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Resumen

En ocasiones, es necesaria la extraccion y almacenamiento de la
leche materna en refrigeracién o congelacion, con frecuencia rela-
cionado con recién nacidos pretérmino (RNPT) o madres que se
incorporan al trabajo. Se recomienda administrarla recién extrai-
da, refrigerada durante un maximo de 72-96 horas, o congelada un
maximo de 6 meses. El estrés oxidativo es un desequilibrio entre
los agentes oxidantes y las defensas antioxidantes; esta directa-
mente implicado en diversas patologias propias del RNPT, como
la retinopatia de la prematuridad, la displasia broncopulmonar, la
enterocolitis necrosante o la encefalopatia hipéxico-isquémica.
La leche materna es rica en sustancias antioxidantes, y presenta
una mayor actividad antioxidante que las férmulas artificiales. Es-
ta riqueza es mayor en el calostro, y a menor edad gestacional.

Diversos estudios han demostrado que el almacenamiento de la
leche humana puede alterar sus propiedades antioxidantes. Se
produce un incremento significativo de los productos de la peroxi-
dacion de los lipidos (malondialdehido [MDA]) y una disminucion
de la actividad de la enzima antioxidante glutatién peroxidasa
(GPx) con la refrigeracién y, en menor grado, con la congelacion. El
incremento del MDA y el descenso de la actividad GPx es propor-
cional a la duracién de la congelacién, y mayor a—20 que a—80 °C.
Incluso en congelacién, la concentracién de MDA en la leche ma-
terna es significativamente menor que en las férmulas artificiales.

Concluimos que la conservacion en frio de la leche materna dis-
minuye sus propiedades antioxidantes, en mayor medida durante
almacenamientos prolongados y a temperaturas mas altas. Por ello,
en el caso de la leche materna almacenada para los recién nacidos
enfermos o prematuros, es preferible congelar que refrigerar, y es
mejor hacerlo durante el menor tiempo y a las mas bajas tempera-
turas posibles. En el caso de las madres que se incorporan al trabajo,
esta recomendacion es mas relativa (lactantes mas maduros). Aun
asf, pese a las pérdidas por el almacenamiento, la leche materna
sigue siendo de mejor calidad que los sucedaneos.
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Abstract

Title: Effect of human milk storage on their antioxidant activity.

Sometimes the extraction and storage of breast milk in refri-
gerator or freezer is required, frequently associated with pre-
term newborn or mothers returning to work. It is suggested to
offer the milk freshly drawn, refrigerated for up to 72-96 hours,
or frozen up to 6 months. Oxidative stress is defined as a dis-
turbance between oxidant agents and antioxidant defences.
Oxidative stress is directly involved in various pathologies of
preterm infants, such as retinopathy of prematurity, broncho-
pulmonary dysplasia, necrotizing enterocolitis or hypoxic-
ischemic encephalopathy. Breast milk has a large amount of
antioxidants and has better antioxidant properties than formu-
la for bottle-feeding. This amount is greater in colostrum, and
greater as gestational age decreases.

Several studies have shown that human milk storage can dam-
age their antioxidant properties. A significant increase in the
products of peroxidation of lipids (malondialdehyde [MDA]) and
a decrease in the antioxidant enzyme glutation peroxidase (GPx)
activity is observed with refrigeration and, to a lesser degree,
with freezing. Increase of MDA levels and decrease in GPx activ-
ity is proportional to the duration of freezing, and greater at —20
than —80 °C. Even in freezing, MDA concentration of breast milk
is significantly lower than in formula for bottle-feeding.

We conclude that cold storage of breast milk decreases its
antioxidant properties, mostly during extended storage and at
higher temperatures. Therefore, when breast milk is stored for
sick or premature newborns, it is preferable to freeze than re-
frigerate, and it is better in the shortest possible time and at
the lowest possible temperatures. For mothers who return to
work, this recommendation is not so strong (they are more ma-
ture infants). Anyway, despite effects of storage, breast milk is
still better quality than substitutes.
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Extraccion y almacenamiento
de leche materna

La nutricién éptima de los recién nacidos a término (RNT) y
pretérmino (RNPT) es la lactancia materna, por sus beneficios
sobre la salud a corto y largo plazo. Cuando la leche de madre
propia no esta disponible, la mejor alternativa para RNPT es la
leche humana donada pasteurizada, proporcionada por un ban-
co de leche. Asi lo reconocen la Organizacién Mundial de la
Salud'y la Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatolo-
gia y Nutricion Pediatricas (ESPGHAN)Z Los maximos benefi-
cios se obtienen con el amamantamiento directamente al pe-
cho; sin embargo, no siempre es posible.

