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RESUMEN

Introduccion:

Los recién nacidos y lactantes alimentados al pecho estan
expuestos a los pesticidas organoclorados (PO) presentes en la leche
materna. Las concentraciones de los PO van aumentando conforme se
avanza en la cadena alimenticia, de tal forma que la leche humana
contiene unos niveles mas elevados que la leche de vaca. Se sospecha que
tanto la dieta como el contenido final de los &cidos grasos poliinsaturados
de larga cadena (AGPI-CL) y las vitaminas liposolubles A y E en la leche
materna podrian tener alguna influencia sobre la presencia en ella de los
PO.

Objetivo:

Este trabajo de investigacion pretende demostrar, una vez mas, la
contaminacion de la leche materna en mujeres lactantes del sur de Espafia
y, consiguientemente, la del recién nacido lactado al pecho por los PO. Se
trata de establecer la posible relacion entre los PO, por una parte, y los
AGPI-CL y las vitaminas A y E, por otra, en su eliminacion a través de la
leche calostral (C), de transicion (T) y madura (M).

Material y Métodos:

Para conocer los habitos alimentarios de las mujeres se realizd
una encuesta dietética tipo “recuerdo de 24 horas”, que se hizo coincidir
con cada una de las tres etapas de lactancia (C, T y M). La evaluacion de
las encuestas se realizO mediante un programa informdtico que
transforma los alimentos en sus correspondientes nutrientes.

Se recogieron asimimo un total de 64 muestras de leche materna
procedente de mujeres voluntarias sanas del sur de Espafia, de edades
comprendidas entre 17 y 35 afios; 25 muestras de C, 24 de Ty 15 de M.
Los PO fueron medidos por cromatografia de gas-liquido (HPLC) vy
detector de captura de electrones, confirmandose los resultados mediante
cromatografia de gases (CG) y espectrometria de masas (EM). Los AGPI
se obtuvieron por el método de Lepage (HPLC). Para la determinacion de
vitaminas A y E en leche humana se utilizé un método de HPLC en fase
reversa con un detector ultravioleta.
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Resultados:

Existe una larga lista de pesticidas organoclorados presentes en la
leche humana, como el lindano, aldrin, dieldrin, mirex, clordano,
endosulfan (y sus metabolitos), DDT (y sus metabolitos) y metoxicloro.
No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas para las
concentraciones de todos estos disruptores endocrinos desde C hasta M,
excepto para endosulfan lactona y metoxicloro, que aumentan. Se han
objetivado correlaciones entre algunos PO y AGPI en leche materna (v.g.
endosufan lactona y 4cido linolénico: r=0.378, p=0.006; endosulfan diol y
acido araquidonico: r=0.621, p=0.003), asi como ciertos PO y los lipidos
de la dieta (v.g. metoxicloro y grasa total de la dieta: r=0.655, p=0.001;
endosulfan lactona y &cidos grasos monoinsaturados de la dieta: r=0.326,
p=0.018).

El contenido de é&cido linolénico en la leche materna se va
incrementando desde C hasta M, mientras que los acidos araquidonico y
docosahexaenoico disminuyen conforme avanza la lactancia. Al
establecer la comparacion entre las vitaminas liposolubles en las
distintas épocas de la lactancia, se demuestra que, tanto la vitamina A
como la E, son excretadas en C en una alta concentracion frente a épocas
ulteriores.

Conclusiones:

Los nifos lactantes alimentados al pecho estdn expuestos a PO a
través de la leche de sus madres. Los PO son liberados a la leche
materna junto a los AGPI, los cuales son parte estructural de las
membranas celulares. Unos pesticidas muestran mas afinidad en su
liberacion con los AGPI de cadena larga de la serie n-3 y otros, por el
contrario, se liberan de forma preferente unidos a los AGPI-CL de la
serie n-6. Estos resultados sugieren la necesidad de nuevos estudios que
clarifiquen la relaciéon de PO y AGPI-CL en el humano, y ayudaran a
entender mejor el metabolismo de los xenobidticos dentro del
organismo.
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INTRODUCCION

PARTE I: PESTICIDAS ORGANOCLORADOS EN LECHE
HUMANA

A lo largo del siglo XX, el hombre ha adquirido poder suficiente
para alterar la naturaleza del mundo que lo rodea. En los ultimos afios
este poder se ha incrementado, produciéndose secundariamente la
contaminacion del medio ambiente con los vertidos de materiales
peligrosos y letales a los rios, mares, aire y tierra. Se calcula que son
unos 500 productos nuevos a los que se tiene que adaptar cada afo el ser
humano y los animales.

Cuando Miiller (Premio Nobel en Medicina) (Miiller, 1948) descubrio
las propiedades insecticidas del DDT inici6 una revolucion en el campo
de los pesticidas desencadenando la incorporacion de productos
derivados de sintesis organica a la lucha contra plagas y enfermedades,
reducida hasta entonces a los productos clasicos y a unos pocos, muy
escasos, derivados de la Quimica Organica. El DDT fue el primer
eslabon de una cadena compuesta por sintesis organicas de derivados
clorados de gran importancia como pesticidas (Barbera, 1989).

Un gran nimero de estas sustancias quimicas presentes en el medio
ambiente puede alterar la homeostasis hormonal de los seres vivos.

1. GENERALIDADES

Se utiliza el término de disruptores hormonales (Endocrine Disrupting
Chemicals, EDCs) para definir el conjunto heterogéneo de sustancias
quimicas que interaccionan con el sistema endocrino. Lo integran una
serie de productos quimicos sintetizados por el hombre o bien
componentes naturales de los alimentos. La variedad estructural de los
EDCs hace imposible predecir a priori si una molécula estara dotada de
capacidad hormonal. Se han descrito hasta el momento mas de diez
grupos de sustancias pertenecientes a diferentes familias quimicas que se
comportan in vivo como los estrogenos naturales. Son los plaguicidas
organoclorados; entre otros, el DDT, dieldrin, clordecona, endosulfan y
toxafeno, algunos bifenilos policlorados o PCBs, agentes tensoactivos y
plastificantes como el octil y nonilfenol, algunos ftalatos de uso habitual



en la industria alimentaria, y los monomeros del plastico policarbonato,
metacrilato y las resinas epoxi. No obstante, es importante resaltar que
en nuestro medio, la exposicion de una gran parte de la poblacion a
niveles medios-bajos de estos xenobidticos es una realidad.

Recientemente, se ha encontrado una relacion dosis-dependiente
entre los niveles de PCB en cordon umbilical y un bajo rendimiento en el
Test Infantil de Inteligencia de Fagan (FTII) a las edades de 6 y 12
meses (Darvil, 2000).

Los alimentos pueden incluirse dentro del marco general de
exposicion medioambiental si se considera que los alimentos forman
parte del entorno del ser vivo. Para el consumo de alimentos tratados con
pesticidas es conocida la necesidad de cumplir los "plazos de seguridad",
es decir, el periodo de tiempo que debe transcurrir desde la aplicacion
hasta la recoleccion o aprovechamiento o bien hasta la entrada a recintos
tratados. En principio, asi se deberia garantizar la inocuidad del alimento
como vehiculo de un toxico externo a €l. En los Gltimos 10-20 afios han
disminuido apreciablemente en los alimentos los niveles de
contaminacion por productos organoclorados. Actualmente en nuestro
pais se dispone de normas legales que restringen la utilizacién de
determinados productos. Aun se conoce poco acerca de los efectos que
se pudiesen producir tras la ingesta continuada de alimentos
contaminados, pues depende principalmente de la idiosincrasia de cada
persona (National Research Council, 1993; Martinez, 1997).

2. EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS MOLECULAS
ORGANOCLORADAS

En la actualidad el uso de productos quimicos de sintesis ocupa
un lugar preferente. La utilizacion de éstos en las actividades agricolas
ha supuesto un alto desarrollo en la produccion agraria. Con el uso de los
fertilizantes, herbicidas y pesticidas se ha logrado incrementar
significativamente el rendimiento de las cosechas a la vez que se ha
elevado la calidad y el nivel nutricional de los alimentos. Ademas, los
pesticidas también se utilizan en programas de salud publica para el
control de enfermedades transmitidas por vectores u hospedadores
intermediarios. Las consecuencias del empleo de plaguicidas en salud y
en agricultura son muy variados: frente al beneficio que supone la
destruccion sistematica de parasitos que afectan a la salud de las plantas



y a la salud humana, se debe considerar el efecto que estos compuestos
quimicos "biocidas" tienen sobre las especies animales y el propio
hombre (Olea, 1995).

El término pesticida deriva de la palabra inglesa pest que designa
a todo animal o planta (virus, bacterias, setas, hierbas, gusanos,
moluscos, insectos, roedores, pajaros y mamiferos) susceptible de
perjudicar al hombre y a su medio ambiente. Segiin la FAO/OMS se
denomina pesticida a toda sustancia o mezcla de sustancias utilizada en
agricultura para prevenir o controlar cualquier especie, de plantas o
animal, perjudicial para otras plantas, animales o el propio hombre;
incluye también a otras sustancias o mezclas de ellas utilizadas como
regulador de crecimiento de las plantas, defoliantes y desecantes. Este
término no se aplica a los antibioticos, ni a los fertilizantes, ni a otros
productos quimicos administrados a los animales con objetivos
diferentes, como son el estimular su crecimiento y el comportamiento
reproductivo.

Se define como “residuo de pesticidas” el resto del mismo y de
los eventuales metabolitos que se encuentren en los alimentos destinados
al hombre o al ganado (R.D. 162/1991). Hay que tener en cuenta las
impurezas que pueden acompanar al principio activo y que en ocasiones,
presentan mayor toxicidad que el primero, por ejemplo, los residuos de
DDT que acompafian al acaricida dicofol, o bien los isémeros
hexaclorociclohexanos que acompafian al lindano (Coscolla, 1993).

Se podrian citar tres razones cientificas que justifican la atencion
ante estos grupos de pesticidas organoclorados: 1) la acumulacion de
estos compuestos en el tejido adiposo y en la leche materna, 2) el
conocimiento sobre la actividad hormonal estrogénica que presentan
algunos de ellos, actuando como disruptores endocrinos y 3) los
metabolitos pueden actuar como potenciales carcinégenos al poseer una
alta afinidad por el ADN intracelular (Jobling, 1995; Paulozzi, 1997,
Skakkebeak, 1998).

2.1.TOXICIDAD AGUDA.

Este tipo de intoxicaciones es relativamente frecuente en
agricultores (Chugh, 1998; Martin-Rubi, 1999). Los sintomas
ocasionados por los pesticidas se pueden resumir en:



a) P. organoclorados: Alteraciones digestivas (vOmitos y diarreas) y
neuroldgicas (cefaleas, vértigos, convulsiones, coma); b) P.
Organofosforados/carbamatos: Efectos anticolinesterasicos, alteraciones
digestivas (nauseas, vomitos y diarreas), respiratorias (tos, ahogos y
asfixia),  cardiovasculares  (taquicardia,  hiper/hipotension) vy
neuromusculares (contracciones, calambres, movimientos involuntarios
y paralisis); ¢) Otros: Proliferacion de células fibroblasticas, accidentes
hemorrédgicos, ictericia, diarrea, ahogo, asfixia, alteraciones
neuroldgicas, tetania, edema pulmonar, alteraciones renales y hepaticas
(Derache, 1990).

2.2. TOXICIDAD CRONICA.

Esta toxicidad ocurre si el contaminante queda impregnando en el
organismo, segun su afinidad por determinados tejidos diana u érganos.
Puede ocurrir cuando se produce una manipulacion continuada de estas
sustancias y posterior absorcion a dosis subagudas (Cantor, 1991; Cocco,
1998). Se producen alteraciones respiratorias (de vias, bronquitis, asma,
etc.), digestivas (nauseas, voOmitos, anorexia y diarreas), hepatica,
renales, dermatologicas (congestion, rubor, erupciones, irritaciones,
alergias), cardiovasculares (arritmia, taquicardia, hiper/ hipotension),
neurologicas periféricas (fatiga muscular, ansiedad, insomnio,
irritabilidad, paralisis central con cefaleas, depresion y alucinaciones),
genito-urinarias (riesgo fetal con el traspaso placentario e infertilidad) y
alteraciones del sistema hematopoyético. Por ejemplo, los ensayos de
experimentacion en laboratorio con roedores alertan sobre la toxicidad
de los pesticidas organoclorados a largo plazo, habiéndose detectado
cambios en glandulas endocrinas, en higado, en el desarrollo
embrionario y en cerebro (Akhtar, 1996; Sulik, 1997; Popov, 1998;
Eriksson, 1997; Erikson y Tals, 2000).

3. ACTIVIDAD HORMONAL ESTROGENICA DE LOS
PESTICIDAS ORGANOCLORADOS

Una gran cantidad de productos quimicos utilizados actualmente
en la agricultura tienen capacidad para unirse a receptores estrogénicos
intracelulares, DDT o metabolitos, metoxicloro, compuestos bifenolicos
o bien clordecona, los cuales mimetizan los estrogenos enddgenos
(hormonas) y exdgenos, como el DES (dietilestilbestrol), tanto en
modelo de animales de experimentacion como en cultivos celulares (Hu,



2002). En este sentido la clordecona fue la primera molécula a la que se
encontrd efecto estrogénico en trabajadores de fabricas productoras de
este pesticida (Cohn, 1978). Un estudio reciente asocia el aumento del
estress oxidativo con los pesticidas organoclorados y, lo que es mas
importante, a éstos con el cancer de mama (Iscan, 2002)

Para poder comprender la importancia que poseen los
compuestos organoclorados se han de tener claros una serie de conceptos
que nos permitirdn entender el efecto que éstos producen sobre los
organismos vivos, mas concretamente sobre el organismo humano.

e Disruptor endocrino: conjunto heterogéneo de sustancias con
variabilidad estructural que interaccionan con el sistema endocrino.
Pueden ser de origen natural (alimentario) y de sintesis. Grupo que
incluye a los xenoestrogenos.

e Estrégeno: sustancia farmacologica, esteroidea o no, que posee
la capacidad de inducir el estado estro, independientemente de su
estructura.

e Xenoestrogeno 0 xenobidtico estrogénico: compuesto
quimico de actividad estrogénica capaz de mimetizar a los estrogenos
naturales.

Los estrogenos endogenos, estrona (E;), 17-estradiol (Ez) y
estriol (E3), son hormonas cuya accion es regular el crecimiento, el
desarrollo y la diferenciacion de los o6rganos sexuales secundarios en la
mujer; su funcion bioldgica fundamental es el control de la reproduccion
mediante la regulacion del ciclo ovarico, el desarrollo de la glandula
mamaria y control de la lactancia.

Estudios epidemiologicos buscan poner de manifiesto la relacion
causa-efecto. Asi el editorial de The Lancet en abril 1995 recoge los
informes de un grupo de trabajo reunido en Copenhague en enero de ese
afio y coordinado por Neil Skakkebaek (Lancet, 1995); estos estudios
analizan los efectos estrogénicos que sustancias como DDT, aldrin,
dieldrin, PCBs, dioxinas, alquilfenoles o fitoestrogenos ejercen sobre las
mujeres; Sin embargo, recientemente, se ha observado con mayor
frecuencia la relacion entre la exposicion a xenoestrogenos y la aparicion
de alteraciones en los niflos varones. Los estudios epidemioldgicos
realizados sobre los hijos e hijas de mujeres a las que para prevenir
abortos espontaneos se les administro DES, entre los afios 1948 y 1971,



han demostrado disfunciones en los 6rganos reproductores, embarazos
anormales, reduccion de la fertilidad, alteraciones del sistema inmune,
etc. (Herbst, 1990; Sharp, 1990; Bern, 1992). Aunque los nietos/as de
hijos/as expuestos al DES parecen no presentar anormalidades, algunos
de ellos han sido el producto de cortas gestaciones y con bajos pesos al
nacer (Mittendorf, 1995).

4. LAS MOLECULAS ORGANOCLORADAS ESTUDIADAS
EN EL PRESENTE ESTUDIO

4.1. HCH, LINDANO

El hexaclorociclohexano (HCH) sigue en historia y popularidad
al DDT. Es utilizado tanto para humanos (champu contra piojos,
insecticida) como en veterinaria (para ectoparasitos). El HCH se obtiene
por un proceso de cloracion del benceno. Es una mezcla de isdbmeros que
difieren entre si por las posiciones en el espacio de los atomos de cloro e
hidrogeno, isomerias que se designan con las letras: alfa, beta, gamma,
delta y épsilon y condicionan la actividad insecticida del HCH. Solo el
isdbmero gamma presenta una accion relevante y es lo que constituye el
Lindano.

El Lindano se ha utilizado en ganaderia, contra plagas de
pulgones o de orugas, empledndose solo o mezclado con derivados
fosforicos, como insecticida doméstico y del suelo, sin que comunique
sabor desagradable u olor a moho en los cultivos establecidos en suelo
tratado, contra plagas etc. Entre su aplicacion y recoleccion de frutos o
plantas destinados al consumo humano o del ganado el periodo de
seguridad se sitia en 15 dias. A dosis bajas produce irritabilidad y
agresion. Numerosos estudios sefialan la capacidad de provocar
toxicidad y muerte debido a que es un potente agente convulsivante, en
seres vivos, por su accion directa sobre el sistema nervioso central

4.2. DERIVADOS CICLODIENICOS

Bajo esta denominacion existen tres grupos de insecticidas
caracterizados por una estructura quimica similar formada por un anillo



ciclico con doble enlace y puente metilénico, el cual puede estar unido o
no a otro anillo u otros grupos.

Existen tres series en funciébn de su constitucion quimica
(Matsumura, 1985): 1) Derivados de dimetanonaftaleno: Aldrin,
Dieldrin, Isodrin y Endrin; 2) Derivados de biciclohepteno: Telodrin,
Endosulfan, Ciclodan, Bromodan; 3) Derivados del indano: Clordano y
Heptacloro.

4.2.1. Derivados del dimetanonaftaleno

Son insecticidas muy homogéneos entre si y se dividen en dos
categorias distintas: a) formada por los "predecesores" (isdmeros entre
si) y b) los sus epoxidos que se forman al abrirse un doble enlace y
captar un atomo de oxigeno. A excepcion del Endrin, el principal empleo
de estos productos ha sido el tratamiento de suelo.

El Aldrin se utilizé bastante en mezcla con fertilizantes, aplicado
al suelo pasa a Dieldrin, acusandose una larga persistencia en el terreno.
Dieldrin se ha empleado mucho en tratamientos de suelo contra
hormigas, y se us6 igualmente como insecticida en ganaderia y para
proteger a los cereales.

El Endrin ha sido aplicado la mayoria de las veces de forma
directa sobre plantas. En Espafia su uso se limito6 al algodonero, también,
en forma de granulos, contra barrenadores del maiz y contra plagas. Pero
debido a su elevada toxicidad, por persistir tanto en el suelo como en
animales y sistemas biologicos, su aplicacion se ha reducido e incluso
anulado.

4.2.2. Derivados del biciclohepteno.

Poseen la misma estructura del anillo biciclico hexagonal no
saturado que los anteriores y se obtienen a través de sintesis diénica.

El Telodrin ha dejado de producirse; el bromodan ha encontrado
aplicacion so6lo en ganaderia y el endosulfan es el unico que ha
alcanzado un extenso uso agricola.



El Endosulfan posee dos isomeros de conformacion o y
B definida por el tipo de anillo flexible de siete elementos. La
clasificacion de ambos ha sido considerada por su simetria (Forman,
1965). Es un insecticida organoclorado de amplio espectro usado en
variedad de cereales, frutas, vegetales y algodon. Presenta efectos
sinérgicos con pesticidas organoclorados en el medio ambiente (Arnold,
1996). La toxicidad oral aguda del endosulfan técnico es parecida a la
del Lindano y los residuos en plantas son moderadamente persistentes.
El metabolismo del endosulfan se produce por oxidacion y da lugar al
endosulfan diol, lactona, éter, sulfato (de toxicidad media) y otros
productos. Segln el organismo que lo metabolice dard lugar a mayor o
menor concentracion de unos u otros metabolitos. Posee capacidad
estrogénica demostrada (Soto, 1994; Botella Orts, 2000).

4.2.3. Derivados del indano

El Clordano técnico es un liquido viscoso, de color &mbar oscuro
y olor similar al cedro. Contiene aproximadamente un 60% de clordano
puro junto con restos de hexa, hepta y nonacloro y derivados
diciclopentadiénicos.

El clordano posee dos isdomeros estructurales, cis y trans-
clordano. La toxicidad para ambos es diferente, el isomero cis es diez
menos toxico que el trans (Matsumura, 1985). La dosis letal del
clordano para la mayoria de las especies es de 200-300 mg/Kg de peso
corporal (Barbera, 1989).

4.3. DERIVADOS DE PENTACLOROCICLODECANO

La clordecona o kepona, el mirex y kelevan presentan un alto
grado de cloracion y gran dificultad de metabolizacién y eliminacion
(son lipofilos y se acumulan en grasa), y junto con la kepona se
acumulan en los organismos. El mirex es el que presenta mayores
problemas, por ello su uso ha sido enormemente restringido debido a
riesgos de carcinogenicidad en ratas y ratones (Gerhart, 1985),
contaminacion de aguas, escasa degradacion en suelos, etc. Entre las
aplicaciones del kelevan destaca la gran efectividad que tienen contra la
hormiga del fuego, de tUnico uso actualmente, y otras hormigas,
cucarachas, gusanos del suelo, etc.



4.4. DDT

Su vida media es de 20 afos. Al ingerirse se acumula en los
tejidos grasos. El metabolismo del DDT cambia en funcion de los
animales de que se trate. En los vertebrados, como ratas, monos y otros,
esta presente su metabolito de oxidacion DDA en orina y heces. En el
hombre el DDT es lentamente transformado a DDE (inactivo como
pesticida) por deshidrogenacion. El DDE se almacena y es un compuesto
incluso mas resistente y estable. Se ha encontrado en numerosas
muestras de tejido adiposo y leche humana, por lo que es un buen
indicador bioldgico de exposicion cronica a DDT (Sanz-Gallardo, 1999).

Otra via de degradacion se produce por la accion de porfirinas,
Aerobacter y a microorganismos del rumen (Plimmer, 1968; Fries, 1969)
formandose el derivado dicloro o DDD, el cual actiia como insecticida.
De modo que el metabolito DDD se puede encontrar tanto en animales
como en aguas de lagos. La teoria de su mecanismo de accidn se centra
en la capacidad de interferir o inhibir el enzima ATP-asa que regula los
iones calcio de la membrana celular, por lo que se impide asi el rapido
retorno de la membrana nerviosa a su estado de equilibrio (Shibamoto,
1993). Este mecanismo de accidén es extensivo a todos los pesticidas
organoclorados.  Produce  excitacion  desordenada, temblores,
convulsiones, paralisis y sindrome de neurotoxicidad tanto en especies
vertebradas como invertebradas. Posee actividad estrogénica y capacidad
para aumentar el riesgo de cancer de mama (Bustos, 1988; Wasseman,
1976).

4.5. METOXICLORO

El metoxicloro es el més conocido y empleado de los analogos
del DDT (Matsumura, 1985). El espectro de accion es similar al DDT,
pero de modo madas suave. Esto es debido a que los mamiferos y
organismos del suelo poseen enzimas capaces de catalizar la reaccion de
demetilacion de los a&tomos de oxigeno del grupo metoxi, dando lugar a
un compuesto mas polar que puede ser conjugado y excretado. Es de
gran utilidad para eliminar plagas en jardines.

4.6. HCB

Es un fungicida empleado en la formulacion de productos
destinados al tratamiento de semilla contra enfermedades fungicas que



dafian los cultivos de cereales durante la germinacion de las semillas y
primeras fases de su crecimiento y desarrollo, pero por problemas
toxicologicos este uso ha sido cancelado en muchos paises.
Experimentos con ratas demuestran que al alimentarlas con HCB durante
semanas pueden llegar a acumularse en los tejidos, especialmente en el
sistema linforreticular. También se puede considerar como metabolito de
otros pesticidas organoclorados, pues en el proceso de metabolizacion de
estas moléculas puede originarse el HCB. Esto implica que se encuentre
en mayor cantidad. Los productos técnicos del mercado pueden ir
acompafiados del pentacloronitrobenceno (PCNB) (Concon, 1988;
Barbera, 1989).

5. MOLECULAS ORGANOCLORADAS EN MEDIO
AMBIENTE Y VIDA SALVAJE.

La contaminacion y/o persistencia de los compuestos
organoclorados se presenta en el suelo, posteriormente son ingeridos por
los animales mas pequefios y pasaran a los de mayor tamafo a través de
la depredacion, siguiendo asi la cadena trofica (Willett, 1993).

La presencia de moléculas como PCBs y pesticidas
organoclorados en el analisis de muestras de sedimentos de rios y lagos,
plancton y peces estd claramente demostrada, habiéndose encontrando
HCH, clordano, heptacloro, aldrin, dieldrin, endrin, endosulfan, mirex,
metoxicloro y DDT, siendo los mas abundantes DDT, DDE y PCBs
(Hargrave,1989; Barkue, 1990, Guitar, 1996; Ueno, 2003;Yuan, 2003)

Debido a la toxicidad cronica de los pesticidas organoclorados, se
han realizado gran nimero de estudios observando los efectos en la
reproduccion de distintas especies: osos (Lie, 2003), ovejas (Beard,
1999), aves (v.g.aguilas) (Clark, 1998; Kenntner, 2003; Walker, 2003),
tortugas marinas (Podreka, 1998), nutrias y visones (Harding, 1999),
focas (Tanabe, 2003), calamares (Ueno, 2003) o anfibios (Fonovich,
2000). También se han realizado estudios sobre los procesos de
feminizacion de los machos (Bull, 1988; Sumpter, 1995) o
masculinizacion de las hembras (Barreiro, 1998).

En ratas de laboratorio, la clordecona puede inducir una
disminuciéon de la grasa corporal (Klingesmith, 1982) y el
Policlorocanfano (PCC) aumenta la actividad de enzimas microsomales
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hepaticas, produciendo actimulo intrahepatico de grasa o esteatosis
(Poul, 1981).

6. MOLECULAS ORGANOCLORADAS EN MEDIOS
BIOLOGICOS

En el andlisis de leche, sangre y tejido adiposo, se ha podido
hallar PCBs, dioxinas, DDT y HCH en mujeres de Japdn, Suecia,
EE.UU. y Rumania (Jensen, 1987; Patterson, 1994; Atuma, 1998; Hura,
1999; Bates, 2002; Jaga, 2003).

Las concentraciones en leche humana o en sangre dependen de 1)
la acumulacion créonica de moléculas organocloradas, 2) la baja
degradacion metabolica y 3) baja excrecion. Como resultado se confirma
la elevada vida media de todos estos compuestos (Rita, 1987; Westin,
1990; Soto, 1991; Wolff , 1992, 1993; Sharpe, 1993; Krishnan, 1993;
Asplund, 1994; Patandin, 1999).

6.1. LECHE HUMANA

No debe sorprendernos que la leche humana posea unas
concentraciones mas altas de plaguicidas que la leche de vaca, pues éstos
tienden a concentrarse mas cuando se toman muestras cada vez mas
altas de la cadena alimentaria; por tanto, los animales carnivoros
almacenan mas DDT que los herbivoros (Woodwell, 1967a; Woodwell,
1967b). Para calcular la probabilidad de contaminacion de la leche
materna es necesario conocer la solubilidad del contaminante. En la
transmision de estas moléculas a través de la leche materna es
importante considerar tanto la intensidad de la contaminacion como la
duracion de la lactancia (Gladen, 1988; AAP, 1994; Rogan, 1996). Se
trasmiten tanto el total de los congéneros de PCBs, DDT, PCDD/PCDFs
como otros compuestos clorados (Newsome, 1999). No hay informacion
concluyente sobre efectos perjudiciales en lactantes alimentados al
pecho en las areas en donde el empleo de DDT ha sido intenso, aunque
ello no excluye la posibilidad de consecuencias a largo plazo (Jiménez,
2000).

Los ensayos realizados en ratas estan ofreciendo datos
interesantes sobre la relacién entre estos xenobioticos y los lipidos
corporales. Chen et al. han comprobado que la administracion por via
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oral de una mezcla de dioxinas, furanos y PCBs a un grupo de ratas
gestantes fue capaz de modificar sustancialmente su contenido lipidico y
el de sus crias. La placenta vio significativamente disminuida su
cantidad de grasa en los animales tratados, al igual que el suero y el
tejido hepatico. Ni éste ni la placenta experimentaron variaciones en su
peso respecto a los controles. Este descenso en el contenido de grasa
podria achacarse, segun trabajos previos, a alteraciones enzimaticas
(Lakshman, 1989). Han sido descritos en ensayos similares cambios
histologicos y funcionales, como la vacuolizacion celular y el descenso
de proteinas marcadoras en tejido placentario (Ishimura, 2000). El
contenido lipidico fetal no experimentd cambios, mientras que, por el
contrario, los recién nacidos tenian unas concentraciones entre dos y tres
veces mayores que el grupo control; fendmeno que se explica por la alta
exposicion a pesticidas después del nacimiento a través de la lactancia
(Chen, 2002).

La leche de mujer es un medio de excrecion de compuestos tales
como el DDT y su principal metabolito DDE, HCB, HCH, dieldrin y
heptacloro epoxido. Las concentraciones de éstos en leche materna se
han relacionado con posibles efectos neurotdxicos, teratogénicos e
inmunolégicos con el consiguiente riesgo para los lactantes
(Rogan,1992; Rogan, 1986; Krauthacker, 1998). Desde los afios sesenta
las concentraciones de DDT en la leche humana han sido generalmente
muy superiores a 50 pg/L. (Quinby, 1965; Egan, 1965; Curley., 1969;
Kroger, 1972).

Tras el andlisis de leche de mujeres de Noruega y Nueva York se
detectaron niveles significativos para el PCB, el HCH, PCBs y DDE que
estuvieron presentes en todas las muestras analizadas y los contenidos
son mas elevados en mujeres primiparas que en multiparas. Ademas, los
residuos encontrados fueron menores en las mujeres noruegas que en
mujeres de otros paises europeos (Skaare, 1990; Hong, 1992). Se ha
encontrado en leche de mujeres espafiolas en una concentracion de 1
ppm, aproximadamente igual a los valores de la mayoria de los paises
industrializados (Albert, 1981; Conde, 1989).

Por otra parte, un estudio llevado a cabo en mujeres espafiolas
sugiere que el contenido de acidos grasos poliinsaturados en la leche
humana est4 relacionado con la cantidad de xenobioticos contenidos en
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ella. Este estudio mostraba una correlacion positiva entre endosulfan
lactona/ DHA y ALA en leche madura. (Jiménez, 2001).

La carme y los productos lacteos pueden contribuir a la
contaminacion con dieldrin y PCBs, el pescado a la contaminacién con
PCB 118 y el fumar con DDT y dieldrin, lo que puede ser debido el
empleo de pesticidas en las plantaciones de tabaco (Dagnelie, 1992).

También se ha demostrado que el contenido de estas sustancias
en la leche humana aumenta con la edad, lo que puede deberse por otra
parte a la persistencia y bioacumulacion de estos productos en el tejido
graso (Bates,1994). Asi, se han determinado los niveles de residuos de
DDT en muestras de leche humana tomadas 25 dias después del parto en
mujeres de zonas rurales de Venezuela, donde el DDT se habia
empleado masivamente en agricultura y contra la malaria. Se
encontraron niveles de DDT significativamente mayores entre las
mujeres que dieron a luz con mayor edad.

Otro estudio realizado tras el andlisis de muestras de sangre,
tejido adiposo y leche humana de mujeres mejicanas, confirma como
fuente importante de DDT los alimentos como carne, leche y
mantequilla. Los niveles encontrados se pueden tomar como
bioindicadores para valorar la exposicion de madres lactantes al DDT
(Brunetto, 1996; Lopez-Carrillo, 1996; Ejobi, 1998). En paises del
hemisferio norte como Canad4, Alemania y Finlandia se plantea el
mismo problema, ya que la leche de mujeres procedentes de estos paises
presenta igual contaminacidén por pesticidas organoclorados, dibenzo-p-
dioxinas (PCDDs)/dibenzofuranos (PCDFs) y PCBs que los paises del
hemisferio sur. Sin embargo, estudios recientes demuestran que la
contaminacion estd disminuyendo en paises desarrollados respecto a los
que se encuentran en vias de desarrollo, precisamente por el mayor
control politico existente en aquellos (Bates, 2002; Wong, 2002; Jaga,
2003)

A pesar de la evidencia a lo largo de los afios, el problema se
mantiene. No en vano, las muestras de leche humana analizadas
demuestran la existencia de pesticidas organoclorados, PCBs y dioxina
por todo el mundo desde zonas rurales hasta zonas urbanas, desde zonas
industrializadas a zonas totalmente subdesarrolladas (Craan, 1998;
Jiménez 2000; Burke, 2003; Polder, 2003). Segin diversos
investigadores es interesante establecer la relacion entre las
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concentraciones de DDT y su metabolito DDE, de tal modo que valores
bajos en el cociente DDT/DDE indican una exposicion crénica y antigua
al pesticida (Ahlborg, 1995; Botella Orts, 2000). Habitualmente un alto
contenido en pesticidas se relaciona con bajo peso en el recién nacido
(Dewally, 1996; Schade,1998; Raum, 1998; Vartiainen, 1998; Brouwer,
1998). Muestras de leche de madres cuyos hijos fueron hospitalizados
por distintos trastornos (enfermedades respiratorias, anemias,
malformaciones congénitas, etc) presentaron mayores niveles de DDE y
PCBs, en aquellos que presentaban una alteracion neuroldgica mas
importante (Krauthacker, 1998).

