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I. INTRODUCCION

“El O2 es venenoso; los seres vivos aerobios sobreviven en él gracias a que

han desarrollado sistemas de defensa antioxidante” (Halliwell, 2007)

“Human milk is uniquely superior for infant feeding and is species-specific; all
substitute feeding options differ markedly from it. The breastfed infant is the
reference or normative model against which all alternative feeding methods must
be measured with regard to growth, health, development, and all other short and

long-term benefits.” (Academia Americana de Pediatria, 2005)

I. INTRODUCCION

1. METABOLISMO OXIDATIVO

A. ANTECEDENTES HISTORICOS.

La toxicidad del oxigeno (O2) fue descrita por Priestley y Scheele en 1771;
Paul Bert refirid las convulsiones por O2 en 1878 y, en 1899, Lorraine-Smith observo la
afectacion pulmonar en animales fras la exposicion a elevadas concentraciones de
O2 (Vigueira, 2008). El papel téxico del O2 en la génesis de la retinopatia del
prematuro fue nombrado por Campbell en 1951(Tin, 2007) y en 1969, Lemos publicé
la toxicidad en relacidn con la broncodisplasia del recién nacido pretérmino
(DelLemos, 1969).

Tras el artficulo en Nature de 1954 sobre los radicales libres (RL) de
Commoner, Towsend y Pake (Commoner, 1961), Harman describe el dano oxidativo
y sus consecuencias sobre el organismo en 1956 (Harman, 1981) y, posteriormente,
se descubren los efectos del dano oxidativo a proteinas, lipidos o ADN. Unos anos
después empiezan a caracterizarse los RL y sus funciones en el metabolismo (Mittal,
1977). Posteriormente se descubre el importante papel del oxido nitroso (NO) en la
vasodilatacion (Radomski, 1987; Culotta, 1992).
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I. INTRODUCCION

La “regulacion oxidativa” es, desde hace anos, un campo de permanente
inferés para la ciencia basica y la aplicada (Drége, 2002) asi como el estudio de los
RL y su rol en la génesis de las enfermedades créonicas como la obesidad (Codoner,

2014), la arterioesclerosis o el cAncer (Burton, 2011; Fewtrell, 2011).
B. RADICALES LIBRES (RL) Y ESPECIES REACTIVAS.

Los RL se definieron inicialmente como estructuras quimicas capaces de
existencia independiente que, por contener un electrdn sin emparejar en el orbital
mds externo de su molécula, son inestables y muy reactivas. Buscando el equilibrio
infercambian electrones con las moléculas de su entorno y provocan, como
resultado, la aparicién de nuevas moléculas oxidadas. Estas, a su vez, al donar o
perder un electron en su capa mds externa pueden transformarse en nuevos RL. Se
desata asi una reaccion en cadena donde cada nuevo RL le roba un electrén a
otra molécula. Este dano puede extenderse indefinidamente dando origen al
llamado “estrés oxidativo” (Betteridge, 2000).

El nombre genérico: “especies reactivas” incluye distintas moléculas con
poder oxidante, derivadas de oxigeno y de nitrdgeno. Los derivados del O:
(especies reactivas de oxigeno o ROS) como el superoxido (O2*), el hidroxil (OH*) o
el peroxido (H20-) v los derivados del nitrégeno (las especies reactivas del nitrégeno
(NOS) como el peroxinitrito (ONOO-) o el oxido nitrico (NO), son algunas de ellas
(Tabla I-1).

Tanto las ROS como los NOS incluyen moléculas radicales y moléculas no
radicales (Halliwell, 1996, Halliwell, 2012). Otras moléculas como los derivados del
hidrogeno, azufre o cloro, pueden contribuir también a la propagacion vy

mantenimiento de reacciones de oxidacidon en cadena.
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I. INTRODUCCION

Tabla I-1. Especies reactivas mds relevantes

Radicales ROS Anidn superdxido O2*-
Radical Hidroxilo OH*
Radical alcoxilo RO
Peroxilo ROO"
NOS Oxido Nitrico NO*
No Radicales ROS Peréxido de Hidrégeno H202
Oxigeno singlete 127
NOS Peroxinitrito ONOO-

a. Radicales libres mas relevantes

El radical hidroxilo (OH"*) es muy reactivo, tiene una vida media muy corta
(10%s) y es capaz de interaccionar con todas las biomoléculas cercanas (Pastor,
2000). Se produce por la accion de las radiaciones UV, X o gamma en reacciones
quimicas y su accion es catalizada por el cobre y el hierro (Halliwell, 2007).

El anion superéxido (O2'") se produce en la cadena de transporte
electronico de las mitocondrias (Drése 2012) en reacciones catalizadas por
oxidasas, hidrolasas o deshidrogenasas (Korycka-Dahl, 1980) y por accion del O2
sobre la cisteina o la riboflavina (Vina, 1983). Es capaz de reaccionar con moléculas
como quinonas, fenoles y otros radicales como el éxido nitrico (Halliwell, 1996) y
origina y/o propaga reacciones que dan lugar a otras especies oxigénicas reactivas
mucho mas téxicas como el radical hidroxilo.

El Oxido nitrico (NO*) no es muy reactivo, tiene una vida media de 3 a 5
segundos y se produce durante la conversion de la L-argininina a L-citrulina. Esta
reaccidn que es catalizada por la éxido-nitrico-sintetasa, es NADPH y oxigeno
dependiente y tiene lugar en las mitocondrias de diversos tejidos (endotelial,
nervioso, muscular y epitelios) (Li, 2005; Nisoli, 2003). El NO posee multiples funciones
y puede regular la fisiologia, tanto en procesos agudos como a largo plazo, e
inducir cambios celulares cuasi permanentes. La importancia de este radical deriva

de su participacion en reacciones criticas para el organismo, asi como de sus
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I. INTRODUCCION

dobles propiedades, ya que, en determinadas condiciones, puede actuar como
antiinflamatorio a concentraciones bajas y como pro inflamatorio cuando se
encuentra en concentraciones elevadas (Grisham, 1999). El NO es precursor de
compuestos muy activos como el peroxinitrito o el didxido de nitrébgeno que
participan en procesos de lipoperoxidaciéon de membranas vy lipoproteinas. Pero
también puede limitar la propagacion de reacciones de oxidacion lipidica con la
formacién de productos no radicales como los nitrosolipidos. Y es capaz de modular
la respiracion mitocondrial inhibiendo la citocromo C oxidasa, aumentar o disminuir
el flujo sanguineo y regular la unién del O2 a la hemoglobina (Sansbury, 2014). Que
actle como pro oxidante (promoviendo la disfuncién tisular y celular con efectos
pro inflamatorios) o como antioxidante (con propiedades reguladoras vy
antiinflamatorias) depende de su concenfraciéon, de la velocidad relativa de su
formacién, de la presencia de otros radicales y del lugar de formacién (Rubbo,
1998). En concentraciones bajas, el NO desarrolla importantes acciones reguladoras
y anfiinflamatorias. En concentraciones elevadas y en presencia de determinados
metales de transicidon es capaz de provocar inactivacion enzimatica y danos al ADN
(capaz de provocar mutaciones y roturas) (Drogge, 2002).

El diéxido de nitrégeno (NO2¢) que es producido en la reaccion del dxido
nitrico con el O2y en la descomposicion del peroxinitrito (Postlethwait, 1995), es un
radical muy activo, capaz de iniciar la peroxidacion lipidica (Kaur, 1994).

El radical peroxilo (ROO¢*) deriva de la reaccion del O2 con los radicales
hidrocarbonados lipidicos principalmente (Reed, 1987), es probablemente el radical

mdas abundante y tiene una vida media de segundos (Cadenas, 1989).

b. Especies reactivas, no radicales

El Peréxido de hidrégeno (H202) es generado fras la dismutacion del idn
peroxido, la reducciéon de la molécula de O2, 0 como subproducto de determinadas
acciones enzimdticas (glucosa oxidasa, mono amino oxidasa,..) (Nicotra, 2004). No

puede ser considerado un radical libre porque no tiene electrones desapareados
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I. INTRODUCCION

en su orbital mds externo, pero tiene gran faciidad de difusion a través de las
membranas y es capaz de producir oxidacion en zonas muy alejadas de su lugar de
produccion.

El Oxigeno singlete 1°;, s una forma excitada del oxigeno molecular que se
forma por efecto de la luz solar sobre algunas moléculas y como subproducto de
diversas reacciones enzimdaticas en el organismo. Reacciona con facilidad con otras
moléculas, es de vida media muy corta (104 s) y oxida lipidos, proteinas y &cidos
nucléicos. (Ryter, 1998)

El Peroxinitrito (ONOO™) es el resultado de la unidn de anion superdxido y
oxido nitrico (Miles, 1996). Es un potente intermediario oxidante capaz de inducir la
peroxidacion de lipidos y de degradar carbohidratos, oxidar lipidos, tioles y tio-
éteres y nitrar la guanosina o los residuos de tirosina fragmentando la cadena del
ADN (Beckman, 1996).

c. Generacion de radicales y especies reactivas.

Los RL pueden ser producidos en el organismo como subproductos de
procesos metabdlicos (fuentes enddgenas) o proceder de fuentes externas (fuentes
exdgenas) como las radiaciones, el ozono, el humo del tabaco, los contaminantes

ambientales, algunos productos quimicos e incluso de la alimentacioén.

La generacidn enddégena de RL es consecuencia del metabolismo
oxidativo. En este ocurren diversas reacciones, enzimdticas y no enzimdaticas,
necesarias para la vida y en las que el organismo produce moléculas reactivas (que
pueden o no ser RL) como subproductos.

La cadena de respiracion celular o de transporte electronico mitocondrial,
es la principal fuente de generacion de ROS en las células (Alfadda, 2012). El 95%
del Oz procedente de la respiracién es utilizado para generar energia por la accién
de la citocromo-C-oxidasa durante la formacion de ATP. Sin embargo, como

resultado de reacciones en el complejo | de la cadena respiratoria o en el complejo
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I. INTRODUCCION

quinona-semiquinona-ubiquinol (CoQ10), un 5% de este O2 es reducido a la forma
monovalente, el radical superdxido (Ames, 1993). Ademdads, un indice de reduccion
elevado de los transportadores de la cadena respiratoria de la membrana interior
de la mitocondria, ocasiona un exceso de generacion de radical superdxido, cuya
dismutacion da lugar a la aparicion de perdxido de hidrogeno (H202) mitocondrial
(Boveris, 1975; Turrens, 1980).

Los RLs también son generados en la cadena de transporte de electrones
no fosforilante (NADP->NADPH) en la que participa activamente el citocromo P450.
Durante las reacciones de hidroxilacion y desaturacién se produce un continuo
intercambio de electrones y, como resultado del mismo, producen pequenas
cantidades de ién superdxido (Sevanian, 1990).

Los RL también pueden resultar como excedentes de reacciones mediadas
por enzimas como la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa o la oxido nitrico sintetasa
(Alfadda, 2012). Esta Ultima enzima es la responsable de la formacién de oxido
nitico (NO) en diversos tejidos, es dependiente de NADPH y O cataliza la
oxidacion de L-arginina a L-citrulina y produce NO en el proceso. Existen 3 isoformas
que se distinguen por su lugar de accion (Sansbury, 2014). En el interior de las células
fagociticas, esta enzima cataliza la sintesis de NO* que permite la formacién de
ONOO™ (por unidon de Oz y NO*) y que es un potente agente de peroxidacion
lipidica capaz de lisar células danados y microorganismos bacterianos (Nathan,
1994). Durante la accidn de ofras enzimas como la lipooxigenasa y la
ciclooxigenasa para la produccion de prostaglandinas, fromboxanos y leucotrienos
también se generan RL (Mancuso, 2007).

También se producen RLs, durante la fagocitosis, cuando en el interior de la
membrana de neutréfilos, monocitos y macréfagos se activa la NADPH oxidasa y se
generan Oz, Oz y H202 para combatir a los microorganismos (Weiss, 1982). De modo
similar se originan RLs en ofros procesos bioldgicos como la sintesis de

prostaglandinas o en el sistema del citocromo P450.
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Ademds de la generacién enddégena, el organismo estd expuesto a fuentes
exdgenas de RL procedentes del medioambiente, la alimentacidn vy los
xenobidticos. Un ejemplo es la formacion no enzimdtica de radicales por efecto de
agentes de la acciéon de las radiaciones ionizantes sobre los compuestos orgdnicos.
(Riley, 1994; Lobo, 2010), como durante la hidrdlisis de la molécula de agua por la
accion de las radiaciones gamma, en la que se generan radicales hidroxilo que
pueden alterar el ADN (Betteridge, 2000; Tulard, 2003).

También los xenobidticos (compuestos quimicos ajenos a la composicion de
los organismos vivos) son capaces de producir dano celular por generacion de ROS.
En este grupo estdn incluidos los pesticidas, los contaminantes aéreos, los
hidrocarburos aromdticos, algunos medicamentos y muchas drogas (humo del
tabaco). Los mds téxicos son los compuestos organoclorados, los iones metdlicos, los
barbitUricos y las antraciclinas (Valls, 2006; Valls 2008). La mayoria de estos contienen
cadenas alguilicas, anillos aromdticos o haldgenos que por ser, en su mayoria
lipofilicos, atraviesan las membranas con facilidad. Sin embargo, son excretados a
baja velocidad por lo que suelen acumularse en el organismo y para su eliminacion
son necesarias reacciones de hidrdlisis y oxidacion y en estas se liberan gran
cantidad de RLs (Cadenas, 2000).

El O2 utilizado con fines medicamentosos, como por ejemplo para la
ventilacion asistida o la reanimacién neonatal, puede inducir danos pulmonares por
exceso de produccion de ROS (Davis, 2004; Saugstad, 2006). Al interaccionar con
determinadas moléculas en el citoplasma, el O2 origina especies oxigénicas
reactivas, como el anidon superdxido, que por dismutacion espontdnea o enzimdatica
pueden generar H202 con elevado poder oxidativo.

Los agentes infecciosos también provocan reacciones inflamatorias y
defensivas en las que se producen gran cantfidad de RLs (Alfadda, 2012).

Por ofra parte, determinadas prdacticas alimentarias pueden ser causa de
produccién excesiva de RLs. Asi las ingesta elevadas de calorias, de lipidos, de
hidratos de carbono o de proteinas, exigen al organismo excesos de metabolismo

oxidativo como la autooxidacion de gliceraldehido, la activaciéon de la protein-
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kinasa (PK), la glicacién, la produccion de metil-glioxal y sorbitol, la activacién de la
fosforilacion oxidativa o la activacién de la via de la hexosamina, entre ofros
(Alfadda, 2012).

El exceso de hierro también se ha asociado a un aumento de riesgo de
enfermedades cardiovasculares probablemente porque promueve la formacion de
RLy H202 (Hunnicutt, 2014).

Por otra parte, el aporte excesivo de un antioxidante aislado en forma de
suplementos, puede tener un efecto paraddjico, cuando la molécula de
antioxidante pasa a comportarse como un “pro-oxidante” lo que da lugar a un
efecto conftrario al deseado al provocar un aumento de oxidacion (Ommen, 2007;
Herrera, 2009).