En los casos en que el bebé no puede tomar la leche materna
directamente mediante succién del pecho, por diversas causas
(prematuridad, enfermedades neuroldgicas, determinados pro-
blemas orofaciales), es recomendable recurrir a la extraccion
de la leche y su administracién por otros métodos (sonda, bibe-
ron, cuchara), generalmente de forma temporal®.

Puede haber otros motivos por los que se realice la extrac-
cién y posterior almacenamiento de leche materna: mantener
la produccién de leche cuando no hay succidn directa frecuen-
te (generalmente por los problemas ya mencionados), aliviar la
ingurgitacién mamaria si no hay suficiente vaciado, ausencias
maternas aisladas, incorporacion de la madre al trabajo, o do-
nacion altruista de leche para bancos de leche humana.

Los motivos méas frecuentes son que los recién nacidos no
pueden succionar (mas habitual en grandes prematuros) y la
incorporacion de la madre al trabajo.

Una vez extraida la leche materna, puede ofrecerse al lactante
en fresco a temperatura ambiente, inmediatamente o poco tiempo
después de su extraccion (no mas de 4-6 h; si se excede este tiem-
po, se recomienda refrigerarla)®*. La leche puede conservarse du-
rante cortos periodos refrigerada en la nevera a 4-6 °C (72 h; algu-
nos autores postulan hasta 96 h)*®, o bien tras ser congelada
(hasta 6 meses)*®. La congelacion es posible a —20 °C (en conge-
ladores habituales tanto de uso doméstico como en hospitales o
en la mayorfa de bancos de leche humana), o bien a —80 °C.

Estrés oxidativo. Antioxidantes

Se define estrés oxidativo como una situacién de desequilibrio
entre los agentes prooxidantes y las defensas antioxidantes
del organismo’.

Entre los agentes prooxidantes de mayor importancia fisio-
patolégica se encuentran las especies activadas de oxigeno
(también llamadas radicales libres), las moléculas o los frag-
mentos moleculares con atomos de oxigeno y electrones des-
apareados: anion superéxido (0,7), anién hidroxilo (OH), pe-
réxido de hidrégeno (H,0,), etc®. Estas especies activadas
participan en una serie de funciones fisioldgicas en el organis-
mo, como la detoxificacion en el citocromo p450, la regulacién
del tono vascular o el efecto bactericida en los fagocitos®. Pero

en una situacion de desequilibrio (estrés oxidativo), pueden
provocar alteraciones celulares en la membrana, en la cadena
de ADN o en diversas funciones enzimaticas'®.

La principal defensa antioxidante celular frente al dafio provoca-
do por estas sustancias prooxidantes es el glutation (GSH)'", molé-
cula que capta los electrones desapareados de los radicales libres,
através de la accion de la enzima glutation peroxidada (GPx). Otras
sustancias organicas también pueden actuar como antioxidantes:
carotenos (provitamina A), tocoferol (vitamina E), acido ascorbico
(vitamina C), 4cido drico, bilirubina, etc.'; el organismo cuenta
ademds con las defensas enzimaticas, como la GPx, la superdxido
dismutasa y la catalasa, que convierten las especies activadas de
oxigeno en moléculas estables, como agua y oxigeno®.

Al estrés oxidativo se le atribuye un papel importante en la
fisiopatologia de mdaltiples sindromes y enfermedades, en los
que se ha podido demostrar un dafio directo provocado por las
especies activadas de oxigeno, una disminucién de las defen-
sas antioxidantes, o un incremento de los productos derivados
de la peroxidacion de lipidos'": aterosclerosis, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, diabetes mellitus, infeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana, fibrosis quistica del
pancreas, intoxicacion por paracetamol, etc.

Es bien conocido el papel de estos mecanismos oxidativos
en diversas patologias propias del RNPT, como la retinopatia
de la prematuridad (ROP), la displasia broncopulmonar, la ente-
rocolitis necrosante (ECN) o la encefalopatia hipéxico-isquémi-
ca'®22 Por su prematuridad, estos neonatos estan sometidos a
complicaciones y terapias (infecciones, altas presiones de oxi-
geno, ventilacién asistida, nutricién parenteral, etc.), que gene-
ran una sobrecarga de especies activadas de oxigeno, que son
las responsables, al menos en parte, de las lesiones que carac-
terizan estas enfermedades. Ademds de esta exposicién a
agentes prooxidantes, los RNPT, debido a su inmadurez, nacen
deficitarios en defensas antioxidantes?' 22,