6.2. SUERO Y TEJIDO ADIPOSO

En muestras de tejido adiposo procedentes de mujeres
trabajadoras de una fabrica japonesa expuestas a PCBs, se han
encontrado PCBs y metil sulfitos. Se identificaron 55 PCBs diferentes en
muestras de tejido adiposo y suero humano y encontraron niveles de
1,57 a 432 ng/Kg y de 0,5-6,1 ug/L, respectivamente para los diferentes
PCBs. Se analizaron las muestras de tejido adiposo y leche humana
correspondiente a residentes de cinco municipios de Ontario en la zona
de los Grandes Lagos, y se puso de manifiesto la presencia de PCBs,
aunque los niveles fueron mayores para mujeres que para hombres. Este
mismo estudio se realizd en Japdn y en este caso las concentraciones
eran mayores en hombres que en mujeres (Yoshida,1977; Luotamo,
1991; Williams, 1991). Estos resultados han sido corroborados en otros
paises (Krauthacker,1993; Bajaj, 1993). Muchos de estos pesticidas
organoclorados han sido evidenciados recientemente en tejido adiposo
mamario procedente de mujeres de Polonia y los resultados concuerdan
con los obtenidos en otros paises europeos con parecidas politicas
ambientales en este sentido (Strucinski, 2002)

En nuestro pais, las conclusiones del trabajo realizado por Molina
Carrasco (1994) pusieron de manifiesto la presencia de endosulfan en el
tejido graso de la poblacion infantil con valores considerables; fue
significativo que la mayor parte de las muestras analizadas presentaban
concentraciones apreciables de compuestos organoclorados como aldrin,
dieldrin, DDT, DDE vy lindano.
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7. LA  ALIMENTACION COMO FUENTE DE
CONTAMINACION HUMANA

Las fuentes de contaminacién son diversas y en algunos casos
distintas para los diferentes contaminantes. No es de extranar que los
alimentos habitualmente consumidos por el hombre estén contaminados.
La exposicion a residuos de productos quimicos contenidos en alimentos
presupone un riesgo, que aun no ha sido totalmente establecido, para la
salud de los animales y del hombre (Culliney, 1992; Abelson, 1994).

Se sabe que la leche humana es nutricionalmente adecuada para
el desarrollo correcto del lactante y defensa frente a infecciones
bacterianas. Aunque la lactancia materna es el método que suministra
unos mayores beneficios para el recién nacido, en determinadas
circunstancias puede no ser tan beneficiosa para la salud del bebé. Como
sefalé Knowles (Knowles, 1965), la mayoria de los agentes recibidos
por la mujer lactante se encontraran en su leche. De modo que la
distribucion a través de la membrana de una droga, de un plaguicida o
metales, estard influida por su coeficiente de particion lipido/agua, por
su pKa o grado de ionizacion y los mecanismos de transporte mal
comprendidos. Los trabajos experimentales demuestran como los
lactantes estan expuestos a los contaminantes medioambientales a través
del transporte placentario y continlan estandolo a través de su
alimentacion (Matsuda, 1978a; 1978b; Yakushiji, 1984; Patandin, 1997)
y que a lo largo de la vida, el consumo de aguas contaminadas o
productos animales provocan una ingesta continuada de bajos niveles de
¢éstas y otras muchas sustancias potencialmente toxicas. La clase social,
los habitos tabaquicos y las tradiciones alimentarias son fuente
importante de sustancias toxicas; otros, como los medicamentos y sus
metabolitos, drogas, virus, nicotina, cafeina, alcohol, etc. y sustancias
policloradas como PCBs y DDT pueden producir efectos adversos sobre
la salud del lactante (Golding, 1997; Shepherd, 1998; Deutch, 2003). Se
sabe que el consumo frecuente de alcohol, cafeina, nicotina y
marihuana afecta negativamente a la produccion, volumen, composicion
y eyeccion de la leche humana asi como efectos adversos directos sobre
el bebé (Liston, 1998).

En 1991 y 1997, en sendas reuniones de expertos que tuvieron
lugar en Windspread (Racine, Wisconsin) se redactaron dos manifiestos;
en ellos se denuncia la preocupacion entre los cientificos sobre los
efectos nocivos que tiene la exposicion cronica a bajos niveles de
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productos quimicos empleados en la agricultura y en el procesamiento
de alimentos (Colborn, 1992; Colborn, 1998).

Se estima que en EE.UU. ocurren anualmente cerca de 80
millones de nuevos casos de enfermedad relacionada con los alimentos
(Glosser, 1994). El nimero de muertes/afio se estima en 9000. La
contaminacion de los alimentos puede ser producida por metales
pesados, nitratos, procedentes del agua o abonos, insecticidas, herbicidas
y contaminantes ambientales, PCBs y dioxinas (Berry, 1992; National
Research Council, 1993; Trotter, 1993; Whitmore, 1994; Martinez,
1997; Cole, 2002; Skibniewska, 2003).

Una reunion conjunta de la FAO/OMS (FAO/OMS, 1971)
sugirio 5 pg de DDT por kilogramo de peso corporal como la ingestion
diaria méxima admisible (IDA) para seres humanos y se fijo el limite
residual para el DDT total en la leche de vaca en 0,05 ppm (50 ug/L).

El ser humano se expone a la ingestion continua de pequeias
dosis de toxicos por su dieta diaria. De modo que los pesticidas y sus
metabolitos se encuentran en los liquidos bioldgicos (suero, orina y
leche) y en el tejido adiposo. Debido a la ignorancia de algunos o a la
negligencia de otros se pueden encontrar grandes cantidades de residuos
de pesticidas en los productos alimentarios (OMS, 1963, 1991; Dillon,
1995; Nakata, 2003).

Los alimentos estimados como fuente de moléculas
organocloradas han sido 1) los alimentos ricos en grasa, 2) los vegetales,
primer alimento en contacto directo con los pesticidas organoclorados.
Se estan utilizando para los cultivos tempranos, varias formulas
comerciales en las que se encuentran como principios activos moléculas
organocloradas tales como endosulfan, lindano, vinclozolina, etc.
(Stresser, 1998); y 3) en la bibliografia se ha encontrado con alta
frecuencia la relacion entre pesticidas contenidos en leche materna y
consumo de pescado por las madres (Vartiainen, 1998; Nakagawa, 1999;
Sarcinelli, 2003).

Los alimentos grasos y el pescado son generalmente la fuente de
transmision de PCBs y DDE en los paises industrializados (Cole, 2002).
Aunque las concentraciones hayan descendido més de la mitad en las
dos tultimas décadas, los residuos en productos de consumo diario son
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cercanos o superan los limites maximos de residuos establecidos por la
FAO/OMS.

El unico punto de referencia existente entre los pesticidas
organoclorados y otros componentes controlados por FAO/OMS aparece
en 1990, cuando la OMS propuso una ingesta diaria tolerable (TDI) de
10 pg TCDD/Kg/dia. Pero si consideramos que la vida media de
eliminacion PCDD/Fs es de 7,5 afios y que la fraccion absorbida de la
dosis ingerida para los humanos equivale a 0,5 se estima que el ser
humano ingiere entre 14-37 pg TEQ/Kg/dia. Asi que aplicando un factor
de incertidumbre de 10 se establece la TDI. En revisiones posteriores y
ante nuevos datos toxicoldgicos la OMS ha establecido un margen de
TDI entre 1-4 pg TEQ/Kg/dia (OMS, 1999).

Se constata que los niflos pequefios pueden sufrir una exposicion
mayor a PCDD/Fs y compuestos similares debido a la lactancia materna.
La ingesta diaria por Kg de peso es 50 veces mayor en el lactante que en
el adulto. Los seis primeros meses de lactancia materna suponen un
acumulo de PCDD/Fs y PCBs equivalente a 25 afios de vida del
individuo expuesto a una alimentacion con niveles de contaminantes
organoclorados dentro de los limites actualmente permitidos. Por tanto,
queda claro que, el recién nacido y el nifio lactado al pecho heredan una
carga de moléculas organocloradas que se transmitiran de generacion
en generacion. El efecto toxico potencial provocado por el largo periodo
de latencia y la naturaleza no claramente establecida de los procesos
patologicos es objeto de estudio por numerosos investigadores. Se ha
demostrado que las concentraciones de pesticidas organoclorados,
encontrados en la leche de madres lactantes de todo el mundo, siguen
superando el limite TEQ establecido por la OMS para otras moléculas
organocloradas (Craan, 1998; Nunes, 1998; Torres-Arreola, 1999;
Noren, 2000).

Todos los grupos de alimentos que se puedan considerar:
vegetales, alimentos de origen animal (carne, pescado y derivados
lacteos), aguas de bebida, etc. presentan niveles importantes de
contaminantes con pesticidas organoclorados. Hay un gran nimero de
trabajos que avalan esta afirmacion (Albert, 1990; Kaphalia, 1990;
Conchello, 1992; Winters, 1996; Kannan, 1997; Goralczyk, 1999; Spiric,
1998; Hura, 1999; Kalra, 1999; Nakata, 2003; Sarcinelli, 2003).
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En la actualidad hay mas control y restriccion en el empleo de
algunos pesticidas organoclorados en agricultura. Esto deberia traducirse
en menores niveles de exposicion que en el pasado, como realmente
ocurre en paises donde los programas sanitarios y medioambientales son
mas exhaustivos. En México, por ejemplo, han decrecido los niveles de
DDT en las mantequillas desde 1999 por este motivo (Waliszewski,
2003). Sin embargo, quizds por la elevada persistencia de estas
moléculas y el uso indiscriminado que se hace de ellas, el grado de
impregnacion en los seres vivos sigue siendo excesivo, hasta el punto
que la transmision de estos productos en la cadena tréfica es un riesgo tal
como se muestra en estos resultados por la exposicion del lactante a
través de la leche. Ademads, cabe suponer que los pesticidas acumulados
en el tejido adiposo de la madre pueden llegar al feto a través del
torrente sanguineo. Por tanto, ante estos hechos, el principio de
precaucion debe de ser tenido en cuenta, debido al amplio uso de estas
moléculas organocloradas, cuya exposicion prolongada determina su
persistencia y, en muchos casos, su efecto disruptor endocrino.

8. EFECTOS DE LOS XENOBIOTICOS EN LAS MEMBRANAS
CELULARES

En un estudio realizado en células renales de ratas se demostrd
que el HCH induce la liberacion del Acido Araquidonico procedente del
fosfatidil inositol. Esta accidén podria ser llevada a cabo por los isomeros
gamma y delta, siendo éste ultimo el mas relevante en este aspecto
(Puente-Fraga, 1995). Ensayos posteriores realizados por Tithof et al.
han demostrado que la liberacion de acido araquidonico mediada por la
fosfolipasa A2 independiente del calcio juega un papel esencial en la
formacion del ion superoxido (O:7) en neutrofilos expuestos a varios
agentes fisiologicos y farmacoldgicos. Estos autores concluyen que una
de las isoformas de la fosfolipasa A2 es activada tanto por dieldrin como
por lindano, provocando la produccién de O, y la liberacion de 4cido
araquidonico desde la membrana de los neutréfilos (Tithof, 1996, 1998,
2000). Otros autores han corroborado este fendémeno de activacidon
enzimatica en neutréfilos mediada por otros pesticidas organoclorados,
tales como p,p’ DDT y clordano (Olivero, 2002). Se postula que éste
mecanismo estd implicado en la toxicidad y carcinogenicidad de estas
sustancias.
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Los ensayos realizados en ratas gestantes estdn ofreciendo datos
interesantes sobre la relacién entre estos xenobioticos y los lipidos
corporales. Quedan demostradas las alteraciones enzimaticas que se
derivan de su exposicion, como, por ejemplo, en la acetil-coenzima A
(CoA) carboxilasa, la sintetasa de acidos grasos y la hidroxi-metil-
glutaril (HMG) CoA reductasa (Lakshman, 1989).

Los efectos de los xenobidticos lipofilicos se han estudiado
asimismo en la membrana celular del Bacillus stearothermophilus. El
DDT es capaz de disminuir, en los cultivos, el crecimiento y capacidad
de adaptacion de este microorganismo, debido a las alteraciones en la
funcion y propiedades fisicas de la bicapa lipidica. Se relaciona, sobre
todo con un aumento de la concentracion relativa de fosfoglicolipidos,
aumento de fosfatidiletanolamina y disminucién paralela de
fosfatidilglicerol (Donato, 1997). Algunos autores consideran a los
componentes lipidicos de la membrana del Bacillus stearothermophilus
como criterio sensible para detectar efectos nocivos de los xenobioticos
a bajas dosis (Donato, 2000).

Las modificaciones sobre la membrana celular inducidas por los
componentes organoclorados incluyen a todo tipo de células. En
eritrocitos, por ejemplo, se ha observado que la exposicion a HCH
origina alteraciones en la fluidez de la membrana, aumento de la
fragilidad osmotica y defectos en el funcionamiento de la Na-K ATPasa
y acetilcolinesterasa (Bhalla, 1998). El dieldrin, por su parte, se ha visto
involucrado claramente en fenémenos similares de desestructuracion de
la bicapa lipidica y bloqueo de canales de cloro y sodio (Suwalsky,
2002). Se han observado, en ratas gestantes expuestas en su dieta a
dioxinas, cambios histolégicos y funcionales sobre tejido placentario
consistentes en vacuolizacion celular y descenso de proteinas celulares
marcadoras (Ishimura, 2000).

Si la alteracion acontece a nivel de los canales de comunicacion
intercelular (gap junction), el problema se acenttia, porque interfiere con
los mecanismos de coordinacién de las células dentro de los tejidos
(higado, pulmoén, piel, corazéon o cerebro). Esto se ha demostrado con
algunos pesticidas organoclorados, entre ellos el dieldrin y el endosulfan
(Matesic, 2001). En estudios recientes in vivo sobre timocitos de rata, se
ha demostrado que el dieldrin es capaz de inducir apoptosis celular
(Hallege, 2002)..
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Se han descrito problemas de fertilidad en relacion con la
exposicion a lindano, dieldrin y metoxicloro asi como la alteracion del
metabolismo de los fosfolipidos de membrana de los ovocitos de
anfibios (Fonovich, 2000; Picard, 2003).

Los fenémenos de peroxidacion lipidica son fundamentales para
entender determinados danos celulares inducidos por insecticidas
clorados (Bencze y Wildbrett, 1975; Garcia-Fernandez, 2002).
Recientemente, Wang et al. han demostrado en ratas que el lindano
provoca la liberacion de acido araquidonico desde las células del
miometrio. Este estudio se realizd in vitro sobre cultivos de células
miometriales de rata a los que se sometid a exposicidon en tiempo y
concentraciones crecientes de lindano. Evidenciaron una liberacion de
acido araquiddnico procedente de la fosfatidilcolina y fosfatidilinositol
de las membranas celulares, en un fendmeno independiente del calcio
tanto intra como extracelular. La mayor parte de ese 4cido araquidonico
liberado fue recuperado en forma libre (85%) y sélo un 5% en forma de
eicosanoides. El acido linoleico también fue cuantificado pero no se
produjo una liberacién significativa de éste bajo la exposicion al
pesticida. Eso indica que el lindano es capaz de activar a una fosfolipasa
A2 independiente del calcio especifica del acido araquiddnico y que, por
tanto, su liberacion no se debe a la citotoxicidad ni a otras acciones
inespecificas en la membrana celular (Wang,2001).

Un compuesto quimico, la bromoenol lactona (BEL) se considera
como un inhibidor selectivo de la fosfolipasa A2 calcio-independiente;
de forma que se afiadi6 al cultivo celular expuesto a lindano para asi
bloquear la liberaciéon de 4acido araquidonico. Sin embargo, esa
inhibicién no se produjo y las concentraciones del citado acido graso
libre siguieron su curso independientemente de BEL. Por tanto, este
hallazgo implicaria la posibilidad de una nueva y previamente no
identificada isoforma de fosfolipasa expresada por las células
miometriales, que es independiente del calcio, insensible a BEL y
estimulada por el lindano para liberar, especificamente, acido
araquidonico (Wang, 2001).

Estudios posteriores, también in vitro, han comprobado la
reversibilidad del estrés oxidativo inducido por lindano y metoxicloro,
gracias a la administracion concomitante de vitamina E (Krieger, 2001;
Latchoumycandane, 2002).
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9. PROGRAMA DE CONTROL DE LOS RESIDUOS DE
PLAGUICIDAS

La Comision Europea ha pretendido desarrollar un sistema para
poder estimar la exposicion efectiva a los plaguicidas a través de la
alimentacion, conociendo las infracciones del contenido maximo de
residuo autorizado (LMR). Esto lo realizaran las autoridades designadas
por los Estados miembros que actan conforme a las Directivas
89/397/CEE y 93/99/CEE, relativas al control oficial de productos
alimenticios.

El Informe de la Comision al Consejo de la U.E. realizado en
Bruselas el 1-03-2000, sobre la aplicacion del articulo 7 de la Directiva
86/362/CEE establece unos contenidos maximos para los residuos de
plaguicidas en los cereales. El articulo 4 de la Directiva 90/642/CEE se
refiere a la fijacion de contenidos maximos de residuos de plaguicidas en
determinados productos de origen vegetal, incluidas las frutas y
hortalizas.

Desde 1996, la Comision ha adoptado, y por tanto publicado en
el Diario Oficial, las Recomendaciones en materia de control. En éstas se
definen las combinaciones de productos/plaguicidas (en gama suficiente
de productos que permita conocer la ingesta efectiva de los plaguicidas)
que se controlaran durante el afio considerado, aunque abarcan periodos
de cinco afios. Asi la transcripcion literal indica las siguientes:
96/199/CE (para 1996), 96/738/CE (para 1997), 97/822/CE (para
1998), 1999/333/CE (para 1999, incluyendo por primera vez los
procedimientos de control de calidad y de toxicidad aguda tras la
ingesta de determinados plaguicidas) y para el afio 2000.

Sin embargo, el nimero de muestras analizadas y el control de
los residuos de plaguicidas es diferente para cada Estado miembro, pues
depende de los productos disponibles en el mercado y de la capacidad
analitica. Los resultados obtenidos se remiten a la Comision y ésta al
Comité Fitosanitario Permanente (Directiva 1999/65/CE). Actualmente
se han publicado dos informes sobre control de residuos de plaguicidas
en la Unioén Europea (para 1996 y 1997), en donde se afirma que en el
60% de las muestras analizadas no se detectaron residuos, menos del 4%
de las muestras contenian residuos de plaguicidas superiores a los LMR
y entre el 0,3 y 0,5% de las muestras contenia residuos de plaguicidas en
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niveles superiores a los LMR. Respecto a la IDA, s6lo hubo un caso que
sobrepasaba esa ingesta (OMS, 1997). Sin embargo, recogen que no
existen riesgos agudos o cronicos para la salud, por lo que es innecesario
adoptar medidas a escala comunitaria.

Debido a la futura ampliacion de la CEE, los laboratorios de
paises de Europa central y oriental comienzan a participar en las pruebas
de aptitud periddicas y en el calculo de la ingesta efectiva de los
consumidores al término del ciclo control de cinco afios.

La Oficina Alimentaria y Veterinaria de la Comision realiza
inspecciones para comprobar las condiciones en que se desarrollan los
controles y el cumplimiento de lo dispuesto en el apartado 4 del articulo
4 de la Directiva 86/362/CEE del Consejo y en el apartado 4 del articulo
3 de la Directiva 90/642/CEE del Consejo, asi como el control sobre la
comercializacion de productos fitosanitarios (Directiva 91/414/CEE del
Consejo).

Las conclusiones que se alcanzan en el presente informe se
refieren a la aplicacion de los distintos articulos de las Directivas
recogidas en dicho programa, que ha permitido evaluar, por primera vez,
la exposicion de los consumidores a residuos de plaguicidas contenidos
en frutas y hortalizas. Se ha comprobado que los niveles de éstos no
suponen un riesgo para la salud de los consumidores, aunque no se
confia en exceso y la Comisién, junto con los Estados miembros, debe
continuar vigilando los niveles de residuos de pesticidas en los
alimentos. También deben controlarse los niveles de residuos de
contaminantes, aditivos, medicamentos veterinarios, etc. De modo que
seran necesarios programas integrados de control comunitarios para
todas estas sustancias.

En diciembre del afio 1999, el Parlamente Europeo aprob¢ la
estrategia comunitaria en materia de disruptores endocrinos [COM
(1999) 706]. Una de sus acciones clave a corto plazo consistia en el
establecimiento de una lista prioritaria de sustancias con capacidad para
alterar el sistema endocrino de seres humanos y animales. Durante el afio
2000, la Direccion General de Medio Ambiente de la Comision Europea
encarga la realizacion de esta lista a BKH Consulting Engineers, que
encuentra un total de 553 sustancias, divididas en tres categorias
(sustancias quimicas, plaguicidas y otras sustancias) y 9 hormonas
(naturales o sintéticas). Posteriormente, el Comité Cientifico de
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Toxicidad, Ecotoxicidad y Medio Ambiente de la Comision las clasifica,
en base a la informacion disponible sobre ellas, en:

1) Sustancias de las que se tiene pruebas que confirman su capacidad —
efectiva o potencial- para causar alteraciones endocrinas, que no son
objeto de reglamentacion ni se hallan en el &mbito de la aplicacion de la
legislacion comunitaria.

2) Sustancias de las que se tiene pruebas que confirman su capacidad —
efectiva o potencial- para causar alteraciones endocrinas, que ya son
objeto de reglamentacion o bien se hallan en el ambito de aplicacion de
la legislacion comunitaria vigente. Entre ellas se encuentran pesticidas
como clordano, oxiclordano, lindano, mirex, fotomirex, DDT, pp 'DDT,
hexaclorobenceno, algunos PCB, aldrin, dieldrin, endosulfan alfa y beta.

3) Sustancias sin datos suficientes que confirmen su capacidad para
causar alteraciones endocrinas. Destaca la inclusion en este apartado del
op’'DDD, op'DDE, op’'DDT, pp'DDD, pp 'DDE, metoxicloro

4) Sustancias sobre las que se tienen conocimientos escasos o nulos.

5) Sustancias que, a la luz de los datos disponibles, no provocan
alteraciones endocrinas.

El 30 de marzo del afio 2000, el Consejo de Medio Ambiente
aprobd sus Conclusiones relativas a la Comunicacion de la Comision, en
las que hacia hincapié tanto en el principio de precaucion como en la
necesidad de establecer estrategias de gestion de riesgos.

Una vez aprobada, en septiembre del afio 2000, la Directiva
marco de la politica de aguas (2000/60/CE), la Comision adoptd, en
enero de 2001, una Propuesta modificada de Decision del Parlamento
Europeo y del Consejo por la que se establece la lista de sustancias
prioritarias en el &mbito de la politica de aguas [COM(2001) 17]. De las
32 sustancias prioritarias que se mencionan en esa lista, 11 habian sido
catalogadas por el informe BKH como de probada accién disruptora
endocrina.

En el seminario europeo sobre alteradores endocrinos celebrado
en Suecia en el afio 2001, se reunieron personalidades de la OCDE, la
OMS y la Agencia Europea del Medio Ambiente, bajo el patrocinio del
Ministerio de Medio Ambiente y la Inspeccion Nacional de Sustancias
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Quimicas (KEMI) de aquel pais. Se establecieron los principales
aspectos de seguimiento, investigacion y desarrollo, asi como los
métodos/estrategias de ensayo y cooperacion internacional.

Ese mismo afio 2001, la Comision Europea aprobd su Libro
Blanco relativo a la estrategia futura en materia de productos quimicos y
al estudio de sus efectos a dosis bajas, a largo plazo o exposicion a
mezclas de estos disruptores endocrinos. Tres meses mas tarde, fue
publicada una convocatoria especifica de propuestas de investigacion
relacionadas con las repercusiones de dichas sustancias para la salud y el
medio ambiente.

Limitaciones del programa de control.

Este programa de control posee sus limitaciones pues no hay
ninguna disposicion sobre el control de residuos de plaguicidas en
alimentos de origen animal:

1) Los productos de procedencia animal se controlan por la Directiva
96/23/CE y por la que se derogan la Directivas 85/358/CEE vy
86/469/CEE vy las decisiones 89/187/CEE y 91/664/CEE. La Directiva
96/23/CE es relativa a las medidas de control aplicables respecto de
determinadas sustancias y sus residuos en los animales vivos y sus
productos, para garantizar la observancia de la normativa comunitaria.
También prevé la presentacion de informes anuales a la Comision.

2) La fijacion de los LMR de plaguicidas en productos alimenticios de
origen animal corresponde a la Comision (Directiva 86/363/CEE del
Consejo). Pesticidas que se pueden utilizar como medicamentos
veterinarios (Reglamento 2377/90/CEE del Consejo). Puede ocurrir que
los residuos para una misma sustancia y para un mismo producto
alimenticio son diferentes para ambos casos, por lo que se pretende
hacer una legislacion comunitaria mas transparente y facil de aplicar.

3) La Directiva 97/41/CE del Consejo aplica los LMR a los piensos.
Modifica las Directivas 76/85/CEE,  86/362/CEE, 86/363/CEE vy
90/642/CEE.

4) No hay requisitos minimos para los contenidos de residuos de
plaguicidas en los productos alimenticios y agricolas, asi mismo las
actividades de control varian de unos Estados miembros a otros.
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5) El porcentaje de superacion de los LMR comunitarios puede deberse a
como se establecen esos LMR o a la posibilidad de que se usen
plaguicidas no autorizados, en cualquier caso constituye un motivo de
inquietud, sobre todo a nivel de frutas tropicales.

6) Limitaciones de la Comision para realizar las inspecciones.

7) Para estimar la exposicion efectiva a residuos de plaguicidas son
precisos datos sobre los regimenes alimentarios reales de la poblacion y
subgrupos de poblacion y a la exposicion a plaguicidas por otras vias
cuyo control no prevén los articulos (v.g. agua).

PARTE II: ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS
EN LECHE HUMANA

Los Acidos Grasos poliinsaturados (AGPI) son aquellos que
contienen dos o mas dobles enlaces. Cada uno de ellos introduce una
flexion en la cadena hidrocarbonada, de forma que introducen cambios
en la capacidad de reaccion de los 4cidos grasos, su forma fisica y su
comportamiento. Los dobles enlaces pueden estar en posicién CiS o
trans, aunque la mayoria de los 4cidos grasos que existen en la
naturaleza son isOmeros CIS.

Los 4cidos grasos trans pueden alterar la formacion de acidos
grasos de cadena larga, asi como los productos finales de la
desaturacion-elongacion de los 4acidos grasos acido linoleico (AL) y
acido a-linolénico (ALA). Si el consumo materno de 4acidos grasos
trans es muy alto, puede ocasionarse una deficiencia relativa de AGPI-
CL en el neonato (Rosenthal, 1984).

Los valores de acidos grasos "trans" en sangre de cordon son
similares a los valores plasmaticos matemos en el momento del parto
(Koletzko, 1990). Estos datos demuestran que existe una transferencia de
acidos grasos "trans" a través de la placenta humana (Koletzko, 1992).
Por esta razon, no se debe aconsejar a las futuras mamas el consumo de
grandes cantidades de grasas hidrogenadas y evitar el empleo de
formulas adaptadas que contengan una alta proporciéon de isomeros
"trans" (Koletzko, 1989). Por otra parte, se ha evidenciado un descenso
en los niveles plasmaticos y en los eritrocitos de DHA cuando las
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formulas lacteas para recién nacidos son suplementados con los acidos
grasos esenciales AL y ALA (Ramirez, 1998). En Europa esta
restrigindo el uso de aceites que contengan acidos grasos "trans" por el
potencial riesgo de efectos secundarios sobre el metabolismo de las
lipoproteinas, aterogenesis y sobre el metabolismo de los acidos grasos
esenciales, mientras son permitidos en USA (Koletzko, 1991, 1992%
1994).

En el Congreso Mundial de Nutricion, celebrado en Montreal, la
Dra. Innis ha presentado un trabajo en el que demuestra que la calidad de
la grasa que ingiere la madre que lacta, incluyendo las altas cantidades
de acidos grasos en posicion "trans", van a tener un importante impacto
sobre el desarrollo de la grasa plasmatica y tisular del recién nacido
(Innis, 1997). Un trabajo presentado a este Congreso, concluye que el
grado de hidrogenacion de la grasa dietética y el contenido de formas
"trans" de los acidos grasos puede cambiar la composicion de los acidos
grasos de los microsomas, pudiendo interferir en los mecanismos
enzimaticos relacionados con el metabolismo de xenobioticos (Morgado,
1997).

Las importantes y diversas funciones de los AGPI durante el
periodo perinatal y del lactante, hacen de ellos un campo de estudio
apasionante y de notable relevancia para la investigacion. Hoy dia, y
después de una tltima década de intenso estudio, falta mucho por decir y
descubrir de estos nutrientes esenciales.

Los AGPI son los componentes fundamentales de los lipidos
estructurales de las membranas celulares, mitocondrias y nucleos y
tienen un papel vital para las propiedades de la mayoria de las
membranas. Las principales funciones se pueden resumir en: a)
mantener la integridad de la membrana (Hansen, 1985); b) mantener
niveles optimos de desaturacion en los lipidos tisulares (Bailey, 1973); ¢)
mantener la barrera acuosa epidérmica; d) intervenir en la inmunidad; e)
actuar como precursores de los eicosanoides [acidos docosahexaenoico
(DHA=22:6,n-3), araquidonico (AA=20:4, n-6) y eicosapentanoico
(EPA=20:5, n-3)]; f) contribuir a la regulaciéon del metabolismo del
colesterol; g) intervenir especificamente en el crecimiento y en el
desarrollo cerebral retiniano (Ballabriga, 1995), tejidos extremadamente
ricos en AGPI-CL, y principalmente en DHA y AA. El cerebro es el
organo con un mayor contenido graso, después del tejido adiposo, con
un 50% del mismo en forma de lipidos de las membrana celulares
(Sastry, 1985). Se ha demostrado en un estudio sobre el cortex cerebral
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de la rata, que el incremento de la proporcion dietética de AL contribuye
a mantener una mejor integridad estructural y funcional de la membrana
de los sinaptosomas (Srinivaran, 1997).

Los AGPI linoleico (AL) (18:2 n-6) y a-linolénico (ALA) (18:3
n-3) se consideran nutrientes esenciales, cuya inclusion en la dieta
previene diversos sintomas especificos de su déficit (White, 1973;
Neuringer, 1986; Makrides, 1995). Estos acidos grasos esenciales llegan
al feto a través de la placenta, y al recién nacido mediante la leche
materna. El papel de la placenta es clave para el feto, pues ésta
transforma los acidos grasos esenciales de cada familia en sus
metabolitos mas elongados o bien, si provienen como tales de la madre,
son transferidos directamente al feto; asi ocurre un fenémeno de
"biomagnificacion™ con los AGPI-CL que provienen de los fosfolipidos
del higado materno, y a través de la placenta llegan al higado v,
posteriormente, al cerebro fetales (Crawford, 1983; Sanjurjo, 1994). A
diferencia de los nifios pretérmino, los nifios a término reciben
cantidades crecientes de AGPI-CL a través de la placenta y cordon
umbilical, durante las ultimas semanas de la gestacion (Friedman, 1978),
y también pueden contar con sistemas enzimaticos mas maduros. Incluso
se ha demostrado que existe una correlacion entre la ingesta de acidos
grasos n-3 y los niveles alcanzados en la madre y en el feto (Sanjurjo,
1994).

Se han llevado a cabo multiples ensayos en los que se ha
suplementado la dieta de las mujeres lactantes con aceite de pescado,
rico en AGPI-CL n-3 (Helland, 1998) o DHA (Makrides, 1996), en los
que se demuestra un aumento dosis dependiente de 4acido
eicosapentaenoico (EPA) y DHA en leche materna, sin alteracion de los
niveles de AA (Helland, 1998) o con leve descenso (Makrides, 1996). Si
no so6lo se suplementa con DHA, sino también con AA y EPA, se
consigue que el nivel de AA en leche materna se incremente. En el
mismo estudio se afiadio a la dieta materna una dosis diaria de 300 mg
de AA durante 1 semana observandose, por un lado el descenso de
AGPI-CL n-3 y, por otro, que el AA no se incrementeaba en la leche
materna (Smit, 2000). Este fenémeno podria explicarse por la ya
conocida competitividad entre AA, por un lado, y EPA y DHA, por otro
(Innis, 1991). En el caso de mujeres mal alimentadas, el nivel de AA en
su leche materna es muy bajo, como ocurre en las estudiadas en el norte
de Pakistan (Smit, 2000).
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Hace unas décadas se desconocia la significacion biologica y
funcional de los bajos niveles de DHA en plasma y en los eritrocitos de
los nifios alimentados con formula respecto los que recibian lactancia
natural (Putnam, 1982; Carlson, 1987; Makrides, 1994). Habia, por
tanto, incertidumbre de la capacidad de elongacion y desaturacion del
AL en 6rganos en desarrollo y de la necesidad de aportes suplementarios
de este AGPI-CL (Ponder, 1992).

Se ha observado experimentalmente que la actividad enzimatica
0-6-desaturasa de las células cerebrales, el escalon limitante de la
velocidad en la sintesis de AGPI-CL disminuye cuando la mielinizacion
alcanza el maximo, a la vez que aumenta en el higado (Bourre, 1990).
Estudios de la composiciéon de acidos grasos del cerebro han demostrado
que los nifios alimentados al pecho materno tienen niveles de DHA mas
elevados que los alimentados con formula, sugiriendo que el DHA del
cerebro depende de los aportes dietéticos. Algunos estudios fisiologicos
han informado que la electrofisiologia y la funcion visual son mejores en
los nifios a término lactados al pecho materno frente a los alimentados
con formula, y ademads, esto guarda relacion con el tiempo que se
prolonga la alimentacién al pecho (Carlson, 1989, 1996; Uauy, 1990,
1992; Makrides, 1993). Otros estudios sefialan que las bases de la
esencialidad de los 4cidos grasos de la serie n-3 incluyen no soélo
evidencias bioquimicas sino aspectos funcionales mensurables asociados
con el déficit en humanos y en primates no humanos (Uauy, 1996). El
desarrollo funcional de la retina y del cortex occipital se afectan por el
déficit de ALA y por la ausencia de DHA en las formulas para
prematuros, y mas recientemente informado, en las dietas para nacidos a
término (Carlson, 1993). Estd comprobado que los nifios nacidos a
término y alimentados al pecho materno tienen una agudeza visual,
valorada mediante potenciales evocados, significativamente mayor que
los alimentados con férmula no suplementada con DHA. Ademas, hay
una correlacion positiva de la agudeza visual con las concentraciones de
DHA en los eritrocitos (Makrides, 1993, 1994). Los efectos funcionales
de los acidos grasos de la serie n-3 sobre el ciclo suefo-vigilia, la
regulacion del ritmo cardiaco soportan la necesidad de aportar en la dieta
acidos grasos de la serie n-3 precozmente durante el desarrollo.