C. OXIDACION Y DANO OXIDATIVO.

El metabolismo oxidativo es, para los seres de vida aerobia, la base de
procesos fisioldgicos indispensables como la respiracion celular, la fagocitosis, el
transporte de moléculas a través de la membrana, la accién enzimdtica o los
procesos biogenéticos. Este metabolismo al utilizar el O2 como aceptor final de
electrones posee una elevada eficiencia energética, pero como resultado de
algunas de las reacciones de oxidacion, consustanciales a la vida aerobia, se
generan sustancias potencialmente tdxicas y muy reactivas: los RLs.

Aunque los RLs pueden oxidar cualquier tipo de biomolécula, los lipidos, los
dcidos nucléicos y las proteinas son sus principales dianas (Young, 2001). La agresion
oxidativa resulta en la desnaturalizacion de estas moléculas y puede conducir a la
alteracion de funciones de la membrana celular (por peroxidacion de los
fosfolipidos), del citoplasma (desnaturalizacidén de las proteinas), del sistema
mitocondrial (sistemas enzimdticos o el ARN) o del mismo nidcleo (ADN).

Los avances en el conocimiento del metabolismo oxidativo han permitido
demostrar que el envejecimiento celular y muchas enfermedades cronicas

(enfermedades autoinmunes, aterosclerosis, cAncer, hipercolesterolemia, diabetes,

21



I. INTRODUCCION

Alzheimer, fibrosis quistica, cataratas y artritis reumatoides, entre otras) tienen
relacién directa o indirecta con el dano oxidativo (Stadtman, 1997; Sasabe, 2014).

La oxidacion lipidica o peroxidacion se produce por la oxidacion de los
dobles enlaces presentes en la molécula de los dcidos grasos. Se producen asi,
radicales alquilos y perdxidos capaces a su vez de oxidar proteinas y ofras
moléculas de dacidos grasos. La peroxidacion lipidica puede ser especialmente
danina cuando afecta a los lipidos de las membranas celulares. En estas, los lipidos
se encuentran formando matrices complejas con carbohidratos y proteinas, por lo
gue las reacciones de oxidacion se pueden propagar en cadena a las moléculas
adyacentes (Vladimirov, 1986) de la membrana, o afravesarla y extenderse a las
moléculas intracelulares (en citoplasma o nUcleo). La peroxidaciéon de los lipidos de
la membrana celular puede alterar su conductividad, su permeabilidad o su fluidez.
Este dano, puede ser faciimente reparable o resultar en una alteracion permanente
que aumente la susceptibilidad a ulteriores danos oxidativos (Yu, 2005; Pamplona,
2008). Por otra parte, la oxidacion lipidica estd estrechamente relacionada con la
oxidacioén de algunas proteinas como las apolipoproteinas, y esto tiene importantes
consecuencias para la génesis de enfermedades como la arterioesclerosis (Alfadda,
2012). La peroxidacion lipidica “in vivo” ha sido implicada en la enfermedad
cardiovascular, el cdncer, las alteraciones neuroldgicas y el envejecimiento
(Kivatinitx, 2012). La oxidacion del colesterol produce hidroperdxidos, oxisteroles y
otros productos implicados en la génesis de la placa de ateroma (Yoshida, 2010).

La oxidacién del grupo carbonilo de las proteinas induce tfransformaciones
de la estructura terciaria o cuaternaria y puede alterar su funcion (Cheal, 2009). No
todas las proteinas son igualmente susceptibles a la oxidacién. Por ejemplo, un
mayor contenido en metionina o cisteina (que son mds sensibles a la oxidacion) y
determinados fipos de estructura terciaric aumentan la susceptibilidad a la
oxidacion (Stadtman, 2003).

La oxidacion de los hidratos de carbono causa la despolimerizacion de
polisacdridos y altera la actividad de interleuquinas, prostaglandinas, hormonas vy

neurotransmisores (Duan, 2011).
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La oxidacién del ADN se produce cuando la cadena de oxidacién llega al
intferior del nucleo y estd relacionada con procesos de mutagénesis vy
carcinogénesis (Kryston, 2011). La oxidacion de un residuo de desoxirribosa en una
de las cadenas de la doble hélice, puede provocar la rotura de la cadena. Si la
reparacion se produce con rapidez, el dano serd reversible ya que la ofra cadena
mantendria integra la unién de la doble hélice del ADN por encima y debajo de la
rotura, mientras esta es reparada (Breen, 1995). Pero si el RL oxida una base del ADN
(purinica o pirimidinica) dando lugar por ejemplo a 8-OH-deoxi-guanosina, 8-OH-

adenina, 5-OH-citosina, los danos causados pueden ser mds duraderos y graves.
D. SISTEMA ANTIOXIDANTE, EQUILIBRIO REDOX Y ESTRES OXIDATIVO

Tras su descubrimiento, los RLs fueron considerados como moléculas nocivas
cuyos efectos debian ser neutralizados por su condicidn inestable y su alta
reactividad. Hoy, varias décadas después, se sabe que en concenfraciones
controladas, 10s RLs son necesarios y el organismo los utiliza como mediadores,
como segundos mensajeros, como marcadores de dano celular, en la defensa
anfibacteriana y antivirica, en procesos de defensa inmunitaria, como activadores
de procesos celulares, para la regulacidon del tono vascular, la deteccion vy
adaptacién a la hipoxia, en la respuesta al estrés oxidativo, o como senalizadores y
moduladores de la expresion génica (Drégge, 2002; Jackson, 2002; Liu, 2003; Park,
2011).

El medio, el proceso o la concentracién son algunos de los factores que
determinan si la presencia de RL resultard en beneficio o dano (Alfadda 2012;
Jackson 2002). Por ejemplo, en los procesos de muerte celular por necrosis, un
exceso de ROS puede ser perjudicial durante los procesos secundarios de isquemia
y revascularizacién, mientras que en la muerte celular por apoptosis, los ROS
adquieren funcidon de marcador celular (Sansbury, 2014).

Un organismo aerobio sano, mantiene una produccion de RLs equiliorada
con su defensa antfioxidante, aunque este equilibrio no es perfecto y continuamente

ocurre algun grado de dano oxidativo. Segun algunos autfores porque
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energéticamente es mds eficiente reparar los danos que evitar al mdximo la
oxidacion (Halliwell, 2012), pero posiblemente también porque en algunas
ocasiones se producen RLs cuya produccion y diseminacion es prdacticamente
imposible de interceptar (por ejemplo en la producciéon del OH* por la fisis del H20
celular tras la accién de radiaciones ionizantes) (Pomposiello, 2002; Nathan, 2003;
Cho, 2004; Temple, 2005; Rhee, 2005; Von Sontang, 2006).

El organismo utiliza las especies reactivas en la medida necesaria, repara los
danos que se producen y trata de conftrolar su proliferacién desordenada, con el
objetivo de mantener un equilibrio u homeostasis REDOX: el equilibrio entre la
produccion y la desactivacion. Los mecanismos empleados para mantener este
equilibrio reciben en conjunto el nombre de “sistema antioxidante”. Se entfiende por
sistema antioxidante al conjunto de compuestos moleculares, sistemas enzimdaticos y
compuestos antioxidantes y pro-antioxidantes que controlan el equilibrio REDOX a
nivel celular, retrasando, previniendo o eliminando el dano oxidativo causado a una
molécula diana (Halliwell, 2007). Se trata de un complejo entframado defensivo
cuyos componentes actuan de forma interrelacionada incluso reponiéndose unos a
otros. El déficit de uno de ellos puede afectar la eficiencia de ofros y el exceso
relativo de alguno puede alterar las propiedades de los demds, siendo posible
incluso que dependiendo de la concentraciéon relativa alguno de ellos, adquiera
propiedades prooxidantes en determinadas circunstancias.

Se habla de situacidén de “estrés oxidativo™ al desequilibrio metabdlico
resultante de un nivel de de sustancias oxidadas o pro-oxidantes que supera al de
antioxidantes (Sies, 1997). Este estrés puede ser causado por un exceso de
produccion enddgena, por sobrecarga exdégena o por déficit de reservas
antioxidantes, pero inmediatamente, el organismo intentard alcanzar de nuevo el
“equilibrio REDOX" (Drogge, 2002; Urbina-Bonilla 2008) poniendo en marcha los
mecanismos anfioxidantes descritos previomente. En cualquier caso si el aumento
de RL es transitorio o no excesivo, los sistemas antioxidantes serdn capaces de
devolver el equilibrio al nivel basal. Si por el contrario, la produccidén de RLs es

excesiva 0 muy mantenida, las reservas resultan insuficientes o no hay una
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reposicion adecuada, el sistema puede agotarse y entonces se generaria un nivel

de equilibrio nuevo, donde las concentraciones basales de RLs serdn mds elevadas

(Figura I-1).

Nuevo nivel basal

Nivel basal

Nivel de radicales libres

~~ao_

Figura I-1. Desequilibrio oxidativo.

Aungue la investigacion sobre el equilibrio REDOX, como mantenerlo y
como prevenir su alteracion ha logrado muchas respuestas, desde las primeras
definiciones de Halliwell, siguen existiendo grandes incdgnitas, que precisan ser
despejadas coémo por ejemplo, sobre el aporte idoneo de antioxidantes o las
posibilidades terapéuticas ante situaciones de estrés oxidativo(Shan, 2009; Alfadda,

2010; Carlsen, 2010; Tsai 2010).

E. ANTIOXIDANTES

Se conoce como antioxidante a aquel compuesto capaz de aceptar o
donar un electrén a los RLs mientras conserva su estabilidad y por tanto no se
transforma en una molécula reactiva al perder dicho electrén (Figura I-2). Esto les
otorga la capacidad de frenar la cadena de oxidacion. Fueron definidos
inicialimente por Halliwell y Gutteridge (Halliwell, 2007) como “sustancias que a bajas
concentraciones respecto a las de un susfrato oxidable son capaces de retrasar
significativamente o evitar la oxidacion del mismo”. Sin embargo, esta definicion
original fue simplificada posteriormente para ajustarla al conocimiento como:

“cualquier sustancia que refrasa, previene o elimina el dano oxidativo sufrido por
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una molécula diana™ (Halliwell, 2007). También, en palabras del propio Halliwell: “No
existe un antioxidante mejor que otros, seguramente el mejor antioxidante sea “la

minimizacion de la exposicion al O2" (Halliwell, 2000).

Figura I-2. Desactivaciéon de un RL por un antioxidante.

Los anfioxidantes han sido clasificados en base a: su medio de actuacion
(de fase lipidica o de fase acuosa); su funcidn (secuestrantes, reparadores,
enzimdticos); su composicion (proteinas, vitaminas, oligoelementos); su origen
(enddgenos, exdgenos) o su modo de accidn (primaria, secundaria, terciaria).

Los antioxidantes de fase lipidica (Tabla I-2) actlan fundamentalmente
sobre la membrana y los de fase acuosa en el medio extracelular y en el plasma
(Tabla I-3)

Tabla I-2. Antioxidantes de fase lipidica

Vitamina E (tocoferoles)

Vitamina A (carotenoides)

Accién

Estabiliza membranas.
Previene peroxidacion
lipidica.

Barre radicales peroxilo.
Previene la peroxidacion
lipidica.

Barre radicales peroxilo y
oxigeno singlete.

26

Observaciones

Puede ser regenerada por
ascorbato, urato o glutatién
reducido.

En niveles excesivos
actuar como prooxidante.

puede
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Ubiquinol-10 (coenzima Q

reducida)

lipidos de membrana

Previene oxidacién DNA y | Forma parte de

la cadena
respiratoria en la mitocondria.

Tabla I-3. Antioxidantes de fase acuosa

de la actividad fagocitica)
Cofactor de enzimas con
actividad hidroxilasa.

Accién Observaciones
Vitamina C Barre Oz , H202, OH-, radicales Es, cualitativamente el antioxidante
(&cido peroxilo, oxigeno singlete y de cadena mds importante.
ascorbico) dcido hipocloroso (producto Es regenerado por el glutation

reducido y por la tiorredoxina
reductasa.

Acido Urico

Forma complejos estables con
el hierro.
Protege frente al ozono.

Al reaccionar con radicales libres se
convierte en alantoina.

Proteinas

Los grupos sulfhidrilo (fiol) de las
proteinas donan un electrén
para neutralizar radicales libres.
La albUmina une iones cobre y
neutraliza dcido hipocloroso.

Ferritina: une iones hierro y oxigeno.
Trasnferrina: fija el hierro libre.
Lactoferrina: se une al hierro y cobre
libres.

Ceruloplasmina: liga el cobre libre.

La haptoglobina une la
hemoglobina plasmdtica libre
previniendo su auto-oxidacion.

Algunos antioxidantes son micronutrientes como las vitaminas pero fambién
hay proteinas fijadoras de hierro y cobre, cuya accién antioxidante radica en la
capacidad de unir y fijar estos metales que son fundamentales en muchas
reacciones metabdlicas de oxidacion.

Entre los antioxidantes enddégenos se cuentan enzimas como la superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa, la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa
(Gr) o las tiorredoxinas (TOx) que catalizan la transformacion de los RLs en
compuestos menos reactivos (Tabla I-4). También son enddgenos otros compuestos
no enzimdticos como el glutation, la N-acetilcisteina, la tioprolina, la taurina, el
dcido Urico o las proteinas fijadoras de metales.

Se denomina antioxidantes exégenos a aquellos que como la vitamina A, C
y E, el dcido félico y los polifenoles no pueden ser sintetizados por el organismo y

necesitan ser aportados con la alimentacion (Lobo, 2010).
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Tabla [-4. Enzimas antioxidantes

Enzimas Reaccidon Observaciones

Superoxido Dismutacién de Oz a H20:. CuZn SOD: Espacio inter membrana
dismutasa (SOD) mitocondrial, citosol y nUcleo.

Mn SOD: Matriz mitocondrial. Es la
isoforma funcionalmente mds
importante.

Extracelular: Producida por
fibroblastos y células endoteliales.

Catalasa H2O2  H20 + O2 Presente en todos los tejidos.

Glutation Peroxidasa | Reduce los hidroperdxidos. Presente en plasma, citoplasma vy
mitocondrics.

Glutation reductasa Reduce el GSSH a GSH. En la cadena respiratoria
Tiorredoxinas Reduccion de uniones | Extra e infracelulares, existen varias
disulfuro. isoformas con selenocisteina en su

centro activo.

Otras moléculas son consideradas parte del sistema antioxidante por ser
necesarios para el correcto funcionamiento del resto de sistemas (por ejemplo el
Cu, el IN o el Mn, para la CuZn- y la Mn-superdxido dismutasa) o por su capacidad
para regenerar moléculas antioxidantes.

Se entiende por capacidad antioxidante total (CAT) de un medio o liquido
corporal (por ejemplo el plasma o la leche materna) la capacidad del mismo para
detener una reaccién oxidativa. Al medir la CAT se mide el resultado de la accidon
sinérgica de diversas sustancias anfioxidantes. No existe un método Unico para
medirla y a lo largo del tiempo se han ido describiendo y utilizando distintos métodos
de laboratorio para determinar esta capacidad en nuestro organismo y los
diferentes liquidos corporales.

