥, aunque dichos trabajos no consi-
deraron el estado nutricional como variable de estudio.

En cuanto al peso y en concordancia con los criterios de
inclusion, las madres del grupo A presentaron un peso
menor, comparado con el grupo de madres con sobrepe-
so u obesas, existiendo diferencia significativa entre am-
bos grupos (p< 0,0001); diferencia que no fue observa-
da para la talla (p= 0,203). El IMC, medida practica mas
utilizada para determinar el grado de obesidad materna,
permitié clasificar al grupo B como sobrepeso u obesas
con un IMC mayor que el grupo A, diferencia que resultd
estadisticamente significativa (p<0,0001). De igual for-
ma, la circunferencia braquial (p<0,0001) y el porcentaje
de grasa corporal (p<0,0001), confirmaron el exceso de
reserva corporal grasa presente en el grupo B en compa-
racion con el grupo de madres eutréficas.

Los RLO se han asociado con dafo a moléculas como
lipidos, proteinas, dcidos nucleidos y carbohidratos, par-
ticipan en la peroxidacion de lipidos de las membranas
celulares y demas orgdnelos, inactivan la produccién de
ON, entre otros ¥, En la leche materna la oxidacion de

FIGURA 3.- RELACION ENTRE OXIDO NITRICO | MALONDIALDEHIDO EN
MUESTRAS DE LECHE MATERNA DE MADRES LACTANTES EUTROFICAS Y
CON SOBREPESO U OBESIDAD
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los lipidos, origina productos de reaccién que contribu-
yen a la formacion de radicales y derivados reactivos de
oxigeno, que parece pueden favorecer el desarrollo de
algunas patologias como la enterocolitis necrotizante o
la displasia broncopulmonar ©.

La determinacion de la concentracion de MDA como
evaluador del estrés oxidativo de la leche materna, se
justifica no solo por su interés como indicador del proce-
so de peroxidacion lipidica, del que es producto directo,
sino también por el riesgo que supone en si mismo dado
su cardcter toxico®. En este estudio, los resultados obte-
nidos han comprobado la existencia de niveles bajos de
MDA en todas las muestras de leche materna fresca ana-
lizadas, con baja variabilidad entre los grupos de madres
eutréficas y madres con sobrepeso u obesas (p=0,233),
posible consecuencia de la seleccién de las donantes en-
tre madres lactantes, no alcohdlicas y no fumadoras, a
pesar de que en este estudio se considerd la modificacion
en el estado nutricional materno el cual no influyé en
determinar mayores niveles de oxidacién como se pudo
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haber esperado por el aumento del contenido graso en
la leche materna de madres con sobrepeso u obesas en
comparacion con la de madres eutrdficas, que si bien no
fue evaluado en la presente investigacion ha sido repor-
tado por otros autores 1319,

En esta investigacion, el contenido de MDA en la leche
materna fresca esta en el rango fisiolégico en ambos gru-
pos y es similar a los resultados de los estudios de Turoli y
Miranda y cols., aunque segln estos autores el tiempo de
almacenamiento, conlleva a un incremento suave en las
primeras 24 horas, a partir de las cuales la concentracion
de MDA muestra un marcado aumento con diferencia
estadistica significativa, asi a las 36 horas de almacena-
miento la concentracion de MDA es significativamente
mayor, pero sin modificaciones posteriores. '

En este estudio, los niveles de NO en las muestras de
leche materna en ambos grupos estan elevados y los
de MDA son bajos (en el rango normal), lo cual es un
reflejo directo del bajo nivel oxidativo que existe en la
leche materna de madres tanto con sobrepeso u obe-
sidad como eutroficas, por lo que la inactivacién de la
produccién del ON local es minima, resultando en un
balance antioxidacion/oxidacién positivo. El sistema
antioxidante de la leche materna se estd comportando
como un excelente amortiguador defendiéndose de la
generacion de RLO. Este contenido de NO en la leche
materna fresca elevado en ambos grupos, es un aspec-
to no estudiado con anterioridad, lo cual puede ser el
resultado de una superestimulacion de la oxido nitrico
sintetasa inducible (iNOS), la cual sin lugar a duda, tiene
un efecto benéfico-defensivo. “1