Se sabe que la formacion de dendritas y mielina y la
estabilizacion de las uniones sindpticas alcanzan el maximo durante los
dos primeros anos de vida (Morgan, 1987; Clandinin, 1989). Se ha
constatado que los AGPI-CL de las series n-3, n-6 y n-9 se acumulan
en.grandes cantidades en el sistema nervioso central durante los
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primeros 18-24 meses de vida (Martinez, 1992). Agostoni et al. mediante
un estudio prospectivo realizado en una poblacion de recién nacidos a
término, y que posteriormente se han revisado y estudiado a los 4, 12 y
24 meses de edad, han demostrado que existe un mayor puntaje en los
tests de desarrollo psicomotor en aquellos nifios que recibieron un
correcto y compensado aporte de AGPI-CL en el periodo neonatal y de
lactante (Agostoni, 1995a, 1995b). La ultima parte del trabajo fue
presentada en el mes de Abril en el Simposium Internacional sobre
Nutriciéon y Metabolismo Perinatal y Neonatal, celebrado en Granada, y
posteriormente en el Congreso Mundial de Nutricion celebrado del 27 de
Julio al 1 de Agosto de 1997 en Montreal (Canadd); tras el seguimiento,
los resultados obtenidos a los 24 meses de edad demuestran la existencia
de una estrecha correlacion entre la composicion de AGPI de la
fosfatidilcolina de los eritrocitos y el coeficiente de desarrollo
psicomotor a los 24 meses de edad (Agostoni, 1997; Giovannini, 1997a,
1997b). También se ha presentado un trabajo en el Congreso de Canada
realizado en recién nacidos pretérmino, en el que se demuestra una
relacion directa entre el aporte equilibrado de DHA y acido araquidonico
y mayores puntajes del test de desarrollo neuropsicomotor de Bayley a
las 52 y 64 semanas postnatales (Damli, 1997).

La escala de Bayley y el test de Brunet-Lezine son pruebas que
valoran globalmente las funciones superiores y el desarrollo psicomotor
en lactantes y nifios. En recién nacidos a término lactados al pecho o que
recibieron formulas suplementadas con DHA, el test de Brunet-Lezine
mostrd mejores resultados a los 4 y 24 meses de vida (Agostoni, 1995),
respecto a los que recibieron formulas sin DHA; sin embargo estas
diferencias desaparecieron al realizar de nuevo el test a los 12 y 24
meses (Agostoni, 1997). Las diferencias bioquimicas encontradas en la
sangre de los tres grupos, parecen demostrar que, a medida que
transcurren los meses, otros factores ambientales aparte de la dieta
influyen de forma progresiva en el desarrollo de las funciones
superiores.

Actualmente se estan suplementando las formulas para recién
nacidos a término con este tipo de 4cidos grasos de larga cadena,
obteniéndose niveles plasmaticos mas elevados que en lactantes no
suplementados (Decsi, 1995). Las cantidades deben ser equilibradas en
lo que se refiere a las series n-3 y n-6, sobre todo DHA y AA, con el fin
de obtener en los lactantes alimentados artificialmente valores de estos
acidos grasos similares a los que reciben leche materna (Benito, 2002).
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PARTE III. INFLUENCIA DE LA DIETA EN LA COMPOSICION
DE LA LECHE.

Se sabe que la dieta de la madre lactante es fundamental, pues su
alimentacion y estado nutricional influyen sobre la calidad y cantidad de
leche segregada. De modo que el estado nutricional previo al embarazo,
durante el embarazo y el de la lactancia, constituye toda una secuencia
nutricional (Tagle, 1980).

1. INFLUENCIA DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSICION
LIPIDICA DE LA LECHE HUMANA

Los lipidos de la leche materna provienen de los depositos de
grasa maternos y de la sintesis hepatica y mamaria, pero no estan claros
los mecanismos por los que se regula su excrecion. Constituyen de un 3-
5% de la leche humana y aportan de un 45-55% energia de la leche, por
lo que representan la principal fuente de energia para el lactante
alimentado al pecho y proporciona nutrientes esenciales como vitaminas
liposolubles y AGPI. Los acidos grasos esenciales AL y ALA son los
precursores de los AGPI-CL, como el AA (20:4n-6) y el DHA (22:6n-3).

Durante la vida postnatal el contenido en AGE n-6 y n-3 en leche
materna es totalmente necesario para el crecimiento Optimo del lactante,
sobre todo para el desarrollo neurolégico y actividad visual (Martinez,
1991; Birch, 1992). La suplementacién de la dieta materna con DHA
origina una elevacion significativa de éste en la leche materna, al igual
que ocurre con el acido palmitico y el acido oleico, sin afectar los
niveles de AA y de tocoferol (Ruan, 1995; Makrides, 1996; Helland,
1998; Fidler, 2000). Entre otras funciones, el DHA se relaciona con una
mejor estereopsis en el niflo a los 3 y 5 afios (Williams, 2001).

Se conoce que los nifos alimentados con leche humana tienen un
mayor desarrollo comparado a aquellos que son alimentados con leche
de foérmula, lo que se relaciona con el contenido en DHA en leche
materna (Innis, 1992). Si la madre lactante ingiere una concentracion
alta de DHA el niflo también recibira mayor cantidad de DHA, y sin
embargo no afectara al resto de AGPI (Harris, 1984; Gibson, 1997).
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En los afios 80 se constaté que la dieta materna rica en hidratos
de carbono y baja en grasas originaba un aumento de los triglicéridos en
la leche materna comparada con las que recibian una dieta rica en grasa
y baja en hidratos de carbono (Harzer, 1984). Si en la dieta
predominaban grasas con AL, fosfolipidos (PL), colesterol (Cho) o
acidos grasos de cadena larga (AGPI n-3), éstas se encuentran
aumentadas en la leche materna (Innis , 1988, Park, 1999). En general,
se ha demostrado que la cantidad de AGPI en la leche materna depende
de los ingresos dietéticos de la mujer (Rocquelin , 1998). Sin embargo,
en las embarazadas desnutridas, la cantidad de AL y AA en leche
materna proviene principalmente de las reservas maternas (de Prado,
2001).

Es durante el tercer trimestre de la gestacion cuando se produce
el mayor paso de AGPI-CL desde la madre al feto, por lo que las
reservas en el recién nacido prematuro se encuentran mermadas. Como
las reservas maternas dependen de la dieta, pueden mejorarse con la
suplementacion con DHA y AA durante el embarazo y la lactancia.
(Beijers, 1996; Jensen, 1992; Hamosh, 1998; Moya, 2000).

Hay una relacion entre ingesta y excrecion en leche materna de
AGPI-CL (C22:6, n-3 y C20:5 n-3) (Hayat, 1999) y ésta se hace muy
significativa con la evolucion de la lactancia, es decir, en la leche
madura (Scopesi, 2001). Sin embargo, estudios recientes con isdtopos
estables demuestran que la mayor parte de los AGPI en la leche no
proviene de la dieta materna, sino de las reservas endogenas (Koletzko,
2001; Sauerwald, 2001). Los AG trans en la leche materna dependen
principalmente de la ingesta de la mujer (Koletzko, 1991; Ratnayake,
1996; Larque, 2001). Las dietas ricas en AG trans elevan los niveles de
AL en la leche materna, sin afectar a los AGPI-CL (Larque, 2001). En
este sentido, numerosos estudios demuestran que el consumo de
margarina puede favorecer el depdsito de AG trans en el tejido adiposo
de la madre, de donde puede ser movilizado en el curso de la lactancia,
pasando a la leche materna. Esto podria producir efectos secundarios en
el neonato lactado al pecho. La ingesta de este tipo de grasas es mayor
en paises de América del Norte o Europa que en Africa. Por otra parte, el
consumo de aceite de oliva aumenta la presencia de acidos grasos
insaturados de cadena media en la leche humana (Chappel, 1985;
Pretince, 1989; Boatella, 1993).
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La composicion de AGPI y oligosacaridos en leche materna
experimenta variaciones geograficas que podrian obedecer en ultima
instancia a la variabilidad genética (Fidler, 2000, Erney, 2000).

Las mujeres que siguen dietas restrictivas, debido a motivaciones
filosoficas, culturales o religiosas, son notablemente diferentes de las de
la poblacion en general. Pueden mostrar modificaciones importantes en
la composicion de la leche materna. Dentro de los distintos grupos
pueden establecerse diversas categorias: 1) Lactoovovegetarianos: en los
que esta excluida la administracion de carne, pero que consumen leche y
huevos. 2) Lactovegetarianos que excluyen la carne y los huevos, pero
incluyen la leche en la dieta. 3) Vegetarianos totales que rechazan
cualquier alimento de origen animal: denominados Vegan. Los valores
de AL oscilan del 8-16% del total de los acidos grasos, aunque en las
mujeres que siguen una dieta Vegan pueden alcanzar valores mas altos
(Finley, 1985). La ingesta de ALA varia en funciéon de los aceites
utilizados, por ello en la dieta seguida por vegetarianos estrictos y
vegetarianos con dieta ovolactea posee mayor contenido en AL y ALA
que aquella dieta seguida por los omnivoros.A pesar de las bajas
concentraciones de DHA existentes en sangre de nifios de madres
vegetarianas con respecto a las omnivaras no existe evidencia de que la
capacidad de sintetizar AGPI-CL sea limitada en vegetarianos (Sanders,
1999).

En cuanto el contenido de colesterol en leche materna madura no
varia con la dieta materna. Se ha observado que la cantidad de colesterol
y grasa ingerida no posee correlacion con colesterol total sérico de nifios
lactados al pecho (Jensen, 1990; Kallio, 1992). Sin embargo, si se ha
demostrado que, en la vida adulta, los niveles de colesterol total y LDL-
colesterol se encuentran significativamente disminuidos en aquellos
sujetos que recibieron alimentacion materna frente a los alimentados de
forma artificial (Owen, 2003).
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2. INFLUENCIA DE LA DIETA MATERNA SOBRE LA
COMPOSICION EN HIDRATOS DE CARBONO Y
MICRONUTRIENTES DE LA LECHE HUMANA.

2.1. HIDRATOS DE CARBONO (H de C)

El contenido de AG de cadena media (C8 y C10) en leche
humana aumentan con dieta materna rica en H de C, pues una dieta rica
en éstos conduce a una mayor incorporacion de acidos grasos del tipo
C6:0-C14:0 en los triglicéridos de la leche, al igual que en cada una de
las subclases de fosfolipidos (Bach, 1982; Thompson, 1985; van
Beusekom, 1990). El aumento de la demanda de glucosa durante la
lactancia se resuelve con el aumento de la glucogenolisis (Tigas, 2002).

2.2. VITAMINAS

El contenido en vitaminas de la leche materna trata de cubrir los
requerimientos adecuados para el lactante y sus valores van a depender
del estado de nutricion y del aporte de vitaminas que recibe la madre,
que en gran parte estd en relacion con los hébitos alimentarios de
diversas areas geograficas y por lo tanto pueden mostrar una gran
variabilidad (Picciano, 1995; RDA, 2002). Ademas, las concentraciones
de determinadas vitaminas en leche humana como o-tocoferol,
disminuyen conforme se aumenta en la edad lactacional, con unas
cantidades ligeramente superiores en leche de transicion con respecto a
la leche madura.

En cuanto a las concentraciones de retinol y caroteros en suero y
leche humana son similares y estan correlacionadas con la dieta que se
ingiere (Canfield, 1995; Lammi-Keefe, 1995; Canfield, 1997; Lietz,
2001).

Los valores séricos de vitamina B, generalmente son mas bajos
en los vegetarianos que en los no vegetarianos, de modo que los
lactantes alimentados con leche materna de madres con dieta Vegan
pueden presentar deficiencias en vitamina B, si no reciben los
correspondientes suplementos exdgenos (Armstrong, 1974; MacLean,
1980).

33



La ingesta de vitamina C repercute positivamente tanto en sus
niveles plasmdticos durante el embarazo como en leche materna; por
tanto es importante instar al consumo de verduras y fruta a estas mujeres.
Las mujeres fumadoras tienen niveles plasmaticos similares a las no
fumadoras, pero su cantidad en leche materna es mayor en éstas ultimas.
(Ortega, 1998a).

El contenido de vitamina D en leche materna en algunos casos
puede ser bajo y provocar la aparicién de raquitismo. Una exposicion
materna al sol aumenta la composicion de ésta en la leche humana
(Brown, 1972; Harrison, 1987).

Se sabe que la vitamina E posee una actividad antioxidante
importante y su accion sobre los AGPI-CL. Esta vitamina puede inhibir
la peroxidacion de los lipidos, reducir el riesgo de anemia hemolitica y
otras patologias en los recién nacidos y especialmente en los prematuros
(Haglund, 1991; Cho, 1994). Las concentraciones de antioxidantes en
leche humana definen probablemente el grado de proteccion que puede
ofrecer frente a la peroxidacion. Las mujeres fumadoras poseen una
concentracion de vitamina E y lipidos significativamente mas baja en
leche madura que las mujeres no fumadoras (Kelly, 1990; Ortega,
1998b). Las concentraciones de las vitaminas A y E en leche materna
estan relacionadas con la dieta (Olafsdottir, 2001, Canfield, 2001).

Se ha sugerido la posibilidad de que el Colesterol intervenga en
la secrecion de vitamina K en el calostro, ya que existe una correlacion
entre ellos; esto no se ha demostrado con los PL ni con los lipidos
totales. En leche madura, la cantidad de esta vitamina depende
principalmente de la ingesta dietética materna (von Kries, 1987).

2.3. MINERALES

Se ha determinado que no existe influencia del ejercicio sobre la
concentracion de minerales y electrolitos en la leche humana (Fly,
1998).

Se han observado concentraciones menores de calcio en leche
madura respecto a la de transicién lo que puede ser modificado si
durante el embarazo la mujer recibe un suplemento en calcio. Se ha
demostrado que un suplemento diario de calcio de hasta 1000 mg no
afecta a las concentraciones de calcio en leche materna, ya que en caso

34



de déficit, éste se ve compensado con un intercambio mineral con el
hueso u otros lugares corporales de la madre (Ortega, 1998b; Pretince,
1998; Laskey, 1998).

Los niveles de hierro y cobre presentes en la leche materna no
dependen de la dieta materna, infecciones concomitantes, consumo de
anticonceptivos orales o tabaco (Dorea, 2000)

Una ingesta diaria de folatos de 380 pg no es la cantidad
adecuada para satisfacer la demanda requerida por el lactante, pero sin
embargo la cantidad de folatos en la leche materna se mantendra
constante a costa de una disminucion en el estado nutricional de las
madres lactantes. Esto se solventara con una suplementacion en la madre
de 1 mg de folato (Ortega, 1998c).

En la lactancia precoz, existe una mayor excrecion de cinc (Zn) a
la leche y sus niveles se mantienen relativamente constantes a pesar de
una baja ingesta en este elemento. Una suplementacion de cinc en la
dieta materna contribuye a mantener altas concentraciones en leche
humana, encontrando una relacion entre el aporte de Zn y los valores en
la leche materna. De modo que los nifios alimentados con leche humana
de madres con aporte adecuado de cinc no es necesario un suplemento
del mismo (Vuori, 1980; Feeley, 1983; Karra, 1989; Krebs, 1995;
Ortega, 1998c; Wauben, 1999).

2.4. OTROS MICRONUTRIENTES

La dieta materna es un condicionante fundamental en la cantidad
de Yodo en leche materna, segtn distintos estudios llevados a cabo entre
mujeres coreanas, con ingesta diaria elevada de algas marinas (Moon,
1999). Ese yodo transferido al lactante es esencial para su desarrollo
fisico y mental (Semba, 2001).

En cuanto al selenio (Se) presente en la leche, su concentracion
no se relaciona con la época de la lactancia, dieta o indice de masa
corporal (Bianchi, 1999). Otros estudios han comprobado la disminucion
de las cantidades de Se conforme avanzaban los dias de lactancia, desde
el calostro a la leche madura (Li, 1999, Tamari, 1999). Parece existir una
correlacion negativa entre el Zn y el Se en la leche materna (Bratter,
1997). En Polonia, se ha comprobado que los recién nacidos reciben una
cantidad diaria de Se inferior a la recomendada, en parte debido al bajo
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contenido de este elemento en el suelo y, consiguientemente, en los
alimentos de esta region (Zachara , 2001).

PARTE IV: ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

1. VITAMINA E

La vitamina E fue descubierta por Evans y Bishop en 1922,
cuando observaron que ratas, alimentadas con una dieta deficiente en
determinados lipidos, desarrollaban un fallo en el sistema reproductor
(Evans, 1922). En 1931 fue descrita la funcion antioxidante de la
vitamina E (Olcott, 1931). Cinco afios mas tarde, se consiguid aislar el
tocoferol (Evans, 1936) y Karrer ese mismo afio consiguid su sintesis.
Posteriormente se establece el papel protector que la vitamina E sobre la
peroxidacion “in vivo” de los acidos grasos poliinsaturados (Filer, 1946).

En 1938 se realiza el primer ensayo clinico con la administracion
terapéutica de vitamina E a recién nacidos prematuros observando un
efecto positivo sobre la ganancia de peso (Windernbauer, 1938). Desde
entonces son muchos los estudios que se han realizado sobre vitamina E,
tanto en lo referente a efectos terapéuticos como en absorcidn, transporte
plasmatico, depositos tisulares y metabolizacion.

1. 1. DEFINICION

El término de vitamina E hace referencia a dos grupos de
compuestos, los tocoferoles y los tocotrienoles. Se tratan de aceites
viscosos, en estado natural, amarillentos y facilmente solubles en
solventes organicos y en grasas, e insolubles en agua. En ausencia de
oxigeno son estables frente al calor, la luz, los 4cidos y las bases. Su
oxidacién da lugar a diferentes productos como el tocoperdxido, la
tocoferilquinona y la tocoferilhidroquinona, ademas de la formacion de
polimeros (Bhagavan, 1983; Stryer, 1985).

La vitamina E es muy inestable, lo que dificulta el
almacenamiento, pero su estabilidad puede verse aumentada de manera
importante cuando se esterifica el grupo hidroxilo con el acido acético o
con el acido succinico. Se forman asi las moléculas de acetato y
succinato de a-tocoferol, que son las formas comerciales de la vitamina



E. Estos compuestos carecen de actividad antioxidante, pero son
hidrolizados en el intestino antes de su absorcion, obteniéndose asi las
formas activas (Bhagavan, 1983; Stryer, 1985).

1.2. ESTRUCTURA

La vitamina E pertenece al grupo de las vitaminas liposolubles
junto a las vitaminas A, D y K. Dentro del termino vitamina E se
incluyen distintos compuestos que estan relacionados quimicamente:
cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles. Entre ellos existen diferencias
tanto en la estructura quimica como en el grado de actividad biologica
(Stryer, 1985).

Los tocoferoles son el grupo mas destacado, formado por el a-,
-, y- y 0- tocoferol. Se trata de un nucleo fendlico (benzopirano o
cromano), sustituido en la posicion 2 por una cadena lateral saturada
(Fernholz, 1938; Morisot, 1984; Diem, 1975), y un grupo hidroxilo que
puede estar esterificado o no, pero debe estar libre para que el compuesto
manifieste actividad vitaminica.

Figura 1.Formula del tocoferol:

o CH, CH, CH,
R, 0. _CH,
CH,
HO
Rl
Compuesto R R? R®
a-Tocoferol CH; CH; CH;
B3-Tocoferol CH; H CH;
v-Tocoferol H CH; CH;
d-Tocoferol H H CH;

La diferencia entre a-, -, y- y d-tocoferol radica en la posicion y
el nimero de los grupos metilo en el anillo fenolico y la saturacion de la
cadena lateral de la molécula (Stryer, 1985).

Por su estructura fenolica presenta capacidad antioxidante ya que
permite la estabilizacion de radicales libres. La liposolubilidad viene dada por
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la cadena lateral de acidos grasos y es esta la que facilita la retencion de la
vitamina E por las membranas biologicas (Fritsma, 1983).

La forma mas activa es el a-tocoferol (5-7-8 trimetiltocol)
responsable del 90% de la actividad en tejidos animales (Leboulanger,
1981; Farrell, 1985; Lemons, 1985; Aranda, 1986). Se ha visto que la
forma sintética es menos activa que la forma aislada de las plantas. Esto
es debido a que la molécula presenta varios centros asimétricos, que dan
lugar a estereoisdémeros durante la sintesis (Diplock, 1985; NRC, 1989).

1.3. FUNCIONES FISIOLOGICAS

La funcidon mas evidente es la de actuar como agente antioxidante
y antirradical libre. Ademas, se ha visto que interviene en la cascada del
Acido araquiddnico y también tiene una accion como regulador genético
(Blake, 1995).

1.3.1. Funcion antioxidante

Los tocoferoles actian como antioxidantes tanto “in vivo” como
“in vitro” (Diem, 1975; Burton, 1983; Romero, 1992). Son los
principales antioxidantes liposolubles del organismo (Benzie, 1996)

La vitamina E pertenece al grupo de antioxidantes que actiian en
la fase de propagacion, de la peroxidacion lipidica, rompiendo la cadena
de reacciones de la peroxidacion (Burton, 1989; Packer, 1993).

La accion antioxidante de la vitamina E se debe a una serie de
mecanismos moleculares. Se produce una sustracion del hidrogeno de
los tocoferoles (a-TOH) por un radical peroxi (ROO-) formandose un
hidroperéxido lipidico (ROOH). Esta pérdida del hidrégeno transforma
al tocoferol en un radical (a-TO-) mdas estable a causa del anillo
aromatico, evitando asi la propagacion de la peroxidacion (Doba, 1984).
Se produce asi una accion amortiguadora de los radicales no lipidicos
(Roberts, 1987).
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ROO- + a-TOH <> ROOH + a-TO-

ROO: + a-TO- <> productos no radicalarios

La vitamina E captura radicales peroxilo con una avidez 10000
veces mayor que la capacidad que tienen estos radicales de atacar a los
acidos grasos (Bloomgarden, 1997). Se cree que se sittia por debajo de la
membrana (Aranda, 1989; Fukuzawa, 1993).

La vitamina E protege principalmente a los acidos grasos
poliinsaturados situados en las membranas bioldgicas (Giasudin, 1981;
Urana, 1990). Se ha visto en casos de déficit, como la membrana del
eritrocito se destruye con cierta facilidad y exhibe alteraciones
morfoldgicas, posiblemente causadas por interacciones de las proteinas
que se alojan en la matriz lipidica que constituye la propia membrana
(Linder, 1985). Ademas de actuar frente a los acidos grasos, la vitamina
E protege de la oxidacién a enzimas, proteinas, moléculas de acido
desoxirribonucleico (DNA) (Fraga, 1989; Packer, 1991), y a la vitamina
A, carotenos y a otras sustancias portadoras de grupos “tiol”
(Leboulanger, 1981; Subramanian, 1986; Sies, 1992). A pesar de tener
una pequeia concentracion molar en las membranas, la vitamina E es el
principal antioxidante liposoluble que act@ia interrumpiendo la
peroxidacion en cadena (Burton, 1989; Packer, 1993). El a-tocoferol
esta localizado en las regiones de la membrana con AGPI.

Debido a que la vitamina E se encuentra en una concentracion
muy baja existen moléculas que actiian regenerando o impidiendo la
oxidacion del tocoferol. Existe una media de seis moléculas de a-
tocoferol por cada molécula de lipoproteina de baja densidad (LDL)
(Esterbauer, 1992). Su accion antioxidante se ve aumentada por la
accion regeneradora de otras sustancias como la vitamina C que se
encuentra en plasma (Doba, 1985; Chen, 1989; Packer, 1992;
Bloomgarden, 1997). Se produce asi una accién sinérgica entre las
vitaminas E y C gracias a la capacidad de la vitamina C de reducir el
radical tocoferoxi de nuevo a a-tocoferol en la interfase, regenerando la
vitamina E, e incrementando de este modo la efectividad de la misma
(Packer, 1979; Niki, 1985; Chen, 1989; May, 1996). Por su parte, la
vitamina C oxidada puede ser reducida por los grupos tiol de las
proteinas, el glutation y posiblemente el &cido urico (Sevanian, 1991;
Meister, 1992; Frei, 1993).
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Algunos autores han intentado establecer un tipo y/o una cantidad
de antioxidantes (v.g. tocoferol) que puedan revertir los efectos
deletereos de las moléculas organocloradas (Wang, 2001). En un ensayo
realizado también in vitro si se logré6 minimizar la peroxidacion derivada
de la exposicion al lindano o metoxicloro, gracias a la adiccion de alfa-
tocoferol al cultivo celular (Krieger, 2001; Latchoumycandane, 2002).

Otros sistemas como el coenzima Q10 reducido, el citocromo C,
o el NADH-citocromo B5 son capaces de actuar como antioxidantes del
a-tocoferol (Maguire, 1992; Constantinescu, 1993; Crane, 1997).

1.3.2. Otras funciones.

Por un mecanismo, no del todo independiente de la actividad
antioxidante, la vitamina E resultaria esencial para mantener la
integridad y funcionalidad de las membranas plasmaticas (Giasuddin,
1981; Aranda, 1986; Urano, 1992), al controlar de manera
estereoespecifica los perfiles de los fosfolipidos y la fraccion del
colesterol libre de las membranas celulares (Erin, 1985). Se ha visto en
animales que presentan una accion protectora de las membranas frente a
las fosfolipasas nocivas, especialmente la fosfolipasa A, y frente a los
productos de hidrdlisis de los fosfolipidos producidos por la fosfolipasa
A (Erin, 1984; Salgado, 1993).

Junto a otros antioxidantes de la dieta, el tocoferol también
interviene en la reduccion del deterioro de las funciones fisioldgicas y el
riesgo de enfermedades cronicas a través de su influencia en la respuesta
inmunitaria (Blumberg, 1993).

El tocoferol podria jugar un papel especifico en el transporte de
electrones de la cadena respiratoria en la mitocondria, siendo un
catalizador de la respiracion o un regulador especifico de las
concentraciones de enzimas y cofactores en la misma (Stockman, 1977).

Interviene como modulador en la cascada del acido araquidonico
iniciada por la lipooxigenasa y/o la ciclooxigenasa (Pentland, 1992;
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Chan, 1993; Niki, 1993). Otros autores sugieren que la vitamina E
reduce la agregacion plaquetaria por un mecanismo que no esta regido
por una interaccion especifica entre el tocoferol y receptores especificos
en las plaquetas (Steiner, 1991; Steiner, 1997).

La vitamina E podria regular alguna via de transferencia de informacion
genética, como por ejemplo la sintesis de las proteinas especificas y de los
enzimas requeridos en la diferenciacién o adaptacion de determinados tejidos
(Lebenthal, 1982; Farrell, 1985).

Existen indicios de que el tocoferol puede estar relacionado con
la regulacion genética de la adhesion de monocitos en el endotelio
(Faruqui, 1994; Martin, 1997) y actuar asi como regulador genético de la
proliferacion de células del musculo liso en la placa de ateroma
(Chatelain, 1993; Azzi, 1995).

Se ha visto en cultivos celulares, que la vitamina E y en
particular el d-a-tocoferol es capaz de aumentar los niveles de
prostaglandina I, (PGI) producidos por las células de musculo liso
aortico, facilitando asi la accion vasodilatadora de la PGI,. En diabetes
se produce un aumento de los agentes vasoconstrictores, como el
tromboxano A;, mientras que disminuyen los niveles de vasodilatadores.
Esto puede deberse a un aumento de radicales libres. Asi el tratamiento
con vitamina E en pacientes diabéticos puede restaurar los niveles de

prostaglandinas en las paredes de los vasos sanguineos (Bloomgarden,
1997).

1.4. INGESTA DIETETICA DE VITAMINA E

La dosis diaria recomendada (RDA) (Brody, 1994) para adultos
es de 10 mg de a-tocoferol, o su equivalente biolégico. También es
importante sefialar la RDA en nifios puesto que es en esta poblacion
donde se suele producir deficiencia de vitamina E. La RDA en recién
nacidos es de 3 mg de a-tocoferol, o su equivalente (Brody, 1994). Para

la mujer lactante, la cantidad diaria de vitamina E recomendada en la
dieta es de 15 mg (RDA, 2002).

41



Una buena fuente de vitamina E son los aceites vegetales: aceite
de maiz, soja y cacahuete. Las grasas animales como las mantecas y
mantequilla tienen menores cantidades de vitamina. La cantidad diaria
de vitamina E que se ingiere est4 alrededor de 10 mg (Brody, 1994).

Tabla I. Cantidad de Vitamina E en distitos alimenteos (Brody, 1994)

Alimento a-tocoferol *
Aceite de semilla de trigo 120

Aceite de girasol 50

Aceite de maiz 16

Pescado, huevos y ternera 0.5-2.0

! mg de tocoferol/100mg alimento

Determinacion del estado nutricional de vitamina E

Para valorar el estado nutricional de esta vitamina hay que tener en
cuenta numerosos factores, tales como la concentracion de triglicéridos,
fosfolipidos, colesterol, lipoproteinas, grado de eliminacion del plasma y de
almacenamiento en los tejidos. Por tanto, no es suficiente con obtener un unico
valor aislado de su concentracion plasmatica (Bieri, 1972; Farrell, 1985; Karp,
1986). También existen variaciones con el embarazo, con el estado nutricional y
con la edad (Molina, 1986; Bayes, 1986). Si aumentan los lipidos en plasma,
aumentan las concentraciones plasmaticas de tocoferol, movilizado desde los
almacenamientos tisulares, principalmente de los eritrocitos (Omaye, 1986;
Valverde, 1987). Asi, se considera como mejor indicador del estado nutricional
de la vitamina E el indice vitamina E/lipidos totales (Horwit, 1972).
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Para la valoracion del estado nutricional de la vitamina E se
utilizan las concentraciones en hematies y en plaquetas (Lehmann, 1988;
Mino, 1989). Las concentraciones de vitamina E en las membranas
bioldgicas son independientes de los lipidos plasmaticos y se
correlacionan con el indice tocoferol plasmatico/lipidos totales
plasmaticos (Kitagawa, 1983; Vatassery, 1983; Mino, 1985a). Se ha
visto en estudios realizados con ratas que la concentracioén de vitamina E
en eritrocitos estd relacionada con los depdsitos hepaticos de vitamina E
(Mino, 1985a).

En las tablas II y III quedan relacionados los valores medios de
las concentraciones de o-tocoferol en suero, plasma o eritrocitos
publicadas por diferentes autores.

Tabla I1. Valores medios de las concentraciones de a-tocoferol en suero (Hercberg, 1994; Tto, 1990,

Olmedilla, 1997) o0 en plasma (Schneider, 1995; Morinobu, 1994; Fernandez-bafiares, 1993; Ascherio,
1992) en diferentes paises (Olmedilla, 1997).

a-TOCOFEROL (ug/ml)

PAIS (ref.)! MUJER HOMBRE
Francia (Hercberg, 1994) 442H/552M, 6-97 a 10.1 10.5
Alemania (Schneider, 1995) 862H/1144M, 18-50 a 12.6 12.6
Japon (Morinobu, 1994) 65H/60M, 22-86 a 7.2 7.9
Japon (Ito, 1990) 618H/1196M, 7-86 a 9.9 10.4
Espaia (Olmedilla, 1997) 210H/240M, 5-79 a 12.3 12.0

Espaiia (Fernandez-Bafiares, 1993) 52H/62M, 18-82a  11.1 10.6

Estados Unidos (Ascherio, 1992) 121H/186M, 45-65a  11.7 11.3

! La poblacion estudiada esta descrita por sexos (hombre, H y, mujer, M) y rango de
edad (afios, a).
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Tabla I1l. Valores medios de las concentraciones de o-tocoferol en
eritgrocitos en adultos de diferentes paises.

PAIS(ref.) Casos a-TOCOFEROL (ug/ml)
USA (Lehmann, 1984) 16 2.1440.06
USA (Mino, 1985b) 26 1.760.09
USA (Lehmann, 1988) 20 2.1940.04
USA (Chow, 1989) 14 2.70+0.01
Espaiia (Sierra, 1992) 46 1.75%0.03
Japon (Saito, 1992) (universitarios) 20 0.96+0.19

1.5. METABOLISMO DE LA VITAMINA E

1.5.1. Absorciéon

La vitamina E se absorbe en el intestino junto con los lipidos y
estd directamente relacionada con la capacidad de digerir y absorber
grasas (Lubraro, 1990). La absorcion de lipidos y vitaminas liposolubles
a nivel intestinal depende de la funcidon pancreatica, de la secrecion
biliar, de la formaciéon de micelas y del transporte a través de las
membranas intestinales (Muller, 1974; Muller, 1976; Hollander, 1981).
Hay una incorporacién posterior a los quilomicrones y un transporte
hacia la circulacion a través de la linfa.



En la luz intestinal la vitamina E se solubiliza con las grasas,
formandose micelas en presencia de sales biliares (Gallo-Torres, 1970).
Posteriormente sufre una hidrolisis enzimatica, habiéndose demostrado
la existencia de una enzima hidroxilasa libre, de origen pancredtico, y
otra presente en el borde de cepillo del epitelio intestinal (Mathias,
1981). La accion de los enzimas hidroliticos va a depender de la
concentracion de acidos biliares intraluminares (Valverde, 1987).

Los triglicéridos de cadena media aumentan la absorcion del o-
tocoferol (Gallo-Torres, 1971); los AGPI-CL poseen un efecto inhibidor
debido a que son capaces de oxidar al a-tocoferol in vivo (Bjorneboe,
1987).

ha demostrado que la eficacia de la absorcion de la vitamina E
por el intestino disminuye proporcionalmente al aumento de la cantidad
de vitamina E ingerida (Farrell, 1985; Traber, 1986). En general el
coeficiente de absorcion del a-tocoferol varia de manera muy amplia,
oscilando entre un 10-40%, esto va a depender del preparado de
tocoferol que se considere y de la capacidad individual para la absorcion
y digestion de grasas (Schwarz, 1983; Traber, 1986; Bjorneboe, 1990;
Cohn, 1992).

1.5.2. Transporte

El a-tocoferol llega a la circulacion general a través del conducto
toracico (Farrell, 1985). Aproximadamente el 99% del a-tocoferol en
linfa es transportado asociado a los quilomicrones, y en menor medida a
las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Bjorneboe, 1986).
Aproximadamente un 35% de la vitamina E ingerida pasa a la
circulacion general por la via linfatica, el resto se elimina por heces
(Leboulanger, 1981; Bieri, 1987). A diferencia del retinol y del
colesterol, el a-tocoferol no es reesterificado durante la absorcion
intestinal, comportandose de manera similar a las vitaminas D y K.

Aun no se conoce bien la manera en que el oa-tocoferol es
transportado desde el borde de la membrana del cepillo del enterocito al
complejo de Golgi para incorporarse a los quilomicrones. Pueden estar
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involucrados procesos de endocitosis, difusion pasiva o transporte
mediado por proteinas (Cohn, 1992; Drevon, 1993).

Cuando la vitamina E pasa al plasma unida a los quilomicrones
rapidamente se transfiere a otras lipoproteinas (Bjorneboe, 1990),
mientras estos son catabolizados por una lipoproteinlipasa ligada a la
pared endotelial (Burton, 1993).