Otro modo de clasificar los antioxidantes, consiste en hacerlo de modo
similar a las acciones preventivas. Los antioxidantes de accion primaria que
previenen la formacidn de radicales detoxificGdndolos (catalasa, glutation
peroxidasa o superdxido dismutasa); de accidén secundaria que enfran en accion
ante una concentracién excesiva de RL y previenen la propagacion en cadena
(glutation, tocoferoles, acido ascoérbico o carotenoides) (Finaud, 2006) y los de

accioén terciaria, los que reparan el dano molecular o retiran los productos dafiados
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(proteasas, fosfolipasas o reductasas) (Sartori, 2003; Mataix, 2002) y los sistemas
reparadores de ADN y ARN (Jena, 2012).

Algunos antioxidantes endégenos

El Glutation es una molécula compuesta por 3 péptidos: dcido glutdmico,
cisteina y glicina (gamma-glutamil-cisteinil-glicina). Es sintetizado en el higado y se
considera la molécula antioxidante de origen enddgeno mds importante. El grupo
tiol reducido de la cisteina (-SH) le confiere una gran capacidad como
antioxidante; el glutation oxidado: GSSG resulta de Ia union de 2 moléculas de
glutation (GSH) por medio de un puente disulfuro. La disponibilidad de cisteina limita
la produccidon de glutation. El glutation participa en la sintesis de ADN, en la
detoxificacion de xenobidticos y actia como antioxidante estabilizando radicales
como hidroxilo, superdxido y perdxidos, directamente o a través de la glutation
peroxidasa (Sies, 1999) siendo para algunos autores, el equilibrio entre GSH y GSSG,
el principal determinante del estado oxidativo del organismo humano (Wally, 2012).

La Coenzima Q10 (CoQl10) (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decaprenil-1,4-
benzoquinona) o ubiquinona es un compuesto lipidico esencial que forma parte de
la cadena respiratoria de las mitocondrias (Bentfinger, 2003). Es un potente
antioxidante que actia en la prevencion del dano oxidativo del ADN, de las
lipoproteinas y de los lipidos de la membrana celular. Es sintetizada como producto
terminal en la via del mevalonato aunque también es obtenida por el organismo a
través de la dieta. La CoQI10 es considerada como el antioxidante lipofilico mds
importante, de sintesis enddgena y su potencia antioxidante es muy superior a la de
muchos ofros (Valls, 2004; Bentinger, 2007).

La lactoferrina es una proteina constituida por una Unica cadena y en su
estado natural estd parcialmente saturada. En su forma saturada es muy resistente a
la protedlisis. Su accidén antioxidante radica en su capacidad para atrapar hierro
liore que es un potente oxidante y hacia el que posee una elevada afinidad por

disponer de 2 receptores en cada molécula (Ronayne, 2000). En el interior del
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nucleo es capaz de bloguear el factor de transcripcion NF-kB inhibiendo la
produccion y suelta de citoquinas (IL-1, IL2, IL-6, IL-8 y TNF-a) y de algunos
mediadores inflamatorios como el NO y el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos o de prostaglandinas (PGE1 y PGE2), limitando asi la
produccién de radicales libres como el id6n superdxido. (Hanson, 2007; Lonnerdal,
2010).

Las enzimas antioxidantes poseen diferentes funciones: desde el “secuestro”
y desactivacion de los RL, ROS o NOS a la regeneraciéon de ofros antioxidantes.
Catalizan diversas reacciones por las que desactivan RLs, recuperan moléculas
oxidadas, colaboran en la desactivacion de xenobidticos, y reparan danos y
regeneran otfras moléculas antioxidantes (L"’Abbe, 2000). La SOD dependiente de
magnesio cataliza la transformacion del O2™ en perdxido de hidrébgeno que luego
serd desactivado por ofras enzimas como la catalasa o la glutatidon peroxidasa
(Fridovich, 1997). Asi disminuye la carga de O2™ generado en la cadena respiratoria
de las mitocondrias y se evita la inufilizacién de las deshidratasas. Segin su
localizacion se han identificado, al menos 3 variantes (Zelko, 2002). La catalasa
cataliza la desactivacion del H202 en agua y O2 (Fig. 1.18) (Chance, 1979), precisa
para su actividad de Fes* y se localiza fundamentalmente en los peroxisomas

(Tolbert, 1981). La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la oxidacion del glutation

reducido y con ello participa en la recuperacion de moléculas oxidadas como el
alfa-tocoferol oxidado, lipidos (Aamen, 2004; Sener, 2005) o ADN (Masella, 2005). Es
esencial para conservar la integridad y funcidn de las membranas, siendo capaz de
detoxificar los perdxidos lipidicos y el perdxido de hidrdgeno hasta agua en el
interior del citoplasma y de la mitocondria (McCord, 2000). Se han identificado 2
tipos diferentes y 8 isoenzimas diferentes (Styskal, 2012).

Las tiorredoxinas fienen un papel anfioxidante esencial en el citoplasma vy la
mitocondria, disminuyen la carga de ROS al reducir los disulfitos en los grupos fiol y
mantiene otras proteinas en su estado reducido. Tras ser oxidadas son regeneradas
por la tiorredoxina reductasa que usa el NADPH como donante de electrones.

Ademds forman parte de los redoxisomas que regulan la senalizaciéon celular lo que
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las relaciona con la génesis de diversas enfermedades como el cdncer,

enfermedades autoinmunes y diabetes (Yoshihara, 2013).

Algunos antioxidantes exégenos

La vitamina E comprende un grupo de moléculas liposolubles entre las que
hay tocoferoles y tocotrienoles que estdn presentes asociadas a los lipidos en
membranas y plasma. Se les considera el antioxidante natural mdas potente y son
especialmente importantes en la proteccién de la integridad de las membranas por
su actividad de control de las reacciones de lipoperoxidacion. Compuesta
principalmente por a y y-tocoferol es capaz de desactivar los radicales %, Oz, OH*
y ROO:". Al unirse con los RLs se oxida dando lugar a tocoferoxilos que son reducidos
de nuevo a tocoferol por la accién del dcido ascérbico, el ubiquinol o el GSH
(Brigelius-Flohé, 1999; Abudu, 2004). En ausencia de estas moléculas, también
denominadas “co-antfioxidantes”, un exceso de vitamina E oxidada puede actuar
como pro-oxidante y favorecer la peroxidacién de las LDL. De ahi la importancia de
la presencia de cantfidades adecuadas de vitamina C (en medio acuoso) y de
coenzima Q (en medio lipidico) (Kontush 1996).

La vitamina C (vit C) o dcido ascoérbico es un potente antioxidante
hidrosoluble presente en concentraciones elevadas en plasma y medios tisulares
(tanto en el citosol como en el medio extracelular) (Silencio, 2013). Es necesaria
para regenerar el a-tocoferol oxidado (el radical tocoferil) y es capaz de reaccionar
con numerosos RL (O2*-, H202 ROO*, OH* y 1%). Al oxidarse se transforma en
dehidroascorbato que es regenerado de nuevo a dcido ascoérbico en presencia de
glutation o por la accion de la dehidroascorbato reductasa (Dhremer, 2001). En
presencia de metales de transicion oxidados como el Fe?* o el Cu?* la vitamina C
puede actuar como pro oxidante (Du, 2012). Denfro del organismo su
concentracion es maxima en los érganos y tejidos con mayor actividad metabdlica:
gldndulas suprarrenales, higado, pdncreas, cerebro, ojos o hipdfisis (Rumsey, 1998).

Esta vitamina ejerce muliiples acciones antioxidantes como la inactivacion de
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radicales libres en medios acuosos, la proteccion del tejido nervioso, la proteccién
de la accion y de la estructura de los fagocitos y el mantenimiento del hierro en su
forma estable: la ferritina (Romeu, 2006).

Los carotenoides son moléculas de hidrocarburo poliénico (tetrapenoides
(C40)) que pueden contener hasta 15 dobles enlaces en su molécula. Se han
agislado mds de 600 moléculas diferentes. Se subdividen en carotenos (a- y P-
carotenos y licopenos) que no contienen O2 en su molécula y xantofilas que son
carotenoides oxigenados con grupos carboxilos e hidroxilos (criptoxanting,
cantaxantina y luteina) (Lobo, 2012). Los carofenos son los precursores de vitamina
A o retinol y el mds activo y cuantitativamente mds importante es el B-caroteno
(Azeredo, 2008). La luteina, la zeaxanting, la criptoxanting, el licopeno y los B- y a-
carotenos constituyen el 90% de los carotenoides circulantes en el ser humano
(Khachick, 1997). La importancia de la accién antioxidante de los carotenoides se
debe principalmente a su riqueza en dobles enlaces lo que les permite gran
capacidad de control de RLs. El nUmero de dobles enlaces influye en su capacidad
antioxidante y son mucho mads eficaces los carotenoides con 8 o mds dobles
enlaces en su molécula (Stahl, 1993; Olson, 1995). Estos antioxidantes son
especialmente importantes en la prevencion de la peroxidacion lipidica y modulan
los niveles de ofros anfioxidantes contribuyendo a su regeneracion (Bohm, 2012).
Por ejemplo la accidén sinérgica con el a-tocoferol aumenta la actividad
antioxidante del B-caroteno, al inhibir los efectos oxidantes del B-caroteno-peroxilo y
protegerlo de la autooxidacién (Bohm, 2012). Estos compuestos pueden actuar
como antioxidantes o como pro oxidantes en funcidn de la concentracidon parcial
de O2 en el medio y de la disponibilidad de ofros anfioxidantes que como la
vitamina C reduzca los compuestos oxidados (Young and Woodside, 2001). Si la
PpO2 es baja, acttan como antioxidantes, pero pueden perder su capacidad
anfioxidante en presencia de PpO:2 elevada (Young and Lowe, 2001).

Los polifenoles son derivados benzo-y-piranos y se subdividen en clases
segun su grado de oxidacion (Figura I-3 (Roman, 2007)) Dentfro de este grupo los

que poseen mayor capacidad antioxidante son los flavonoides. Se conocen, en la
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actualidad, mdas de 5.000 flavonoides diferentes (Beecher, 2003) que se agrupan en
familias como las flavonas, las isoflavonas, las flavanonas, los flavanoles, flavonoles y
las procianidinas. Se encuentran en formas simples o polimerizadas pudiendo llegar
a pesar 30.000 Daltons (Bravo, 1998).

Su estructura quimica, con varios anillos unidos por dobles enlaces les
permite con facilidad captar RL (Heim, 2002), desactivarlos o impedir su formacion
de modo directo o indirecto. Son capaces de quelar el hierro y el cobre, favorecer
la accion de enzimas antioxidantes (como la catalasa o la SOD) e inhibir enzimas
pro oxidantes (como la ciclooxigenasa, mieloperoxidasa, NADPH oxidasa, la
xantfina-oxidasa o la fosfolipasa A2) (Mira, 2002; Ozona, 2003; Hordn, 2002; Varga,
2004).

La accidn combinada de los polifenoles potencia la capacidad
anfioxidante mediante la accion combinada de varios de ellos (Valls, 2004;
Gonzdlez, 2001) (Figura 1-3). EIl aumento de la capacidad antioxidante total del
plasma tras la ingesta de 500 mg de polifenoles fue similar a la observada tras la
ingesta de 1 g de vitamina C (Whitehead, 1995). Los flavonoides pueden proteger
frente a los danos inducidos en hepatocitos por la Adriamicina y proteger al ADN
del dano oxidativo (Gonzdlez, 2001; Valls Bellés, 2005).

La ingesta de té, chocolate y otros alimentos ricos en polifenoles se ha
relacionado con una disminucidon del de enfermedades cardiovasculares (Vita,
2005; Hubbard, 2003; Middleton, 2000) y cdncer de cdlon (Martinez-Flores 2002). En
el célon podrian actuar como secuestradores de diversos RLs (Halliwell, 2007) (Figura
-6).

Las Poliaminas protegen del dano oxidativo a lipidos y proteinas, estabilizan
las cargas negativas del ADN y del ARN durante los procesos de transcripciéon y
protegen al ADN del dano oxidativo de los rayos y, X o UV (Correa, 2009). La
espermina y la espermidina fienen una actividad anfiglicacion significativa en
concentraciones fisioldgicas, y protegen frente a diversas enfermedades crénicas
como la obesidad o las enfermedades cardiovasculares (Gugliucci, 2003; Codoner-
Franch, 2011; Soda, 2012).
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Figura 1-3. Estructura quimica bdsica de polifenoles presentes en los
alimentos.

Las Melanoidinas son polimeros formados al reaccionar carbohidratos vy
moléculas que contienen un grupo amino libre (aminodcidos, péptidos y proteinas)
por la denominada reaccion de Maillard. Este grupo de sustancias, de color marrdn
y elevada capacidad antioxidante es capaz de inhibir la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (Valls, 2001; Dittrich 2003; Rivero, 2005).
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Adaptado de Valls, 2004.

Figura -4 Estructura quimica de los polifenoles y acciones antioxidantes

Aungque minerales como el zinc, el selenio o el manganeso no pueden ser
considerados antioxidantes, su presencia es indispensable para el correcto
funcionamiento del sistema antioxidante y deben ser aportados por la alimentacidn.
El Zinc por ejemplo es esencial para el crecimiento, la inmunidad celular y participa
como cofactor de numerosas enzimas en los procesos de oxi-reduccion. El selenio
estd integrado en la molécula de la glutation peroxidasa donde deriva la
importancia de su funcién como antioxidante. El manganeso es un componente
necesario para algunas enzimas como la superdxido dismutasa,

Para algunos autores, el aporte exdgeno de antioxidantes puede en parte,
determinar el ritmo del metabolismo celular que se adapta para no exceder la

disponibilidad de antioxidantes provisto desde el fracto gastrointestinal (Wally 2012).
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2. ALIMENTACION, APORTE ANTIOXIDANTE Y SALUD.

A. LOS ALIMENTOS: FUENTE DE ANTIOXIDANTES.

El ser humano obtiene, por medio de los alimentos de la dieta, los nutrientes
necesarios para cubrir las necesidades de reposicion, funcidn o energia (y
crecimiento durante la etapa infantil). Pero ademds obtiene sustancias cuyas
propiedades funcionales pueden influir en la salud de los individuos de forma
favorable o desfavorable. Uno de estos aspectos funcionales consiste en el
mantenimiento del equilibrio enfre compuestos oxidantes y reductores: el equilibrio
REDOX.

De los alimentos se obtienen moléculas antioxidantes (como vitaminas,
polifenoles, y flavonoides) y elementos cuya reposicion precisa el organismo (Fe, Cu,
In, Mg, Mn, Se, etc.) para el funcionamiento correcto de los sistemas antioxidantes o
para la reparacion del dano causado por la oxidacién (Li, 2009). Sin embargo, la
dieta también puede causar agresiones oxidativas como las derivadas de un
exceso de nitfrosaminas o de calorias que pueden originar desequilibrios oxidativos
que aumentan las necesidades de anfioxidantes.