Por otra parte, Zaragoza y cols " han determinado en la
glandula mamaria de ratas lactantes mediante inmuno-
histoquimica la presencia de las tres isoformas de NOS
(enzima que cataliza la produccién de NO a partir de
la oxidacién secuencial de L-arginina), localizandose
eNOS en el endotelio de los vasos sanguineos que riegan
el tejido mamario y en el endotelio de los conductos lac-
tiferos, ademds tanto eNOS como iNOS estan presentes
en la membrana basal del epitelio mamario (compuesta
de células mioepiteliales que forman los alvéolos y los
conductos lactiferos) y nNOS se encuentra en las células
que componen los acinos asi como en las células mus-
culares y las células que conforman las glandulas seba-
ceas. Si bien, el papel fisiolégico de la produccién de
NO en este tejido no esta determinado, podria tener un
rol importante en la secrecién de la leche materna en la
glandula mamaria.®”

Se ha sugerido en los estudios de llzuka y cols y de Ohta
y cols, que el NO es sintetizado en la glandula mamaria,
excediendo la concentracién sérica de NO de dos a diez

veces y puede provocar la lactancia en humanos, ya que
la concentracion total de nitritos mas nitratos (marcador
de la generacién de NO) aumento y alcanzo su punto
maximo justo antes del aumento en el volumen de la le-
che materna secretada; asi mismo la concentracién total
de nitritos mas nitratos en la leche materna de grandes
secretoras excede significativamente a la de bajas secre-
toras, en nuestra investigacion las muestras de leche ma-
terna fueron tomadas de las madres donantes en fase de
emulsion, es decir; de 10-15 minutos desde el inicio del
amamantamiento lo cual pudo influir en los altos niveles
de ON en ambos grupos pero sin diferencia significativa
entre ambos (p=0,449). 202V

En este estudio, se observd que la relacién entre NO/
MDA, que podria ser utilizada como expresion del ba-
lance antioxidacién/oxidacién, estd claramente a favor
de la antioxidacion, tanto en el grupo de madres eutr6-
ficas como en el grupo de madres con sobrepeso u obe-
sas, definido como balance positivo y sin diferencia esta-
disticamente significativa entre ambos grupos (p=0,226).
Este pardmetro no ha sido evaluado en estudios anteriores
como el de Miranda y col y el de Rodriguez quienes com-
plementaron su evaluacién con la medicién de la capa-
cidad antioxidante total de la leche materna, la cual es la
medida de todos los antioxidantes presente en ella, tales
como: vitaminas, sistemas antioxidantes de radicales en-
zimdticos, antioxidantes desconocidos y las interacciones
antioxidantes, siendo un marcador sensible que permite
detectar pequenas diferencias mucho mejor que las medi-
ciones de los antioxidantes por separado. >

El estudio de Rodriguez, encuentra diferencias estadis-
ticamente significativas durante las primeras etapas de la
lactacion entre el grupo a término y el pretérmino. Dicho
estudio encontrd, que es la leche materna de madres con
parto a término la que tiene mayor capacidad antioxidante
total en el calostro y leche de transicién, pasando a ser
similar en la etapa madura. El estudio de Miranda y col
obtuvo una gran variabilidad de la capacidad antioxidante
entre las madres donantes similar al resultado que se obtu-
vo en esta investigacion con el indice NO/MDA. #12

En conclusién, los resultados obtenidos sugieren que el
estado nutricional de las mujeres lactantes estudiadas no
modifico los niveles de oxidacién en la leche materna y
que el aumento del contenido graso corporal parece no
influir en mayores niveles de oxidacion. En ambos grupos
se observaron niveles de NO elevados y también una re-
lacion NO/MDA positiva, resultados que parecen indicar
la existencia de mecanismos fisiol6gicos que tienden a
mantener en estado normal una sustancia como la leche
materna, la cual contribuye a la proteccion de la agresion
por radicales libres al recién nacido y en etapas poste-
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riores y que en caso contrario se convertiria en un factor
causante de diferentes patologias.
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