La vitamina E estda presente en todas las lipoproteinas
produciéndose una transferencia de la misma entre las lipoproteinas, en
la que podria intervenir una proteina de transferencia de fosfolipidos
(Kostner, 1995). En humanos, las LDL y las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) representan las clases mas abundantes de lipoproteinas
y son las transportadoras mas importantes de vitamina E en la sangre
(Behrens, 1982; Ogihara, 1988).

El a-tocoferol también es transportado por los eritrocitos y las
plaquetas. En el caso de los eritrocitos sdlo se encuentra en la membrana
de los mismos. Los niveles de vitamina E en hematies son inferiores a
los que se encuentran en el plasma (Burton, 1985).

1.5.3. Distribucion

Los tejidos y 6rganos diana mas importantes de depdsito de tocoferol
son pulmoén, higado, tejido adiposo, componentes sanguineos, musculo
esquelético, corazon, sistema endocrino-glandular (suprarrenales, hipofisis,
testiculos), utero y sistema nervioso (Leboulanger, 1981; Farrell, 1985;
Kaseki, 1986; Valverde, 1987). Los adipocitos tienen gran parte del tocoferol
corporal, pero se duda de la posibilidad de que la vitamina E presente en este
tejido pueda ser utilizada por otros tejidos en un momento dado, ya que se ha
visto que cuando se administra una dieta pobre en vitamina E, aunque los
niveles de tocoferol en tejido adiposo permanecen altos, las concentraciones
séricas de tocoferol disminuyen con rapidez (Bieri, 1972; Farrell, 1985).

La mayoria del a-tocoferol se acumula en el higado (75% en
células parenquimatosas y 25% en células no parenquimadticas), aunque
también lo hace en otros tejidos como el tejido adiposo y el musculo
estriado (Machlin, 1980).
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El a-tocoferol se encuentra en las fracciones celulares mas ricas
en membranas tales como las mitocondrias y en el reticulo
endoplasmatico (Cohn, 1992).

1.5.4. Excrecion

La vitamina E es excretada por las heces via biliar,
mayoritariamente en su forma libre, aunque también en sus formas
oxidadas (acido tocoferdnico, tocoferil-quinona y tocoferonolactona). El
principal producto de oxidacion hepatica del a-tocoferol es la a-
tocoferilquinona. Este producto posteriormente es reducido a la
hidroquinona, la cual puede conjugarse con el acido glucuronico y
excretarse en la bilis o degradarse a acido a-tocoferdlico, conjugarse y
eliminarse por la orina (Drevon, 1993).

1.6. DEFICIENCIA DE VITAMINA E

La deficiencia de vitamina E es bastante rara. Puede darse en
personas con sindromes de malabsorcion de grasas [fibrosis quistica,
coléstasis hepdtica, cirrosis hepatica en adultos, insuficiencia
pancreatica, enfermedades que impiden la actuacion de las lipoproteinas
(B-lipoproteinemias)]. La deficiencia puede producir disminucién de la
vida media de los eritrocitos (“life span”), aumentar su adhesividad al
endotelio, hipercoagulacion, miopatias o disfunciones neuroldgicas
como ataxia, falta de reflejos, disminucién de la sensacion vibratoria, y
parélisis de los musculos del ojo (Drevon, 1993). La terapéutica incluye
la administracion de vitamina E durante meses.

En la colestasis biliar de la infancia, la deficiencia de vitamina
provoca sintomas severos como la incapacidad para andar. La
deficiencia en recién nacidos estd asociada a la anemia hemolitica. La
deficiencia de vitamina E también ha sido relacionada con el desarrollo
de displasia broncopulmonar, hemorragia intravetricular en el cerebro y
fibroplasia retrolental. Ademas, alteraciones en el estado de vitamina E
han sido asociadas a la aparicion de ciertos tipos de cancer,
enfermedades cardiovasculares y afectaciones en el sistema inmune
(Drevon, 1993).
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2. VITAMINA A

A principios de este siglo, en 1909, Strepp descubrio la existencia
de una sustancia liposoluble en la yema del huevo, esencial para la vida.
Posteriormente, se establecid el hecho de que uno de los elementos
nutritivos esenciales que faltaban en las dietas purificadas era soluble en
las grasas (McCollum, 1957; Osborne, 1913). En 1919 se descrubri6 que
los boniatos amarillos y las zanahorias sostenian el crecimiento normal y
proporcionaban inclusive una cantidad suficiente de la sustancia
desconocida, para la reproduccion (Steenbock, 1919). Este elemento
nutritivo se asocio al color amarillo. Diez afios después, cientificos
alemanes e ingleses demostraron que el caroteno cristalino tenia valor de
vitamina A.

2.1. DEFINICION

Vitamina A es un término genérico que designa aquellos
compuestos con estructura “B-ione” que presentan la actividad bioldgica
del retinol. En la dieta, la Vitamina A se encuentra solo en productos
animales, principalmente en higado, huevos y leche. Las formas
precursoras de la vitamina A son los carotenoides que tienen actividad
biologica de vitamina A después de convertirse en retinol en el intestino;
los mas importantes son: B-caroteno, o-caroteno y criptoxantina. Estos
estan presentes principalmente en vegetales verdes y amarillos y en la
fruta (Gerster, 1997).

La actividad de la vitamina A se expresa en unidades de peso:
Equivalentes de retinol (RE). 1ug de RE corresponde con Iug de
retinol. Antiguamente se definia en Unidades Internacionales (IU) que
corresponden a 0.3 pg de retinol (Gerster, 1997).

Todos los compuestos relacionados estructuralmente con la
vitamina A se llaman retinoides y se incluyen todas las formas naturales
de la vitamina A y los compuestos naturales y sintéticos que pueden
tener o no actividades biologicas de vitamina A. Los carotenoides no
estan incluidos dentro de los retinoides (Gerster, 1997).
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Tabla I'V.Compuestos con actividad vitamina A y sus relacionados.

Equivalencia de los compuestos Vitamina A

1 pg retinol (3.33 1U)
1 pg RE 6 g beta-caroteno

12 pg otros carotenoides
provitamina A

1 pg retinol 1 ug RE
1 pg beta-caroteno 0.167 ug RE
1 pg otras provitaminas A 0.084 ug RE

RE: equivalentes de retinol

2.2. ESTRUCTURA

Las sustancias con caracteristicas de vitamina A son los
compuestos derivados de los carotenos que muestran actividad bioldgica
del denominado "todo trans-retinol". Su estructura quimica quedo
definida en 1931 por Karrer (Thiers, 1956) y fue Isler quien formulé su
sintesis en 1947 (Isler, 1970). El término de vitamina A abarca una serie
de sustancias esenciales para la vision, el crecimiento, la diferenciacion
y proliferacion celular, la reproduccion y la integridad del sistema
inmunolégico (Goodman, 1984; Olson, 1984; Sporn, 1984).

La vitamina A es un alcohol de cadena larga que se encuentra
principalmente en forma de ésteres de acidos grasos. Es insoluble en
agua y soluble en éter, cloroformo, acetona, grasas y aceites. Se degrada
rapidamente por accion de la luz, el oxigeno y los acidos.

Figura 2.Férmula de la vitamina A:

CH, CH, CH,
N NN xR

CH,
CH,
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Compuesto R
Retinol CHOH
Retinal CHO
Acido Retinoico COOH

La vitamina A es activa en numerosas formas quimicas distintas,
tales como aldehido (retinal), alcohol (retinol) y acido (&cido retinoico)
(Stryer, 1985).

2.3. FUNCIONES FISIOLOGICAS

La Vitamina A participa en varios mecanismos importantes para
el organismo humano, entre ellos podemos destacar su papel en la
diferenciacion de las células epiteliales, en el sistema reproductor
(crecimiento fetal y mantenimiento de los testiculos) y su participacion
en el ciclo visual.

De las distintas formas de vitamina A, parece ser que el acido
retinoico solo participa en el mantenimiento del crecimiento normal y la
diferenciacion de los tejidos (Blaner, 1994). Se ha visto, que animales
tratados con acido retinoico, como unica fuente de vitamina A, sufren
perdida de vision nocturna y se convierten en estériles. Ademas el 4cido
retinoico no puede ser almacenado en el higado al carecer del grupo
hidroxilo necesario para unirse a los acidos grasos. El retinol, el retinal y
los ésteres de retinol son convertibles entre si. Estas tres formas se
pueden convertir en acido retinoico, pero el acido retinoico no puede
reducirse a retinal.

2.3.1. Diferenciacidén celular

El 4cido retinoico juega un papel importante en la morfogénesis
donde es necesario en cantidades fisiologicas para la correcta formacion
de los miembros en las fases tempranas de la embriogénesis (Eichele,
1992).

En ausencia de vitamina A, las células basales tienden a
convertirse en células queratinizantes formando asi un epitelio
escamoso, que perjudica a distintos 6rganos (Rosenthal, 1994). A partir
de las células basales se forman las distintas células del epitelio: las
células secretoras de moco, que son blandas y humedas, y las células
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queratinizantes que son escamosas y duras. En el sistema respiratorio la
formacion de células queratinizantes reduce la resistencia de la
superficie a las infecciones; se pueden dar casos de neumonia e incluso
puede producirse la muerte por esta deficiencia. También puede afectar a
la vision; la cornea puede cicatrizar, la conjuntiva sufre pigmentacion y
endurecimiento; puede llegar a producirse xeroftalmia y finalmente
ceguera como resultado de los cambios en la diferenciacion celular en la
superficie del epitelio (Gerster, 1997). Las células epiteliales de la
glandula olfatoria se pueden queratinizar perdiendo asi olfato. En el
intestino sucede lo mismo, disminuyendo la resistencia a organismos
patogenos (Brody, 1994).

2.3.2. Efectos hormonales

Después de entrar en la célula tanto el retinol como el acido
retinoico se unen a distintas proteinas citoplasmaticas, que son su medio
de transporte dentro de los distintos compartimentos de la célula. Su
funcion hormonal se lleva a cabo en el nucleo celular, donde también se
une a proteinas que regulan el control genético. El complejo proteina-
vitamina se une a regiones especificas de la cromatina y provoca asi
cambios en la transcripcion de determinados genes (Brody, 1994).

La vitamina A puede provocar cambios en el metabolismo
independientemente de la regulacion genética. Estos cambios parecen
estar involucrados en la formacion de glicoproteinas (Brody, 1994)

2.3.3. Actuacion en la vision

La vitamina A participa muy activamente en el proceso de la
vision nocturna. La forma 11-cis-retinal se une covalentemente a la
opsina (una proteina de 38000 daltons de peso molecular) mediante la
formaciéon de una base de Schiff entre el grupo g-amino de un resto de
lisina y el grupo aldehido del retinal, formandose asi la rodopsina. La luz
induce la conversion del 11-cis-retinal en todo-trans-retinal, fenomeno
que se conoce como "blanqueamiento” de la rodopsina. Esta se disocia
iniciando el ciclo en la fase oscura. El todo-trans-retinal se transforma en
todo-trans-retinol y a través de distintas enzimas se transforma de nuevo
en 11-cis-retinal, capaz de unirse a la opsina, y comenzar de nuevo el
ciclo (Herrera, 1989; Gerster, 1997). Esto sucede en unas estructuras del
ojo llamadas bastones, encargadas de la visién nocturna.
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2.4.INGESTA DIETETICA DE VITAMINA A

Son muchos los factores que influyen en la captacion de vitamina
Ay carotenoides de la dieta: la cantidad de retinol circulante en plasma,
cantidad de retinol almacenada en higado, la composicion grasa de la
dieta, la cantidad de vitamina presente en los alimentos y la preparacion
de los mismos. Todo esto produce grandes variaciones y diferencias
interindividuales que dificultan la obtencion de datos fiables sobre la
ingesta de vitamina A (Maisey, 1995). A esto hay que sumar que son
pocas las personas que consumen higado, el alimento mas rico en
vitamina A y ademas lo consumen con irregularidad. La ingesta de
carotenoides puede variar con las estaciones del afo, debido a la
estacionalidad de las frutas y verduras (Basu, 1994).

En otro estudio realizado en 18 ciudades de 12 paises europeos,
se observo una gran variabilidad en la ingesta de retinol y carotenoides
en los distintos paises de Europa, en personas mayores. En los paises del
norte era mayor el consumo de vitmina A que en los paises del sur, sin
embargo, sucedia lo contrario con los carotenoides, con un mayor
consumo por los paises del sur de Europa, en parte para compensar las
menores ingestas de retinol (Euronut Seneca Investigator, 1991).

En un gran estudio dietético realizado en los Estados Unidos se
confirman los datos obtenidos en Alemania que indican que el nivel
socioecondmico influye en el consumo total de vitamina A (Gerster,
1997).

Dentro de los grupos de riesgo, con ingesta insuficiente de
vitamina A se encuentran las mujeres jovenes que siguen una dieta baja
en calorias (Crawley, 1995). En el estudio realizado en Alemania (NVS),
los jovenes presentaban un alto riesgo de ingerir cantidades insuficientes
de vitamina A, especialmente los hombres durante el invierno y la
primavera (Heseker, 1991). Y en general, las personas con bajos
ingresos, tienen un mayor riesgo de consumir bajas cantidades de
vitamina A.

2.4.1. Recomendaciones oficiales para la ingesta dietética de
vitamina A (RDA).

A pesar de la cantidad de estudios realizados sobre vitamina A
durante todos estos afios, no existe un consenso internacional en los
requerimientos nutricionales diarios de vitamina A "para mantener la
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salud practicamente a todas las personas sanas de una poblacion". Sin
embargo las recomendaciones en la RDA de 2002 se concretan en 770

ug por dia en el caso de mujeres en época de lactancia (RDA, 2002).

Tabla V. Recomendaciones dietéticas para la ingesta de vitamina A («g RE)

FAOWHO NRC DGE DRV SCF (1992)

(1983) (1989)  (1991) Panel Unién
Basal ! Estados Alemania (1991)°  Europea
seguridad®  Unidos Reino
Unido
Nifios*
0la 180 350 350
12a 200 400 375 500600 400(13a) 350
26a 200 400 400  600(1-3a) 500(4-6a) 400(1-3a)
6-10a 250 500  700(4-6a) 500 (7-10 400(4-62)
400 700  800(79a) a) 500(7-10a)
Hombres 300 500 600 (11-14
10-12a 300 1000 1100 600 a)
Adl.y Adul 600 1000 1000 700 700

Mujeres 270 500

AdlyAdul 370 600 800 800 600 600
Embarazo 550 800 800° 700 700
Lactancia 950 1300 1800 950 950

Adl: adolescentes; Adul: Adultos

! Los requerimientos basales son definidos como la cantidad minima
necesaria para prevenir los signos clinicos de deficiencia en una
poblacién sana.

2 Una ingesta adicional proporciona al organismo una reserva de
vitamina A que mantiene la salud durante periodos prolongados en los
que la ingesta es menor o se presentan situaciones de estrés.

Las recomendaciones dietéticas en el Reino Unido han sido
tradicionalmente menores que en el resto de paises europeos y en
Estados Unidos. Los valores se aproximan a aquellos de los paises en
desarrollo.

* En los paréntesis hay diferentes grupos de edades en nifios.
> Se recomienda 1100 g de RE a partir de la semana 14 de embarazo.
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En los paises en vias de desarrollo, la mayor fuente de ingresos
ditetéticos de vitamina A a través de la leche materna la constituyen los
carotenoides, contribuyendo al efecto inmunoprotector de la lactancia
materna. Se ha constatado que las mujeres de estos paises toman menos
de la mitad de vitamina A en su dieta que las de paises desarrollados vy,
por tanto menos de lo recomendado, por lo que la suplementacion
durante la época de la lactancia se ha considerado en multiples estudios
(Newman, 1994). Los ensayos realizados por Canfield et al. han
demostrado que una tnica dosis de 60 mg de beta-caroteno es capaz de
elevar los niveles de éste en suero y en leche materna, sin afectar a otros
carotenoides, retinol o alfa-tocoferol (Canfield, 1997). Estudios
posteriores suplementan a las mujeres lactantes con 30 mg de beta-
caroteno al dia durante 4 semanas, lo cual condujo a un aumento de éste
6,4 veces en leche materna y 7,4 veces en suero, sin afectacion de otros
carotenoides, retinol o alfa-tocoferol. Este ascenso se mantiene hasta
aproximadamente 1 mes despues de la suplementacion, con lo que el

nifio lactante ingiere una mayor concentracion de esta vitamina
(Canfield, 1998).

En la tabla V se muestran las diferencias existentes entre los
distintos grupos de expertos, de diferentes paises: FAO/WHO Expert
Consultation Group (Joint FAO/WHO Expert consultation, 1988), la
DGE (Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung) en Alemania (DGE, 1991),
DRV panel (Panel on Dietary Reference Values) en Reino Unido (DRV
PANEL, 1991), y la SCF (Scientific Committee for Food) en la
Comunidad Europea (Comission of the European Communities, 1993).

2.4.2. Determinacion del estado nutricional de vitamina A

En la tabla VI se ven reflejados los datos aportados por diferentes
estudios de distintos paises. En todos ellos el tamafio de la muestra fue
mayor a 100 individuos y se separaron seglin sexo (Olmedilla, 1997).

Un estudio reciente realizado en animales ha demostrado una
correlacion negativa entre los niveles de contaminantes organicos
persistentes (vg. DDT, PCB) y las reservas enddgenas de vitamina A
(Nyman, 2003).
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Tabla VI. Valores medios de las concentraciones de retinol en suero

(Hercberg, 1994; Ito, 1990; Tee, 1994; Stacewicz, 1987) O €n plasma (Thurnham,
1988; Morinobu, 1994; Fernandez-Bafnare, 1993; Vuilleumer, 1983; Ascherio, 1992)

en diferentes paises (Olmedilla, 1997).

RETINOL (ug/ml)

PAIS(ref.)! MUJER HOMBRE
Francia (Hercberg, 1994) 442H/552M, 6-97 a 0.53 0.48
Japdn(Morinobu, 1994) 65H/60M, 22-86 a 0.49 0.43
Japon(Ito, 1988) 618H/1196M, 7-86 a 0.83 0.67
Malasia(Tee, 1994) 58H/42M, 17-78 a 0.76 0.70
Espaiia(Olmedilla, 1997) 210H/240M, 5-79 a 0.53 0.44
Espafia(Fernandez-Bafiares, 1993) 52H/62M, 18-82 a 0.55 0.48
Suiza(Vuilleumier, 1983) 75H/75M, >18 a 0.67 0.50
Inglaterra(Thurnham, 1988) 944H/938M, adultos 0.63 0.54
Estados Unidos(Stacewicz, 1987) 55H/55M, 49-69 a 0.74 0.66
Estados Unidos(Ascherio, 1992) 121H/186M, 45-65a  0.61 0.55

la poblacion estudiada esta descrita por sexos (hombre, H y mujer, M) y rango de
edad (afos, a).



2.5. METABOLISMO DE LA VITAMINA A
2.5.1. Absorcion

Las formas precursoras de la vitamina A se encuentran en
alimentos animales en forma de ésteres. Los ésteres de retinol de la dieta
deben hidrolizarse antes de ser absorbidos, de esto se encarga una
hidrolasa presente en el jugo pancreatico o en las vellosidades de las
células de cepillo de la mucosa intestinal; la vitamina E favorece esta
hidrélisis. Una vez en la mucosa del intestino delgado el retinol se
esterifica con 4acidos grasos de cadena larga, principalmente el acido
palmitico. Estos deben estar en su forma activa (palmitoil-CoA) y
participan dos enzimas con actividad aciltransferasa: acil CoA-retinol
aciltransferasa (ARAT) (Helgerud, 1982; 1983; Goodman, 1988) y
lecitin-retinol aciltransferasa (LRAT) (ONG, 1987; MacDonald, 1988).
McDonald y Ong encontraron que el retinol unido a la CRBP (tipo II)
(proteina citoplasmatica transportadora de retinol) es esterificado por
LRAT, mientras que el retinol libre situado en las membranas es
esterificado por la ARAT.

Los carotenoides (a- PB- y y- caroteno y criptoxantina), con
actividad provitamina A, se absorben mediante difusion pasiva en el
intestino delgado, ligados a sales biliares. En humanos lo hacen en una
proporcion de un 5 a un 50%. La absorcion va a depender de la grasa de
la dieta. Con una dieta "normal", 1/6 del B-caroteno y 1/12 de otros
carotenoides con actividad provitamina A son absorbidos (Blomhoff,
1991).

Una vez en las células de la mucosa intestinal se dividen en dos
unidades de retinal o bien en retinoides de cadena mas larga que luego se
convierten en retinol, que es esterificado por el enzima 15°15°-
dioxigenasa, para unirse después a los quilomicrones. Una porcion de los
carotenoides puede ser dividida en una molécula de retinal y una
molécula de apocarotenal (Gerster, 1997). El retinal es reducido en su
mayoria a retinol, por la retinol deshidrogenasa, pero una pequefia parte
del retinal es convertida posteriormente en acido retinoico (Wang, 1991).

Los ésteres de retinol y los carotenoides que no han sido
convertidos a vitamina A en el intestino pasan a formar parte de los
quilomicrones transportados a través del sistema linfatico; y de ahi al
sistema circulatorio sanguineo. Estos quilomicrones se convierten en
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quilomicrones remanentes que son captados en su mayoria por el higado.
Sin embargo, una parte importante puede ser captada por otros tejidos,
facilitando asi la liberacioén de retinol y carotenoides al tejido adiposo,
bazo, médula o6sea, tejido pulmonar, musculo esquelético y rifidén
(Schwarz, 1983; Schrijver, 1991; Blomhoff, 1994a).

La absorcion de retinol (70-90%) es mas eficaz que la de los
carotenoides (20-50%). Al aumentar la ingesta dietética de carotenoides
disminuye la absorcién pudiendo llegar a un 10%. La absorcién también
va a depender de la grasa de la dieta (Blomhoff, 1991).

2.5.2. Almacenamiento

Una mayoria de quilomicrones remanentes es captada por las
células parenquimatosas del higado mediante el reconocimiento de su
apolipoproteina E por receptores especificos (Brody, 1994). Una vez
captados los ésteres de retinol son liberados y rapidamente hidrolizados
a retinol por una hidrolasa que ha sido descrita por Harrison y Gad (Joint
FAO/WHO Expert consultation, 1988). El alcohol libre se moviliza,
unido a una proteina especifica plasmatica (la proteina transportadora del
retinol, RBP) que lo transporta a las "celulas estrelladas" del higado, que
almacenan grasa y se sitian entre los capilares y los hepatocitos
(Blomhoff, 1982 y 1984). Aqui la vitamina A es de nuevo esterificada
para su almacenamiento (Herrera, 1989). Este proceso es
cuantitativamente muy importante, ya que los ésteres de retinol
acumulados en el higado constituyen hasta un 90% de todos los
retinoles del organismo. En condiciones normales un 90-95% del
almacén de retinil ésteres se encuentra en las células estrelladas,
mientras que un 5-10% estd en hepatocitos donde el retinol estd
preparado para ser movilizado (Blomhoff, 1994b). Los beta-carotenos
son transportados por los lipidos séricos, sobre todo por las LDL y
alcanzan las células alveolares mamarias por receptores de esas LDL
(Parker, 1996).

2.5.3. Movilizacién : Proteina transportadora de retinol.

Para la movilizacion de la vitamina A, esta es de nuevo
convertida en retinol por una hidrolasa (con ayuda de las sales biliares) y
liberada al torrente circulatorio unida a la proteina transportadora de
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retinol (RBP) (Andersen, 1992). A diferencia del retinol, el B-caroteno
no tiene un transportador especifico (Ross, 1993).

La movilizacion del retinol unido a la RBP asegura unas
concentraciones plasmaticas constantes (400-800 pg/L=1.4-2.8 umol/L)
frente a variaciones en la ingesta y el almacenaje (Gerster, 1997).
Aproximadamente un 5% del total de la vitamina A en plasma se
encuentra unida a lipoproteinas como retinil ésteres. Existe una pequefia
cantidad que circula como retinil ésteres libres (= 50ug/L).

Proteina transportadora del retinol

Es un polipéptido simple con un peso molecular de 21200 daltons
que fue aislado por primera vez, en plasma humano, por Kanai (Kanai,
1968). La RBP humana consta de 182 aminoacidos y tres puentes
disulfuro y se sintetiza en el hepatocito.

Esta molécula presenta alta especificidad por el [-retinol y no
por su andlogo a- (Muhilal, 1975). Esta alta especificidad explica que el
a-retinol pueda ser absorbido y almacenado en el higado como analogo
natural B-retinol, no pudiendo ser distribuido a los tejidos extrahepaticos,
donde podria ejercer la actividad bioldgica que se ha demostrado in vitro
(Clamon, 1974).

Ademas del sitio de union a la vitamina A, la proteina
transportadora del retinol posee otros dos sitios de uniéon: uno para la
prealbumina (transtirretina: TTR) (Van Jaarsveld, 1973) y otro para la
unioén a los receptores presentes en la superficie de las células diana
(Heller, 1975).

Al entrar en contacto la RBP con la proteina receptora situada en
la membrana celular se produce la liberacion de retinol que se introduce
en el interior de la célula (Brody, 1994). El retinol es introducido en la
célula mientras que la RBP libre vuelve a la circulacion en forma de
apo-RBP, que tiene poca afinidad por la TTR y es filtrada de forma
selectiva por el glomérulo renal.

Una vez dentro de las células hay proteinas que enlazan al retinol
(tipo I y tipo II) y otras proteinas que enlazan al acido retinoico
(CRABP) (Chytil, 1984).
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2.5.4. Captacion celular del retinol

a. Células epiteliales pigmentadas de la retina (RPE)

El retinol, una vez liberado de la RBP y captado por las células
RPE, se asociaba a una proteina de peso molecular 16.000 daltons
(Ottonello, 1987). Parece haber una relacion funcional entre la captacion
de retinol y su esterificacioén, ya que al inhibir la formacion de retinil
ésteres se produce una reduccion en la captacion de vitamina A por las
c¢lulas RPE. Puesto que la proteina involucrada es la CRBP (tipo 1), la
enzima encargada de la esterificacion debe ser la lecitinretinol
aciltransferasa (LRAT).

Se ha visto que el receptor del retinol en estas células tiene un
peso molecular aproximado de 63.000 daltons (Bavik, 1991).

b.Hepatocitos v células estrelladas del higado

Los hepatocitos y las células estrelladas del higado pueden captar
tanto retinol como RBP del RBP-retinol plasmatico a través de un
transporte complejo (Gjoen, 1987).

Hay una captacion selectiva in vivo de RBP por el parénquima
del higado y por las células estrelladas mientras que la RBP no es
captada por las células de Kupffer o las células endoteliales (Senoo,
1990).

c.Testiculos v barrera hematoencefalica

Las células de Sertoli forman la barrera sangre-testiculos y estan
encargadas de la maduracion de los espermatozoides. Puesto que la
espermatogénesis es dependiente del retinol, cabria esperar que las
células de Sertoli expresaran receptores para RBP. Se ha demostrado
que el retinol es captado por estas células desde el RBP-retinol a través
de un receptor RBP, y este RBP no se introduce en las células. Los datos
obtenidos sugieren que el retinol se une a CRBP (tipo 1) dentro de las
células para ser posteriormente esterificado (Shingleton, 1989a;
Shingleton, 1989b).
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2.5.5. Reciclaje y homeostasis del retinol plasmatico.

Hasta hace mas de una década, se creia que el retinol, tras
abandonar la circulacion, es captado por los tejidos, que lo utilizan de
manera irreversible. Sin embargo, estudios in vivo desde 1972
demuestran que el retinol puede reciclarse (gracias al RBP) y recircular
en la sangre entre 7 y 13 veces (Vahlquist, 1972; Green, 1985; 1987a;
1987b; Lewis, 1981; 1990). El 50% del recambio plasmatico de retinol
sucede en rifidon, un 20% en higado y el resto en otros tejidos (Green,
1987a; Lewis, 1990). La fuente de RBP para el reciclaje de retinol en el
rifiidn y en otros tejidos, no se conoce aun; pero estos tejidos presentan
mRNA para RBP (Makover, 1989; Soprano, 1986).

El tiempo de recambio del retinol plasmatico esta definido como
la media de distribucion de los tiempos en que las moléculas de retinol
permanecen en el plasma antes de que éste abandone el plasma
reversible o irreversiblemente (Blomhoff, 1992). En ratas se ha visto que
este tiempo es de 1-3.5 horas (Green, 1985; 1987b; Lewis, 1990).

Tanto en humanos como en animales de experimentacion, las
concentraciones de retinol plasmatico se mantienen dentro de un rango
estrecho, frente a amplias fluctuaciones de la ingesta dietética de
vitamina A.

2.5.6. Metabolismo intracelular del retinol

El papel de las proteinas transportadoras, dentro de las células, es
el de dirigir los retinoides hacia enzimas especificas. Hay tres procesos
principales involucrados en el metabolismo intracelular del retinol: a) El
retinol puede ser almacenado después de su conversion en retinilesteres;
b) el retinol puede ser convertido en un metabolito activo como el acido
retinoico o el retinal; ¢) la molécula de retinol o 4cido retinoico puede
ser catabolizada para ser posteriormente excretada (Blomhoff, 1991).

A)ESTERIFICACION DEL RETINOL

La principal enzima que participa en el proceso de esterificacion
intracelular es la LRAT (Blaner, 1990).

En los enterocitos la LRAT esterifica al retinol para incorporarlo
a los quilomicrones, mientras que en las células estrelladas lo esterifica
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para almacenarlo en las gotas de grasa de estas células. Esta deferencia
puede deberse a las distintas proteinas transportadoras, CRBP (tipo I)
para las células estrelladas del higado y CRBP (tipo II) para los
enterocitos.

La actividad LRAT en las células del epitelio pigmentado de la
retina (RPE) es aproximadamente 1000 veces mayor que la actividad en
intestino y en higado (Saari, 1989). La esterificacion de todo-trans
retinol por la LRAT en las RPE esta relacionada con la conversion de
todo-trans retinil esteres a 11-cis retinol por una enzima con actividad
isomerasa (Canada, 1990).

En la glandula mamaria de la mujer lactante, el retinol es
esterificado y transportado como retinil esteres en la grasa de la leche.
Aqui es la ARAT el enzima mas importante para la esterificacion del
retinol. La gldndula mamaria contiene niveles menores de actividad
LRAT y CRBP (tipo I) que el higado (Randolph, 1991).

Se ha visto en la epidermis de humanos que hay un gradiente de
¢ésteres de retinol, siendo la concentracion mayor en la capa mas externa
de la piel. Aqui también parece ser mdas importante la actividad
enzimdtica de la ARAT. EIl gradiente de pH que existe en la epidermis
puede ser importante para facilitar la esterificacion del retinol en la parte
superior de la epidermis (Torma, 1990).

B)ACTIVACION DEL RETINOL

El 11-cis retinal unido covalentemente a la opsina y el acido
todo-trans retinoico unido no covalentemente a los receptores nucleares
retinoicos (RARs) son las formas activas de los retinoides tanto en la
vision como en la regulaciéon de la transcripcion. También se ha
demostrado que el &4cido 9-cis retinoico se une y activa los tres
receptores retinoicos nucleares X (RXRs), factores de la transcripcion
ligando-dependientes (Hayman, 1992; Levin, 1992). Asi, la
isomerizacion no solo es importante en la visién, sino que también
interviene en la regulacion de la transcripcion.

C) EXCRECION

Se ha estudiado el catabolismo del retinol por analisis radioactivo
urinario, biliar y fecal de metabolitos del retinol. Se forman distintos
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metabolitos polares, algunos de ellos ya han sido identificados (Frolik,
1984). En estudios realizados con microsomas hepaticos de rata, el
retinol se oxida 4-hidroxi retinol y 4-oxo retinol, el sistema citocromo P-
450 parece estar involucrado en esta conversion (Leo, 1985). Se pueden
formar glucurénidos del retinol para ser excretados por la bilis y por
orina (Barua, 1986). Sin embargo, la mayoria del catabolismo del retinol
pasa por la formacion de acido retinoico como intermediario. El acido
retinoico poseriormente se conjuga y pasa a retinol B-glucuréonido y
taurina (Frolik, 1984).

2.6. DEFICIENCIA DE VITAMINA A

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera la
deficiencia de vitamina A wun problema de salud publica en
aproximadamente 60 paises, poniendo en riesgo la vida y la vision de
250 millones de nifos en edad preescolar (Potter, 1997).

Se ha visto en animales que una deficiencia de vitamina A
produce anorexia, falta de crecimiento, infecciones y xeroftalmia. A
menudo la muerte se produce antes de presentarse la xeroftalmia, debido
a las infecciones. La deficiencia de vitamina A afecta a la formacion de
anticuerpos, asi como produce dafio en el tejido epitelial que recubre el
tracto respiratorio y gastrointestinal. Esto provoca la invasion de
organismos patogenos (Brody, 1994).

En los paises subdesarrollados se ha visto que la ceguera infantil,
se produce en una parte importante por la deficiencia de vitamina A.
Algunos estudios han demostrado una correlacion entre la ceguera y la
aparicion de infecciones respiratorias y gastrointestinales (Brody, 1994).

La deficiencia de vitamina A se presenta cuando se consume de
manera cronica una dieta deficiente en vitamina A o durante una
inanicion prolongada. La enfermedad que provoca esta deficiencia se
conoce con el nombre de keratomalacia, se trata de un conjunto de
sintomas, que en caso de afectar al érgano de la vision se conoce con el
nombre de xerofalmia. Las diferentes fases de esta enfermedad fueron
definidas por la Organizacion Mundial de la Salud (World Health
Organitation) (Who, 1982). El primer sintoma es una ceguera nocturna
(reversible), seguido de un dafio en la cérnea (irreversible). Se produce
sequedad en la conjuntiva (xerosis) y unas manchas opacas blancas
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denominadas "manchas de Bitot". El dafo irreversible producido en la
cornea, el cristalino con la consecuente ceguera es parte de la
xeroftalmia (Brody, 1994). La suplementacion en los paises en
desarrollo de las mujeres lactantes con beta-carotenos, podria revertir
este déficit de vitamina A tanto materno como del nifio lactante
(Canfield, 1998).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

No cabe duda de que la investigacion y el conocimiento de la
toxicidad de los compuestos organoclorados ampliamente utilizados en
nuestro medio, y algunos de ellos atin en uso, promueve gran interés. En
la actualidad se conocen numerosas sustancias con potencial estrogénico,
pero no es asi respecto al grado de toxicidad de cada una de ellas. Solo
se ha establecido la unidad de “toxico equivalente” para las dioxinas y
algunos pesticidas organoclorados (Craan, 1998; Nunes, 1998; Torres-
Arreola, 1999; Noren, 2000), quedando sin regulacion el resto de
sustancias organocloradas. Aunque existe un maximo permitido para
cada sustancia, al no conocerse en qué concentraciones podrian causar su
efecto nocivo en cada etapa de la vida, y dado que la sinergia y el
fendmeno de “toxicidad aditiva” ya han sido demostrados, se plantea un
problema de salud que por el momento s6lo esta mostrando la “punta del
iceberg”. La importancia de la demostracion de la contaminacién
humana y la elaboracion de protocolos que permitan determinar la
relacion existente entre la exposicion prolongada a este tipo de
moléculas y la aparicion de tumores, malformaciones congénitas,
endocrinas, y/o funcionales, va adquiriendo con el paso del tiempo un
papel muy relevante en todo el mundo (Iscan, 2002).