Los alimentos de origen vegetal como verduras, cereales, frutas y algunos
de sus derivados: zumos, vino y cerveza son especialmente ricos en antioxidantes
como la vitamina C, la vitamina E o los carotenoides, la Coenzima Q10 o los
polifenoles (Martinez, 2009).

La vitamina E se encuentra presente en diversos aceites como el de girasol,
maiz, soja y colza y en frutos secos como nueces y avellanas principalmente.
También son ricos en vitamina E las legumbres, la leche y algunos cereales (en
alimentos no refinados: integrales).

La vitamina C es sintetizada por plantas y por muchos animales, pero no por
humanos ni mamiferos. Estd presente en frutas como los citricos, el kiwi, las fresas y el
meldn, y en verduras como el tomate, el pimiento, las cruciferas (coles, repollo,

brécol). De los productos de origen animal, el higado la contiene en pequenas
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cantidades (Mataix, 2002). Los depdsitos corporales son escasos y no duran mucho
tiempo; se elimina por la orina en pequenas cantidades y es preciso un aporte casi
diario a través de los alimentos. Es destruida faciimente con la coccion y se oxida
con facilidad en la exposicidn al aire ambiente. Por esto el mejor aporte lo ofrecen
las frutas frescas aunque el pelado, el cortado vy el licuado provocan pérdidas no
despreciables. Una vez ingerida se absorbe en duodeno y yeyuno por transporte
activo mediado por Na*. Los fitatos y la fibra de los alimentos interfieren con su
absorcién (Mataix, 2002).

La vitamina A la obtenemos a fravés de la dieta en forma lipdfila (retinol) e
hidrofila  (carotenoides). Estos Ultimos son los pigmentos responsables del color
amarillo, naranja o rojo de frutas y verduras y se encuentran en los vegetales de
estos colores: tomate, calabaza, mango, zanahoria 0 espinacas que son ricos
especialmente en B- y a-carotenos, en licopenos y en luteina. El derivado lipofilico
(retinol) lo contienen alimentos como el higado de animales, las carnes, la yema de
huevo, la leche y sus derivados con contenido graso. La ingesta de grasa favorece
la absorcién de los carotenoides de los alimentos, pero la biodisponibilidad de los
diferentes carotenoides viene condicionada también por el procesado, el alimento
que lo contiene vy las estructuras terciaria y cuaternaria de la molécula del
carotenoide (forma fisica)(de Pee, 1996; Stahl 2002). Los carotenoides son
absorbidos, mayoritariamente en el intestino delgado por difusidon pasiva (Erdman,
1993; Parker, 1996), incorporados a los quilomicrones y transportados por la linfa
hasta el higado. Alli son almacenados y posteriormente distribuidos cuando son
requeridos. Estos precursores de vitamina A son mayoritariomente tfransformados en
retinol en el enterocito aunque también, en parte en el higado y en oftros tejidos. La
absorcién de los carotenos procedentes de la dieta, puede verse afectado por la
presencia de grasa en la dieta, por otros componentes que inhiben su absorcién, y
por practicas de cocinado que aumentan las perdidas. Las infecciones parasitarias
inhiben su absorcidén. Ante un exceso de carotenoides en la dieta, se saturan los
puntos de difusion hacia el interior de los enterocitos y los enterocitos cargados de

carotenos, son eliminados a la luz intestinal. La eliminacién de carotenos parece
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hacerse fundamentalmente a tfravés de la bilis pero no por orina (Bowen, 1993; Leo,
1995). En la bilis se excreta un 1% de la fraccion plasmdatica diaria y esta
posiblemente es reabsorbida posteriormente (Stahl, 2002).

Los polifenoles se encuentran principalmente en frutas y verduras y en
bebidas de origen vegetal, como el té, el café, el vino o la cerveza. Su contenido
varia en los distintos alimentos y depende también de su estado de madurez, el
momento de la cosecha, el tipo de cultivo, la exposicion solar, el procesado vy el
almacenagje al que haya sido sometido (Aherne, 2002; Cheynier, 2005). Por ejemplo
el pelado de vegetales y frutas, disminuye el contenido en polifenoles; la ebullicion
durante 15 minutos provoca la disminucion de un 15% de su contenido en cebollas y
tomates y el 50% del contenido en quercetina desaparece al freir el tomate
(Manach, 2004). Su absorcién se realiza a nivel intestinal de los polifenoles, pero no
es uniforme ni todavia bien conocida. Son resistentes a la accidon dcida del
estbmago y en intestino delgado se absorben algunos de ellos (agliconas y
determinados glicdsidos) pero muchos son hidrolizados por la flora colénica
(Scalbert, 2000; Pietta, 1998). Tras su absorcidon son conjugados en el higado y
participan en la circulacidon enterohepdtica lo que puede aumentar su fiempo
disponible en plasma (Manach 2004). Los que mejor absorbe el intestino humano
son las isoflavonas y el dcido gdlico, seguido por catequinas, flavononas y
quercetinas (Manach 2005). Los polifenoles parecen ser mas eficaces para inhibir la
oxidacién del colesterol LDL y las lipoproteinas transportadoras del colesterol LDL
que el acido ascorbico, el alfa tocoferol o el betacaroteno, segun los estudios de
Vinson (Vinson, 1995). Se ha descrito para los polifenoles presentes en la dieta
acciones tan importantes como la prevencion de la rotura de la doble hélice del
ADN o de la toxicidad por la quelacion de metales (Garcia-Alonso 2007), el
secuestro de radicales libres por inhibir la accién de los ROS (Aboul-Enein 2007), la
reduccion de la acciéon del radical tocoferoxilo (Pazos, 2007) y la modulacién de
actividades de ofros compuestos vocativos (Karamenderes, 2007). Ademads se han
descrito acciones antitumorales, antiinflamatorias y preventivas de tumores (Shoeb,
2007)
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Los flavonoles, como la quercetina o el kaempferol son compuestos
comunes en frutas y verduras en las que se encuentran en forma glicosilada. Son
muy abundantes en las cebollas (1200 mg/Kg) y estdn presentes en el vino tinto y el

té (45 mg/L) (Macheix, 1990). Las flavonas glicosiadas como la lutelina y la

epigenina estdn presentes en el perejl y en forma polimetoxilada (como la

tangeritina, nobiletina o sinensetina) son muy abundantes en los citricos (la
mandarina puede contener hasta 6500 mg/L) (Manach, 2004). Las flavanonas son
abundantes en el tomate, los citricos o la menta. En naranjas y mandarinas se
encuentra en la parte de las membranas internas de la fruta, por lo que su
contenido se pierde en parte en el zumo (Tomas-Barberan, 2000). Los flavanoles
como las catequinas, estdn especialmente presentes en el vino tinto (hasta 300
mg7/L), en el té verde (Lakenbrink, 2000) y en la cerveza con alcohol (410 mg/L) vy
sin alcohol (343 mg/L) (Valls-Bellés, 2005). Las isoflavonas como la genisteing,
didzeina y dliciteina se encuentran fundamentalmente en las leguminosas y la soja.
Durante el procesado con calor, como en la leche de soja, son hidrolizadas a

glicosidos (Cassidy, 2000). Las proantocianidings, procianidinas o antocianidinas son

las responsables del cardcter astringente de frutas y bebidas y su contenido varia
con el estadio madurativo de la fruta. Estdn presentes en el vino tinto, en algunos
cereales y en la piel de muchas frutas. El contenido estd en funcion de la intensidad
del color llegando hasta 4.000 mg/kg en grosellas y fresas y 350 mg/L en el vino
tinto(Clifford, 2000).

Las melanoidinas son las sustancias que dan color marrdn a alimentos como
el café, la malta, la bolleria, o la cerveza.

A través de los alimentos el organismo también se surte de minerales como
el hierro, el zinc, el magnesio, el selenio y otros, cuya presencia es fundamental para
la accidon de numerosos antioxidantes enddgenos (principalmente las enzimas).

Cada vez hay mds evidencia de los efectos beneficiosos de una dieta
variada y rica en estos alimentos para la prevencidon de enfermedades
relacionadas con el dano oxidativo y el envejecimiento celular en relaciéon con su

capacidad antioxidante (McCall, 1999; Williamson, 1999; Gardner, 2000; Van Duyn,
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2000; Block, 2001; Schieber, 2001; John, 2002; Burns, 2003; Casino, 2003; S&nchez-
Moreno, 2003; Brandt, 2004; Steffen, 2005; Pan, 2008; Vioque, 2008; Ellingsen, 2009;
Herrera, 2009; Nagura, 2009; Riccioni, 2009; Zhang, 2009; Epplein, 2010; Poiroux-
Gonord, 2010; Yamada, 2011; Andriantsitohaina, 2012, O’'Neil, 2012; Polesel, 2012;
Wang, 2012; Isa, 2013). Es importante recordar no obstante, que el aporte de
antioxidantes debe ser equilibbrado, como el que ofertan los alimentos, ya que
cuando el aporte aislado de un solo fipo de antioxidantes (como cuando se
aportan en forma de suplementos) puede conducir a situaciones de pro-oxidaciéon

que provoquen efectos contrarios a los deseados (Herrera, 2009).
B. NUTRICION PERINATAL Y SALUD.

Embarazo, parto y nacimiento presentan retos oxidativos muy importantes
para los organismos materno y neonatal. Durante la gestacion el mantenimiento del
equilibrio oxidativo de madre e hijo, dependen del estado oxidativo materno y para
responder a las exigencias de cada situacién la mujer precisard contar con unas
reservas y un sistema de reposicion adecuados y por ello la importancia de una
dieta adecuada y equiliorada. El embarazo, incluso transcurriendo normalmente,
supone una importante sobrecarga energética y de nutrientes que resultan de la
necesidad de hacer frente a las exigencias que imponen el crecimiento fetal, el de
la placenta y el de determinados &érganos maternos (Utero y mamas
fundamentalmente). Se ha calculado que una gestacion tiene un coste energético
adicional medio de 80.000 Kcal para un periodo de 9 meses. Ademds el
metabolismo basal aumenta al menos, un 15 % durante la segunda mitad del
embarazo en parte debido al importante incremento en los niveles de
determinadas hormonas (la tiroxina, las hormonas cortico-suprarrenales y las
hormonas sexuales). Este incremento metabdlico junto a la génesis y desarrollo del
organismo fetal llevan aparejados un incremento del consumo de oxigeno y por
tanto suponen una importante sobrecarga oxidativa. Se ha calculado que al final
del embarazo el consumo de Oz de la mujer embarazada es un 20% superior a su

gasto en época no gestante. Si el embarazo cursa con algun tipo de problema
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sobreanadido: si la madre es muy obesa, si hay una diabetes gestacional o una
preeclampsia, si la madre tiene una enfermedad previa o si el parto es prematuro
(Lee, 2011), o distécico o acaba en cesdrea (Georgeson, 2002), la sobrecarga
aumenta Otros factores como la exposicidn a xenobidticos como el tabaco,
alcohol, drogas o radiaciones, una dieta inadecuada con un excesivo consumo de
grasas) que pueden agravar esta situacion de sobrecarga oxidativa (Butte, 2004;
Forsum, 2007; Agarwal, 2012).

El nacimiento y la adaptacion perinatal, son en si mismos procesos de
sobrecarga oxidativa para el recién nacido que ademds sufre un gran incremento
de exposicion a 02 ambiental (respecto a los niveles intralUtero) al nacer. Por todo
ello, la época perinatal probablemente supone una de las épocas de mayor
demanda de defensa antioxidante para el ser humano en un momento en el que
cuenta con un sistema antioxidante propio limitado.

La infancia se ha definido como un periodo de alto riesgo nutricional
(Ballabriga 1990, Negrato, 2013) y un dano oxidativo no resuelto adecuadamente
puede ftener consecuencias a largo plazo: arterioesclerosis (Codoner, 2008), cancer
y enfermedades autoinmunes (Vickers, 2011), entre otras.

Hoy sabemos que la dieta y el aporte de antioxidantes de la misma influyen
sobre la salud ya desde el periodo intrauterino y la infancia mds temprana. Los
estudios epidemioldgicos realizados en los Ultimos 20 anos han demostrado cémo los
cambios en la alimentacion de la madre durante el crecimiento fetal y durante el
desarrollo postnatal temprano influyen de manera notable sobre la aparicién ulterior
de problemas cardiovasculares, obesidad, diabetes tipo I, osteoporosis y otras
enfermedades de la vida adulta (Valls, 2007; Novak, 2006). Y, problemas como la
obesidad, de prevalencia creciente en nuestra poblacién infantil (Lasarte, 2014),
suponen importantes amenazas oxidativas sobreanadidas (Codoner-Franch, 2010;
Codoner-Franch, 2011; Codoner-Franch, 2012).

La composicidn de la dieta materna es pues determinante no sélo para un
desarrollo y crecimiento adecuados del feto durante el embarazo (Moore, 2004;

Maclaughlin, 2005; Borowczyk, 2006) sino fambién para asegurar un aporte
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adecuado de antioxidantes que evite el estrés oxidativo a ambos. Una dieta
adecuada pre-gestacion, durante el embarazo y durante el periodo puerperal y la
lactancia permiten a la mujer hacer frente adecuadamente a las necesidades
antioxidantes y asegurar un buen estado oxidativo propio y de su progenie.
Sabiendo que cuando se produce un desequilibrio REDOX el estrés oxidativo
resultante es capaz de danar tanto a la madre como al recién nacido (Al-Gubory,
2010), se ha recomendado incluir en la dieta de la mujer embarazada y lactante
alimentos ricos en antioxidantes como la vitamina E (presente en huevo vy
mantequilla, aceites vegetales y legumbres), la vitamina C (abundante citricos, pina
y determinados vegetales como el pimiento & el tomate), los carotenoides
(abundantes en zanahoria, calabaza y frutas de color anaranjado ¢ amarillento,
como el mango o el kiwi amairillo) y los polifenoles (presentes en vegetales como la
uva) (Zeisel, 2009).

Tras el parto, con el amamantamiento la mujer contribuird de modo
significativo al mantenimiento del estado oxidativo de su hijo, con el aporte de un
complejo sistema antioxidante a través de su leche. Esto le supone necesidades
extras a la mujer que debe suplir con sus reservas o con aportes de novo a través de
la dieta. Para el lactante, este aporte supondrd la proteccion frente al estrés

oxidativo para el que su organismo no estd todavia adecuadamente preparado.
C. ESTRES OXIDATIVO NEONATAL

El incremento brusco de los niveles de O2 en el organismo neonatal,
originado con los primeros movimientos respiratorios pulmonares tras el nacimiento
junto al estrés del parto, someten al recién nacido humano a elevadas dosis de
oxidacioén y a la subsiguiente formacion de especies reactivas de oxigeno lo que en
conjunto supone una situacién de estrés oxidativo no despreciable (Friel, 2004). Por
ofra parte, el crecimiento y la maduracién de érganos y sistemas que caracterizan a
la etapa neonatal y de primera infancia suponen demandas oxidativas que no
ocurren en otras épocas de la vida. Sin embargo, en estas etapas y especialmente

en el momento del nacimiento, el neonato adolece de un sistema antioxidante
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propio poco desarrollado de inmadurez proporcionalmente inversa a la edad
gestacional al nacimiento (Shekeeb, 2008). Durante la gestacion tiene lugar un
trasvase trasplacentaria de sustancias anfioxidantes de madre a hijo, destinado a
ayudar al recién nacido sano a afrontar el estrés oxidativo tras el nacimiento. Este
trasvase se produce principalmente en el tercer trimestre (Robles, 2001). Los recién
nacidos fienen, en comparacion con el adulto, menores niveles plasmdaticos de
antioxidantes como la vitamina E, beta carotenos o grupos sulfidrilo, menores niveles
de proteinas quelantes de metales como la ceruloplasmina o la transferrina (Gitto,
2003) y menor expresion de actividad enzimdtica con niveles inferiores de CU/Zn
superoxido dismutasa erifrocitaria (Saugstadt 1996), de SOD citosdlica, de GPx y de
a-proteinasa (Buonocuore, 2002; Ochoa 2003; Davis, 2010).