Para valorar la situacion de estrés oxidativo a que esta sometido
un determinado organismo o fluido, o la actividad de sus defensas
antioxidantes, tenemos varias posibilidades de medicion:

e Sustancias procedentes de la peroxidacién de los lipidos (li-
bres o de las membranas celulares): 4-hidroxi-nonenal, ma-
londialdehido (MDA)Z, etc.

e Capacidad antioxidante total (CAT)?*: medicion de la capacidad
que tienen los antioxidantes del fluido problema para suprimir
la reaccién de oxidacion de un determinado reactivo.

e Actividad de las enzimas que intervienen en las reacciones
de captacion de electrones, como GPx, catalasa o superdxido
dismutasa®.

e Concentraciones de otras sustancias antioxidantes: gluta-
tién, vitaminas (A, C, E), etc.

Antioxidantes en la leche humana

Como cualquier fluido orgénico, la leche humana dispone de
concentraciones variables de sustancias antioxidantes. Es es-
pecialmente rica en enzimas (superdxido dismutasa y GPx), vi-
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taminas y sus precursores (carotenos, acido ascorbico y toco-
feroles), en coenzima Q y en lactoferrina (proteina con gran
afinidad por los iones del hierro, que evita que éstos actlen
como catalizadores de reacciones de oxidacion)?2,

Se ha demostrado en diversos estudios que la capacidad anti-
oxidante es mayor en la leche humana que en los sucedaneos, y
que la concentracion de los productos derivados del estrés oxi-
dativo (MDA) es menor?®*3, pese a que estas férmulas estén
suplementadas con vitaminas de caracter antioxidante (A, C, E).
También se ha comprobado (en muestras de sangre y orina) que
los neonatos estan sometidos a un menor estrés oxidativo si son
amamantados que si se alimentan con sucedaneos?3,

La capacidad antioxidante de la leche materna es inversa-
mente proporcional a la edad del nifio amamantado y a su peso
en el momento del nacimiento (mayor cuanto mas bajo es el
peso)?3338  gctuando como mecanismo compensador de la
relativa deficiencia de antioxidantes de los neonatos, especial-
mente de los RNPT; esto explica, al menos en parte, el efecto
protector que ejerce la leche materna frente a las patologias
propias de la prematuridad, como la ECN o la ROP.

Influencia del almacenamiento de la
leche sobre la actividad antioxidante

Si la leche no puede administrarse recién extraida (fresca), pero
se almacena en refrigeracion o congelacion, mantiene muchos
de sus componentes y propiedades nutricionales e inmunoldgi-
cos inalterados, como la composicidn proteica, la concentracion
de lipidos y lactosa o la concentracién de inmunoglobulinas (en
especial IgA)*. Otras propiedades pueden alterarse con la refri-
geracion, en especial si sobrepasa las 72 horas, como la capaci-
dad bactericida o el crecimiento de la flora bacteriana saproéfita;
en cambio, la congelacion no las altera4.

Varios autores han evaluado la repercusién de la conservacion
en frio de la leche humana sobre su actividad antioxidante. Van
Zoeren-Grobben et al.® describen un aumento significativo de la
concentracion de hidroperéxido del cido linoleico, que refleja el
aumento de la peroxidacion de los lipidos de la leche en refrigera-
cion. Ankrah et al.% demostraron un descenso significativo de la
concentracion de glutatién en leche humana a las 2 horas de la ex-
traccion (tanto a temperatura ambiente como refrigerada o conge-
lada). Hanna et al.% midieron la CAT de la leche humana (compa-
rada con el patrén estandar del trolox), observando que, respecto
ala leche fresca recién extraida, se produce una pérdida significa-
tiva cuando la leche es refrigerada o congelada mas de 48 horas;
aun asf, mantiene una CAT superior que los sucedéaneos.

Nuestro grupo de trabajo también ha mostrado en varias ocasio-
nes estas alteraciones asociadas a la conservacion en frio. Miran-
da et al.¥’ compararon la actividad GPx y la concentracién de MDA
en 32 muestras de leche humana en distintos periodos: leche fres-
ca recién extraida, refrigerada a 4 °C durante 24 horas, y congelada
a —20 °C durante 10 dias. En ambas modalidades de almacena-
miento se produce un descenso significativo de la actividad GPx,
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Figura 1. Actividad GPx (en mM/L X min; media + desviacidn
estandar) en leche fresca (1), refrigerada 24 horas a 4 °C (p <0,01)
(2), y congelada 10 dias a =20 °C (p <0,05) (3). Modificada de
Miranda et al.¥’
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Figura 2. Concentracion de MDA (en uM; media + desviacion
estandar) en leche fresca (1), refrigerada 24 horas a 4 °C (p <0,001)
(2), y congelada 10 dias a =20 °C (p= 0,1) (3). Modificada de
Miranda et al.¥’