La posible patologia derivada de los efectos toxicos de la
contaminacion por xenobioticos es en la actualidad poco conocida y esta
en fase de investigacion. No obstante, tanto el médico generalista como
los especialistas deben empezar a conocer la presentacion clinica
derivada de esta exposicion, que a veces saldrd a la luz a muy a largo
plazo.

Los trabajos experimentales demuestran como los lactantes
humanos estan expuestos a los contaminantes medioambientales a través
del transporte placentario y continian estandolo a través de su
alimentacion (Matsuda, 1978a; 1978b; Yakushiji, 1984; Patandin, 1997,
Bates, 2002; Wong, 2002; Jaga, 2003). Ademas, a lo largo de la vida, el
consumo de aguas contaminadas o productos animales provocan una
ingesta continuada de bajos niveles de éstas y otras muchas sustancias
potencialmente toxicas.
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Como ya se ha comentado en la introduccién de este trabajo de
investigacion, no debe sorprendernos que la leche humana posea unas
concentraciones mas altas de plaguicidas que la leche de vaca. Los
pesticidas organoclorados tienden a concentrarse mas en muestras de
seres vivos cada vez mas altas de la cadena alimentaria, es decir, los
animales carnivoros almacenan mas DDT que los herbivoros
(Woodwell, 1967a; Woodwell, 1967b). En la transmision de estas
moléculas a través de la leche materna es importante considerar tanto la
intensidad de la contaminacién como la duracién de la lactancia (Gladen,
1988; AAP, 1994; Rogan, 1996; Sarcinelli, 2003). La exposicién a
través de la leche materna estd demostrada tanto para PCBs, DDT,
PCDD/PCDFs como para otros compuestos clorados (Newsome, 1999).
No hay informacion concluyente sobre efectos perjudiciales en lactantes
alimentados al pecho en las areas en donde el empleo de DDT ha sido
intenso, aunque ello no excluye la posibilidad de consecuencias a largo
plazo.

Los 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga son
considerados esenciales para el recién nacido y el lactante. Un buen
estado nutricional en dcido docosahexaenoico se ha relacionado con una
mejor agudeza visual y un mejor desarrollo neurolégico y cognitivo. Los
acidos grasos poliinsaturados son componentes fundamentales de las
membranas celulares y van a formar parte de todas las estructuras y
organos de nuestro cuerpo; juegan un papel muy relevante en el
desarrollo del sistema nervioso central durante la vida fetal, postnatal y
durante los dos primeros afios de la vida. Las madres lactantes van a
transmitir a sus hijos junto a nutrientes fundamentales, toda la carga de
xenobidticos acumulada a lo largo de su vida. Por este motivo, el
lactante se ve sometido a una exposicion intensiva durante los primeros
meses, que va a dejar un depdsito “historico” en su organismo. Este se
ird incrementando poco a poco, ocasionando consecuencias en etapas
ulteriores de la vida de diferente magnitud y que, por el momento, no
son bien conocidas.

Hay diversos estudios publicados recientemente en la literatura
internacional que correlacionan los metabolismos de xenobioticos y
acidos grasos poliinsaturados ligados a fosfolipidos. Esta cuestion es uno
de los temas de maxima investigacion en la actualidad y se trata de
conocer mejor los procesos metabolicos y endocrinos que van a producir
estas moléculas toxicas en el ser humano, con consecuencias a corto,
medio y, sobre todo, a largo plazo. Por ahora, se sabe realmente poco
acerca de los procesos metabolicos que sufren de forma individualizada
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cada una de estas moléculas, aunque si estd mas claro su papel como
sustancias estrogénicas. Los efectos mas nocivos van a estar derivados,
no sélo de su accidn individual, sino fundamentalmente de su accidn
aditiva y sinérgica.

Un estudio llevado a cabo en mujeres espafiolas sugiere que el
contenido de acidos grasos poliinsaturados en la leche humana esta
relacionado con la cantidad de xenobidticos contenidos en ella. Este
estudio mostraba una correlacion positiva entre endosulfan-lactona/
DHA vy 4cido linolénico en leche madura (Jiménez-Torres, 2000).
Puente-Fraga et al (Puente-Fraga, 1995), en un estudio realizado en
células renales de ratas demostraron que el HCH induce la liberacion del
acido araquidonico procedente del fosfatidil inositol. Esta accién podria
ser llevada a cabo por los isomeros gamma y delta. Los efectos de los
xenobidticos lipofilicos se han estudiado, asimismo, en la membrana
celular del Bacillus stearothermophilus. En cultivos de este
microorganismo, el DDT es capaz de disminuir su crecimiento y su
capacidad de adaptacion, debido a las alteraciones en la funcién y
propiedades fisicas de la bicapa lipidica. Estos efectos nocivos se
relacionan, sobre todo, con un aumento de la concentracidn relativa de
fosfoglicolipidos, aumento de fosfatidiletanolamina y disminucion
paralela de fosfatidilglicerol (Donato, 1997). Algunos autores consideran
a los componentes lipidicos de la membrana del Bacillus
stearothermophilus como criterio sensible para detectar efectos nocivos
de los xenobioticos a bajas dosis (Donato, 2000).

Los problemas de fertilidad descritos en la bibliografia fueron
evaluados por Fonovich et al. (Fonovich, 2000) en relacion a la
exposicion a dieldrin. Estos autores demostraron en ovocitos de anfibios
que el dieldrin afecta al metabolismo de los fosfolipidos de membrana.
Anos atras, Becze et al. demostraban que los fendomenos de peroxidacion
lipidica son fundamentales para entender determinados dafios celulares
inducidos por insecticidas clorados (Bencze, 1975).

Ante los datos sugeridos en la literatura especializada, y la falta
de informacion y de conocimientos profundos del metabolismo de los
xenobidticos en el cuerpo humano, el presente estudio tiene como
objetivos:

1.- Demostrar la presencia de pesticidas organoclorados en leche
humana de madres lactantes del sur de Andalucia.
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2.- Establecer relaciones entre la liberacion de pesticidas organoclorados
a través de la leche humana y el contenido de acidos grasos esenciales y
vitaminas liposolubles.

3.- Comprobar la influencia de la ingesta dietética sobre la eliminacion
de estos disruptores endocrinos a través de la leche materna.

4.- Investigar si la liberacion de pesticidas organoclorados a través de la
leche de mujer junto a los &cidos grasos poliinsaturados obedece a un
metabolismo comun en el organismo.

Estos objetivos estan basados en las siguientes hipbtesis de
trabajo:

1*) Los pesticidas organoclorados, debido a su solubilidad, se almacenan
y se liberan en nuestro organismo unidos a las grasas.

2%) Existen datos sugerentes de alteraciones del metabolismo de los
fosfolipidos de membrana ligadas al efecto de diversos disruptores
endocrinos.

3*) La demostracion de la liberacion conjunta y relacionada de pesticidas
organoclorados y acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, puede
reflejar en alguna medida el potencial efecto toxico de estas moléculas
sobre el metabolismo de los fosfolipidos de las membranas celulares.
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MATERIAL Y METODOS
1. CASUISTICA

En el presente estudio se han obtenido muestras de leche
calostral, de transicion y madura, de 25 mujeres sanas del sur de Espaiia,
con edades comprendidas entre 16 y 35 afos. Las mujeres fueron
elegidas al azar y todas ellas firmaron un documento de consentimiento
informado para la participacion en el estudio. Los criterios de exclusion
fueron: cesarea por preeclampsia, sufrimiento fetal agudo, crecimiento
intrauterino retardado, prematuridad y otras complicaciones que podrian
influir en los resultados.

El estudio fue aprobado por la Comision de Bioética de cada uno
de los Centros participantes [Hospital Universitario San Cecilio de
Granada y Hospital de Poniente de El Ejido (Almeria)].

2. RECOGIDA DE MUESTRAS

Las muestras de leche humana se recogieron entre las 11:00 y las
12:00 horas de la mafana, coincidiendo con la visita periddica al
pediatra, del siguiente modo: 1) una muestra de leche de 2-5 ml del
primer pecho antes de iniciar la toma; 2) seguidamente el nifio fue
amamantado de ese pecho de 5 a 10 minutos; 3) para finalizar se tomo
mas volumen de leche de ese mismo pecho; 4) igual procedimiento se
llevdo a cabo para obtener las muestras del segundo pecho; 5) Para
conocer el volumen de ingesta de leche por toma se realizé el método de
la “doble pesada” del recién nacido.

Las muestras se depositaron en tubos blancos opacos y se
congelaron inmediatamente a —70°C hasta el momento de su andlisis. El
volumen final de trabajo necesario se obtiene tras mezclar el contenido
de todos los tubos obtenidos de las tomas en cada periodo. Esto se
realiza debido a que el contenido en grasa de la leche humana cambia
durante el tiempo de lactacion, siendo la concentracion mayor al
principio que al acabar la sesion. ElI volumen final sera
aproximadamente de 5-10 ml de leche. Los anélisis se realizaron en los
tres tipos de leche: Calostro (1-7 dias postparto); Transicion (7-12 dias);
Madura (13-35 dias).
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3. METODO PARA LA EVALUACION NUTRICIONAL

Para conocer los habitos alimentarios de las mujeres de Almeria
y Granada, en el momento de la obtencion de la muestra, que se realizd
en el marco de las visitas periodicas al pediatra, las madres entregaban
una encuesta tipo “recuerdo de 24 horas” (que incluia datos de la ingesta
realizada los 3 dias anteriores a esta visita). En esta visita, todas las
mujeres debian sefialar en la encuesta alimentaria cada uno de los
ingredientes constituyentes del plato y las cantidades utilizadas. Si la
sefiora no rellenaba en las encuestas el modo de elaboracion de los platos
o bien la cantidad ingerida de los mismos, se hacia necesario recurrir a la
informacion publicada por diversos autores para los habitos alimentarios
espafioles (Jiménez-Cruz, 1990; Alcoriza, 1990; De Cos, 1991; Suarez-
Lopez, 1996). En éstos se recogen valores medios estandarizados para
cada racion asi como el modo de elaboracion de los platos.

3.1. INFORMACION PERSONAL Y DE HABITOS DE VIDA.

En la encuesta epidemioldgica se incluyeron datos relativos a la
edad (afios), peso al principio y al final del embarazo (Kg), talla (cm),
nivel cultural, paridad (a las madres multiparas, se les pregunt6 acerca
del nimero de lactancias realizadas), domicilio, tipo de trabajo, nivel
socio-econdmico, ingesta de alcohol, patologia durante el embarazo,
farmacos administrados durante la gestacion y tipo de parto. 15 madres
voluntarias fueron reclutadas en Almeria y 10 en Granada. El nimero
total de encuestas previstas fue de 225 (de Almeria 135 y 90 de
Granada). En la Tabla VII se recoge un resumen de estos datos.

Tabla VII.

Méaximo Minimo Mediana Media £DS

Edad 35 16 28 272 £5
Estudios 4 1 2 2.6+0.7
Sc-econ 5 1 3 294+0.7
Peso final 88 45 58 60.45+9.8
Talla 173 149 160 160.9 + 6.2

Estudios: 1=analfabeta; 2=primarios; 3=secundarios; 4=superiores

Sc-econ (Nivel socioecondémico): 1=bajo; 2=bajo-medio; 3=medio; 4=medio-alto; 5=alto
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3.2. ENCUESTA ALIMENTARIA.
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Para obtener la informacion necesaria se hizo coincidir el
momento de la encuesta con las tres etapas de lactancia que se estudian:
calostral (dieta estandarizada del hospital), leche de transicion y madura
(dieta habitual de la madre). Finalmente, se obtuvieron nueve encuestas
alimentarias repartidas en las tres etapas de lactancia establecidas.

Tabla VIII. Requerimientos nutricionales diarios (RDA, 2002).

Mujer Mujer
Unidades adulta lactante
sana sana
Energia Kcal 2200 2700
Proteinas g 46 71
Lipidos g 73 90
Hidratos de carbono g 130 175
Vitamina A ug 700 770
Vitaminas Vitamina D ug 5 5
Liposolubles  Vitamina E mg 15 15
Vitamina C mg 75 85
Tiamina mg 1.1 1.4
Riboflavina mg 1.1 1.4
: : Niacina mg 14 8
Vl_tamlnas Vitamina B6 mg 1.3 1.9
Hidrosolubles
Folato Hg 400 600
Vitamina B12 ug 2.4 2.6
Calcio mg 1000 1000
Fosforo mg 700 700
Magnesio mg 310-320 350-360
Hierro mg 18 27
Minerales cinc mg 8 11
Yodo ug 150 220
Selenio ug 55 60




3.3. PROGRAMA INFORMATICO Y TABLAS DE

COMPOSICION DE ALIMENTOS.

La evaluacion de las encuestas se realizd mediante un programa
informatico desarrollado por Sudrez-Lopez (Suéarez-Lopez, 1993), que
transforma los alimentos en sus correspondientes nutrientes y el cual
contiene todas las recetas de los platos elaborados. Se basa en un
programa DBASE IV (1990) que gestiona una base de datos con las
tablas de composicion de alimentos de Wander, que incluye las tablas de
composiciéon de alimentos espafiolas (Jiménez-Cruz, 1990). De este
modo se conocen asi los valores de energia, macronutrientes y
micronutrientes consumidos por cada mujer en cada uno de los periodos
estudiados. Esto permite conocer y comparar si la ingesta diaria de las
mujeres en el periodo de lactancia se encuentra en el rango Optimo
considerado por las tablas de ingesta de RDA para madres lactantes
(RDA, 2002) (Tabla VIII).

4. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

41. METODO DE EXTRACCION Y DETERMINACION DE
PESTICIDAS ORGANOCLORADOS EN LECHE HUMANA

Fundamento:

Para el andlisis de pesticidas organoclorados (PO) en leche
humana se ha adaptado un método de extraccion en suero, modificado
segin las indicaciones AOAC (Association of Official Methods of
Analysis, Ref. 989.05, 1990), ya que la leche presenta una composicion
caracteristica, fundamentalmente en lo referente al contenido en calcio.
El método analitico utilizado para la determinacion de PO en leche
materna es el cromatografico. A continuacion se describe la metodologia
de Cromatografia de Gases con detector de captura de electrones
(CG/DCE) y Cromatografia de Gases y Espectrometria de Masas
(CG/EM), desarrollado y aplicado para los pesticidas organoclorados
presumiblemente presentes en las muestras a analizar.
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Instrumentacion:

- Cromatografo de gases con detector captura de electrones, modelo
Varian-3350.

- Cromatografo de gases-espectrometria de masas modelo Saturn
2000, Varian Instruments con inyector automatico 8200, SP1/1078.

- Procesador de datos: Millenium Cromatography Manager software.

Material:

- Agitador vibratorio.

- Micropipetas automaticas.

- Centrifuga.

- Tubos eppendorf.

- Microjeringa para cromatografia de 50 pl.
- Cartuchos sep-pack® de silice

Reactivos:

- Metanol.

- Okxalato sodico.
- Eter etilico.

- Hexano.

- Acido sulfurico.
- Isopropanol

Preparacién de muestras:

Se trata de una técnica analitica de extraccion liquido/liquido,
que consta de los siguientes pasos:

1) Tomar un volumen de muestra entre 2 y 8 mL.

2) Anadir la mitad del volumen de la muestra de metanol (precipita las
proteinas) y se agita hasta conseguir una mezcla homogénea.

3) Adicionar 0,1g de oxalato sodico (precipita el calcio), agitando el
tubo de nuevo 1min.

4) Proceder a la extraccion: afiadir 10 mL de éter etilico/ hexano (1:1
v/v) y centrifugar 15 min. a 3000 rpm.

5) Recoger la fase organica (se repite dos veces mas el punto 4).

6) Colectar los tres extractos organicos.
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7) Concentrar a presion reducida y temperatura de 40°C hasta un
volumen final de 1 mL.

8) Anadir sobre el residuo 0,5 mL de H,SO4 concentrado para eliminar
la materia organica que pudiera ser arrastrada y se centrifuga de
nuevo durante 10 min. a 3000 rpm.

9) Recoger la fase organica y sobre el residuo adicionar dos veces mas
1 mL de hexano y centrifugar durante 10 min. a 3000 rpm.

10) Reunir las tres fases organicas en un tubo y llevar a sequedad total en
corriente de nitrogeno.

11) Redisolver el residuo seco en 1mL hexano y purificar.

Purificacion de los extractos mediante cartuchos de silice

El extracto orgédnico obtenido en la extraccion anterior se purifica
utilizando cartuchos sep-pack® de silice, previo acondicionamiento del
cartucho con 2 mL de hexano. Se eluye el extracto con 10 mL de hexano
y a continuacioén con 10 mL de Hexano: metanol: isopropanol (45:40:15;
v/v/v). Se colectan ambos eluidos y se concentran a sequedad en
corriente de nitrogeno. (Rivas, 1999).

Cuantificacion por Cromatografia gases/Detector de captura de
electrones (CG/DCE.**Ni)

Condiciones cromatograficas:

Temperaturas: inyector: 250°C; horno: 190°C; detector: 200°C.

Gas portador y auxiliar: nitrogeno con un flujo de 30 mL/min. y 40
mL/min. respectivamente.

- Programa: temperatura inicial de 130°C durante 1 min., aumenta a
velocidad de 20°C/min. hasta 150°C; en este momento cambia la
velocidad de aumento de temperatura a 10°C/min. hasta 200°C,
cambiando de nuevo a 20°C/min. para llegar finalmente a los 260°C,
para lo que se requieren 20 minutos.

Volumen de inyeccién 1 :L.

Procesador de datos: Millenium Cromatography Manager software.
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Cuantificacion por Cromatografia de gases/espectrometria de
masas (CG/EM)

Condiciones cromatogréficas:

Detector: ionizacion de electrones.

Temperaturas de inyector: T* inicial es de 90°C (0,1 min.), aumenta a
una velocidad de 200°C/min. hasta alcanzar al final 280°C.

Gas portador: helio con un flujo de 1 mL/min.

Programa: temperatura inicial de 80°C durante 2,5 min., aumenta
50°C/min. hasta 140°C; en este momento cambia la velocidad de
aumento de temperatura a 5°C/min. para llegar finalmente a los
260°C, que se mantiene durante 3 min.

Volumen de inyeccién 2uL (con autoinyector).

Procesador de datos: centro de datos para EI-EM/EM.

4.2. TECNICA PARA LA DETERMINACION ACIDOS
GRASOS POLIINSATURADOS EN LECHE HUMANA

Fundamento:

La composicion de acidos grasos en leche materna fue

determinada siguiendo una modificacion del método directo descrito por
Lepage (Lepage, 1986), que consiste en la trans-esterificacion y
extraccion en un paso de muestras secas congeladas.

Instrumentacion:

Cromatografo de gases de Hewlett-Packard Serie 5890 Series II GC
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) con detector de ionizacion
de llama.

Columna de silice fundido SP-2380, con espesor de 0,20 um.

Material:

Agitador vibratorio.
Micropipetas automaticas.
Centrifuga.
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- Tubos eppendorf.
- Microjeringa para cromatografia de 50 pl.

Reactivos:

Acetil clorina.

Metanol.

Acido heptadecanoico (C17:0) (Fluka, Busch, Switzerland).
Helio.

Preparacién de las muestras:

Los metil-ésteres fueron separados por cromatografia de gases de
Hewlett-Packard Serie 5890 Series II GC (Hewlett-Packard, Palo Alto,
CA, USA) con una columna de silice fundido SP-2380 de 0.25 mm x
60m, con espesor de membrana de 0,20 :m (90% biscianopropil-10%
cianopropilfenilsiloxane; Supelco, Inc., Bellefonte, PA, USA).

Se transesterificaron 100 pl de leche con acetil clorina en
metanol y patrén interno (C17:0) (Fluka, Busch, Switzerland).

Cuantificacion por cromatografia de gases (GC):

Condiciones cromatograficas:

- Detector: detector de ionizacion de llama

- Temperaturas de inyector y detector: 250°C y 300°C,
respectivamente.

- Gas portador: helio con flujo lineal de 20,7 cm/s.

- Programa: la temperatura inicial es de de 160°C durante 2 min.,
aumenta 4°C/min. hasta 240°C que se mantiene durante 3 min.

- Volumen de inyeccion 1uL (con autoinyector).

- Procesador de datos: centro de datos para EI-EM/EM.

Los acidos grasos fueron identificados por comparacion en los
tiempos de retencion con los de los estandares auténticos (Supelco, Inc.,
Bellefonte, PA, USA). El contenido de los acidos grasos se expreso
como porcentaje (wt/wt) del total de grasa, porque de esta manera, se
refleja mejor la composicion en acidos grasos esenciales que cuando se
intentan determinar las concentraciones absolutas en plasma y en leche
humana (Decsi, 1995).



4.3. TECNICA PARA LA DETERMINACION DE VITAMINAS
AY E EN LECHE HUMANA (GONZALEZ-CORBELLA, 1994).

Fundamento:

Para la determinacion de vitaminas A y E en leche humana se
utiliza un método de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
en fase reversa con un detector ultravioleta a 292 nm de longitud de
onda.

Instrumentacion

- Sistema cromatografico de HPLC formado por una bomba
cuaternaria de baja presion HP-1050 con horno. Inyector
Rheodyne con un loop de volumen constante de 100ul. Detector
de “Diode array” 1040 M. Estacion de datos cromatograficos
HPLC ChemStation. Impresora HP Thinkjet.

- Columna de fase reversa C18 del tipo Spherisorb ODS-2 de
250x4.6 mm, de un tamafio de particula de 5 um.

Material:

- Agitador vibratorio.

- Micropipetas automaticas.

- Centrifuga.

- Tubos eppendorf.

- Microjeringa para cromatografia de 50 pl.

Reactivos:

- o-tocoferol, acetato de a-tocoferol y pirogalol (1,2,3-trihidroxibenceno)
suministrados por SIGMA (St.Louis, MO, USA).

- EDTA suministrado por FLUKA (Buchs, Switzerland).

- Cloruro sédico de PROBUS (Badalona, Espaia).

- Metanol y etanol para HPLC de SCHARLAU (Barcelona, Espafia).

- N-hexano para HPLC de SDS (Peypin, Francia).

- Dietileter para HPLC de PANREAC (Barcelona, Espana).

78



Preparacion de las muestras:

1)

2)
3)

4)
5)
6)

7)

Para determinar el a-tocoferol por HPLC se debe efectuar una

serie de pasos previos. Para extraer esta vitamina liposoluble se han
utilizado métodos directos, sin saponificacion previa.

Partimos de 100 ul de leche humana + 50 pl del patrén interno 100
ug/ml de acetato de a-tocoferol en etanol o de retinol en su caso.

50 pl de etanol frio: precipita las proteinas.

100 4l de hexano: para romper el precipitado de lipoproteinas
(agitando de forma regular durante un minuto).

Centrifugamos a 3000 r.p.m. durante 5 minutos.

Separar la fase acuosa de la organica.

Colectar la fase organica con el objeto extraer completamente el o-
tocoferol (repetir pasos 3-6).

Evaporar el hexano bajo corriente de nitrégeno y redisolver el
extracto organico con 100 pl de metanol.

Cuantificacion por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC):

Condiciones cromatograficas:

Fase movil: metanol.

Flujo: 1 ml/min.

Temperatura del horno: 50 °C.

Deteccion: 292 nm (detector de “Diode array”). Es la longitud de
onda en la que la vitamina E presenta el maximo de absorcion.
Volumen de inyeccién: 50 pl.

Tiempo de analisis: 10 min.

Para la cuantificacion del método se ha escogido la calibracion con

patréon interno ya que de este modo se eliminan los posibles errores
existentes durante el proceso de manipulacion de la muestra y los
debidos a cambios de las condiciones cromatograficas. Otra ventaja es
que los resultados son independientes del volumen de muestra inyectado.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los datos obtenidos en el presente estudio, se
realizd un test de rechazo de observaciones extremas. Posteriormente,
se procedid a un analisis descriptivo de los resultados (media,
minimo, maximo, desviacion estandar, SEM) y los tests de
normalidad. A continuacion se realizaron los tests paramétricos y no
paramétricos, utilizando para ello el paquete estadistico SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) en su version 11.0 para
Windows. Previamente los datos se introdujeron en un archivo de
datos de extension.sav para poder ser tratados por dicho paquete
SPSS.

Primera Fase del Estudio

Un primer paso ha sido comprobar mediante el correspondiente
test de normalidad (prueba de Shapiro), si las variables analizadas
pueden considerarse normales, ya que el anélisis que se ha aplicado esta
basado en la normalidad de las variables. También, para cada analisis
efectuado se ha tenido en cuenta si se cumple la condicion de
homogeneidad de varianzas, que es otro requisito para poder aplicar el
analisis de la varianza. Para aquellas variables en que se incumple
alguna de estas condiciones 6 ambas, se ha aplicado una transformacion
que corrija dichos defectos, como la transformacion logaritmica, la raiz
cuadrada, etc.

Un primer tipo de andlisis se ha aplicado utilizando, dentro de
“Analizar” el mdédulo de modelo lineal general (medidas repetidas). En
primer lugar cuando solicitamos éste andlisis se nos proporciona un
cuadro con los valores descriptivos (media, desviacion estandar y
tamafio de muestra), de cada combinacién de tipos de leche (calostro,
transicion y leche madura) y tanto en la medida inicial como final de
dicha variable. Asimismo, se nos da un intervalo de confianza al 95%
para cada media.
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Una vez realizado el analisis de la varianza se solicita que nos
realice las comparaciones multiples entre los distintos niveles del tipo de
leche calostral, de transicion o madura.

Se ha solicitado la prueba de Bonferroni al ser los tamafios
muestrales desiguales entre los tipos de leche. También se pidio el test
de Tahmane para aquellos casos en que las varianzas resultaron
desiguales. Al solicitar dichas pruebas ademas de sefialar entre qué
medias existe significacion se nos proporciona el valor de la diferencia
de las medias comparadas, el error tipico de la diferencia y la
significacion (valor P) y de igual forma un intervalo de confianza para la
diferencia de medias, lo que nos informa acerca de la magnitud de dicha
diferencia.

Segunda Fase del estudio estadistico:

Para el andlisis de correlacion se han realizado correlaciones
bivariadas de Pearson. Para la comparacion de los coeficientes de
correlacion se ha empleado el test de transformacion de la “r” de Pearson
en “Z” de Fisher. Asi mismo, también se ha utilizado el coeficiente de
correlacion de Spearman para contrastar el posible grado de asociacion
entre dos variables (v.g. pesticida/metabolito en distintos tipos de leche).

Para analizar qué variables de la dieta influyen en el contenido en
leche materna de los distintos pesticidas, asi como de los distintos &cidos
grasos y vitaminas, se ha realizado el procedimiento de regresion
multiple paso a paso, para cada variable estudiada. Los modelos
obtenidos y sus correspondientes correlaciones aparecen reflejados en
las tablas de resultados.

En todos los resultados se ha considerado un nivel de
significancia minimo de p<0.05. La representacion grafica se obtuvo
mediante los programas de Microsoft Excel 2000, Microsoft Powerpoint
2000 y el paquete estadistico SPSS 11.0.
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RESULTADOS

1. ANALISIS DESCRIPTIVO

Como se evidencia en las tablas IX, X y XI, queda demostrada
claramente la presencia de cantidades variables de todos los pesticidas
organoclorados analizados en las muestras de leche materna, aspecto que
se estudiard exhaustivamente mas adelante.

Se han reflejado los valores minimos, maximos, medias y
desviaciones estandar de los pesticidas organoclorados analizados en las
muestras de leche humana calostral, de transiciéon y madura,
respectivamente. Se muestran asimismo el porcentaje de muestras de
leche materna contaminadas por cada uno de los PO en cada periodo de
tiempo. De estos datos se afirma con rotundidad que el p.p’DDE aparece
en el 100% de las muestras obtenidas. Otro ejemplo, el endosulfan éter
contamina también todas las muestras de calostro y leche madura y casi
el 96% de las de transicion. Por el contrario, el metoxicloro sélo se ha
encontrado en el 12% de las muestras de calostro y el 26,7% de las de
leche madura.

Al igual que sucede en otros estudios sobre la presencia de
distintas concentraciones de pesticidas en medios biologicos, se
demuestra en el presente estudio que sus concentraciones en muestras de
leche humana no siguen una distribucion Normal, lo cual ha sido tenido
en cuenta en el andlisis estadistico. Este hecho puede observarse
graficamente en los histogramas, que representan los valores de las
concentraciones de algunos de ellos; por ejemplo, lindano, dieldrin,
endosulfan alfa 6 p.p’DDE. A continuacion se muestran los
correspondientes  histogramas, junto con las transformaciones
logaritmicas, donde se observa el ajuste a la normalidad (Ln: logaritmo
neperiano).
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Tabla IX. Pesticidas organoclorados presentes en leche calostral (en ng/mL) y porcentaje de muestras contaminadas
por ellos en este periodo.

n Minimo Maximo Media DS %
Lindano 25 L.D. 9.81 1.68 2.30 92
Aldrin 25 L.D. 31.97 3.01 6.19 96
Dieldrin 25 L.D. 1.57 0.69 0.46 88
Mirex 25 L.D. 941 1.14 2.55 24
Clordano 25 L.D. 238.71 44.05 58.07 84
Endosulfan alfa 25 L.D. 0.44 0.11 0.12 64
Endosulfan beta 25 L.D. 13.85 1.47 3.55 24
Endosulfan éter 25 0.02 20.49 1.44 4.14 100
Endosulfan lactona 25 L.D. 0.21 6.36-10 6.13-10 68
Endosulfan diol 25 L.D. 1.35 0.12 0.28 40
Endosulfan sulfato 25 L.D. 5.24 0.48 1.32 16
p,p‘DDE 25 448 181.50 33.41 38.34 100
p,p‘DDD 25 L.D. 50.16 10.98 14.73 60
0,p’DDT 25 L.D. 2.59 0.20 0.55 20
p,p’DDT 25 L.D. 54.26 343 10.78 48
Metoxicloro 25 L.D. 0.59 5.64-10 0.16 12

n: nimero de casos; DS: Desviacion estandar; LD: limite de deteccion; %: porcentaje de muestras de leche afectadas
por cada pesticida.

Antonio E. Jerez Calero
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Tabla X. Pesticidas organoclorados presentes en leche de transicion (en ng/mL) y porcentaje de muestras contaminadas

por ellos en este periodo.

n Minimo Maximo Media +DS %
Lindano 24 L.D. 8.29 0.68 1.73 66.7
Aldrin 24 L.D. 9.67 1.73 2.09 91.7
Dieldrin 24 L.D. 9.06 0.75 1.81 62.5
Mirex 24 L.D. 7.92 1.46 1.90 54.2
Clordano 24 L.D. 234.60 26.15 47.17 79.2
Endosulfan alfa 24 L.D. 6.55 0.43 1.34 58.3
Endosulfan beta 24 L.D. 15.91 3.71 6.11 33.3
Endosulfan éter 24 L.D. 16.40 1.96 3.95 95.8
Endosulfan lactona 24 L.D. 1.06 0.23 0.28 87.5
Endosulfan diol 24 L.D. 0.98 6.63 - 107 0.20 25
Endosulfan sulfato 24 L.D. 23.32 2.35 5.58 25
p,p‘DDE 24 0.92 115.90 36.23 27.97 100
p,p‘DDD 24 L.D. 32.17 7.81 10.46 54.2
0,p’DDT 24 L.D. 6.18 0.64 1.39 41.7
p,p’DDT 24 L.D. 26.39 4.30 7.36 70.8
Metoxicloro 24 L.D. 234.60 21.21 48.11 62.5

n: nimero de casos; DS: Desviacion estandar; LD: limite de deteccion; %: porcentaje de muestras de leche afectadas

por cada pesticida.

Antonio E. Jerez Calero
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Tabla XI. Pesticidas organoclorados presentes en leche madura (en ng/mL) y porcentaje de muestras contaminadas por
ellos en este periodo.

n Minimo Maximo Media DS %
Lindano 15 L.D. 1.89 0.49 0.53 80
Aldrin 15 L.D. 17.30 2.35 4.27 80
Dieldrin 15 L.D. 3.61 0.59 0.89 73.3
Mirex 15 L.D. 7.98 1.42 2.49 33.3
Clordano 15 L.D. 179.87 23.84 47.75 60
Endosulfan alfa 15 L.D. 0.48 8.93-107 0.14 533
Endosulfan beta 15 L.D. 26.89 3.39 7.84 33.3
Endosulfan éter 15 0.02 42.03 3.15 10.76 100
Endosulfan lactona 15 L.D. 1.90 0.61 0.60 93.3
Endosulfan diol 15 L.D. 0.28 4.20-107 7.99-107 33.3
Endosulfan sulfato 15 L.D. 4.44 0.34 1.14 26.7
p,p‘DDE 15 1.33 78.84 32.35 26.07 100
p,p‘DDD 15 L.D. 46.60 9.91 15.17 40
0,p’DDT 15 L.D. 1.65 0.20 0.45 26.7
p,p’DDT 15 L.D. 19.44 3.66 6.00 60
Metoxicloro 15 L.D. 1.11 0.19 0.38 26.7

n: namero de casos; DS: Desviacion estandar; LD: limite de deteccion; %: porcentaje de muestras de leche afectadas por
cada pesticida.