Aungue no bien entendidos todavia los mecanismos con que el neonato
hace frente a este estrés oxidativo postnatal, se ha constatado que el desequilibrio
comienza a recuperarse a partir de las 72 horas fras el nacimiento aungue
probablemente se mantiene hasta mas alld del 6° mes (Ochoa, 2003; Friel, 2004). Se
ha observado que, la posibilidad de incrementar la sintesis de antfioxidantes en
respuesta a la hiperoxia u ofros estimulos oxidativos es deficiente en el recién
nacido, si se compara con el individuo adulto (Davis, 2010). El aporte de
antfioxidantes a través de la leche materna al incluir enzimas antioxidantes, palia
esta situacion. Se ha observado una peor situacion REDOX en los neonatos
alimentados con férmulas artificiales cuya CAT total es muy inferior (Friel, 2011).

La mayoria de las enfermedades neonatales cursan con aumento de RL
(Buonocuore, 2002). La hipoxia por ejemplo es uno de los principales factores que
inducen la produccion de FR en el periodo perinatal. La carencia de oxigeno
induce un pardn en la fosforilacidn oxidativa, y el subsiguiente aumento de
subproductos de la degradacién del ATP que rdpidamente constituyen el substrato
idéneo para la activacion de la hipoxantina oxidasa y la consiguiente produccion
de RL en la fase de reperfusion. Ademds de los RL que se producen por la
autooxidacion de los elementos reducidos por la hipoxia de la cadena respiratoria o

de la liberacién de hierro libre desde la ferritina o por acumulo excesivo de Caz+. Y si
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la hipoxia es fuente de estrés oxidativo, también lo es la exposicion a niveles
elevados de oxigeno por necesidades terapéuticas o a elevadas concentraciones
de hierro no unido a proteinas (Buonocuore, 2002; Saugstad, 2006; Saugstad, 2014).

El estrés oxidativo es mayor en el recién nacido prematuro ya que la
maduracién del sistema antioxidante y el trasvase de antioxidantes se produce
especialmente en la Ultima parte de la gestacion (Buonocuore, 2002; Ledo, 2009;
Lee, 2011). Con menores reservas de antioxidantes y menor capacidad de expresion
enzimdtica los prematuros presentan niveles persistentemente mds elevados de
subproductos de dano oxidativo como hidroperdxidos y una recuperacion del estrés
oxidativo detectable al nacimiento mas lenta y, ademds, muchos de ellos suman
necesidades extras de Oz tras el nacimiento por problemas derivados de su
inmadurez (Vento, 2001; Buonocuore 2002; Ochoa 2003; Yeung, 2006; Shan 2009).
Algunos autores han acunado el término “enfermedades neonatales por radicales
oxigénicos” para algunas enfermedades mds prevalentes entre los prematuros
(Palomino, 1998; Lee, 2011) como la enterocolitis necrosante (Lee, 2011; Aydemir,
2011) la retinodisplasia del prematuro (Tin, 2007), o la leucomalacia periventricular,
estrechamente relacionadas con el exceso de oxidacidon y la incapacidad
neonatal para neutralizarlo (Lee, 2011; Ezaki, 2008). El aumento de prevalencia de
enfermedades degenerativas en la edad adulta que se ha observado en recién
nacidos de bajo peso para la edad gestacional (diabetes tipo I, asma, hipertension
o enfermedad coronaria) también se ha asociado a un deficitario sistema de
reparacién antioxidante tras el parto (Franco, 2007).

El tipo de parto también influye en el grado de estrés oxidativo al que el
neonato se ve sometido (Burton, 2011, Georgeson, 2002). Se ha descrito que los
recién nacidos que nacen mediante cesdrea pueden presentar un mayor nivel de
hidroperdxidos lipidicos que los ninos que nacen por parto vaginal en los que se
detectd una mayor capacidad antioxidante total en suero (Mutlu, 2011).

Un buen estado oxidativo en esta primera época de le vida, puede
determinar el estado de salud futuro, especialmente en lo concerniente a

determinadas enfermedades que han sido relacionadas con desequilibrios
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oxidativos (obesidad, diabetes, cdncer, enfermedades autoinmunes y ofras). Y
parece evidente que el recién nacido, nace precisando aportes que
complementen un sistema inmaduro y unos depdsitos escasos, necesidades que
serdn mds acusadas en los recién nacidos pretérmino o enfermos (Yuan-Shun, 2005;
L'Abbe, 2000; Friel 2004; Friel, 2011).

D. ALIMENTACION Y EPIGENETICA.

En los Ultimos anos, la investigacion sobre las influencias epigenéticas de la
alimentacion en la época de la gestacion y en la primera infancia, han permitido
avanzar en el conocimiento de coémo la nutricion de la madre durante la gestacion
puede a fravés de cambios epigenéticos marcar el desarrollo del nuevo ser, e influir
“a futuro” en su salud y en la de siguientes generaciones (Verducci, 2012).

Literalmente, epigenética significa “sobre la genética” y en este término se
engloban aquellos procesos capaces de inducir cambios en la expresion genética
que se heredan sin alterar la cadena del ADN (Verducci, 2012). Los procesos
epigenéticos mds importantes son: la metilacion de la citosina (que modifica el
plegamiento o desplegamiento de la cadena en determinados puntos), la
acetilaciéon de las histonas, la remodelacion de la cromatina y la accién del micro
ARN no codificador. Todos estos procesos inducen modificaciones de
consecuencias sobre las bases neurobioldgicas de la memoria, el aprendizaje y la
respuesta al estrés y en la expresion de enfermedades como el cdncer o la diabetes
mellitus y el autismo (Wally, 2012). Entre otros factores, la expresidn de los genes
puede ser alterada epigenéticamente por la alimentacion.

Nutrientes como el dcido fdlico, la vitamina B12, la vitamina Bé, la
riboflavina, la metionina, la colina o la betainag, el dcido retinoico, la curcumina, el
resveratrol o los polifenoles pueden influir sobre Ia metilacidon del ADN al regular los
niveles del dador universal de moléculas —-CH3 (la S-adenosil-metionina (SAM)) vy el
inhibidor de la metfiltransferasa (la s-adenosil-hnomocisteina (SAHM)) o incluso inducir
la metilacién del ADN o de sus histonas (Malireddy, 2012). La relacién entre la

concentraciéon de SAM/SAHM depende de la disponibilidad de cisteina y de la
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actividad de la enzima metionin-sintetasa (que depende para su funcidn de niveles
adecuados de vitamina B12 y dcido fdlico). La actividad de esta enzima es muy
sensible al estrés oxidativo, pudiendo de esta manera dicho estrés inducir cambios
epigenéticos (Holliday, 2002; Saetrom, 2002). De ahi la importancia también en este
aspecto de un aporte equilibrado y adecuado de antioxidantes que permita
mantener un estado oxidativo apropiado a las necesidades de nuestro organismo.
Cada vez hay mds evidencia de que algunas de estas enfermedades como
la diabetes tipo II, la hipertensiéon y la obesidad entre otras pudieran tener su origen
en el periodo neonatal al alterar la expresion genética por mecanismos

epigenéticos inducidos por ROS (Gluckman, 2008; Ledo, 2009)

3. LECHE HUMANA, COMPOSICION Y PROPIEDADES ANTIOXIDANTES.

Cada vez hay mayor evidencia de que la alimentaciéon en la infancia
influye sobre diferentes procesos fisioldgicos y metabdlicos a corto, medio y largo
plazo e influye a futuro sobre la aparicion de algunas enfermedades por ejemplo a
fravés del estado oxidativo durante el desarrollo. Durante la etapa mds
determinante de este desarrollo, la infancia, la leche materna es el alimento de
especie disenado para cubrir las necesidades especificas del recién nacido y
lactante humano. Y, esta etapa es la Unica en la que el ser humano dispone de
nutrientes especificos (de especie) y por tanto idéneos para el organismo inmaduro
y en pleno proceso de formacion de érganos vy tejidos.

Ademds de estos nutrientes, la leche materna es rica en componentes
bioactivos de importancia clave en la modulacion de rutas metabdlicas y en la
respuesta inflamatoria, antioxidante e inmunitaria (Al-Gubory, 2010). La actividad
mads relevante de muchos de estos compuestos bioactivos es fundamentalmente
extranutricional y, aunque estdn presentes en la leche en pequenas cantidades, su

importancia es cada vez mds reconocida (Aycicek, 2006; Lawrence, 2011). El aporte
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antioxidante de la leche suple los déficits de antfioxidantes del recién nacido vy le
ayuda a combatir el estrés oxidativo propio de esta época (Li, 2009) y a reparar los
danos producidos (Friel, 2011). La capacidad antioxidante de la leche humana se
ha relacionado con efectos tan importantes como la proteccidon del desarrollo de la
funcion cognitiva y el desarrollo psicomotor de los lactantes (Griffiths, 2002). Se ha
demostrado que la capacidad antioxidante total (CAT) medida en el plasma de los
lactantes amamantados es mds elevada que la CAT de los recién nacidos no

amamantados (Aycicek, 2006).
A. VARIACIONES EN LA COMPOSICION DE LA LECHE MATERNA.

La leche humana es un producto vivo y complejo con componentes que
provienen de la filtracion desde el plasma materno o que son sintetizadas “de novo”
en la propia gldndula. La concentraciéon y presencia de los distintos componentes
en relaciéon con diversos factores: varia a lo largo del dia, a lo largo de la lactancia,
de una madre a otfra: con las caracteristicas genéticas de la madre, la duracion de
la gestacion, el tiempo de lactancia, el momento del dia o a lo largo de la toma o
el estado nutricional (Borowczyk, 2006; Brand-Burton, 2011; Bachour, 2012; Ballard,
2013) y las influencias son también distintas dependiendo del nutriente estudiado.

Clasicamente se habla de fres tipos de leche, basados en la diferencia de
composiciéon ldctea que ocurre en las primeras semanas de lactancia:

El Calostro que la mama produce durante los primeros dias despuées del
parto, es un fluido espeso y de color amarillento debido a la alta concentracién de
beta carotenos. Su volumen puede variar entre 2-20 mL por toma en los 3 primeros
dias, lo que es suficiente para cubrir las necesidades nutricionales del recién nacido.
Su valor calérico medio es de 67 Kcal/100 mL y contiene mayor canfidad de
proteinas (inmunoglobulinas) (Ballard 2013), vitaminas A, E, K, dcido sidlico, colesterol
y algunos minerales (sodio, hierro, zinc, azufre, potasio, manganeso, selenio) que la
leche madura (Lawrence, 2005). Es fundamental para el recién nacido por su
composicidn nutricional y por su elevado contenido en factores defensivos:

antiinfecciosos y antioxidantes como los betacarotenos, inmunoglobulinas A,
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lactoferrina, linfocitos y macréfagos. Contiene gran cantidad de flora bifiddgena
para colonizar el intestino neonatal y prebidticos que la favorecen y que junto a los
factores de defensa son capaces de evitar la adherencia de microorganismo
patdégenos en el tubo digestivo neonatal. Asi aporta enzimas que ayudan al
funcionamiento y maduraciéon del sistema digestivo del lactante, facilitan la
evacuacion del meconio y disminuyen el riesgo de hiperbilirubinemia en el recién
nacido (Lawrence, 2007). Y es la aporta gran cantidad de células madre
pluripotenciales (Hassiotou, 2014).

Se llama leche de fransicion a la leche producida entre el 4° y 15° dia
posparto y cuyo volumen aumenta progresivamente hasta alcanzar alrededor de
los 600- 700 mL/dia entre el 8° y 15° dia posparto. Se llama asi porque su
composicion varia a lo largo de los dias aumentando progresivamente el contenido
en agua, lactosa y grasas y disminuyendo proporcionalmente el de proteinas
(incluyendo el de inmunoglobulinas) hasta que por aspecto y composicion,
alrededor de los 15 dias, la leche pasa a ser llamada leche madura (Ballard, 2013).

Finalmente, a partir de los 15 dias postparto, se habla convencionalmente,
de leche madura, aungue su composicidon continua evolucionando a lo largo de la
lactancia La produccién media de una madre con un solo lactante se sitUa
alrededor de 700-200 mL/dia (Lawrence 2005).

B. COMPONENTES DE LA LECHE HUMANA.

Los principales componentes de la leche madura son: agua, lactosa,
galactosacdridos, proteinas y compuestos nitrogenados, grasa, minerales y
vitaminas. También contiene elementos fraza, enzimas, aminodcidos, hormonas,
células vivas, mRNA vy flora bacteriana. Con un pH=7, su aporte energético oscila
enfre 70 y 76 Kcal/100mL. Contiene un 88 % de agua, lo que asegura un aporte
suficiente al lactante durante los primeros 6 meses de vida (Wojcik, 2012; Lawrence,
2005). Para el propdsito de esta tesis abordaremos la composicion de la leche
humana, principalmente desde el punto de visto de su contenido y funciones

antioxidantes, campo este en el que aln queda mucho por investigar hasta
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caracterizar completamente todas las sustancias antioxidantes presentes en la

leche humana vy sus funciones.

i. Hidratos de carbono (HC).

El principal HC de la leche humana es la lactosa (6-7 g/100 mL). Es
sintetizada en la gldndula mamaria a partir de glucosa y galactosa y contribuye all
40% de las calorias de la leche materna. Es necesaria para la absorcion del calcio,
hierro, magnesio y ofros elementos y como aporte energético. La galactosa
obtenida del desdoblamiento a nivel intestinal de la lactosa y otros azicares como
glicoesfingolipidos son imprescindibles para la formaciéon entre otros de los
galactolipidos, indispensables para el desarrollo del sistema nervioso central del
recién nacido. La leche humana contiene glucosa, galactosa, L-fucosa y dcido
sidlico en concentraciones de 1-40 mg/I. El contenido total en oligosacdridos oscila
entre 600-900 mg/dL. Ademads de la importancia de los oligosacdridos como parte
de glucolipidos (esfingolipidos y gangliésidos) y glicoproteinas, para la formacién de
tejido nervioso y en la defensa antiinfecciosa, cada vez cobra mayor interés la
capacidad antiinflamatoria que aportan al recién nacido que puede contribuir a la
baja incidencia de enfermedades inflamatorias en el neonato amamantado
(Newburg, 2013). A ello probablemente contribuye el aporte de otfros oligosacdridos
y amino azucares que promueven la colonizaciéon intestinal por flora bacteriana
bifiddgena (Lactobacillus Bifidus), inhiben el crecimiento de bacterias patdégenas,

hongos y pardsitos (Lawrence, 2011; Newburg, 2013).

ii. Fraccidén nitrogenada

La leche madura contiene compuestos nitrogenados (la llamada fraccidon
nitrogenada) en una concentracion de 0,9 gr/100 mL. La fraccion protféica
(principalmente caseina, seroproteinas y mucinas) procede tanto de secrecién
glandular como de Ulfrdfiltracion  del suero materno. La  proporcion

lactosuero/caseina es de 80/20 en calostro, pero esta proporciéon va cambiando

49



I. INTRODUCCION

para ser de 60/40 a las pocas semanas y finalimente se mantiene en 50/50 la mayor
parte de la lactancia (Lonnerdal 2003). La alfa-lacto albumina constituye el 10 a
12% del total de las protfeinas, inferviene en la sinfesis de lactosa y es especifica de
la leche materna, Oftras proteinas representativas del lactosuero son la
seroalbumina, la lactoferrina y las inmunoglobulinas A, G y M (Lonnerdal, 2010).