aungue menor en las muestras congeladas (figura 1). La concen-
tracion de MDA es mas elevada, aunque sélo de forma significati-
va en las muestras refrigeradas (figura 2); con ello observamos
que, aun produciéndose un aumento de la peroxidacion de los lipi-
dos de la leche con cualquier tipo de almacenamiento, la congela-
cién proporciona mejores resultados que la refrigeracion.

Silvestre et al % cuantificaron los cambios en la actividad
GPx y en la concentracion de MDA en 10 muestras de leche,
con distintas temperaturas (—20 y —80 °C) y tiempos de conge-
lacion (15, 30y 60 dias). Los resultados observados fueron una
disminucién significativa con la congelacién de la actividad
GPx y un aumento de la concentracion de MDA, aunque de
forma mas acusada a —20 que a =80 °C, y en mayor medida
cuanto mds tiempo se mantiene congelada, incluso a —80 °C,
en que empieza a alterarse a partir del mes (figuras 3y 4).
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Aunque la necesaria conservacién de la leche materna afec-
ta a sus propiedades antioxidantes, los estudios que han com-
parado la capacidad antioxidante o los marcadores de estrés
oxidativo de la leche materna y de las férmulas adaptadas
muestran resultados favorables al uso de la primera. Hanna et
al.30 demostraron que la CAT es significativamente mayor en |a
leche materna. Almansa et al.3*, tras analizar la concentracion
de MDA de leche materna congelada durante 2-3 meses, en-
contraron que dicha concentracion es significativamente mas
baja que la de las muestras de formula artificial de inicio recién
preparadas (0,86 + 0,38 frente a 2,64 £ 1 pM; p <0,0001).

Conclusiones y recomendaciones

La conservacion de la leche materna provoca cierto deterioro en
sus propiedades antioxidantes, de diferente intensidad segtn la
temperatura o la duracién del almacenamiento. El deterioro de la
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Figura 3. Actividad GPx
(en mMy/L X min; media
+ desviacion estandar)
en leche fresca frente

a congelada a —20 y
—80 °C, durante distintos
tiempos de congelacion
(15, 30 y 60 dias).
Modificada de Silvestre
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Figura 4. Concentracion
de MDA (en uM; media

+ desviacion estandar)

en leche fresca frente a
congelada a 20 y —80 °C
durante distintos tiempos
de congelacion (15, 30 y
60 dias). Modificada de
Silvestre et al.%
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actividad antioxidante es menor con la congelacién que con la re-
frigeracion, y es proporcional a la temperatura de conservacion,
por lo que serfa recomendable que la conservacién se realizara a
la menor temperatura y durante el menor tiempo posible. Es impor-
tante tener en cuenta este hecho en los bancos de leche y en los
hospitales, donde la leche, ya sea de la propia madre o de donan-
te, estara destinada a recién nacidos enfermos, en general gran-
des prematuros, que son mas susceptibles a sufrir patologias rela-
cionadas con el estrés oxidativo y, por tanto, mas dependientes de
las propiedades antioxidantes de la leche materna.

En la conservacion de leche materna destinada a lactantes
sanos (como en el caso de la reincorporacion al trabajo de la
madre), si solamente tuviéramos en cuenta la actividad antio-
xidante y el estrés oxidativo, aplicarfamos la misma recomen-
dacién de conservar la leche durante el menor tiempo posible.
Pero hemos de tener en consideracién que dichos lactantes
(normalmente de 4-6 meses) ya no tienen el mismo riesgo de
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sufrir patologias relacionadas con el estrés oxidativo que los
RNPT, y que recibiran sélo una parte de su alimentacion en
forma de leche extraida y conservada (durante la ausencia de
la madre; el resto del dia recibiran la leche fresca en condicio-
nes idéneas directamente del pecho de su madre).

Incluso tras la refrigeracién o congelacién, la leche materna

sigue teniendo propiedades antioxidantes superiores a los su-
cedaneos; ademads, posee numerosas propiedades nutriciona-
les, inmunolégicas y microbioldgicas que no se van a deteriorar
con el almacenamiento. Por tanto, el amamantamiento y la
leche materna contindan siendo la forma 6ptima de alimenta-
cion de cualquier lactante. I
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