Antonio E. Jerez Calero
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En la tabla XII se reflejan, percentiladas, las distintas
concentraciones (en ng/mL) de cada pesticida organoclorado analizado en
las muestras de leche humana del presente estudio. Para la mayoria de los
pesticidas analizados (lindano, aldrin, dieldrin, clordano, endosulfan éter,
endosulfan lactona y p,p'DDE) puede subrayarse el hecho de que
contaminan mas del 75% de las muestras estudiadas; de entre ellos, el
clordano y el p,p‘DDE alcanzan muy altas concentraciones en mas del 75%
de ellas. Se puede observar como mirex, endosulfan beta, endosulfan diol,
0,p’DDT y metoxicloro no se han detectado en, al menos, el 50% de las
muestras de leche materna obtenidas. S6lo uno de estos pesticidas, el
endosulfan sulfato, contaminaba menos del 25% de las muestras de leche
humana.

Tabla XII. Percentiles 25, 50 y 75 de los diferentes pesticidas
organoclorados (en ng/mL) en leche humana.

Percentil Percentil  Percentil 75
25 50

Lindano 0.1875 0.3550 0.9475
Aldrin 0.4100 1.4250 2.4425
Dieldrin 4.5-107 0.4700 0.8250
Mirex L.D. L.D. 2.1525
Clordano 6.9700 15.5750 36.9400
Endosulfan alfa L.D. 6.5-107 0.1775
Endosulfan beta L.D. L.D. 0.7250
Endosulfan éter 0.1425 0.3000 0.7575
Endosulfan lactona  4.25-102 8.5-107 0.2200
Endosulfan diol L.D. L.D. 0.1000
Endosulfan sulfato L.D. L.D. L.D.

p,p‘DDE 10.3375 24.7350 50.6425
p,p‘DDD L.D. 4.1300 16.2475
o0,p’DDT L.D. L.D. 0.3525
p,p’DDT L.D. 1.0800 3.2800
Metoxicloro L.D. L.D. 1.0025

L.D.: Limite de Deteccion.

Antonio E. Jerez Calero
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Han sido cuantificadas, en las muestras obtenidas de leche
materna, las concentraciones de distintos AGPI , tanto de la serie n-3
(ALA y DHA) como de la serie n-6 (AL y AA), expresadas en forma de
porcentaje respecto al total de grasa (Tablas XIII, XIV y XV).
Igualmente, las concentraciones de las vitaminas liposolubles A y E
quedan expuestas en las tablas siguientes (Tablas XVI, XVII y XVIII).

Tabla XI11. Contenido de Acidos Grasos en leche calostral.

n Minimo Maximo Media +DS

ALS 25 11.19 22.80 16.38 2.74
ALA® 25 0.23 0.56 036  7.44-107
AA® 25 0 1.05 0.69 0.19
DHA?® 25 0.27 0.78 0.49 0.10
AL/ALA 25 31 69 46.15 8.78
AA/DHA 25 0 2.39 1.43 0.45

n: namero de casos; DS: Desviacion estandar.

AL: acido linoleico; ALA: acido a-linolénico; AA: &cido araquidonico;
DHA: acido docosahexaenoico.

5 en porcentaje wt/wt del total de grasa.

Tabla X1V. Contenido de Acidos Grasos en leche de transicion.

n Minimo Maximo Media +DS

AL® 24 8.80 24.10 15.74 4.12
ALA® 24 0.33 1.79 0.65 0.32
AA® 24 0.50 0.92 0.65 0.11
DHA® 24 0.29 0.90 0.50 0.17
AL/ALA 24 10.35 51.44 27.14 9.51
AA/DHA 24 0.59 2.26 1.42 0.45

n: nimero de casos; DS: Desviacion estandar.

AL: &cido linoleico; ALA: &cido a-linolénico; AA: &cido araquidonico;
DHA: &cido docosahexaenoico.

5 en porcentaje wt/wt del total de grasa.

Antonio E. Jerez Calero
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Tabla XV. Contenido de Acidos Grasos en leche madura.

n Minimo Maximo Media +DS

AL® 15 10.73 25.30 17.55 4.20
ALA® 15 0.41 2.68 0.82 0.55
AA® 15 0.23 0.69 0.54 0.11
DHAS® 15 0.20 0.56 0.38 0.11
AL/ALA 15 7.78 47.94 25.79 10.64
AA/DHA 15 0.61 242 1.55 0.55

n: nimero de casos; DS: Desviacion estandar.
AL: &cido linoleico; ALA: &cido a-linolénico; AA: &cido araquidonico; DHA: &cido docosahexaenoico.
$: en porcentaje wt/wt del total de grasa.

Tabla XVI. Contenido de vitamina Ay vitamina E en leche calostral.

n Minimo Méaximo Media +DS

VitE/ Vit A 25 1.49 97.51 9.90 18.68
VitE" 25 0.26 4.94 1.31 0.90
Vit A 25 0.01 0.6 0.22 0.12

Vit E: vitamina E; Vit A: vitamina A.
n: nimero de casos; DS: Desviacion estandar.
*: en mg/dL.

Tabla XVII. Contenido de vitamina A y vitamina E en leche de
transicion.

n Minimo Maximo Media +DS

VIitE/VitA 24 1.52 11.01 427 1.98
Vit E 24 0.20 1.40 0.54 0.21
VitA* 24 0.05 0.34 0.14 6.70 - 107

Vit E: vitamina E; Vit A: vitamina A.
n: nimero de casos; DS: Desviacion estandar
*: en mg/dL.

Tabla XVII1. Contenido de vitamina A y vitamina E y en leche madura.

n Minimo Méaximo Media +DS

VIitE/VitA 15 1.27 52.52 7.11 12.90
VitE" 15 0.13 0.99 0.36 0.21
VitA” 15 0.01 0.21 0.10 5.60 - 107

Vit E: vitamina E; Vit A: vitamina A.
n: nimero de casos; DS: Desviacion estandar
*:en mg/dL.

Antonio E. Jerez Calero



92

Los histogramas representativos de las concentraciones de los
distintos AGPI en las muestras de leche materna (sin tener en cuenta
cada periodo de lactancia) se muestran a continuacioén, pudiéndose
observar que siguen una distribucion Normal (v.g. AL y DHA). Los
valores de las concentraciones de las vitaminas A y E también se ajustan
a este tipo de distribucion estadistica.

12
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N = 64.00
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2. ANALISIS COMPARATIVO

En las siguientes tablas quedan expuestas las oscilaciones de los
distintos pesticidas a lo largo de la lactancia, asi como las comparaciones
existentes entre ellos. Puede apreciarse como todos ellos se encuentran
de forma persistente desde el calostro hasta la leche madura; en otros
casos, son los metabolitos de los pesticidas encontrados en leche
calostral los que se observan en épocas ulteriores. So6lo hay dos de ellos
cuyas concentraciones experimentan cambios significativos conforme
avanza la lactancia; a saber: endosulfan lactona en leche calostral, cuyas
concentraciones se ven incrementadas con respecto a la leche de
transicion y a la madura; y el metoxicloro calostral cuyos niveles
aumentan en relacion a la leche madura (Tabla XIX, XX, XXI y XXII).

En las tablas XXIII y XXIV quedan reflejadas las diferencias
encontradas tras la comparacion de los acidos grasos analizados entre las
distintas épocas de la lactancia. Notese el incremento de las
concentraciones medias del acido linolénico (precursor del &cido
docosahexaenoico) conforme avanza la lactancia, mientras que la
concentracion del acido linoleico (precursor del Acido Araquidénico) se
mantiene constante. Por este mismo motivo, el indice
linoleico/linolénico va decreciendo desde la leche calostral a la leche
madura (Figuras 3 y 4). El DHA y el AA son aportados en el calostro y
en la leche de transicion en una concentracidon significativamente mas
elevada que en la madura. El cociente AA/DHA no experimenta
modificacion alguna conforme avanza la lactancia (figura 3).
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Tabla XIX. Comparacion multiple de las concentraciones de pesticidas en leche calostral, transicién y madura (en

ng/mL).
Calostro Transicion Madura
0 +DS 0 +DS 0 +DS
Lindano 1.68+2.30 0.68+1.73 0.49+0.53
Aldrin 3.00+6.19 1.73+2.09 2.35+4.27
Dieldrin 0.69+0.46 0.75+1.81 0.59+0.89
Mirex 1.1442.55 1.46+1.90 1.4242.49
Clordano 44.05+58.07 26.15+47.17 23.84+47.75
Endosulfan alfa 0.11£0.12 0.43+1.34 8.93-10%+0.14
Endosulfan beta 1.4743.55 3.714+6.11 3.39+7.84
Endosulfan éter 1.44+4.14 1.9643.95 3.15£10.76
Endosulfan lactona 6.36:10246.13-107 0.2340.28" 0.6140.60 *
Endosulfan diol 0.12+0.28 6.63-10°+0.20 4.20-10%+7.99:10
Endosulfan sulfato 0.48+1.32 2.3545.58 0.34+1.14
p,p‘DDE 33.41438.34 36.23+27.97 32.35426.07
p,p‘DDD 10.98+14.73 7.81+10.46 9.91+15.17
0,p‘DDT 0.20+0.55 0.64+1.39 0.20+0.45
p,p‘DDT 3.43+10.78 4.30+7.36 3.66£6.00
Metoxicloro 5.64-10°+0.16 21.21+48.11 0.19+0.38 *
* Transicion vs calostro(p<0.05) * en mg/dL

% en porcentaje wt/wt del total de grasa
0:media; DS: desviaciom estandar

“Madura vs calostro (p<0.05)
“Madura vs transicion (p<0.05)
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Tabla XX. Comparacion maltiple de las concentraciones de pesticidas en leche materna (1).

Ln Lindano Ln Aldrin Ln Dieldrin Ln Mirex Ln Clordano Ln Endoalfa

F p F p F p F p F p F p
TvsC 0.450  0.506  0.026  0.873  0.184  0.671 2355 0.143 0.032  0.860  1.627 0.213
M vs C 0990 0327 0263 0611 0346 0561 0362 0.563 1.040 0317  0.050 0.825
MvsT 0.042 0.839 0460 0503  0.004 0952 0462 0.506 1340 0258  0.629 0.437

* Significacion: p<0.05.
T vs C: Transicién vs Calostro; M vs C: Madura vs calostro ;M vs T: Madura vs Transicién. Endoalfa: endosulfan alfa.

Tabla XXI. Comparacién maltiple de las concentraciones de pesticidas en leche materna (I1).

Ln Endobeta Ln Endoeter  Ln Endolact Ln Endodiol Ln Endosulfa Ln p.p’DDE

F p F p F p F p F p F p
TvsC 1.091 0317  0.196 0660 13.694 ggo1* 0.000 0989 0064  0.807 0370  0.546
M vs C 0327 0825 0028 0868 15545 goo* 0.009 0927 0339 0582 0002  0.963
Mvs T 1947 0.190 0299 0588  0.005 0946  0.005 0947  1.063 0333  0.174  0.679

* Significacién: p<0.05.

T vs C: Transicion vs Calostro; M vs C: Madura vs calostro ;M vs T: Madura vs Transicién.
Endobeta: endosulfan beta; Endoeter: endosulfan éter; Endolact: endosulfan lactona;
Endodiol: endosulfan diol; Endosulfa: endosulfan sulfato
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Tabla XXII. Comparacion multiple de las concentraciones de pesticidas en leche materna (y I11).

Lnp.p’'DDD  Lno.p’DDT Ln p.p.’DDT Ln Metoxi

F p F p F p F p
TvsC 0525 0475 2019 0.179 0126 0725 0937 0347
M vs C 0348 0562 0001 098 0095 0761 19.009 (.007*
Mvs T 0.011 0918 1823 0202 0484 0493  0.163  0.693

* Significacién: p<0.05.
T vs C: Transicién vs Calostro; M vs C: Madura vs calostro ;M vs T: Madura vs Transicion.
Metoxi: Metoxicloro.
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Tabla XXII1. Comparacion multiple de las concentraciones de acidos
grasos en leche calostral, transicion y madura.

Transicion Madura
Calostro
0 +DS 0 +DS 0 +DS
AL® 16.3842.74 15.7444.11 17.55+4.20
ALA® 0.36+7.44 x 10 0.65+0.32 * 0.8240.55*
AA® 0.69+0.19 0.65+0.11 0.5440.11 #&
DHA® 0.49+0.10 0.50+0.17 0.3840.11 #&
AL/ALA 46.15+8.78 27.1449.51* 25.79+10.64 *
AA/DHA 1.43+0.45 1.42+0.45 1.55+0.55

* Transicion vs calostro (p<0.05); * Madura vs calostro (p#0.05); ¢ Madura vs
Transicion (p<0.05); ® en porcentaje wt/wt del total de grasa; 0 :media;
DS: Desviacion estandar; AL: &cido linoleico; ALA: &cido a-linolénico; AA: &cido
araquidonico; DHA: &cido docosahexaenoico.

Tabla XXIV. Comparacion multiple de las concentraciones de acidos
grasos en leche materna

AL ALA AA DHA

TvsC 3471 0.069 9.162 0.004* 1.776 0.383 0.586 0.979
Mvs C 3.661 0.063 7.295 0.010* 3.811 (p015* 6.004 (.012*
MvsT 0.120 0.889 0.755 0.390 3.157  0.015* 5.225 0.024*

* Significacion: p<0.05.

T vs C: Transicién vs Calostro; M vs C: Madura vs calostro ;M vs T: Madura vs
Transicion.

AL: &cido linoleico; ALA: &cido a-linolénico; AA: acido araquidonico; DHA: &cido
docosahexaenoico.
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Figura 3

Concentracion media del contenido en acido linolénico (c18:3n-3), acido
araquidonico (c20:4n-6), &cido docosahexaenoico (c22:6n-3) y de la relacion acido
araquidonico / acido docosahexaenoico en calostro, leche de transicion y leche
madura de mujeres espafiolas.

DHA AA/DHA

calostro leche de transicion M leche madura

Figura 4

Concentracion media del contenido de acido linoleico (c18:2n-6) y de la relacion
acido linoleico/acido linolénico (c18:2n-6/c18:3n-3) en calostro, leche de
transicion y leche madura de mujeres espafiolas.

AL AL/ALA

*n<0.0 calostro leche de transicion Mleche madura
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Al establecer la comparacién entre las vitaminas liposolubles en
las distintas épocas de la lactancia, se demuestra que, tanto la vitamina A
como la E, son excretadas en leche calostral en una alta concentracion
frente a épocas ulteriores. La vitamina E, ademds, se excreta en una
concentracion significativamente mas baja en leche madura respecto al
periodo previo (Tablas XXV y XXVI).

Tabla XXV. Comparacion multiple de las concentraciones de vitamina
Ay vitamina E en leche calostral, transicion y madura.

Transicion Madura
Calostro
0 +DS 0 +DS 0 +DS
Vit E 1.31+0.90 0.54+0.21 * 0.36+0.21 #&
VitA* 0.22+0.11 0.1446.70 x 10>*  0.10+5.6 x 1072*

* Transicion vs calostro (p<0.05); “Madura vs calostro (p<0.05); “Madura vs
Transicion (p<0.05); * en mg/dL; 0 :media; DS: Desviacion estandar; Vit E: vitamina
E; Vit A: vitamina A..

Tabla XXVI. Comparacion multiple de las concentraciones de vitamina
E y vitamina A en leche materna.

Vitamina E Vitamina A
F p F p
TvsC 8.189 0.006* 5.707 0.018*
MvsC 4.556 0.039* 9.026 0.000*
MvsT 3.262 0.050* 2.367 0.149

* Significacién: p<0.05.
T vs C: Transicion vs Calostro; M vs C: Madura vs calostro ;M vs T: Madura vs
Transicion.
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3. ANALISIS DE CORRELACION

En la busqueda de evidencias que demuestren la excrecion
conjunta de los PO y los AGPI, se llevaron a cabo los correspondientes
analisis de correlacion, cuyos resultados se exponen a continuacion. La
Tabla XXVII expone claramente las correlaciones lineales y directas
constatadas en las distintas épocas de la lactancia entre diferentes
pesticidas organoclorados y los acidos grasos poliinsaturados de larga
cadena. Por ejemplo, en la leche de transicion, existe evidencia de una
correlacion lineal y positiva entre el acido araquidénico y metabolitos
del DDT (Figuras 5 y 6), asi como entre el acido linolénico y el
endosulfan éter. En esta época de la lactancia, el endosulfan lactona
sufre una excrecion en la leche paralela a la del DHA. Este pesticida
muestra una excrecion estrechamente ligada, y de forma directa, a la del
acido linolénico en la leche madura (Figura 7). Por el contrario, existen
correlaciones negativas, es decir, que se ha objetivado la relacion inversa
entre la excrecion en leche materna de algunos pesticidas y los AGPI
[v.g. Endosulfan lactona y DHA en leche madura (figura §8) y DDD con
AL en la leche de transicion].

Si se analizan las correlaciones entre PO y AGPI sin tener en
consideracién la época de la lactancia que se trate, encontramos
coincidencias con los resultados hallados anteriormente: el lindano se
sigue relacionando directa y significativamente con el DHA, al igual que
el endosulfan lactona y el ALA o el endosulfan diol con el AA; el
p.p’DDD aparece correlacionado de forma inversa con el AL (Tabla
XXVIII). Se muestran en la citada tabla otras correlaciones directas no
encontradas anteriormente: a saber, el lindano con el ALA; el endosulfan
alfa y el endosulfan lactona con el AL.

Cuando se buscan en las muestras de leche materna obtenidas las
correlaciones existentes entre los distintos PO entre si se demuestra que
muchos de ellos se hallan intimamente relacionados. Asi, por ejemplo,
aldrin y dieldrin se encuentran claramente vinculados de forma directa
entre si. Cada uno de ellos, por separado, se muestra relacionado con
otros PO del grupo de los endosulfanes y también del grupo de los DDT.
Los pesticidas endosulfan alfa y beta también se hallan en leche materna
en concentraciones directamente relacionadas con sus metabolitos, al
igual que ocurre con el DDT y derivados (Tabla XXIX).
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Los estudios que se establecieron en las distintas muestras de
leche también incluyeron un andlisis de correlacion entre las
concentraciones de los distintos PO y las vitaminas liposolubles E y A
(Tabla XXX). La tnica correlaciéon encontrada en este trabajo de
investigacion implica a la vitamina E y al pesticida endosulfan lactona;
el signo del coeficiente de correlacion de Pearson es negativo, lo cual
implica que la concentracion de endosulfan lactona desciende conforme
aumentan los niveles de vitamina E en leche materna y viceversa. No se
hallaron correlaciones estadisticamente significativas entre la vitamina A
presente en la leche materna y ninglin pesticida.
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Tabla XXVII. Correlaciones y significaciones estadisticas constatadas entre PO y AGPICL en las distintas épocas de lactancia.

Calostro (n=25) Transicion (n=24) Madura (n=15)
r p r P r p
Lindano/DHA - - - - 0.68 0.005
Aldrin/AL 0.44 0.027 - - - -
Dieldrin/DHA - - - - 0.56 0.028
Dieldrin/(n-3/n-6) -0.44 0.030 - - - -
Mirex/ALA - - 0.45 0.028 - -
Mirex/DHA 0.50 0.011 - - - -
Clordano/ALA 0.45 0.023 - - - -
Clordano/DHA - - - - 0.62 0.013
Endosulfan éter/ALA - - 0.41 0.046 - -
Endosulfan lactona/DHA - - 0.42 0.039 -0.54 0.037
Endosulfan lactona/ALA - - - - 0.62 0.015
Endosulfan - - - - 0.66 0.008
lactona/(AA/DHA)
Endosulfan diol/AA 0.43 0.031 - - - -
Endosulfan diol/DHA - - - - 0.55 0.035
Endosulfan diol/(AA/DHA) 0.43 0.032 - - - -
Endosulfan diol/(n-3/n-6) - - - - 0.52 0.047
p,p’DDD/AL - - -0.45 0.029 -0.52 0.050
0,p’DDT/AA - - 0.41 0.048 - -
p,p’DDT/AA - - 0.45 0.026 - -
Metoxicloro/DHA 0.57 0.003 - - - -

n: nimero de casos; r: coeficiente de correlacion de Pearson; p: nivel de significacion estadistica; AL: acido linoleico; ALA: &cido o-linolénico; AA: &cido araquidonico; DHA:
4cido docosahexaenoico
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Tabla XXVIII. Correlaciones y significaciones estadisticas constatadas entre
pesticidas organoclorados y acidos grasos poliinsaturados de larga cadena

presentes en leche materna.

AL ALA AA DHA

r -0.064 -0.367 0.151 0.344

Ln Aldrin r 0.037 -0.108 0.135 0.060
p 0.782 0.420 0.312 0.652

Ln Dieldrin r 0.044 -0.213 0.146 0.063
p 0.769 0.146 0.323 0.671

Ln Mirex r 0.392 0.229 0.183 0.138
p 0.058 0.281 0.392 0.519

Ln Clordano r 0.044 -0.257 0.146 0.060
p 0.764 0.075 0.317 0.683

Ln Endosulfan alfa r 0.376 0.000 0.306 -0.067
p 0.020* 1 0.061 0.689

Ln Endosulfan beta r 0.148 -0.071 0.064 0.290
p 0.545 0.772 0.795 0.228

Ln Endosulfan éter r 0.004 0.150 -0.032 0.183
p 0.976 0.241 0.803 0.152

Ln Endosulfan lactona r 0.284 0.378 -0.118 -0.092
p 0.041* 0.006* 0.406 0.516

Ln Endosulfan diol r 0.320 0.246 0.621 -0.088
p 0.157 0.283 0.003* 0.705

Ln Endosulfan sulfato r 0.007 -0.308 0.614 0.280
p 0.981 0.284 0.020* 0.332

Ln p’p‘DDE r -0.185 0.067 0.035 0.205
p 0.144 0.598 0.783 0.105

Ln p,p‘DDD r -0.490 -0.052 -0.006 0.049
p 0.003* 0.771 0.972 0.784

Ln o,p’DDT r 0.249 -0.074 0.361 -0.063
p 0.304 0.762 0.128 0.797

Ln p’p’DDT r 0.313 0.078 0.186 0.020
p 0.056 0.640 0.262 0.904

Ln Metoxicloro r -0.023 -0.091 0.240 0.070
p 0.919 0.687 0.281 0.758

* Significacién: p<0.05; r= Coeficiente de Correlacion de Pearson
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Tabla XXIX. Correlaciones y significaciones estadisticas constatadas entre los distintos pesticidas organoclorados entre si (en Ln).

Linda Aldrin Diel Mirex Clor Endo Endo Endo Endo Endo Endo p.p* p.p* o,p* p.p* Metoxi
no drin dano alfa beta eter lact diol sulfa DDE DDD DDT DDT
Lindano r
p
Aldrin r 0252
p 0.087
Dieldrin r 0283 0.410
p 0.077  0.005*
Mirex r 0.113 0.220  -0.201
p 0.607 0.313 0.424
Clordano r 0.246 0.387 0.700  -0.027
p 0120 0.007* 0.000* 0.909
Endoalfa r 0278 0.425 0.755  -0.200  0.603
p 0130 0.010* 0.000* 0.459  0.000*
Endobeta r -0.044 0310 -0.156 0365 -0.140  0.129
p 0.867 0.211 0.565 0.334 0.605 0.646
Endoeter r  0.103 0.288 0.196 0.505 0.075 0.260 0.641
p 0474 0.028* 0.182 0.012* 0.609 0.121  0.003*
Endolact r -0.159 0.032 -0.058 0316 0.045 0.218 0.601 0.166
p 0.308 0.828 0.729 0.152 0.781 0.238  0.014* 0.238
Endodiol r -0.135  0.193 0.706 0.547 0.582 0.690  -0.052  0.283 0.132
p 0581 0.429 0.001* 0.128 0.007* 0.009* 0.865 0.214 0.612
Endosulfa r  0.007 0.183  -0.139  0.457 0.070 0.684 0.837 0.571 0.389 0.638
p 0.985 0.569 0.667 0.362 0.811  0.029* 0.019* 0.033* 0.189 0.123
p,p‘DDE r 0.388 0314 0.213 0.305 0.195 0.129 0.373 0.463 0221  -0.127  0.445
p 0.005* 0.016* 0.146 0.147 0.180 0.442 0.116  0.000* 0.115 0.585 0.111
p,p‘'ODD r -0.067 -0.095 -0202 0.166 -0.004 -0362 -0.284 0.022  -0.120 -0.326 -0.492  0.300
p 0.737 0.598 0.293 0.606 0.982 0.106 0.397 0.900 0.522 0.255 0.124 0.084
op‘DDT r 0.179 0.600 0.447 0.574 0.450 0.774 0.220 0.189 0.313 0.559 0.712 0.190  -0.151
p 0558 0.014* 0.095 0.106 0.080  0.001*  0.493 0.452 0.256 0.093  0.032* 0.436 0.640
p,p‘DDT r -0.081  0.460 0.268 0.352 0.422 0.525 0.455 0.195 0.537 0.466 0.416 0327  -0.493  0.763
p 0.688 0.005* 0.160 0.166 ~ 0.023* 0.005*  0.077 0.247  0.002*  0.069 0.157  0.045* 0.020* 0.000*
Metoxi r -0261  0.301 0.469 0.088 0.411 0.551 0.647 0.409 0.027 0.678 0.706 0.081 -0.361  0.702 0.266

p 0.296 0.185  0.050*  0.775 0.057  0.033*  0.165 0.058 0.905 0.064  0.050* 0.720 0.169 0.052 0.338

r= Coeficiente de Correlacion de Pearson;* Significacion: p<0.05. Metoxi: Metoxicloro; Endoalfa: endosulfan alfa_; Endobeta: endosulfan beta; Endoeter: endosulfan éter;
Endolact: endosulfan lactona; Endodiol: endosulfan diol; Endosulfa: endosulfan sulfato.
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Tabla XXX. Correlaciones encontradas entre los pesticidas
organoclorados estudiados y las vitaminas E y A en leche materna.

Vitamina E Vitamina A

r 0.122 0.121

Ln Lindano p 0.394 0.396
Ln Aldrin r 0.62 0.015
p 0.646 0.911

Ln Dieldrin r 0.056 0.007
p 0.703 0.962

Ln Mirex r 0.106 0.021
p 0.622 0.923

Ln Clordano r 0.066 0.121
0.652 0.408

Ln Endosulfan alfa r 0.010 0.028
0.951 0.869

Ln Endosulfan beta r -0.213 0.019
0.382 0.939

Ln Endosulfan éter r 0.106 -0.106
p 0.409 0.408

Ln Endosulfan lactona r -0.370 -0.252
p 0.007* 0.072

Ln Endosulfan diol r 0.105 -0.162
p 0.651 0.483

Ln Endosulfan sulfato r 0.121 0.148
p 0.680 0.613

Ln p,p‘DDE r -0.009 -0.042
p 0.943 0.742

Ln p,p‘DDD r -0.152 -0.048
p 0.392 0.786

Lno,p’DDT r -0.177 -0.045
p 0.468 0.855

Lnp,p’DDT r -0.004 0.025
p 0.983 0.883

Ln Metoxicloro r -0.128 0.200
p 0.570 0.371

r= Coeficiente de Correlacion de Pearson
* Significacién: p<0.05;
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Figura 5

Relacion entre las concentraciones de Acido Araquidonico y p,p  DDT
detectadas en leche de transicion.
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A. Araquiddnico
(en porcentaje wt/wt del total de grasa)

Figura 6

Relacion entre las concentraciones de Acido Araquidénico y
o,p ‘ DDT detectadas en leche de transicion.
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Figura 7

Relacion entre las concentraciones de Acido Linolénico y
Endosulfan lactona detectadas en leche madura.
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Figura 8

Relacion entre las concentraciones de Acido Docosahexaenoico (DHA)
y Endosulfan lactona detectadas en leche madura.
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En cuanto a las relaciones existentes entre los distintos tipos de
grasa y vitaminas de la dieta y la apariciéon de los 4cidos grasos y
vitaminas liposolubles en leche, los resultados se muestran en la Tabla
XXXI. Se ha encontrado correlacion directa entre la cantidad de grasa
ingerida y la que se aporta en forma de sus distintos acidos grasos (AGS,
AGM y AGPI), asi como de cada uno los tipos de acidos grasos entre si.
Esta cantidad total de grasa de la dieta se correlaciona negativamente
con la concentracion de vitamina E y A en la leche materna (Figuras 9 y
10); igual ocurre con los AGS y los AGM de la dieta. El nivel de
vitamina A en la dieta se halla relacionada de forma directa con la
ingesta de vitamina E.

Ademads, una mayor ingesta de grasa, AGS, AGPI lleva aparejada
de forma significativa, segin los resultados de este trabajo de
investigacion, una mayor ingesta de vitamina A. En este sentido, se ha
evidenciado una correlacion positiva entre los AGM y los AGPI de la
dieta y la ingesta de vitamina E.

En cuanto al AA contenido en las muestras de leche recogidas, se
correlaciona directamente con el DHA contenido en ellas (Figura 11).

El ALA contenido en la leche se correlaciona de forma inversa
con la cantidad de vitaminas E y A en ella. Asimismo, las
concentraciones de estas vitaminas estan correlacionadas directamente
entre si, de forma que cuanta mayor es la concentraciéon de vitamina A
en leche materna, mayor es también la de vitamina E (Figura 12).
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Tabla XXXI. Correlaciones entre las grasas y vitaminas de la dieta y su aparicion en la leche materna.

Grasa AGS AGM AGPI Vit E Vit A AL ALA AA DHA VitE Vit A
dieta dieta dieta dieta dieta dieta leche leche leche leche leche leche

Grasa r

dieta p

AGS r 0.802

dieta p 0.000*
AGM r 0.830 0.652

dieta p 0.000* 0.000*
AGPI r 0.627 0.426 0.527

dieta p 0.000* 0.000* 0.000*
VitE r 0.189 -0.128 0.297 0.328

dieta p 0.134 0.315 0.017* 0.008*
VitA r 0.565 0.246 0.242 0.378 0.565

dieta p 0.000* 0.050* 0.054 0.002* 0.000*

AL r -0.044 0.012 0.028 0.132 0.147 0.004
leche p 0.731 0.927 0.827 0.297 0.247 0.973
ALA r 0112 0.188 0.172 0.039 -0.028 -0.224 0.326
leche p 0.377 0.137 0.174 0.760 0.070 0.075 0.009*

AA r -0.103 -0.117 -0.005 0.051 0.072 0.089 0.082 0.172
leche p 0416 0.358 0.968 0.688 0.571 0.483 0.521 0.175
DHA r 0.159 0.033 0.033 0.050 0.115 0.184 -0.184 0.228 0.266
leche p 0.209 0.795 0.795 0.694 0.365 0.145 0.146 0.070 0.034*
VitE r -0.293 -0.370 -0.310 -0.201 0.090 -0.081 0.087 -0.275 0.134 0.028
leche p 0.019* 0.003* 0.013* 0.112 0.479 0.524 0.493 0.028* 0.290 0.825
VitA r -0.180 -0.318 -0.232 -0.100 0.175 -0.101 -0.071 -0.375 0.129 0.083 0.422
leche p 0.154 0.010* 0.065 0.431 0.167 0.427 0.578 0.009* 0.309 0.515 0.001*

1: coeficiente de correlacion de Pearson; *significacion p<0.05.
AGS: 4cidos grasos saturados; AGM: acidos grasos monoinsaturados; AGPI: acidos grasos poliinsaturados. AL: &cido linoleico; ALA: acido o-linolénico; AA: &cido araquidonico;

DHA: acido docosahexaenoico. Vit E: vitamina E; Vit A: vitamina A.
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Figura 9

Correlacion entre los AGS de la dieta y la vitamina E contenida en la
leche materna
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Figura 10

Correlacion entre los AGS de la dieta y la vitamina A contenida en la
leche materna
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Figura 11

Correlacion entre el AAy el DHA contenidos en la leche materna
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4. EVALUACION DE LA INGESTA DIETETICA

En la tabla XXXII aparecen las concentraciones minimas,
maximas y medias asi como la desviacion estdndar del analisis de los
nutrientes ingeridos diariamente por las madres lactantes estudiadas. En
la tabla XXXIII se muestran las diferencias de la ingesta de las madres
lactantes del presente estudio respecto a las RDA de 2002 (RDA, 2002).
El nimero de encuestas analizadas de acuerdo con las muestras de leche
obtenidas en cada periodo han sido un total de 192, correspondientes a
las 25 muestras de calostro, 24 de leche de transicion y 15 a leche
madura.

Tabla XXXII. Aporte energético diario, macro y micronutrientes
contenidos en la dieta materna.

Minimo Maximo Media DS

Energia (Kcal) 1445.33 3529.18 2225.44 351.78

Proteinas (g) 52.27 194.07 109.53 28.01
HC (g) 95.64 529.92 243.99 62.05
Grasa (g) 50.60 143.53 82.75 18.99
AGS (g) 11.16 49.91 23.53 7.98
AGM (q) 15.30 55.98 31.97 7.81
AGPI (g) 4.49 24.15 12.66 3.99
Grasa (%) 23.14 47.70 33.62 6.50
AGS (%) 4.59 19.77 9.72 3.35
AGM (%) 5.78 20.46 13.04 2.88
AGPI (%) 6.80 19.34 10.86 2.34
Colesterol (mg)  169.33 1152.48 394.50 139.13
Vit E (mg) 3.62 15.74 7.37 1.94
Vit A (ng) 420.91 1760.72 964.30 284.71
Vit C (mg) 32.67 440.37 134.05 71.61
Vit E/AGPI 0.19 1.35 0.63 0.22
Fibra (g) 2.91 39.09 16.90 5.47
Fe (mg) 6.88 23.63 13.83 2.84
Zn (mg) 4.52 13.92 8.86 1.94

DS: desviaciom estandar.

Vit E: vitamina E; Vit A: vitamina A; Vit C: vitamina C.

AGS: acidos grasos saturados; AGM: acidos grasos monoinsaturados; AGPI: acidos grasos poliinsaturados.
HC: hidratos de carbono.

Fe: hierro; Zn: cinc.
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Tabla XXXIIl. Comparacion entre los aportes energéticos,

estudiadas y las RDA 2002.

macro y micronutrientes de la dieta materna en las madres

Rango MediatDS RDA 2002 %<RDA
Energia (Kcal/dia) 1445.33-3529.18 2225.44+351.78 2700 93.8
Proteinas (g/dia) 52.27-194.07 109.53+28.01 71 7.8
HC (g/dia) 95.64-529.92 243.99+62.05 175 7.8
Grasa (g/dia) 50.60-143.53 82.75+18.99 90 59.4
Grasa (% de aporte calorico) 23.14-47.70 33.62+6.50 35 48.4
AGS (% de grasa) 19.82-41.45 28.30+5.27 30 51.6
AGM (% de grasa) 22.71-52.65 38.78+4.78 40 45.3
AGPI (% de grasa) 16.45-49.95 32.9247.15 30 40.6
Colesterol (mg) 169.33-1152.48 394.50+139.13 300-350 14.1
Vit E (mg) 3.62-15.74 7.37+1.94 15 98.4
Vit A (ug) 420.91-1760.62 964.304+284.71 770 20.3
Vit C (mg) 32.67-440.40 134.05+71.61 85 20.3
Fe (mg) 6.88-23.63 13.83+2.84 27 100
Zn (mg) 4.52-13.92 8.86+1.94 11 85.9

DS: desviaciom estandar.
%<RDA: porcentaje de mujeres con ingesta dietética diaria inferior a la recomendada.