La leche materna contiene gran cantidad de inmunoglobulinas. La IgA es la
mds abundante (constituye el 90 % de todas las inmunoglobulinas de la leche
materna) y estd presente en mayor cantidad en el calostro. Tanto IgA como IgM son
segregadas en la gldndula mamaria y fienen una importante funcién defensiva, ya
que la produccién propia en el lactante no alcanza niveles maduros antes de los 2
anos (Lawrence, 2007).

La caseina constituye el 30-40% de las proteinas de la leche humana, y estd
presente en una concentracion media de 3,4+ 0,97 g/L que no varia a lo largo de la
toma (entre leche de inicio y del final) aunque si es variable entre madres. Su
funcion principal es el aporte de aminodcidos, fésforo y calcio. La fraccién beta-
caseina es la mds abundante y es bien digerida por el intestino neonatal al formar
codgulos mds pequenos que los de la caseina de la leche de otras especies
animales, como la vaca. Practicamente ausente de la leche humana en los
primeros dias, empieza a sintetizarse a partir del 3-4 dia y las concentraciones
aumentan progresivamente a medida que la leche madura. La leche de mujer
contiene sélo 2 fracciones de caseina: la beta y la kappa caseina (no contiene ni
alfa ni gamma caseina) (Cervato, 1999). La beta caseina es la mds abundante, de
elevada fosforilaciéon, forma complejos fosfopeptidicos mds solubles, con el Caqt
que confribuyen a la elevada biodisponibilidad del calcio en la leche humana
(Lonnerdal, 2006). La K-caseina, es una glicoproteina que contiene residuos de
dcido sidlico cargados negativamente, estd presente en menor cantidad que la
beta caseina y su principal funcién es estabilizar la micela de caseina, asegurando
en su interior al fosfato cdlcico. Inhibe la adhesion de patdgenos a la mucosa
intestinal neonatal al actuar como un receptor andlogo, por ejemplo del H Pylori

(Lonnerdal 2010). La importancia antioxidante de las caseinas radica en su
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capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica, posiblemente a fravés de un
aumento de la auto-oxidacion del hierro. Ademdas los péptidos resultantes de la
digestion de la caseina tienen una elevada capacidad para secuestrar el anion
superodxido. (Lonnerdal, 2003; Li, 2009).

La lactoferrina estd presente en concentracion elevada en calostro (hasta
7 g/L) y su concentracion se estabiliza en 1-3 g/L de los 6 a los 24 meses. Su
contenido es proporcional al de proteinas totales, en leche y varia a lo largo de la
lactancia. Las madres con recién nacidos a término tienen mayor concentracion de
lactoferrina en calostro (54%) que en leche madura (28%) (Lonnerdal, 2010). Esta
relacion se invierte tras un parto prematuro (en los que se ha observado un 28% en
calostro e incrementos de hasta un 34% en leche madura) (Ronayne, 2000). Se han
descrito niveles bajos de esta proteina en la leche de madres desnutridas, pero no
en relacion con el déficit materno de hierro (Sanchez, 1992). Esta proteina es un
potente antioxidante capaz de limitar la produccién de RL y prostaglandinas,
bloquear el factor de transcripcidn NF-Kb, la produccidn y suelta de citoquinas, de
NO y de factor estimulador de granulocitos (FGNr) (Lonnerdal, 2010). Puede ser
detectada en las heces y en la orina del lactante, es muy resistente a la
degradacion por la tripsina y la quimotripsina y, en su forma parcialmente saturada,
favorece la absorcion del hierro en el intestino. Inhibe el crecimiento y colonizacion
por diversas bacterias patdgenas (accidon bacteriostdtica) en el tracto
gastrointestinal (E. Coli), bloquea la adhesidn/penetracion de bacterias y virus,
favorece el crecimiento de bifido bacterias y disminuye la patogenicidad de
muchas bacterias, virus y hongos (Hanson 2009). También estimula el crecimiento y
la proliferacién de la mucosa intestinal neonatal y disminuye la respuesta
inflamatoria local (Pierce 2009). La lactoferrina de la leche es detectable en el
plasma y en la orina del lactante y se ha asociado a diversas acciones
antiinflamatorias y anti-infecciosas mds alld del tracto digestivo (Lawrence, 2007;
Hanson, 2009).

La lisozima constituye una importante fraccidn de las proteinas del

lactosuero de la leche humana y su concentracion es mayor en el calostro. El
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contenido de lisozima en la leche humana es mds estable y 3000 veces mds
elevada que en la leche de vaca. Tras los primeros dias, los niveles bajan de 85 a 90
mg/mL en calostro, a 25 mg/mL entre las semanas 2° y 4% con una elevacion
progresiva posterior durante los primeros 6 meses hasta alcanzar un nivel meseta de
250 mg/mL que se mantiene durante los primeros 24 meses de vida. No se ha
demostrado que las madres malnutridas tengan menores niveles de lisozima en su
leche (Lawrence, 2010). La lisozima ofrece proteccion contra la oxidacion aguda y
crénica por mecanismos que abarcan desde la supresion de ROS hasta la
modificacion de respuesta genética. Esta molécula es capaz de elevar los niveles
normales de reservas antioxidantes y confiere resistencia frente a los RL y ROS al
disminuir la expresion de los genes péé y cJUn que determinan la respuesta al estrés
(Liu, 2006). Ademds participa en la detoxificacion de los productos de glicaciéon
avanzados (AGEs); secuestra, recicla y disminuye sus actividades proinflamatorias, y
mejora la defensa antioxidante.

La leche humana es rica en aminodcidos libres como la cisteina, cuya
importancia antioxidante radica en su papel como precursor del glutation. De
hecho es la Unica leche con una relacion 1/1 metionina/cisteina (Waly, 2012). Los
niveles en leche humana aumentan de 1-3 umol/dL en calostro a 3-6 umol/dL in
leche madura (Lawrence, 2010). El contenido de cisteina en plasma en los lactantes
amamantados de 12 semanas, es significativamente mayor que en lactantes no
amamantados (Miner, 2000).

Se han detectado niveles significativos de enzimas antioxidantes en leche
humana hasta los 12 meses al menos (Lindmark-Masson, 2000; Friel, 2004), aunque los
estudios son escasos y no se sabe bien coémo influyen otros factores (como la dieta,
el tabaquismo o el uso de suplementos) en su contenido. La catalasa presente en la
leche humana puede modular la respuesta oxidativa, reduciendo el citocromo C y
consumiendo agua oxigenada (Grazioso, 1996). La superéxido dismutasa cataliza la
desactivaciéon del radical superdxido y su actividad estd positivamente
correlacionada con la ingesta de cobre en los prematuros. Su concentraciéon en

leche materna es mayor en la leche de madres de RN a término y aumenta en los
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primeros 3 meses de lactancia tanto en madres de RN a término como en las
madres de prematuros. Se han observado niveles en leche que multiplican de 10 a
25 veces los niveles plasmdticos (L"Abbe, 2000), El contenido en leche materna de
glutation oxidasa (GPx) puede llegar a quintuplicar los niveles séricos maternos. Su
contenido continua aumentando desde los primeros dias y al menos durante las
primeras 12 semanas postparto y es mayor en la leche de madres de lactantes a
término en comparacion con madres de prematuros (L'‘Abbe, 2000). Se ha
observado una relacion positiva entre los niveles de esta enzima y los de dcidos
grasos poliinsaturados en la leche humana, habiéndose especulado sobre el papel
protector de la misma frente a la oxidacion de estas moléculas (Ezaki, 2007).

La elevada actividad de estas enzimas contribuye de modo significativo a
la capacidad antioxidante de la leche humana y previenen la oxidacidon de sus
dcidos grasos libres ademds de proveer de oligoelementos. También se ha
especulado sobre el papel protector que estas enzimas podrian tener al pasar
directamente e intactas al plasma neonatal, como ocurre con ofras proteinas como
la apolactoferrina  (L‘Abbe, 2000). También contribuyen a esta capacidad
antioxidante otros factores inhibidores de enzimas pro-oxidantes, como la al-
antitripsina, la al-antiquimotripsina, el inhibidor de la elastasa o la acetilhidrolasa del
PAF (Lawrence, 2007).

Los nucledtidos, nucledsidos y dcidos nucléicos, constituyen
aproximadamente entre el 15-20% de la fraccidon nitrogenada no proteica de la
leche materna. Aunqgue pueden ser sintetizados enddégenamente y reciclados
durante los procesos metabdlicos, su presencia en la dieta neonatal es importante
especialmente en situaciones de demanda y actividad metabdlica elevadas,
como enfermedad, infeccién, crecimiento rdpido y ofros estrés fisioldgicos
(Lawrence 2007). Estos factores favorecen el crecimiento de las bifidobacterias,
mejoran el crecimiento, desarrollo y reparacion de la mucosa gastrointestinal y
pueden potfenciar la secrecion de inmunoglobulinas y ofros factores

antiinflamatorios.
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Las poliaminas participan en el crecimiento y maduracion del sistema
digestivo y son sintetizadas activamente por la gldndula mamaria durante la
lactancia. En la leche humana se ha aislado espermidina, espermina y putrescina.
Los niveles en la leche aumentan bruscamente (de 8 a 12 veces) en los primeros
dias de lactancia y luego se estabilizan a niveles mds bajos, a lo largo de todo el
periodo de amamantamiento. Aunque se han observado variaciones inter madres,
se desconocen los factores que influyen sobre las mismas (Larque, 2007). Espermina

y espermidina tienen acciones antiglicacion significativas y es muy probable que

contribuyan al bajo nivel de compuestos glicados presentes en el plasma de los
lactantes amamantados (Dittrich, 2006). Una concentracion de espermina en leche
por debajo de 2 nmol/mL se ha relacionado con un aumento de riesgo del 80%
para el desarrollo posterior de alergia, mientras que el riesgo disminuyd a 0% con
concentraciones superiores a 13 nmol/mL (Dandrifosse, 2000).

La concentracién de tiorredoxinas es mayor en leche que en el suero
materno. Las concentraciones en calostro llegan a ser entre 7 y 10 veces mayores y
son aun mds elevados en la leche de madres con recién nacidos prematuros
(Todoroki, 2005).

La leche materna contiene diversos factores de crecimiento (IFG-1, EGF,
EFV, HGF, FGF, TGF entre ofros), mas abundantes en el calostro que en la leche
madura que estimulan la proliferaciéon celular, la sintesis de ADN y ARN vy el
crecimiento y maduracién de ciertos érganos pero también y como resultado
provocan un aumento de sustancias oxidadas como el glutation o la metilacion del
ADN (Murphy, 1998; Ozgurtas, 2010; Wally, 2012)

La leche humana contiene polifenoles, como la daidzeina y genisteina (Li,
2009) y flavonas e isoflavonas cuyos niveles se han relacionada con la ingesta
materna, con incrementos de hasta 14 veces tras la ingesta de una bebida de soja
(Frankee, 2006).

Algunas prostaglandinas presentes en la leche como la PGE; y PGE: tienen

importantes propiedades antioxidantes.
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iii. Lipidos

La leche materna contiene de 3 a 5 g/dL de lipidos y esta fraccion es la
sujeta a mayor variabilidad interpersonal. La grasa aporta entre un 40 a 50 % del
total de calorias de la leche materna, aporta vitaminas y Acidos grasos esenciales y
favorece su absorcion. La absorcion de la grasa de la leche en el intestino del
lactante supera el 90% (Lawrence, 2005).

La grasa en la leche materna se encuentra en forma de micelas. Las
micelas de grasa estdn formadas por una fricapa externa formada por fosfolipidos,
triglicéridos y lipasa y una pequena cantidad de citoplasma del lactocito (Fig. 1-20).
Esta tricapa se forma debido a los procesos, primero de endocitosis (para la
captacion de lipidos desde el plasma materno hacia el interior del lactocito) y
después de exocitosis al segregar la grasa hacia la luz del alveolo mamario
(Abrahamse, 2012). En los repliegues de la tricapa micelar se encuentran
importantes cantidades de lipasa (Michalski, 2013; Delplanque, 2015) que, al
activarse en el fracto intestinal neonatal, contribuye a la hidrdlisis de los triglicéridos
contenidos en el interior del glébulo graso. Esta hidrdlisis facilita la absorcion de
dcidos grasos libres y glicerol. Ademds de facilitar la accidn antiinfecciosa vy
antiinflamatoria que juegan los &cidos grasos libres de la leche materna en la
proteccion antiinfecciosa del neonato (Pfaender, 2013; Delplanque, 2015).

Los principales lipidos de la leche materna son los triglicéridos, fosfolipidos,
dcidos grasos y esteroles. Los triglicéridos representan el 99% del total de los lipidos
de la leche y estdn compuestos por dcidos grasos y glicerol. El aporte de d&cidos
grasos esenciales de la leche humana proviene de los lipidos circulantes en el suero
materno. Pero estos, a su vez, provienen de la dieta, de los depdsitos maternos y en
menor medida de neosintesis en la gldndula mamaria. Y, debido a todo ello, la
proporcion de dacidos grasos varia en relacion a la dieta materna (Delplanque,
20195)

La leche humana es también, rica en dacidos grasos polinsaturados de la

familia omega-3 como el dcido linolénico (precursor del dcido docosahexaendico

55



I. INTRODUCCION

(DHA)) vy el &cido eicosapentaendico (EPA), ambos con un importante papel en el
desarrollo del sistema nervioso central y de la agudeza visual (principalmente el
DHA). También confiene dcidos grasos omega-6 como el dacido linoléico (éste
representa entre el 8 a 16% de los dcidos grasos) que también, participa en el
desarrollo del sistema nervioso y es precursor del dcido araquidénico (a su vez
precursor de hormonas, prostaglandinas, fromboxanos y leucotrienos) (Delplanque
B, 2015).

Aunque se ha descrito que el contenido en colesterol de la leche humana
disminuye en concenfracion con niveles mds elevados en calostro (31 mg/100 mL)
que en leche madura (16 mg/100 mL), resultados de investigaciones recientes han
hallado variaciones individuales en relacion no sélo con el estadio de lactancia sino
con la dieta materna, la edad, la estaciéon y el lugar de residencia de la mujer

lactante (Kamelska, 2012).

iv. Vitaminas

El contenido en vitaminas de la leche materna estd destinado a cubrir las
necesidades nutricionales del lactante, varia, especialmente para algunas, con el
estado nutricional y el aporte dietético.

Durante los primeros anos las necesidades de vitamina A y carotenoides son
elevadas respecto a ofras épocas de la vida y al nacimiento pero ni siquiera los
recién nacidos a término tienen suficientes depdsitos de vitamina A, cuyo aporte
exdgeno (a través de la leche materna) es imprescindible. La leche materna
contiene vitamina A en forma de esteres de retinol (60% en forma de palmitato y
estearato) y de carotenoides. Ademds de carotenoides precursores de vitamina A,
se han aislado en la leche humana mds de 30 carotenoides adicionales que
aungue carecen de actividad pro-vitamina A poseen importantes cualidades como
antioxidantes. Los carotenos presentes en la leche son fundamentalmente a-
caroteno, P-caroteno, P-criptoxantina, luteina/zeaxantina y licopeno y los tres

primeros constituyen mds del 50% (Gossage, 2002). Tanto carotenoides como
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vitamina A son fransferidas directamente a la gldndula mamaria via quilomicrones o
lipoproteinas. Los niveles son mds elevados en el calostro (Haskell, 1999) y disminuyen
en las primeras semanas fras el nacimiento, aunque el descenso no es igual para
todos los compuestos (Macias, 2001). El contenido medio se situa en 236,7 + 121,9
ng/mL de carotenoides, 1,02 + 0,56 yg/mL de vitamina A y 0,08 + 0,01 ug /mL de
trans-retinol. No obstante, se ha descrito que el contenido de refinol y de
carotenoides en la leche humana puede presentar grandes variaciones, cuando se
comparan poblaciones de diferentes paises (Canfield, 2003). Estas variaciones se
atribuyen en gran parte a variaciones dietéticas (Olafsdoftir, 2001).

Parece que a partir del primer mes postparto, los niveles se estabilizan
incluso en mujeres malnutridas, pero en estas el contenido de vitamina A es inferior
(50 pg/dL frente a 75-60 pg/dL). Si la madre carece de fuentes dietéticas
adecuadas de vitamina A, la elevada tasa de frasferencia de la misma hacia la
leche podria originar una depleccidon de sus propias reservas. Las mujeres multiparas
y vegetarianas tienen niveles mds elevados de carotenoides (Haskell, 1999) vy
también se ha descrito que es posible que si la madre aumenta la ingesta de
alimentos ricos en vitamina A (por ejemplo higado de bacalao, alimentos ricos en
carotenoides o alimentos fortificados) es posible observar un aumento en los niveles
de vitamina A de su leche (Olafsdofttir, 2006; Mello-Neto, 2009).

El aporte de vitamina E de la leche materna es critico para la proteccion
antioxidante del neonato especialmente del pretérmino o del RN enfermo (Lee,
2011). Los niveles de vitamina E en neonatos son muy bajos al nacimiento (Baydas,
2002) y menores aun en los recién nacidos pretérmino que adolecen de una baja
relacion de vitamina E con respecto al contenido en lipidos y por tanto tienen una
elevada susceptibilidad al dano oxidativo. Todos los tipo de isdmeros de tocoferoles
y tocotrienoles que constituyen la vitamina E se encuentran presentes en la leche
humana. El a-tocoferol de la leche se encuentra asociado a los lipidos de la
membrana del glébulo de grasa en cantidades tres veces superiores a las del
interior del glébulo lo que podria indicar la importancia de proteger dicha

membrana de la oxidacion (Tijerina-Saenz, 2009). Es el compuesto mds abundante
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con niveles entre 2,32 £ 0,11 ug /mLy 11,8 £ 6,3 ug/mL (Macias, 2001) y representa el
76,5% del total. Ademds contiene y-tocoferol (19,8%) y 6-tocoferol (4,7%) (Szlagatys,
2012). Aunque la capacidad antioxidante total de la leche humana madura estd
directamente relacionada con su contenido en alfa-tocoferol, el resto de los
compuestos tienen una importante actividad anfioxidante, previenen la
peroxidacion lipidica (especialmente de los dcidos grasos saturados de la
membrana celular), la oxidacion de la vitamina A y los carotenoides, de muchas
enzimas, de proteinas y del ADN (Romeu, 2006). Los niveles de vitamina E en leche
materna estdn fuertemente relacionados con la ingesta materna de vitamina E
(dieta o suplementos) y con los niveles de carotenoides. Algunos autores han
observado que a lo largo de la lactancia la concentraciéon de estos compuestos en
la leche disminuye: los niveles de vitamina E en calostro son de 1.5 mg/dL, de 0.9
mg/dL en leche de transicion y de 0.25 mg/dL en leche madura (Szlagatys-
Sidorkiewicz, 2012)-

La concentraciéon de vitamina D en la leche materna es baja, pero es mayor
que la concentraciéon hallada en la leche de vaca sin suplementar. El contenido en
vitamina K es mayor en el calostro y en la leche de fransicidn en comparacion con
la leche madura.

La leche materna aporta complejo vitaminico B en forma de cobalamina
(B12), piridoxina (Bé), tiamina (B1), dcido fdlico (B?), niacina (B3) y d&cido
pantoténico (BS). Los niveles en leche de estas vitaminas son muy dependientes del
estado nutricional materno, y del aporte dietético durante la lactancia. Por esto por
ejemplo las mujeres veganas deben suplementar su alimentacidon con este
complejo vitaminico, especialmente vitamina B12, para asegurar aportes
adecuados en su leche.

La leche materna contiene alrededor de 4-5 mg/100 mL de vitamina C. Los
niveles de vitamina C en la leche humana dependen de muchos factores entre
otros de la ingesta materna de vitamina C y el estadio de lactancia. Se ha descrito
que las madres, con dietas pobremente equilibradas o muy restrictivas pueden

tener niveles de vitamina C en su leche demasiado bajos para asegurar un aporte
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adecuado para sus hijos (Romeu, 2006). Y se ha observado que es posible aumentar
los niveles de vitamina C en la leche con suplementos cuando los niveles séricos
maternos son bajos. Sin embargo, por encima de un determinado nivel de
saturacidon aumentar los suplementos no se traduce en un aumento de los niveles en
leche. Todo ello sugiere la existencia de un mecanismo de regulacion intrinseca
para la frasferencia de vitamina C desde la dieta a la leche, que prevendria cargas
excesivas, probablemente para proteger al neonato de los efectos pro-oxidantes
de cantidades elevadas de vitamina C (Hoppu, 2005).

El contenido medio de vitamina C en el calostro es 70 mg/L, en leche de
transicion de 60 mg/L y en la leche madura de 40 mg/L. Durante los primeros 6
meses de lactancia el contenido en la leche de la madre varia de 115 a 35 mg/L
con una media de 50 mg/L y el contenido al final del primer ano es un 10% menor
(IOM, 2000). En lactantes con lactancia materna exclusiva desde el nacimiento
hasta los 6 meses no se han observado niveles inadecuados de vitamina C vy si se ha
descrito una relacion inversa entre niveles elevados de vitamina C en la leche
materna y el riesgo de atopia del lactante amamantado (Hoppu, 2005). La vitamina
C de la leche ayuda al mantenimiento de la barrera natural frente a la infeccion,
estimula las actividades fagociticas y antibacterianas de los leucocitos, aumenta la

produccion de Igs y estimula la secrecion de interferdn (Li, 2009)

v. Minerales

La leche materna contiene los minerales que necesita el lactante y ademdas
su biodisponibilidad (especialmente para el calcio, el hierro, el magnesio, el cobre y
el zinc) es muy alta por lo que no son precisos niveles elevados de minerales lo que
evita la sobrecarga renal de solutos, promueve el buen funcionamiento renal, y
favorece la capacidad metabdlica del recién nacido (Mello-neto, 2010).

La relacién calcio/fosforo en la leche humana es de 2:1 y en esta forma son
ambos son facilmente absorbidos por el lactante. Respecto al hierro presente en la

leche humana, su biodisponibilidad es de aproximadamente el 50% como resultado
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de la presencia de lactoferrina, la acidez del tfracto gastrointestinal del lactante y la
presencia de zinc y cobre. La lactosa y la vitamina C también favorecen su
absorciéon (Mello-Neto, 2012). El contenido de zinc en la leche materna tfampoco es
elevado gracias a su elevada biodisponibilidad.

La leche humana es rica en selenio y los lactantes amamantados fienen
niveles séricos de selenio mds elevados que los alimentados con formula. Casi el 30%
del selenio de la leche forma parte de la glutation peroxidasa que con ella protege
a sus acidos grasos omega-3 de la oxidacion. Pero ademds esta enzima constituye
una excelente fuente de seleno-cisteina y tras ser captada a nivel intestinal, pasa a
infegrar las reservas antioxidantes del RN (Watts, 2009). De forma aislada el selenio
puede ser considerado como un elemento fraza en la leche humana al estar
presente en cantidades minimas, aunque los niveles de este mineral en leche
humana parecen variar segun la poblacion estudiada, habiéndose descrito una
concentracion media de 16,3 = 4,7 ng/mL en Espana. Esta concentracién en leche
estd claramente relacionada con la dieta materna y se ha observado que los
niveles en leche aumentan si la madre suplementa su dieta con levadura
enriquecida en selenio o seleno-metionina, consume pescado fresco, en mujeres
con dietas ovo-lacto-vegetarianas o aquellas que habian enriquecido su
alimentacion con selenio (Valent, 2011). Los niveles de selenio en el suelo, influyen
sobre los niveles de selenio en cereales y animales y a su vez en la ingesta materna.
En paises con suelos pobres en selenio, como Nueva Zelanda o Finlandia los niveles
medidos en leche fueron menores que los niveles de mujeres procedentes de paises
con elevado contenido en selenio en su suelo, como EEUU, Japdn o Venezuela
(Zacara, 2000). Los niveles de este mineral, también varian a lo largo de la toma y la
leche del final es mdas rica en selenio (16,7 ng/mL) que la del principio (15,7 ng/mlL)
(IOM, 2000). Las recomendaciones de aporte diario segun el Instituto de Medicina
de los EEUU (IOM) (IOM, 2000) serian de 15 mcg/mL (basada en la ingesta
observada entre los lactantes amamantados (IOM, 2000).

Se conoce muy poco sobre las necesidades de manganeso de [os

lactantes, (Matos, 2009), en la leche humana, el 71% del mismo estd asociado a las
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proteinas del suero, el 11% a la caseina y el 18% a los lipidos. Los niveles de
manganeso en la leche humana disminuyen a lo largo del primer mes, desde 5,4 +
1,6 mcg/dL en los primeros dias a 2,7 £ 1,6 mcg/dL en la leche del dia 28. Se ha
calculado una ingesta media de alrededor de 2 mg/dia con una tasa de absorcion
del manganeso a partir de la leche humana (8,2% + 2,9%) muy superior a la

observada en otras leches (Lawrence, 2010).

C. ESTADO OXIDATIVO DE LA LECHE HUMANA.

La leche humana posee una elevada capacidad antioxidante (CAT) y
contiene sustancias antioxidantes que no aporta ningun otro alimento en ninguna
otra época de la vida. Es asi protegida de la oxidaciéon y el enranciamiento de sus
componentes, pero muy probablemente, ya que estd destinada a ser consumida
casi a la par que es producida, todo este contenido antioxidante tenga la mision de
ayudar a proteger el estado oxidativo del recién nacido.

La CAT de la leche humana es el resultado no sélo del contenido en
antioxidantes sino también de la actuacion sinérgica de los mismos. Los
antioxidantes de la leche humana, una vez ingeridos por el RN, son capaces de
actuar a nivel local, protegiendo el fracto respiratorio e intestinal (proteccion de las
células epiteliales) y a nivel general (reduccion espontdnea del citocromo C) (Davis
2010, Davies 1995, Ezaki 2008).

Se han observado niveles mayores de CAT y de antioxidantes en calostro y
se ha observado que disminuyen en los dias y meses posteriores al nacimiento
(Jansson, 1981; Chappell, 1985; Emmeftt, 1997; Gossage, 2002). Esto ha sido
interpretado por algunos autores, como una respuesta del organismo materno a las
necesidades mds elevadas de su hijo, en los primeros dias de vida (Huertas, 1997;
Ochoa, 2003).

Con la leche el recién nacido recibe un aporte de antioxidantes mayor y
mds variado que el que cualquier dieta ofrece en ofras épocas de la vida.

Compuestos antioxidantes que en otras épocas de la vida dependen de la
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produccién propia, como enzimas, coenzimas, prostaglandinas o factores
inhibidores de enzimas pro oxidantes, son aportados por la leche materna. Esta
caracteristica contribuye a la importantisima proteccion que el amamantamiento
confiere, superior a la de cualquier substituto (Friel, 2011). Este aporte, se adapta
ademds a necesidades especiales, como demuestra el hecho de que la
capacidad antfioxidante y la presencia de algunos antioxidantes (alfa tocoferol y
glutation peroxidasa) son mayores en la leche de la madre de prematuros
(Lindamrk-Mansson, 2000; Li, 2009).)

D. NECESIDADES NUTRICIONALES DE LA MUJER DURANTE LA LACTANCIA.

En el momento actual se concibe como alimentacion adecuada aqguella
gue asegura no solo la ausencia de enfermedad por déficit, sino la que procura la
mejor salud fisica y psiquica y previene enfermedades futuras. Y por ello, la dieta
sana serd aquella que contenga ademds de una cantidad determinada de
macronutrientes y micronutrientes, una cierta cantidad de componentes
funcionales como los antfioxidantes, los compuestos prebidticos y los probidticos,
entre otros (Silvestre, 2013). Existen pocos estudios en humanos sobre las
necesidades nutritivas de la madre lactante y la mayoria de las recomendaciones
se basan en extrapolaciones, pero en general se admite la necesidad de asegurar
una ingesta adecuada de energia y de nutrientes con una dieta sana vy
diversificada antes y durante la lactancia, para asegurar un buen estatus nutricional
capaz de hacer frente a las necesidades extras derivadas de la produccion Iactea
y de asegurar la salud materna en préoximos embarazos (Frigerio, 1991; Allen, 2005;
Seise, 2009).

Por ofra parte, muchas mujeres comen en la actualidad dietas poco sanas,
por defecto (pobres en frutas, verduras, hortalizas o legumbres) o por exceso
(demasiadas calorias, grasas y sal, exceso de grasas saturadas y de AGEs) que

ponen en riesgo su estatus nutricional. Y esto genera situaciones de parfida con
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déficits nutricionales que se agudizardn en etapas de mayor exigencia como la
gestacioéon o la lactancia.

Durante la gestacion y los primeros meses de lactancia la alimentacion
materna debe asegurar no solo las necesidades propias sino las derivados del
crecimiento y desarrollo del nuevo ser. La dieta y el estatus nutricional de la madre
pueden afectar la salud presente y futura de sus descendientes y una deficiencia o
desequilibrio nutricional en estas etapas de la vida tendrd mayor impacto ya que
afectardn la salud de dos seres (Silvestre, 2013).