Vit E: vitamina E; Vit A: vitamina A; Vit C: vitamina C.

AGS: 4cidos grasos saturados; AGM: &cidos grasos monoinsaturados; AGPI: cidos grasos poliinsaturados.

HC: hidratos de carbono.

Fe: hierro; Zn: cinc.
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Notese que la ingesta calorica total diaria esta por debajo de las
recomendaciones en el 93.8% de las madres estudiadas. Por otra parte, la
gran mayoria de esas mujeres (el 92.2%) supera los aportes diarios
recomendados de proteinas e hidratos de carbono mientras que el 59.4%
no llega a las necesidades de lipidos en su dieta. El1 48.4% de las madres
lactantes no cubrian la ingesta de grasa recomendada del 35% del total
calorico. Ademas, el 40.6% de estas mujeres no cubrian las
recomendaciones de ingesta de 4cidos grasos poliinsaturados, pues no
alcanzaban el porcentaje minimo del 30% de la ingesta de grasa
recomendada. En este mismo sentido, quedan en evidencia déficits
notables en cuanto a los ingresos dietéticos de vitamina E (98.4% de las
mujeres de nuestro estudio) y cinc (85.9%). Destaca asimismo que
ninguna de ellas alcanzaba los minimos requerimientos dietéticos diarios
de hierro. Se constata que la ingesta diaria de vitamina A y vitamina C la
realizan de forma adecuada el 79,7% de las madres lactantes del estudio.
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5. ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LA DIETA MATERNA
SOBRE LAS CONCENTRACIONES DE PESTICIDAS
ORGANOCLORADOS, AGP1Y VITAMINAS LIPOSOLUBLES
PRESENTES EN LA LECHE DE MUJER.

En las tablas XXXVIV y XXXV quedan expuestas las
correlaciones encontradas entre distintos componentes de la dieta (grasa
total y distintos tipos de acidos grasos, asi como las vitaminas A y E,)
con los pesticidas organoclorados analizados en la leche de las madres
estudiadas. Podemos resaltar a algunos de €stos ultimos que, por su gran
numero de correlaciones con los 4cidos grasos de la dieta, destacan sobre
los demas; tal es el caso de los endosulfanes (en concreto, endosulfan
lactona) y metoxicloro (Figuras 13 y 14). Se hallaron correlaciones
significativas entre los PO ya mencionados y la cantidad de grasa
ingerida, los AGS y los AGM. Todas los coeficientes de correlacion de
Pearson tienen signo positivo, lo cual vendria a confirmar la relacion
directa entre los PO y las grasas ingeridas.

Al buscar las correlaciones entre los AGPI de la dieta y la
presencia de pesticidas en la leche materna, se encontro6 para el
endosulfan beta (Figura 15)

En cuanto a los derivados del DDT (Tabla XXXIV) no se ha
encontrado correlacion alguna que los vinculen con ningiin componente
de la dieta. Tampoco se demuestran correlaciones entre la vitamina E de
la dieta los pesticidas organoclorados. En este mismo sentido, la
cantidad de vitamina A de la dieta tampoco se correlaciona con ningiin
pesticida, excepto para el endosulfan diol (Figura 16).
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Tabla XXXIV. Correlaciones y significaciones estadisticas encontradas entre
las grasas de la dieta y los pesticidas analizados en leche materna.

Grasa dieta AGS dieta AGM dieta  AGPI dieta

Ln Lindano r -0.164 -0.185 -0.158 -0.023
p 0.251 0.193 0.268 0.873

Ln Aldrin r -0.030 -0.068 0.027 -0.116
0.821 0.614 0.838 0.385

Ln Dieldrin r 0.057 0.018 0.049 0.076
0.701 0.903 0.740 0.609

Ln Mirex r 0.031 0.036 -0.032 0.024
0.885 0.866 0.883 0.913

Ln Clordano r -0.108 -0.206 -0.012 0.059
0.462 0.156 0.936 0.688

Ln Endosulfan alfa r 0.119 0.035 0.117 0.133
0.478 0.835 0.484 0.427

Ln Endosulfan beta r 0.539 0.377 0.406 0.538
0.017* 0.112 0.085 0.018*

Ln Endosulfan eter r 0.327 0.141 0.237 0.173
0.009* 0.270 0.061 0.175

Ln Endosulfan lactona r 0.296 0.273 0.326 0.189
p 0.033* 0.050* 0.018* 0.180

Ln Endosulfan diol r 0.156 0.067 0.173 0.197
p 0.499 0.774 0.454 0.391

Ln Endosulfan sulfato r 0.347 0.332 0.279 0.157
p 0.224 0.246 0.334 0.593

Ln p,p‘DDE r 0.196 0.171 0.157 0.168
0.121 0.178 0.216 0.185

Ln p,p‘DDD r -0.119 -0.069 -0.176 -0.188
0.502 0.700 0.319 0.286

Lno,p‘DDT r -0.006 0.026 -0.040 0.161
0.979 0.915 0.870 0.509

Ln p,p‘DDT r 0.080 -0.043 0.098 0.152
0.634 0.797 0.559 0.363

Ln Metoxicloro r 0.655 0.533 0.532 0.375
0.001* 0.011* 0.011* 0.085

r: coeficiente de correlacion de Pearson; *significacion p<0.05.
AGS: &cidos grasos saturados; AGM: acidos grasos monoinsaturados; AGPI: acidos grasos
poliinsaturados.
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Tabla XXXV. Correlaciones y significaciones estadisticas encontradas entre
las vitaminas Ay E de la dieta y los pesticidas analizados en leche materna.

Ln Lindano

Ln Aldrin

Ln Dieldrin

Ln Mirex

Ln Clordano

Ln Endosulfan alfa

Ln Endsulfan beta

Ln Endosulfan eter

Ln Endosulfan lactona

Ln Endosulfan diol

Ln Endosulfan sulfato

Ln p,p‘DDE

Ln p,p‘DDD

Lno,p‘'DDT

Lnp,p‘DDT

Ln Metoxicloro

Vitamina E dieta

0.091
0.524

0.226
0.088

0.176
0.232

-0.050
0.815

0.204
0.160

0.070
0.676

0.201
0.409

0.034
0.793

0.104
0.463

0.374
0.095

0.291
0.312

0.050
0.693

-0.302
0.082

-0.036
0.883

0.210
0.206

-0.299
0.176

Vitamina A dieta

-0.116
0.418

-0.024
0.860

0.252
0.084

-0.361
0.083

0.101
0.488

0.152
0.362

0.169
0.488

-0.008
0.949

0.032
0.822

0.674
0.001*

0.412
0.143

-0.039
0.762

-0.214
0.224

-0.090
0.715

0.135
0.418

0.020
0.929

r: coeficiente de correlacion de Pearson; *significacion p<0.05.
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Figura 13

Correlacion entre la Grasa de la dieta y la concentracion de
Metoxicloro en leche materna
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Figura 15

Correlacion entre los AGPI de la dieta y la concentracion de
Endosulfan beta en leche materna
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Figura 16

Correlacion entre la Vitamina A de la dieta y la concentracion de
Endosulfan diol en leche materna
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DISCUSION

1. RESPECTO A LA PRESENCIA DE PESTICIDAS
ORGANOCLORADOS EN LECHE DE MADRES ESPANOLAS

En los ultimos afos, el hombre ha adquirido poder suficiente para
alterar el mundo que lo rodea, produciéndose avances importantes en la
investigacion agricola, por la utilizacion de plaguicidas, herbicidas y
fertilizantes. Las consecuencias positivas son, la mejora en la calidad de
los cultivos, la erradicacion de plagas, con el aumento subsiguiente en la
produccion y el descenso de las pérdidas, etc; sin embargo, el efecto
colateral mas destacado del progreso cientifico a este nivel consiste en la
“contaminacion del medio ambiente”, la cual acontece a través de los
vertidos a los rios, mares, etc. Posteriormente, estos tOxicos son
ingeridos por los animales mas pequefios y pasardn a los de mayor
tamafio a través de la depredacion, siguiendo asi la cadena tréfica
(Willett, 1993).

En la actualidad hay mas control y restriccién en el empleo de
algunos pesticidas organoclorados en agricultura, lo cual deberia
traducirse en menores niveles de exposicion que en el pasado. Quizas
por la elevada persistencia de estas moléculas en la naturaleza, y el uso
indiscriminado que se hace de ellas, la realidad es otra y el grado de
impregnacion en los seres vivos sigue siendo excesivo, sobre todo en
paises en vias de desarrollo, en los que las politicas de control no son tan
exhaustivas o estan ausentes. Asi, se ha descubierto recientemente que
sufren una mayor exposicion al DDT y DDE las personas de paises de
Africa o de Latinoamérica que las de Europa o Estados Unidos (Jaga,
2003). En China, los ultimos estudios ponen de manifiesto una elevada
tasa de pesticidas organoclorados en la leche materna, tales como DDT,
DDE, HCH y PCB en unas cantidades de 2 a 15 veces superiores que en
paises europeos y Canadd (Wong, 2002). Otro ejemplo positivo es
Nueva Zelanda, que ha visto disminuidos los niveles de pesticidas en
leche humana hasta en un 70% desde el afio 1988 hasta el 1999 gracias
al estrecho control de este tipo de sustancias (Bates, 2002).

En nuestro pais, la preocupacion institucional por los vertidos de
contaminantes a rios, mares o lagos se manifiesta en un nuevo Real
Decreto elaborado recientemente por el Ministerio de Medio Ambiente.
Este viene a modificar el redactado en 1986, que se referia al
Reglamento del Dominio Publico Hidraulico y desarrolla distintos
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aspectos de la Ley de Aguas del 2 de Agosto de 1985. Se identifican,
ordenados por clases y grupos, todos los contaminantes de las cuencas
hidraulicas espafiolas a causa de los vertidos procedentes de los distintos
tipos de industrias. Quedan expuestos en este ambito los compuestos
organoclorados, asi como aquellos con demostradas propiedades
mutagénicas, cancerigenas, o que puedan alterar la funcién
esteroidogénica, tiroidea o reproductiva en el medio acuatico o a través
del medio acudtico (Real Decreto 606 de 23 de Mayo de 2003).

Tal y como se ha comentado ampliamente en la introduccion de
este trabajo, numerosos estudios se han centrado en conocer la influencia
de los habitos alimentarios de los diferentes grupos de poblaciones sobre
la contaminacion humana. En el caso de la mujer lactante, se han
realizado estudios para conocer tanto los habitos dietéticos como la
influencia de la alimentacion sobre la concentracion final de nutrientes
en la leche humana, el andlisis de alimentos de consumo humano y su
estudio como fuente de sustancias toxicas que pudieran ser perjudiciales
para el bebé lactante. Para la madre lactante, como para la mayoria de la
poblacion, las fuentes de contaminacion fundamentales serian: el agua,
los alimentos y la exposicion laboral. Recientemente se ha demostrado
que el origen de los pesticidas organoclorados presentes en la leche
humana es la dieta materna (Solomoén, 2002). De modo que la mujer
lactante se expone a la ingestion continua de pequefias dosis de toxicos
por su dieta diaria, sin olvidar las cantidades acumuladas de estas
sustancias a lo largo de su vida. Aun se conoce poco acerca de los
efectos que la ingesta continuada de alimentos contaminados puedan
ocasionar en el organismo humano a corto, medio y largo plazo
(National Research Council, 1993; Martinez, 1997). No obstante,
recientemente se ha publicado que la determinacion de pesticidas
organoclorados puede ser 1til como biomarcador de la carga estrogénica
corporal (Botella, 2000).

Los pesticidas organoclorados y los metabolitos que se han
seleccionado en el presente estudio fueron: lindano, aldrin, dieldrin,
endrin, mirex, clordano, o,p'DDT, p,p’DDT, p,p’'DDE, p,p'DDD,
metoxicloro, endosulfan alfa, endosulfin beta, endosulfan éter,
endosulfan lactona, endosulfan diol, y endosulfan sulfato, elegidos a
causa de su efecto estrogénico, ya probado por ensayos in vivo o in vitro
(Soto, 1995; Sohoni, 1998; Andersen, 1999; Botella Orts, 2000; Hu,
2002; Iscan, 2002).
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En el presente trabajo de investigacion, ha quedado una vez mas
en evidencia la presencia de xenobioticos en leche humana de mujeres
espafiolas. Podemos afirmar que los nifios espafioles alimentados al
pecho, al igual que en otros paises, estan expuestos a estas sustancias, y
por tanto, a sus efectos potencialmente toxicos. En las tablas IX, X y XI
se describen las concentraciones minimas, maximas y medias de los
pesticidas organoclorados encontrados en las muestras de calostro, leche
de transicion y leche madura de las madres estudiadas. Como se puede
observar, hay una gran dispersion en los valores obtenidos. Alguno de
estos pesticidas se encontrd en el 100% de las muestras analizadas tanto
de calostro, transicion y madura, caso del p,p*DDE.

Los resultados de los datos correspondientes al analisis de leche
humana y su comparacion con la leche de formula permite obtener una
informacion importante respecto a la exposicion del lactante a estos
productos. De los valores recogidos en las tablas de resultados y
considerando cada una de las moléculas de pesticidas en todos los
medios analizados se llega al siguiente comentario:

La frecuencia media de aparicion de los distintos pesticidas en
medios biologicos es muy variable. En las muestras de leche humana
analizadas, el lindano se detecta en mas del 67% de las muestras,
mientras que el aldrin y dieldrin se han encontrado en la leche humana
con una frecuencia superior al 80% y al 62% respectivamente. Todos
ellos mantienen un nivel estable en cada una de las etapas de la
lactancia, tanto en su concentracion como en su frecuencia de aparicion
(Tablas IX, X, XI, XIX y XX).

El mirex contamina a un mayor numero de muestras de leche en
la etapa de transicion (54,2%) con respecto a las etapas anterior y
posterior (24% y 33,3% respectivamente); su concentracidon no se
modifica sustancialmente en todo el periodo estudiado (Tablas IX, X,
XI, XIX y XX).

Respecto al clordano se ha encontrado con muy alta frecuencia
en calostro y transicion (84% y 79,2% respectivamente) mientras que en
leche madura se aprecia un moderado descenso, aunque todavia en un
porcentaje considerable (60%); su nivel no se vio modificado con el paso
del tiempo.
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También debemos atender al endosulfan, pesticida que esta
formado por una mezcla de isémeros y metabolitos cuya proporcion
varia dependiendo del medio bioldgico que se analice. El endosulfan «
es mas persistente que el endosulfan S, de modo que se estima una
permanencia media del primero de hasta 800 dias frente a 60 dias del
isomero P, posiblemente debido a una degradacion aerobica de este
ultimo (Doong, 1999). El metabolismo en seres superiores supone su
transformacion hacia las moléculas mas hidrosolubles. Pero a pesar de
todo esto y debido a su alta lipofilidad, todas sus formas (endosulfan éter
y endosulfan diol, ambos en equilibrio, endosulfan sulfato, metabolito
principal, endosulfdn lactona) se almacenan en el tejido adiposo y
circulan en suero y leche humana. Nuestros datos demuestran
variaciones en la aparicion de todos los metabolitos. Se ha comprobado
que el endosulfan éter se encuentra contaminando a mas del 90% de las
muestras recogidas en nuestro estudio (en concreto, el 98,4%); se
evidencia su aparicion en el 100% de las muestras de calostro y leche
madura asi como en el 95.8% de las de transicion. Su concentracion
media en calostro fue de 1,44+4,14 ng/mL, nivel que se mantuvo estable
hasta el final del periodo de lactancia. Respecto al endosulfan lactona, es
el Unico de estos metabolitos cuya concentracion aumenta
significativamente desde la leche calostral (6.33-107+6.13-10 ng/mL)
hasta un nivel medio en leche madura de 0.61+0.60 ng/MI (Tabla XIX y
XXI). El porcentaje de muestras contaminadas por este pesticida
también se va incrementando conforme avanza la lactancia: calostro
68%, transicion 87.5% y madura 93.3% (Tabla IX, X y XI).

Hasta ahora se ha relatado como la concentracion de estos
metabolitos presentes en leche cambia con el paso del tiempo, debido
posiblemente al distinto contenido en grasa que poseen las tres formas de
leche analizadas, tal y como sugieren Dorea et al. en sus trabajos (Dorea,
2000). Esto influye especialmente al endosulfan sulfato por ser el mas
hidrosoluble de todos los metabolitos. Asi hemos demostrado que
contamina al 16% de muestras calostrales, al 25% de las de transicion y
al 26.7% de las de madura. Respecto a los metabolitos precursores, la
mayor frecuencia es para el isomero o (59.4%). En las muestras
analizadas de calostro, 24% de B y 64% de a; para leche de transicion
33.3% de By 58.33% de a, y madura de § un 33.3% y de o un 53.3%.

El p,p"DDE se encuentra en el 100% de las muestras de leche
humana con un valor medio en leche calostral de 33.41+38.34, en leche
de transicion de 36.23+27.97 y en leche madura de 32.35+26.07 (Tabla
IX, X y XI). Sus niveles no muestran tendencia significativa al descenso
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a lo largo de la lactancia. Esta constancia del metabolito p,p’'DDE y sus
niveles de concentracion confirman los datos presentados por otros
autores (Izquierdo, 1996; Krauthacker, 1998; Dorgan, 1999, Cajka,
2003), y la posibilidad de contaminacion del lactante. La ruta metabolica
que transforma, en el ser humano, los pesticidas del grupo de los DDT
tiene como ultimo metabolito al p,p"DDE, de ahi su presencia en todas
las muestras de leche analizadas.

No se ha demostrado en el presente estudio una contaminacion
tan alta como el anterior para el p,p'DDD, aunque sigue siendo
considerable, dado que afecta al 60% de muestras de calostro, 54,2% de
transicion y 40% de madura.

Respecto al 0,p’DDT y p,p’'DDT, su presencia en leche materna
ha sido confirmada, tal como se aprecia en las tablas IX, X y XI. Sus
concentraciones se mantienen estables a lo largo de la lactancia (Tabla
XIX y XXII). La frecuencia se mantiene con el tiempo, asi el o,p’DDT
se presenta en el 20% de calostro, el 41.7% de leche de transicion y
26.7% de leche madura; en el caso del p,p'DDT del 48% en calostro, se
produce un incremento en la presencia de este pesticida en leche de
transicion y madura, alcanzando porcentajes del 70,8% y del 60%,
respectivamente, del total de las muestras. Seglin diversos investigadores
es interesante establecer la relacion entre las concentraciones de DDT y
su metabolito DDE, de tal modo que valores bajos en el cociente
DDT/DDE indican una exposiciéon cronica y antigua al pesticida
(Ahlborg, 1995; Botella, 2000). Los datos que arroja este trabajo de
investigacion corroboran que muchas de las madres lactantes del sur
peninsular espafiol sufren una contaminacion cronica al DDT, ya que,
calculando el citado cociente para las muestras analizadas, se obtiene
una media de 0,106 (minimo=0; maximo=1,10; desviacion estandar=
0,191).

El metoxicloro aparece en leche con escasa frecuencia, sobre
todo en calostro, donde apenas contamina al 12% de las muestras
estudiadas. Su concentracion tampoco sufri6 modificaciones
significativas a lo largo del tiempo. Se trata de un PO similar en su
estructura quimica al DDT, diferenciandose de éste en un grupo cloro
que es sustituido por un grupo metoxi, convirtiéndose asi en una
sustancia mas metabolizable por el organismo, aunque a la vez mas
estrogénica.
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Si analizamos las correlaciones existentes para los distintos PO
analizados en las muestras de leche materna entre si, encontramos
hallazgos interesantes. Las asociaciones encontradas se deben a varios
motivos: en unos casos, unos PO son productos metabdlicos de otros
(v.g. aldrin con dieldrin; endosulfan alfa y beta con sus metabolitos) ; en
otras ocasiones, esos PO correlacionados se encuentran en el mercado
formando mezclas de varios de ellos que se venden conjuntamente (v.g.
DDT y DDD). El clordano, sin embargo, tiene muchos isémeros y por
tanto su presencia estd garantizada en las muestras asi como su relacion
con otros PO de distintos tipos. En cuanto al DDE es, en los mamiferos
superiores, el producto final del metabolismo de los PO del grupo del
DDT, motivo por el que es el mas frecuente en todas las muestras
analizadas, indicando asi mismo exposicion cronica al DDT (Tabla
XXIX).

Hasta el momento la mayoria de las investigaciones realizadas
por los cientificos se centran en el andlisis de un nimero bastante
reducido de pesticidas en leche, suero y/o tejido adiposo. Generalmente
se determinan DDT y sus metabolitos, junto con algin PCB, y en
algunas ocasiones se han resefiado lindano, dieldrin o endosulfan.
Recientes estudios revelan la movilidad de estos pesticidas
organoclorados desde las reservas de grasa del organismo al torrente
circulatorio, en situaciones tales como las pérdidas de peso (Pelletier,
2002). Se sabe que la presencia de pesticidas organoclorados en la leche
materna depende de muchos factores, entre los que claramente se
relacionan la edad, la paridad, la duracion de la lactancia previa, la
movilizacion de los depdsitos maternos enddgenos y la época de la
lactancia (Harris, 2001).

Los valores obtenidos en este trabajo experimental se encuentran
en el mismo rango de concentraciones que el resto de los autores
indistintamente de cual sea el pesticida analizado. Los resultados
obtenidos confirman la alta exposicion de la poblacion estudiada a
sustancias quimicas medioambientales con reconocido efecto
estrogénico (Bates, 2003; Burke, 2003; Polder, 2003).

El hecho, ampliamente demostrado a lo largo de este trabajo de
investigacion, de que los distintos PO apenas sufren modificaciones en
cuanto a sus concentraciones conforme avanza la lactancia (a excepcion
de endosulfan lactona, que aumenta), nos lleva a la conclusion
inequivoca de la continuada exposicion a la que son sometidos los bebés
lactados al pecho en nuestra 4rea geografica.
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El concepto de toxico equivalente (TEQ) facilita la valoracion del
riesgo que una muestra contaminada puede suponer, tanto para humanos
como para animales, y ayuda al control legislativo de las distintas
sustancias que se utilizan. Las moléculas consideradas habitualmente en
la bibliografia, por su contribucién a este parametro, son los PCBs pues,
en general, se encuentran junto a PCDD/Fs en la mayoria de las matrices
y producen efectos toxicos similares. Se olvidan de los pesticidas
organoclorados que se encuentran en igual concentracidon o superior a los
PCBs en los mismos medios y que se diferencian casi exclusivamente de
ellos por su utilidad al ser la herramienta de lucha contra las plagas. Esto
lleva a suponer una cierta inercia de la comunidad cientifica a no
considerarlos en el mismo rango de riesgo que a los PCBs (moléculas
sintetizadas voluntariamente y sin aplicacion tecnoldgica actual) o a las
Dioxinas (moléculas sintetizadas de forma involuntaria en procesos
industriales). Ante la impregnacion del ser vivo y su riesgo para la salud,
no deben hacerse estas distinciones. Quizas esta sea la causa de no
disponer méas que de un pardmetro TEQ establecido para PCDD/Fs y
PCBs y no para moléculas organocloradas que presentan valores de
toxicidad aguda menores que las dioxinas. Como consecuencia del
vacio que existe para establecer un nivel maximo de exposicion a
pesticidas organoclorados, habria que seguir el mismo método para
establecer una relacion entre lo marcado en TEQ y los valores de
pesticidas organoclorados determinados en los distintos medios
bioldgicos que se analicen en el ser humano.

Teniendo en cuenta lo anterior, no s6lo han quedado expuestas
las concentraciones de los pesticidas en las muestras analizadas, sino que
¢éstas han sido percentiladas; se trata de conocer, no solo hasta qué punto
un determinado numero de muestras estan contaminadas sino, sobre
todo, a partir de qué nivel la contaminacion por un pesticida resulta
peligrosamente elevada (Tabla XII). Tal y como se refleja en las tablas
correspondientes, se han encontrado niveles muy dispares, que van desde
el limite de deteccion (L.D.) hasta concentraciones 200 veces superiores.

Desde el afio 1985, la PAN (Pesticides Action Network) trabaja
para evitar el uso indiscriminado de pesticidas, a través de sus cinco
oficinas regionales: Asia, América del Sur, América del Norte y Europa.
Junto con las OMS, ha sido una de las organizaciones que mas ha
apoyado la denominada “Campafia contra la Docena Sucia”, concebida
como un instrumento de educacidén popular sobre los riesgos del uso de
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plaguicidas. Esta “docena sucia” la componen las siguientes moléculas:
aldrin, PCB, clordano, DDT, dieldrin, dioxinas, endrina, furanos,
heptacloro, hexaclorobenceno, mirex y toxafeno.

La mencionada campana tiene como objetivos hacer primar la
salud humana y la calidad medioambiental frente al uso y
comercializacion de los pesticidas. Pretende asimismo acabar con el uso
de estos doce productos en los paises donde no existan condiciones
adecuadas de proteccion al ser humano. Para ello se considera basica la
informacion técnica y el apoyo a la investigacion, con el fin de encontrar
otros métodos de control de plagas menos nocivos.

En febrero de 1997, el Programa de las Naciones Unidas para el
Medio Ambiente pidid que se convocara un Comité Intergubernamental
de Negociacion con el mandato de elaborar un instrumento internacional
juridicamente vinculante para la aplicacion de medidas internacionales
respecto de ciertos Contaminantes Organicos Persistentes (COP o POP:
Pollution Organics Persistants). Los primeros COP en eliminarse eran
los conocidos como la “docena sucia”. Tras cinco reuniones, se logro
acordar un texto de Convenio que se firmo el 23 de Mayo de 2001 en
Estocolmo. Este Convenio insta a las multinacionales quimicas a adoptar
el llamado principio de precaucion, para que adopten medidas
preventivas hacia la poblacion sin que exista una completa certeza
cientifica acerca de la toxicidad de una sustancia. Se derivo asimismo el
compromiso de ayudar a los paises en desarrollo a financiar los costes de
su cumplimiento. Se deja la puerta abierta para la adicion de nuevos
contaminantes al Convenio, que cumplan requisitos indispensables como
persistencia, bioacumulacion, potencial de transporte a larga distancia
y efectos adversos demostrados.

En 1990 la OMS propuso una ingesta diaria tolerable (TDI) de 10
pg TCDD/Kg/dia. Pero si consideramos que la vida media de
eliminacion PCDD/Fs es de 7,5 afios y que la fraccion absorbida de la
dosis ingerida para los humanos equivale a 0,5 se estima que el ser
humano ingiere entre 14-37 pg TEQ/Kg/dia. Asi que aplicando un factor
de incertidumbre de 10 se establece la TDI. En revisiones posteriores y
ante nuevos datos toxicoldgicos la OMS ha establecido un margen de
TDI entre 1-4 pg TEQ/Kg/dia (OMS, 1999). Se constata que los nifios
pequefios pueden sufrir una exposicion mayor a PCDD/Fs y compuestos
similares debido a la lactancia materna. La ingesta diaria por Kg de peso
es 50 veces mayor en el lactante que en el adulto. Los seis primeros
meses de lactancia materna supone un acimulo de PCDD/Fs y PCBs
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equivalente a 25 afios de vida del individuo expuesto a una alimentacioén
con niveles de contaminantes organoclorados dentro de los limites
actualmente permitidos. Por tanto, queda claro que, el recién nacido y el
nifio lactado al pecho heredan una carga de moléculas organocloradas
que se transmitird de generacién en generacion. El efecto toxico
potencial provocado por el largo periodo de latencia y la naturaleza no
claramente establecida de los procesos patoldgicos es objeto de estudio
por numerosos investigadores. Se ha demostrado que las concentraciones
de pesticidas organoclorados, encontrados en la leche de madres
lactantes de todo el mundo, siguen superando el limite TEQ establecido
por la OMS (Craan, 1998; Nunes, 1998; Torres-Arreola, 1999; Noren,
2000).

Si a partir de los datos obtenidos en el presente trabajo de
investigacion se realiza una estimacion de la ingesta media de pesticidas
por dia, se superan los valores establecidos en el TEQ por la OMS. Este
hecho lo denuncian numerosos autores en sus estudios (Vartiainen,
1998; Hooper, 1998). De aqui se desprende la necesidad de establecer un
TEQ de acuerdo con el producto al que esta realmente expuesto el
individuo. Son preocupantes los probables efectos deletéreos a largo
plazo, muchos de los cuales quedan atn por conocer; y sobre todo dado
que no se han establecido niveles toxico-equivalentes para la mayoria de
estas sustancias con alta capacidad de disrupcion endocrina.

1.1. Relacion de la dieta y la presencia de PO en leche
materna.

La mayoria de las moléculas organocloradas de alta persistencia
y contaminantes medio ambientales se pueden encontrar en la leche de
los mamiferos como consecuencia de la cadena alimentaria, es el caso
del DDT, que se ha hallado en la leche materna de mujeres procedentes
de areas en las que se ha utilizado sin control en la agricultura, mientras
que en mujeres de los paises industrializados el contenido es menor
(Olzyna-Marzys, 1978). Los pesticidas organoclorados con los que se ha
encontrado relacion en nuestro trabajo son los que realmente se podria
esperar por su ubicuidad.

Los alimentos estimados como fuente de moléculas
organocloradas han sido los alimentos ricos en grasa y los vegetales,
primer alimento en contacto directo con los pesticidas organoclorados.
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En el momento actual se estan utilizando, para los cultivos
tempranos, varias formulas comerciales en las que se encuentran como
principio activo moléculas organocloradas tales como endosulfan,
lindano, vinclozolina, etc. (Stresser, 1998). En la bibliografia se ha
encontrado con alta frecuencia la relacion entre pesticidas contenidos en
leche materna y consumo de pescado por las madres (Vartiainen, 1998;
Nakagawa, 1999).

En la actualidad hay mas control y restriccion en el empleo de
algunos pesticidas organoclorados en agricultura. Esto deberia traducirse
en menores niveles de exposicion que en el pasado. Sin embargo, quizas
por la elevada persistencia de estas moléculas y el uso indiscriminado
que se hace de ellas, el grado de impregnacién en los seres vivos es
excesivo, hasta el punto que la transmision de estos productos en la
cadena tréfica es un riesgo tal como se muestra en estos resultados por la
exposicion del lactante a través de la leche. Ademas, cabe suponer que la
movilizacion de los pesticidas acumulados en el tejido adiposo de la
madre pueden llegar al feto a través del torrente sanguineo. Por tanto,
ante estos hechos, el principio de precaucion debe de ser tenido en
cuenta, ante el uso y exposicion a moléculas organocloradas, persistentes
y muchas de ellas con efecto disruptor endocrino.

La FDA (FDA, 1994) y otros organismos internacionales
permiten la presencia de cantidades minimas de pesticidas
organoclorados en los alimentos, pero debido al uso abusivo de los
plaguicidas se pueden encontrar cantidades significativas de residuos de
pesticidas en los productos alimenticios. En funcion del alimento y el
tipo de molécula de que se trate, se han encontrado concentraciones
dispares (OMS, 1991; Dillon, 1995; Gunderson, 1995a; Li, 1998).

La gran liposolubilidad de los pesticidas organoclorados y su
metabolismo asociado a los lipidos integran una hipdtesis que parece
verse refrendada en este trabajo de investigacion. Se han podido
constatar correlaciones significativas y directas entre la cantidad de
grasa contenida en la dieta (y algunos de los 4cidos grasos que las
componen) y la presencia de estos xenobioticos en la leche materna. Es
llamativo que los AGPI de la dieta no se correlacionan con ningin PO,
excepto con el endosulfan beta (r:0.54, p=0.018), lo cual podria
significar que las otras correlaciones halladas en leche entre ambas
moléculas podrian obedecer a su metabolismo conjunto dentro del
organismo humano. El metoxicloro y el endosulfan lactona son los PO
mas frecuentemente vinculados con las grasas de la dieta, presentando
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ambos idénticas correlaciones (Tabla XXXIV). Estos datos corroboran
los publicados recientemente por Solomoén et al. (Solomon, 2002).

El metoxicloro es un pesticida con actividad estrogénica
reconocida, que se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza
por su extenso uso y, consiguientemente, contamina los alimentos. Por
tanto, no es de extraiar que aparezca excretado en la leche materna, que
serd ingerida posteriormente por el nifio lactante (Hu, 2003; Ueno, 2003;
Yuan, 2003).

2. RESPECTO AL CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS
POLIINSATURADOS DE CADENA LARGA EN LAS
MUESTRAS DE LECHE ESTUDIADAS PROCEDENTES DE
MADRES ESPANOLAS.

En las tablas XIII, XIV y XV se recogen los valores
correspondientes al minimo, maximo y media de las concentraciones de
AGPI en los andlisis de leche. Tras la medicién de las concentraciones
de los AGPI de cadena larga, en los distintos momentos de la lactancia,
se ha confirmado en el presente estudio que el acido linolénico aumenta
en la leche de transicion y madura respecto al calostro. El acido linoleico
no experimenta una variacion significativa en los tres periodos
estudiados. Por el contrario y, al igual que han comprobado otros
autores, las concentraciones en leche materna de los AGPI de larga
cadena (AA y DHA) disminuyen conforme avanza la lactancia,
observandose que el calostro contiene una alta concentracién de éstos
(Figura 4). Sin embargo, la cantidad total de AGPI-CL se mantiene
estable (Tablas XXIII y XXIV) (Luukkainen, 1994; Chen, 1997).

En las figuras 3 y 4 se muestra el descenso, con el avance de la
lactancia, del cociente linoleico/linolénico, debido a la citada elevacion
de éste ultimo. En cuanto a este cociente, se establecid que sus valores
deseables en las formulas infantiles estuvieran entre el rango 5/1 y 15/1
(ESPGHAN, Commitee In Nutrition, 1991). La relaciéon entre ambos
acidos grasos esenciales tiene una gran importancia debido a que ambos
compiten por el mismo enzima para la sintesis de los AGPI-CL (Hernell,
1990). Sin embargo, estudios posteriores, realizados tanto en ratas como
en recién nacidos a término, han demostrado tras la administracion de
altos niveles de AL no se frenaba la conversion de ALA en DHA
(Sheaff, 1995; Sauerwald, 1996).
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Se ha demostrado que los indices AL/ALA y AA/DHA son
marcadores del estado nutricional de AGPI-CL de la serie n-3. Los
resultados obtenidos en el presente estudio muestran AL/ALA vy
AA/DHA: calostro: 16.38/0.36 (46.15) y 0.69/0.49 (1.43); leche de
transicion: 15.74/0.65 (27.14) y 0.65/0.50 (1.42); y, leche madura:
17.55/0.82 (25.79) y 0.54/0.38 (1.55), respectivamente (Tablas XIII,
X1V, XV y XXIII). Teniendo en cuenta que estos cocientes se
consideran marcadores del estado nutricional en n-6 y n-3 y del consumo
de estos acidos grasos a lo largo del embarazo (Matorras, 1998; Jensen,
2000), cuanto mas bajos son estos indices mejor estado nutricional en la
serie n-3 tendria la mujer lactante. Estos resultados muestran como las
madres espafiolas presentan un indice AL/ALA muy por encima del
15:1, lo que sugiere un cambio en la ingesta de grasa con mayor
presencia de 4cido linoleico en la dieta en detrimento del acido
linolénico, tal y como viene ocurriendo y se ha demostrado en los
ultimos anos en otros paises europeos.

Estos resultados concuerdan con la idea de que conforme avanza
la edad del recién nacido se produce una maduracion de los sistemas
enzimaticos de las A-desaturasas, por lo que progresivamente el bebé es
capaz de sintetizar DHA y AA a partir de los &cidos grasos
poliinsaturados precursores; este hecho lo prevé la naturaleza
incrementando de forma progresiva el aporte de linoleico y linolénico
(indice AL/ALA), y disminuyendo el aporte de AA y DHA.

Ya han sido descritas las funciones atribuidas al DHA, tanto en el
desarrollo de la memoria, el aprendizaje y la vision, por lo que
actualmente se tiende a suplementar las formulas infantiles con este
AGPL. En los ensayos clinicos sobre prematuros, la suplementacion con
DHA si mejora la funcion retiniana (medida mediante
electrorretinografia y potenciales evocados visuales) y la agudeza visual
(Uauy, 1990), siendo mas controvertida esta suplementacion en recién
nacidos a término, debido a la diversidad de hallazgos encontrados
(Makrides, 1993; Jorgensen, 1996; Neuringer, 2000).

Debe resaltarse la importancia del equilibrio entre AGPI de la
serie n-3 y n-6, entre otros motivos, porque los primeros poseen
demostradas acciones antiinflamatorias y los ultimos participan en
fenémenos reguladores de la respuesta atdpica (Chan, 1993; Ohtsuda,
1997; Alexander, 1998; Calder, 1998). Un correcto balance AA y DHA
en la ingesta parece ser pues un factor critico para un desarrollo
psicomotor global adecuado en los lactantes. Sin embargo, los factores
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ambientales diferentes a la nutricion también influyen de forma relevante
en el grado de desarrollo cerebral y por tanto, la posibilidad de que estos
factores sean capaces de compensar los efectos atribuibles a una
deficiencia en AGPI-CL, puede ser una hipotesis a considerar (Garcia-
Fuentes, 2002).

Estudios realizados en ratas han determinado la importancia de
los lipidos de la dieta y, mas concretamente de los acidos grasos
poliinsaturados, en la adquisiéon de funciones como el aprendizaje o la
memoria (Cadwell, 1996; Greenwood, 1990) Asi, cuando los roedores
ingerian una dieta carente de AGPI de la serie n-3, se producian
trastornos en su capacidad de aprendizaje, que se revertian con el aporte
de un aceite rico en esos acidos grasos (Kameyama, 1996; Okaniwa,
1996; Redondo, 2002). Las tablas XIII, XIV y XV muestran de forma
ostensible que el AGPI mas abundante en todas las épocas de la
lactancia es el acido linoleico, lo cual esta en consonancia con otros
estudios previos realizados en Europa (Genzel-Boroviczeny, 1997,
Serra, 1997). La mayoria de los andlisis realizados en leche materna
concluyen que los AGPI de larga cadena mas frecuentes en este medio
son, por este orden, el AA y el DHA (con un nivel que oscila entre un
0.4-0.6% y un 0.2-0.4% del total de grasa, respectivamente, segiin datos
de Koletzko et al.) (Koletzko, 1992). En nuestro estudio, los datos acerca
de estos acidos grasos son coincidentes; a saber: AA entre 0.54 y 0.69%
y DHA entre 0.38 y 0.50% (Tabla XXIII); incluso el % de DHA resulto
mas alto, lo que corrobora los datos aportados en otros estudios (Jensen,
1992; Ballabriga, 2001) referentes al mejor estado nutricional en DHA
de las madres lactantes espanolas y de paises consumidores de dieta
mediterranea, respecto a otros paises del norte de Europa con una ingesta
dietética inferior de AGPI-CL de la serie n-3.

2.1. Dietay AGPI en leche materna

No es de extrafiar que un mayor aporte de grasas en la dieta se
correlacione directamente con un mayor aporte de los tres tipos de
acidos grasos: saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, siendo
¢éstos ultimos los mas relevantes por su ulterior excrecion a la leche
materna (Tabla XXXI).

El contenido de grasa existente en la leche materna es muy
variable y depende de la influencia de muchos factores, entre los que
destacan la dieta, la duracion de la lactancia, la paridad y la etapa de la
lactancia de que se trate. De todos ellos, el que mejor explica las
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diferencias geograficas es la ingesta dietética materna (Jensen, 1992;
Rodriguez, 1999).

Durante la etapa neonatal, el recién nacido tiene una alta
demanda tanto de nutrientes esenciales como de un aporte energético
adecuado. En la leche humana, y en la mayoria de las leches de formula,
el 50% de las calorias son suministradas por la grasa, y mas del 98% de
¢sta, en forma de triglicéridos, que contienen grasas saturadas,
monoinsaturadas y poliinsaturadas (Small, 1991; Giovannini, 1995;
Manson, 1997). Es necesario que cada tipo de acido graso sea aportado
en unas cantidades compensadas, con el fin de obtener una Optima
maduracion y desarrollo del sistema nervioso (Agostoni, 1995;
Makrides, 1995) y una adecuada produccion de eicosaenoides (Bjerve,
1987; Sellmayer, 1999; Uauy, 2000).

De todos los acidos grasos presentes en la leche humana, los
AGPI-CL se ha demostrado que son condicionalmente esenciales en el
periodo neonatal, acumuldndose en el tejido cerebral hasta dos afios
después del nacimiento (Martinez, 1992). Los niveles de DHA en leche
materna, por ejemplo, son muy altos en mujeres con una alta ingesta de
productos marinos (Koletzko, 1992; Chulei, 1995; Innis, 1998) o huevos
enriquecidos con AGPI-CL de la serie n-3 (Cherian, 1996). Por el
contrario, la dieta no parece influir notablemente sobre las
concentraciones de AA en la leche materna (Finley, 1985; Koletzko,
1992; Sanders, 1992; Hamosh, 1998; Villanpando, 1998). Los analisis
realizados en mujeres egipcias, malasias y chinas indican un aumento del
AA en leche materna frente a las de paises occidentales (Chen, 1997),
debido probablemente a una mayor ingesta de 4cidos grasos trans de
¢stas ultimas. Estos 4cidos grasos trans act@ian inhibiendo la
desaturacion y elongacion de los AGPI.

De los estudios comentados hasta ahora se deriva la necesidad de
un aporte equilibrado de los AGPI-CL de la serie n-3 y n-6, para que su
presencia en la leche materna satisfaga las altas necesidades del recién
nacido alimentado al pecho en los primeros meses de vida.

Estudios recientes sostienen que el estilo de vida de los paises
occidentales, con un alto consumo de AGPI, tiene un papel
preponderante en el aumento de la incidencia de sensibilizacion atdpica
(Simopoulos, 1991; Duchen, 1998). Las dietas occidentales contienen
entre 10 y 25 veces mas AL que ALA, que posteriormente originaran los
AGPI-CL de sus respectivas series. Se ha demostrado en los ultimos
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anos que los eicosaenoides derivados del AA (serie n-6) participan en
fenémenos inflamatorios responsables de la respuesta atopica (Chan,
1993; Ohtsuda, 1997). En contraposicion, aquellos derivados de la serie
n-3 poseen demostradas acciones antiinflamatorias (Alexander, 1998;
Calder, 1998).

Los recién nacidos alimentados exclusivamente al pecho se
benefician de una determinada proteccion frente a la enfermedad atopica
(Oddy, 1999). Sin embargo, esta proteccién es muy variable y depende,
a su vez, de la ingesta dietética materna. Algunos autores estiman que
una elevada ingesta materna de AGPI n-6 o reducida en n-3 podria ser
un factor de riesgo para el desarrollo de atopia (Hodge, 2001;
Kankaanpéa, 2001). Otros estudios también recientes no apoyan la
hipotesis anterior, considerdndola algo todavia en controversia
(Koletzko, 2000; Duchen, 2001). En el presente estudio mas de un 40%
de las madres lactantes presentaron una ingesta de grasas saturadas,
monoinsaturadas y poliinsaturadas por debajo de la RDA de 2002.
Seglin se muestra en la tabla correspondiente, no se han encontrado
correlaciones entre la grasa total, los AGS, AGM o AGPI de la dieta y
los AGPI de la leche materna, indicando asi una movilizacioén de éstos
desde las reservas maternas, ya que se trata de mujeres bien nutridas
(Tabla XXXI).

3. RESPECTO A LA PRESENCIA DE LAS VITAMINAS AY E
EN LECHE DE MADRES ESPANOLAS

La presencia de las vitaminas liposolubles tanto en suero como
en la leche materna presenta variaciones geograficas importantes, ya que
la dieta juega un papel primordial (Canfield, 1995; Lammi-Keefe, 1995;
Canfield, 1997; Olafsdottir, 2001; Lietz, 2001). En este sentido, la
concentracion de vitamina E en leche humana, también depende de los
habitos toxicos maternos, puesto que estd demostrado que desciende en
las mujeres lactantes fumadoras (Kelly, 1990; Ortega, 1998b). En cuanto
a la excrecion de vitamina A en leche materna, se requiere la integridad
del funcionamiento del enzima ARAT, que esterifica en retinol, que
posteriormente aparecera en la leche.

El contenido en vitaminas en leche materna debe adecuarse a los
requerimientos del nifio lactante y sus valores dependen del estado de
nutricioén y el aporte exdgeno maternos (Picciano, 1995). Atendiendo a
las vitaminas liposolubles A y E, sus niveles han sido determinados en
numerosos estudios, ofreciendo un rango entre cuyos valores se
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encuentra la normalidad. Asi, la concentracion de vitamina E puede
variar alrededor de 0.18 mg/dL (Kobayashi, 1975; Lammi-Keefe, 1995);
la vitamina A, por su parte oscila entre 0.015 y 0.065 mg/dL (Ajans,
1965; Dostalova, 1984; Chappell, 1985; Hussein, 1987). Las tablas
XXV y XXVI muestran el descenso, estadisticamente significativo, de
las concentraciones de las vitaminas A y E desde la leche calostral a la
madura, datos que coinciden con los aparecidos recientemente en la
literatura cientifica (Thomas, 1981; Anderson, 1985; Fomon, 1995;
Pajaron, 1995; Barbas, 1998). Este descenso constituye una pérdida de la
capacidad antioxidante frente a los xenobidticos presentes en ella y que
seran ingeridos por el recién nacido lactado al pecho. Thomas et al.
publica unos valores para la vitamina A en leche calostral de 2014 ng/L;
en leche de transicion, de 1107 pg/L y, en leche madura, de 773 pg/L,
cifras que concuerdan con las obtenidas en el presente trabajo (Thomas,
1981).

El descenso de la vitamina E conforme avanza la lactancia es
muy significativo, llegando a ser, en este estudio 3,6 veces inferior en la
leche madura frente al calostro. Estos datos coinciden con los publicados
por Anderson et al. que observan unas cifras de vitamina E que van
desde 1.5£0.9 mg/dL en calostro, 0.46+0.19 mg/dL en leche de
transicion, hasta 0.33+0.15 mg/dL en leche madura (Anderson, 1985).

Las formulas lacteas artificiales intentan asemejarse en lo posible
a la composicion de la leche materna y las vitaminas A y E no son una
excepcion. Asi pues, el contenido de vitamina A en las formulas para
prematuros debe estar comprendido entre 90 y 150 png/100 Kcal. Es
conocido que para el recién nacido de bajo peso afecto de
broncodisplasia es necesario suplementar su alimentacion con esta
vitamina, ya que participa en la regeneracién de los tejidos epiteliales
pulmonares (American Academy of Pediatrics Committe on Nutrition,
1985). Para la vitamina E, debe cumplirse que el cociente entre ésta y los
AGPI sea mayor de 0.9 mg/g (o también, 0.5 mg/g de AL y 0.75 mg/g de
ALA) (ESPGHAN Committe on Nutrition, 1998).

3.1. Dieta y vitaminas liposolubles en leche materna

El contenido de vitaminas hidrosolubles en leche materna esté
vinculado fuertemente al estado nutricional y a la dieta materna, aunque
no siempre ocurre lo mismo con las vitaminas liposolubles. En este
trabajo de investigacion, no se ha encontrado relacion significativa entre
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la ingesta de vitamina A y E y su presencia en las muestras de leche
materna (Tabla XXXI). A pesar de haberse demostrado fehacientemente
la carencia dietética de vitamina E, puede observarse que la cantidad de
¢sta existente en las muestras de leche materna recogidas alcanza valores
similares a los descritos por otros autores (Kobayashi, 1975; Lammi-
Keefe, 1995) (Tablas XVI, XVII y XVIII). Los valores medios
sobrepasan la cifra de 1 mg/dl en leche de calostro, aunque descienden
significativamente hasta la leche madura. Esto podria significar que,
mientras el recién nacido alimentado al pecho recibe un aporte correcto
de vitamina E, la madre estaria padeciendo ese grave déficit,
derivandose asi una menor proteccion antioxidante frente a los pesticidas
que ingiere.

En cuanto a la vitamina A, sus niveles en la leche materna se ven
influenciados claramente por la dieta, como indican otros estudios
realizados en nuestro pais (Martinez, 1997). En caso de que las mujeres
no ingieran la cantidad suficiente de vitamina A durante la lactancia,
puede suplementarse su dieta, beneficidndose tanto la madre como el
nifio lactante durante varios meses (Underwood, 1994; Canfield, 1998).
En el presente trabajo de investigacion, se observa que la concentracion
de vitamina A en leche materna est4 directamente relacionada con la de
vitamina E y viceversa, tal y como se muestra en la Figura 12. En la
dieta materna, también aparecen correlacionadas estas vitaminas, lo cual
es logico, debido a su liposolubilidad, de tal forma que una mayor
ingesta de la primera se acompafia obligadamente de unos mayores
ingresos de la segunda (Tabla XXXI). Los valores medios encontrados
en leche materna son los adecuados, seguramente debido al adecuado
aporte exdgeno de vitamina A través de la dieta en la mayoria de las
mujeres estudiadas (Tabla XXXIII). En este sentido, podemos afirmar
que los nifios alimentados al pecho raramente padecen un déficit de
vitamina A, que tendria consecuencias en cuanto al déficit de
antioxidantes y otras muchas funciones atribuidas a esta vitamina,
incluyendo la alteracion del sistema inmune, con descenso de linfocitos
T y de anticuerpos frente a determinadas bacterias (Kramer, 1996; Ross,
1996).

Se ha demostrado una correlacion inversa entre la cantidad de
grasa ingerida en la dieta, los 4cidos grasos tanto saturados como
monoinsaturados y la presencia de vitamina E en la leche materna
(Figura 9); también resultan significativas las correlaciones inversas
existentes entre los dcidos grasos saturados de la dieta y la vitamina A en
la leche (Figura 10). Estos datos sugieren que tanto los AGS y como los
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AGM de la dieta (acidos grasos con un alto potencial de peroxidacion
lipidica) influirian negativamente en la excrecion de estas vitaminas en
la leche de mujer.

4. RESPECTO A LA LIBERACION CONJUNTA DE
PESTICIDAS ORGANOCLORADOS, ACIDOS GRASOS
POLIINSATURADOS Y VITAMINAS LIPOSOLUBLES A
TRAVES DE LA LECHE HUMANA.

Actualmente son numerosos los documentos bibliograficos que
relacionan la presencia de los compuestos organoclorados con
alteraciones en el metabolismo lipidico, tanto en ensayos in Vivo como in
vitro. Estos acontecimientos se creen estrechamente ligados a la
toxicidad y carcinogenicidad de estas sustancias.

Ya ha sido indicada anteriormente la alta relacion que existe
entre la presencia de pesticidas organoclorados y el metabolismo celular
de moléculas que intervienen en procesos redox (Tithof, 1996, 1998,
2000). Paralelamente, algunos autores han realizado estudios in vivo
administrando a ratas gestantes una mezcla de compuestos entre los que
se encontraban moléculas organocloradas. En ellos se evidencia el
aumento en la cantidad de grasa corporal en los recién nacidos hijos de
madres tratadas frente a los controles. Por el contrario, el contenido
lipidico fetal no experimentd cambios, lo cual podria implicar que
reciben una mayor carga de pesticidas en la época neonatal (a través de
la leche materna) que durante la gestacion, gracias al papel protector de
la placenta (Chen, 2002).

Los acontecimientos ligados a alteraciones en el metabolismo
lipidico han sido en los tltimos afios achacados a trastornos enzimaticos,
sobre todo en la acetil-coenzima A (CoA) carboxilasa, la sintetasa de
acidos grasos y la hidroxi-metil-glutaril (HMG) CoA reductasa
(Lakshman, 1989). Mas recientemente, otros autores han demostrado
que los compuestos organoclorados pueden originar, in vitro, la
liberacion de acido araquidonico mediada por la fosfolipasa A2 (Tithof,
1996, 1998, 2000; Wang, 2001; Olivero, 2002). En otro estudio reciente,
otro enzima, la tirosin-kinasa estaria implicada en la liberacion de i6n
superoxido cuando los neutréfilos son expuestos a una mezcla de PCBs
(Tithof, 1997). Otros autores han demostrado que pesticidas
organoclorados como el lindano son capaces de incrementar las
concentraciones de AMPc e inhibir las contracciones uterinas en ratas
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(Criswell, 1999), explicando asi alguno de sus efectos como disruptor
endocrino. Estos autores concuerdan con Bae et al (Bae, 1999), Tithof et
al. (Tithof, 2000) y Wang et al. (Wang, 2001), en que estos pesticidas
son capaces de producir la liberacion de acido araquidonico mediada por
fosfolipasa A2. Otros efectos demostrados in vitro incluyen el bloqueo
de receptores gabaérgicos por parte del lindano, endosulfan alfa y
dieldrin (Vale, 2003). Ante estos antecedentes, cabe preguntarse si existe
algin tipo de relacion entre los pesticidas organoclorados en leche
materna, la presencia de dacidos grasos poliinsaturados y los
antioxidantes que se estan eliminando en este medio (v.g. vitaminas A y
E). En este trabajo se han encontrado algunas correlaciones entre ambos
tipos de compuestos que seran comentados a continuacidon. Las
correlaciones constatadas de algunos pesticidas organoclorados con el
acido linolénico y con los acidos grasos derivados de la serie n-3,
sugieren un campo de investigacion de maximo interés, pues, como es
sabido, el DHA es componente primordial de las membranas celulares
de todos los tejidos incluido el sistema nervioso central; por tanto, los
efectos patoldgicos y deletéreos derivados de esta relacion deberian ser
investigados en profundidad. En el andlisis de correlacion por etapas de
lactancia, el DHA es el AGPI-CL con mayor niimero de correlaciones
demostradas (un total de 7), cuya liberacion conjunta queda demostrada
con pesticidas como lindano, dieldrin, mirex, clordano, endosulfan
lactona, endosulfan diol y metoxicloro (Tabla XXVII).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo hacen muy
sugerente la idea de la liberacion de 4cido araquidénico mediada por
fosfolipasa A2 y estimulada por grandes cantidades de pesticidas
organoclorados que, junto a otros xenobidticos con capacidad de
disrupcion endocrina, proceden de la liberaciéon a partir del tejido
adiposo que acontece al final de la gestacion, durante el parto y durante
la lactancia. Este hecho explicaria alguna de las correlaciones
demostradas entre pesticidas como aldrin, endosulfan diol, p,p’DDD,
0,p'DDT y p,p’DDT con la serie n-6. Sin embargo, se han observado
mayor numero de correlaciones con los acidos grasos de la serie n-3 que
con la n-6 (Tabla XXVII y XXVIII).

Las correlaciones establecidas en este estudio demuestran la
liberacion conjunta de 4cido grasos poliinsaturados de cadena larga y
pesticidas organoclorados, hecho que debe ser profundamente
investigado en el futuro para entender mejor el metabolismo de los
xenobidticos dentro del organismo humano.
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Recientemente, un estudio realizado en animales ha demostrado
una correlacion negativa entre los niveles de algunos de los
contaminantes orgdnicos persistentes (vg. DDT, PCB) y las reservas
endogenas de vitamina A (Nyman, 2003).

Las tablas XXV y XXVI muestran el descenso, estadisticamente
significativo, de las concentraciones de las vitaminas A y E desde la
leche calostral a la madura, datos que coinciden con los aparecidos
recientemente en la literatura cientifica (Thomas, 1981; Fomon, 1995;
Pajaron, 1995; Barbas, 1998). Este descenso constituye una pérdida de la
capacidad antioxidante frente a los xenobidticos presentes en ella y que
seran ingeridos por el recién nacido lactado al pecho.

Han quedado claras distintas correlaciones entre la presencia de
pesticidas y vitaminas liposolubles en leche materna. En concreto, tal y
como se expone en la Tabla XXX se evidencia una correlacion negativa
entre las concentraciones de endosulfan lactona y las de vitamina E en
las muestras de leche analizadas. Este hallazgo sugiere una accion
protectora de esta vitamina, de accion claramente antioxidante, frente al
pesticida en cuestion.

Si se analiza, por una parte, la ingesta de vitaminas liposolubles
Ay E y su relacion con los niveles de PO en leche materna, se concluye
que no hay ninguna correlacion entre ambos, excepto para la vitamina A
y el endosulfan diol (1:0.67, p=0.001). Este hecho podria significar la
imposibilidad de modificar cuantitativamente la presencia de PO en la
leche humana mediante una ingesta de antioxidantes en forma de
vitaminas de este tipo (Tabla XXXV).

5. INTERPRETACION DE LA EVAI'_UACION DE LA INGESTA
DIETETICA Y COMPARACION FRENTE A LAS
RECOMENDACIONES DIARIAS ADMISIBLES (RDA)

El interés que nos lleva a evaluar la dieta de las madres lactantes
en este trabajo se enfoca fundamentalmente en el hecho de que muchos
autores estan comprobando como la dieta y los héabitos de vida de la
poblacion  estdn relacionados con los niveles de pesticidas
organoclorados contenidos en la leche materna y otros medios
biologicos.

Los estudios retrospectivos individuales son altamente utiles para
estimar la ingesta en un tiempo pasado aunque deben ser frecuentemente
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modificados en funcion del consumo y composicion de la dieta de
acuerdo con la poblacion objeto de estudio (Willet, 1994; Stram, 1995).
Se considera que uUnicamente son necesarios de cuatro a cinco
cuestionarios de recuerdo de 24 horas para la obtencion de datos fiables
en la mayoria de los nutrientes, incluyendo aqui algunos micronutrientes
como son las vitaminas A, D, Niacina y algin mineral como Fe o Ca. Se
ha demostrado que se pueden percibir cambios en la dieta altamente
reproducibles con este numero limitado de encuestas por sujeto
(Tsubono, 1995). Basandonos en las referencias publicadas por otros
autores que trabajan en este mismo campo, se ha considerado adecuado
la evaluacion de las encuestas repartidas en tres periodos distintos de
lactancia (primeros dias tras el parto, en los dias 6 y 12 postparto, y
finalmente entre los 13-32 dias postparto). Esto supone nueve encuestas
alimentarias por mujer repartidas en las tres etapas. Se ha elaborado una
encuesta alimentaria de recuerdo de 24 horas dividida en cinco partes:
desayuno, media mafana, almuerzo, merienda y cena, en la que se
recogi6 cada uno de los platos e ingredientes con los que se elaboraron
las comidas. La evaluacion nos interesa tanto por la contribucion de
nutrientes de la dieta como por la posible influencia de los alimentos en
el aporte de pesticidas organoclorados. En caso de que las encuestas
estuviesen incompletas respecto a las cantidades de alimento ingerido en
cada racidn, se recurre a la informacién bibliografica publicada para los
habitos alimentarios espafioles que recogen valores medios
estandarizados para cada racion y el modo de elaboracion de los platos.
De esta manera se conocen los valores de energia, macronutrientes y
micronutrientes consumidos por cada mujer.

Los resultados del analisis de dichas encuestas reflejan que la
ingesta media diaria de energia por las mujeres corresponde a
2225.444351.78 Kcal, encontrandose en muchos de los casos (93.8%)
por debajo de lo recomendado (2700 Kcal/dia) (Tabla XXXII y
XXXIID).

Respecto a la ingesta media diaria de macronutrientes (hidratos
de carbono, lipidos y proteinas), queda demostrado que, en esta
poblacion estudiada, la dieta de la mayoria de las madres (92.2%) excede
la cantidad de glicidos y proteinas, segin la RDA 2002. Cuando se han
buscado estudios similares realizados en otras poblaciones, cabe destacar
el realizado por Mullerova, donde presentan una ingesta diaria de
hidratos de carbono y proteinas similar al presente estudio, ya que se
sitia en 280.0£112 g/dia y 75,418 g/dia respectivamente (Mullerova,
1998).
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Los lipidos aportados en la dieta no alcanzan, en més de la mitad
de los casos (59.4%) las cifras recomendadas, asi como tampoco cubren
el porcentaje recomendado respecto al total de energia (35% del total
caldrico diario) (Tabla XXXIII). Dentro de la cantidad total de grasa, el
30% deber ser aportado en forma de AGPI, lo cual debe ser tenido en
cuenta debido a las importantes funciones ya descritas a lo largo de este
trabajo. La comparacion establecida entre lo ideal y lo ingerido por las
madres muestra un déficit de aporte dietético para estos AGPI en el
40,6% de ellas. Estos porcentajes quizas sean aceptables en esta
poblacion, ya que hay que situarla en unos habitos de consumo muy
especificos, los del sur peninsular, donde el consumo mayoritario es
aceite de oliva, rico en acidos grasos monoinsaturados.

Es notable también que el colesterol procedente de la ingesta
sobrepasa lo recomendado en la mayoria de los casos. Solo el 14,1% de
los casos ingieren menos de 300 mg/dia de colesterol, frente al 67.8%
cuyos ingresos superan los 350 mg/dia. El resto (el 18,1%) ingiere lo
recomendado (300 a 350 mg/dia). El rango de valores para el colesterol
es muy amplio (169,33 y 1152.48 mg/dia) (Tabla XXXIII).

En cuanto a la ingesta diaria media para los micronutrientes
(Tabla XXXIII), se debe resaltar la gravedad de la falta de ingesta
suficiente de hierro, ya que ninguna de las encuestadas alcanzo el nivel
recomendado. El aporte exdgeno de hierro en los alimentos debe guardar
un paralelismo con la ingesta total de energia (segiin la RDA, 27 mg de
hierro para un total de 2700 Kcal; 6 lo que es igual, 10 mg por cada 1000
Kcal). En las mujeres de nuestro estudio, tampoco se cumple esta
relacion, pudiendo observarse que por cada 1000 Kcal de la dieta sélo se
consumian una media de 6 mg de hierro al dia. Asi pues, esta poblacion
se encuentra con un riesgo elevado de padecer anemia ferropénica o
deficiencia de hierro, por lo que deberia modificar sus habitos
alimentarios o bien valorar la posibilidad de la suplementacion
farmacoldgica con hierro. Lo mismo ocurre cuando se cuantifica la
ingesta diaria de cinc, ya que en el 85,9% de los casos son deficitarias
las encuestas dietéticas recogidas. No hay que olvidar que este mineral
que participa de forma decisiva en la capacidad de cicatrizacion de
heridas o en la percepcion de los sabores. Los sintomas derivados de su
déficit nutricional no suelen ser acusados en personas sanas, aunque en
cuadros de malabsorcion intestinal o en pacientes con insuficiencia renal
o hepatica puede aparecer como primer sintoma una dermatitis.
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En lo que respecta a las vitaminas, casi ninguna mujer ingiere la
cantidad recomendada de vitamina E (98.4%), lo cual indica un déficit
considerable en los sistemas de antioxidacién no enzimatica natural. La
media de ingesta diaria fue de 7.37+1.94 mg, cifra muy por debajo de las
recomendaciones del 2002 sobre ingesta diaria adecuada de esta
vitamina (15 mg/dia). Por otro lado, las necesidades diarias de vitaminas
A y C si son cubiertas por el 79,7% de las mujeres, con lo que podria
contrarrestar el déficit nutricional de la vitamina E en cuanto a capacidad
o potencial antioxidante dependiente de la dieta (Tabla XXXIII). Sin
embargo, debe resaltarse que el mecanismo antioxidante de las vitaminas
A y E es muy diferente: el grupo fenol existente en la molécula de
vitamina E evita que los fendomenos de oxidacion que sufre este
compuesto se perpetiien y afecten a otras sustancias. La vitamina A, por
el contrario, evita la peroxidacion lipidica al oxidarse ella misma, pero se
convierte en una sustancia inestable que puede dar lugar a mas
fenomenos oxidativos en cadena. En algunos de los trabajos
experimentales realizados in vitro (ya descritos anteriormente) queda
demostrado que la adicion de este tipo de vitaminas es capaz de revertir
los efectos adversos de alguno de los pesticidas, como es la liberacion de
AA de las membranas celulares (Krieger, 2001; Latchoumycandane,
2002). Por tanto, el déficit dietético de vitamina E encontrado en las
mujeres de este trabajo, puede tener consecuencias negativas, tanto para
la madre como para el nifio lactante, que se encuentran desprotegidos
frente a los efectos pro-oxidativos de los compuestos organoclorados.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, es posible extraer una serie
de conclusiones que se exponen a continuacion.
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CONCLUSIONES

12.- En el presente trabajo de investigacion, ha quedado, una vez mas, en
evidencia la presencia de xenobidticos en concentraciones muy variables
en leche humana de mujeres espafiolas. Se puede afirmar que los nifios
espafoles alimentados al pecho, al igual que en otros paises, estan
expuestos a estas sustancias de forma continuada mientras dura el
periodo de lactancia, superando el limite TEQ establecido por la OMS y,
por tanto, sometidos a sus efectos potencialmente toxicos. Alguno de
estos pesticidas se han encontrado en el 100% de las muestras analizadas
tanto de calostro, de leche de transicion como de leche madura, tal es el
caso del p,p‘DDE.

22.- Tgual que existe un TEQ para moléculas persistentes (dioxinas o
PCBs), deberia establecerse un valor maximo de exposicion a pesticidas
organoclorados presentes en medios bioldgicos humanos. Seria muy 1util
conocer a partir de qué nivel la contaminaciéon por un determinado
pesticida “puede resultar peligrosamente elevada”.

32.- El metoxicloro y el endosulfan lactona presentes en la leche de las
madres estudiadas, son los pesticidas organoclorados vinculados mas
frecuentemente con las grasas de la dieta, tanto saturadas como
insaturadas.

42.- El acido linolénico aumenta en la leche de transicion y madura
respecto al calostro. El acido linoleico no experimenta una variacion
significativa en los tres periodos estudiados. Las concentraciones en
leche materna de los AGPI de larga cadena (AA y DHA) disminuyen
conforme avanza la lactancia y la cantidad total de AGPI-CL se
mantiene estable; estos resultados concuerdan con los efectos de la
maduracion de los sistemas enzimaticos a lo largo del primer mes de
vida.

52- Las correlaciones establecidas en este estudio demuestran la
liberaciéon conjunta a través de la leche humana de 4cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga y pesticidas organoclorados, hecho que
debe ser profundamente investigado en el futuro para entender mejor el
metabolismo de estos xenobidticos en el organismo humano y sus
consecuencias. Asimismo, se demuestran claras correlaciones entre las
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vitaminas liposolubles y la presencia de pesticidas organoclorados en
leche materna.

62.- Los resultados del analisis de las encuestas reflejan que: 1) el 93.8%
de las mujeres participantes en el estudio muestran una ingesta diaria de
energia por debajo de las recomendaciones; y 2) en el 7.8% de las
madres, la ingesta de glicidos y proteinas excede las recomendaciones
de la RDA 2002.

72.- Los lipidos aportados en la dieta no alcanzan, en mas de la mitad de
los casos (59.4%), las cifras recomendadas, asi como tampoco cubren el
porcentaje recomendado respecto al total de energia (35% del total
calorico diario); el 40.6% de las madres lactantes no cubren el porcentaje
recomendado de AGPI (30% del total de grasa); estos resultados
concuerdan con el consumo mayoritario en nuestro medio de aceite de
oliva, rico en acidos grasos monoinsaturados. El 67.8% superan los 350
mg/dia de colesterol recomendados como maximo por la RDA.

82.- Se detecta una clara deficiencia en la ingesta de hierro, pues ninguna
de las mujeres encuestadas alcanzan las recomendaciones (segun la
RDA, 27 mg de hierro para un total de 2700 Kcal; 6 lo que es igual, 10
mg por cada 1000 Kcal). Igualmente result6 deficitaria la ingesta diaria
de zinc en el 85.9% de las madres participantes en el estudio.

92.- El 98.4% de las madres lactantes mostraron una ingesta media diaria
de vitamina E de 7.37+1.94 mg, deficitaria segin las recomendaciones
del afio 2002 (15 mg/dia). Este hecho puede tener consecuencias
negativas tanto para la madre como para el nifio lactante, que se
encuentran desprotegidos frente a los efectos pro-oxidativos de los
compuestos organoclorados. En contraposicion, el 79.7% de las mujeres
cubren las recomendaciones de ingesta diaria de vitaminas A 'y C.

102.- El descenso estadisticamente significativo de las concentraciones
de vitaminas A y E desde la leche calostral a la madura, sugiere la
necesidad de suplementar a las madres lactantes para enriquecer la leche
materna en estas vitaminas y mejorar la capacidad antioxidante en sus
hijos, incluso frente a los xenobidticos que les aporta la propia leche.
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