Los consejos nutricionales han ido variando con el tiempo pero desde hace
muchos anos se reconoce que la capacidad materna para producir leche en
cantidad y de calidad suficiente, para las necesidades de crecimiento y desarrollo
del nuevo ser, es exiremadamente resistente a la privacion nutricional.
Practicamente todas las madres, salvo aquellas con malnutricion extrema, son
capaces de producir canfidades adecuadas de leche sin que el aporte de
macronutrientes y de la mayoria de los micronutrientes asi como de las sustancias
defensivas, se resienta de forma sustancial. Pero si la madre parte de una situacion
de reservas baja y el aporte nutritivo de la dieta durante la lactancia no es
adecuado, es posible que su propio estado nutricional se resienta y que
determinados contenidos de nutrientes en su leche se vean afectados, por ejemplo
el iodo, el dcido docosahexaendico, la colina (Creer, 2009) y algunas vitaminas
(Allen, 2005).

En las tablas 1-6 y I-7 puede verse la comparacion de las recomendaciones
para la mujer lactante en comparacion con las de la mujer adulta (Silvestre, 2013).
Aunqgue para otros nutrientes se han establecido Ingestas diarias recomendadas
(nivel de ingesta capaz de asegurar las necesidades del 97% de la poblacién) para
la energia asegurar estos niveles de ingesta induciria un aumento de prevalencia de
obesidad en la poblacion. Por ello, se realizan “estimaciones de requerimientos”
para cada grupo de edad y sexo basados a las estimaciones realizadas para
diferentes indices de masa corporal (IMC) y el nivel de actividad fisica. Pero

ademds, para el cdiculo de las necesidades energéticas de la mujer lactante,
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aparte de las necesidades propias de una mujer adolescente o adulta y de las
necesidades exiras derivadas de la produccién de leche, hay que tener en cuenta
la pérdida ponderal que ocurre tras el parto. En las Ultimas Recomendaciones de
Ingesta (RDI) publicadas en EEUU (Otten, 2006) se contemplan necesidades
energéticas estimadas de +330 Kcal en los primeros 6 meses post-lactancia y +400
en los siguientes meses sobre las necesidades estimadas para una mujer adulta de
la misma edad, actividad fisica e IMC.

Hay pocos estudios sobre la ingesta dietética de las madres durante el
embarazo y menos aun durante la lactancia (Seise, 2009) y las recomendaciones
nutricionales para las mujeres en estas épocas se basan en extrapolaciones y en
pocos estudios, la mayor parte de ellos observacionales (Pisciano, 2009). Pero se
sabe que durante la lactancia, el estatus nutricional materno y/o la ingesta de
determinados nutrientes, como las vitaminas del grupo B (excepto el dcido folico),
la vitamina A, el selenio y el iodo, se relacionan con los niveles en leche. Y, algunos
de ellos, por ejemplo el iodo, son nutrientes esenciales durante la primera infancia
cuyas necesidades no siempre son adecuadamente cubiertas por una dieta
normal, y en algunos paises existen politicas de enriquecimiento de suelos o de
alimentos (sal iodada) (Pallds, 2014).

La proteccion del estatus oxidativo la realiza la madre aportando
antfioxidantes al feto a través de la sangre de corddn en la etapa intrauterina y con
la leche materna al lactante, tras el nacimiento. El aporte de antioxidantes de todo
tipo a través de la leche materna es importante mientras no existe otro tipo de
aporte exdégeno y hasta que el sistema propio alcanza un adecuado nivel de
madurez. Por ello es esencial evitar en la madre una ingesta pobre o un déficit
previo de anfioxidantes por la influencia que ello pudiera tener en el lactante que
pudiera consumir menos de la canfidad requerida para un desarrollo adecuado
(Erdem, 2012; Allen, 2005). Aunque hay mds estudios en recién nacidos pretérmino,
los estudios en lactantes normales son muy escasos, pero es muy probable que un
estatus oxidativo deficiente de la madre pueda ser frasmitido a su progenie (Hoppu,

2005). Por ofra parte, las necesidades maternas de anfioxidantes que permitan
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asegurar un aporte adecuado en su leche, también estdn sujetas necesariamente a
la capacidad de almacenamiento de cada sustancia y al desgaste que las
circunstancias propias de cada mujer impongan sobre las mismas. Sin olvidar la
prioridad que el organismo materno pueda asignar a la presencia en leche de
determinados nutrientes (incluidos los antioxidantes) aun que ello suponga un
detrimento de las reservas maternas.

En algunas situaciones como en el caso de la vitamina C, se ha observado
que su presencia en la leche puede proteger de |la atopia a los RN en riesgo. Sin
embargo, muchas de las madres de estos ninos son alérgicas y realizan dietas
restrictivas, por lo que son precisamente estos lactantes los que podrian estar mds
expuestos a posibles déficits nutricionales.

Por otra parte, durante la lactancia, el organismo materno realiza cambios
adaptativos que inducen una mejor absorcion y aprovechamiento nutricional, y
esto disminuye |la necesidad de incrementar la ingesta de nutrientes y protege en
cierfo modo al nuevo ser. Por ejemplo y a pesar de haberse postulado un aumento
en las necesidades de ingesta de calcio, se ha observado un mejor estatus de
mineralizacion 6sea en la mujer anciana directamente relacionado con los meses
de amamantamiento, lo que se ha atribuido a una mejor absorcion vy
aprovechamiento del calcio a nivel intestinal durante la lactancia.

La mayoria de los autores y organismos internacionales coinciden en
reconocer que la lactancia es una etapa de mayor demanda de nutrientes,
destinada a la produccién de la leche, aunque a la hora de determinar las
necesidades de ingesta hay que tener en cuenta las reservas acumuladas durante
la gestacion y las adaptaciones metabdlicas por medio de las que el organismo
materno realiza un aprovechamiento mds eficiente de los nutrientes de los alimentos
(Otten, 2006). Sin embargo este es un campo en el que hay muy pocos datos
debido a la escasez de investigacion (Silvestre, 2007), especialmente en el campo

de los lactantes a término.
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4. PROPIEDADES NUTRITIVAS Y APORTE ANTIOXIDANTE DE LA CERVEZA.

A. BREVE HISTORIA DE LA CERVEZA.

La cerveza es la bebida alcohdlica mds consumida en el mundo, la tercera
bebida mds popular después del agua y el té y, probablemente, la bebida
fermentada mds antigua conocida. (Arnold, 2005; Nelson, 2005; Abingdon, 2004;
Rudgley, 1993). Su consumo se remonta a miles de anos antes de Cristo en toda la
cuenca mediterrdnea. El Coédigo de Hammurabi recoge leyes para la produccion y
distribucion de la cerveza (Black, 2004) y se han encontrado restos de cerveza en
jarras de la antigua Sumer (Rudolph, 1992). Ninkasi era la diosa sumeria de la
cerveza y era considerada la cerveza misma vy la jefa de los cerveceros (Homan,
2004). En Sumer las mujeres eran las que fabricaban la cerveza y por ello eran
también las taberneras. También los egipcios consideraban que la cerveza era un
bien sagrado, la diosa Tienenet (a la que se presentaba cerveza como ofrenda) era
la diosa de la cerveza y se atribuia a la diosa Osiris la férmula para su fabricacion. La
cerveza era fabricada por las mujeres con trozos de pan ftriturado, que eran
macerados y dejados fermentar al sol en vasijas de barro y tras un filtfrado final
constituian una bebida probablemente mds consistente y nutritiva que la actual y
considerada buena para ninos y adultos era considerada tan importante como el
pan en la dieta. Fabricaban diferentes tipos de cerveza y su comercializacion era
monopolio del faradn, se bebia con paja para filtrar asi las impurezas jy los insectos!
y era considerada una bebida nutritiva y sana (Hornsey, 1993).

En Espana, se han hallado indicios de consumo de cerveza en el valle de
Ambrona (Soria) en el 4400 a.C. y en Gend (Lérida) en 1100 a.C. (Callejo-Colorado,
2013). Plinio “El viejo” menciona la “celia” o “cerea” en su Historia Naturalis (Plinio
Segundo ano), Lucio Anneo Floro describen como los iberos se emborrachaban
antes de la batalla de Numancia contra los romanos (Olalla, 2001) y Polibio la

menciona como bebida de un rey ibero (Balasch, 1997). Pero en el Imperio Romano
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la cerveza se consideraba una bebida de bdrbaros y tras la invasidn romana de
Espana, su consumo es abandonado durante siglos en nuestro pais.

Aunqgue los romanos no eran aficionados a la cerveza, sus escritos describen
su consumo en los pueblos de Bretana, en Britania y en las poblaciones del Norte,
donde el clima frio favorece su conservacion. Cuando se producen las invasiones
bdrbaras, la cerveza vuelve a adquirir protagonismo en las zonas del antiguo
imperio romano y en la Edad Media la cerveza es fabricada en monasterios de todo
el Norte de Europa. Hildegar de Bingen (1098-1179) abadesa benedicting, fildsofa,
herbalista y escritora aconseja anadirle IUpulo por sus propiedades anfisépticas
(Small, 1999). Los visigodos son los primeros en hacerlo por sistfema porque asi la
“cerevisia” es mds duradera y su uso se generaliza a partir del siglo Xlll. En la Edad
Media, el contenido alcohdlico de la cerveza y su baja graduacion la hacen muy
apreciada como fuente de liguido menos contaminado que ofros y por ser
considerada alimento saludable y conveniente.

En Espana en la Edad Media era comun el consumo de ‘“celia”, bebida
derivada de la fermentacion del germen de trigo diluido con vino suave (citado por
San Isidoro en sus “Etimologias”). Carlos V, establece la primera “cerveceria” en el
Monasterio de Yuste durante su retiro y en 1544 se instala la primera cerveceria de
las Américas en Chalco (Méjico) (Olalla, 2001). A partir del siglo XIX, la aparicion de
neveras y cadmaras de refrigeracion permite extender la fabricacion de la cerveza y

sU consumo como bebida refrescante por fodo el mundo.
B. ELABORACION DE LA CERVEZA

La cerveza se produce bdsicamente por fermentacion de los azdcares
resultantes de la sacarificacion del almidén de cebada y otros cereales, con lo que
se obtiene una bebida burbujeante de bajo contenido alcohdlico. Tras ser lavada, y
ya limpia de impurezas la cebada es sometida a un proceso de malteado, en el
que fras dejarla germinar durante unos dias a temperaturas suaves (se producen
enzimas que luego participan en el proceso de fermentacion) es secada y tostada.

La malta asi obtenida se tritura y se mezcla con agua caliente para obtener el
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mosto que posteriormente es filfrado y ya limpio de impurezas (bagazo), se
aromatiza con flores de IUpulo (que le confieren el gusto amargo ademds de
propiedades antisépticas) y en ocasiones ofras plantas o frutas. Esta mezcla estd
lista entonces para la fermentacién con levaduras seleccionadas.

Para la produccion de la cerveza se utilizan 2 tipos de levadura. El uso de
levaduras altas (quedan en la espuma durante la fermentacion) producen cervezas
turbias y mas afrutadas llamadas “Ale”. Cuando se usan levaduras “bajas” éstas se
hunden al final del proceso (por eso el nombre de “bajas”) y arrastran al fondo las
particulas en suspension. De esta manera se obtienen cervezas menos afrutadas,
mas cristalinas y de mayor duracion (por haber empezado a producirse en Pilsen
son llamadas Pilsener en Alemania). Las cervezas “lager” son cervezas cristalinas,
claras y suaves que se beben frias (Bamforth, 2004). Dependiendo de las mezclas de
cereal y del proceso de tostado de la malta se obtienen cervezas “bitter”, muy
amargas (con malta poco tostada), “mild” mds suaves (cebada mds tostada y
menos lUpulo) o “stout” (fabricadas con malta muy tostada tienen cierto aroma a
guemado). El tipo de agua, los recipientes y las levaduras, asi como algun otro
aditivo, también contribuyen a las propiedades organolépticas y el contenido

nutricional de las distintas cervezas.
C. COMPOSICION Y PROPIEDADES NUTRICIONALES DE LA CERVEZA.

La cerveza contiene compuestos que derivan de los ingredientes utilizados
en su fabricacion: malta, IUpulo, agua y levadura y de la interaccién entre ellos, tras
los procesos de malteado, fermentacién vy filtrado entre otros.

El contenido caldrico varia de 40 a 45 Kcal/100 mL. En los andlisis
nutricionales se han aislado mdas de 400 componentes diferentes (Sendra, 1999),
entre los que cabe destacar por su poder antioxidante: el dcido félico, vitaminas del
grupo B, compuestos polifendlicos y melanoidinas (Tabla I-5).

El 90% de la cerveza es agua y por lo tanto, las caracteristicas del agua que
se utilice influyen en el pH vy las caracteristicas de la malta, del mosto y de la

cerveza.
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Contiene una cantidad variable de alcohol segun el tipo de cerveza. Suele
oscilar entre 4 y 7 grados, aunque algunas cervezas llegan a 15°, y en las cervezas
sin alcohol el contenido es practicamente inapreciable (0,6-0,02°) (Bamforth, 2004).
El alcohol de la cerveza, influye en sus caracteristicas organolépticas, en su poder
relajante, en la frasmision de aromas en boca y nariz y en la formacién de la
espuma.

El contenido en minerales de la cerveza, aunque variable, segun el tipo,
oscila entre 0,5 a 2 g/L con cantidades significativas de K, Mg, Na y Calcio vy Silicio.
También contiene, aunque en cantidades mucho menores, manganeso, cobre,
hierro y cinc.

El contenido en carbohidratos varia segun el tipo con un contenido medio
de 3 a 5 %. Tras la accién de las maltasas de la levadura sobre el almidon de la
malta, se obtiene alrededor de un 75-80% de maltodexirinas y el resto son
monosacdadridos (ribosa, arabinosa, xilosa, glucosas, fructosa o galactosa),
disacdridos (maltosa e isomaltosa) y trisacdridos (panosa, isopanosa y maltotriosa).
También contiene en pequenas cantfidades glicerol y mioinositol asi como beta-
glucanos que estabilizan la espuma. Las cervezas “light” se producen tras dejar
fermentar practicamente todo su contenido en carbohidratos, con ello se obtiene
una bebida con mayor contenido alcohdlico que luego se diluye para conseguir el

contenido habitual en alcohol, obteniéndose asi una bebida menos caldrica.
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Tabla I-5. Principales componentes de la cerveza

Compuesto (en mg/L salvo Compuesto (en mg/L salvo
expresado de otro expresado de ofro
modo) modo)

Alcohol 3,93 | g/100g Pentosanos 60 | mg/L

Extracto real 4,15 | g/100g B-Glucanos 350 | mg/L

Agua 919 | g/L Proteinas 5] g/L

COz2 5| g/l Histidina 36 | mg/L

Carbohidratos totales 28 | g/L Isoleucina 34| mg/L

Glucosa 150 | mg/L Leucina 55| mg/L

Fructosa 30 | mg/L Lisina 16 | mg/L

acarosa 5| mg/L Metionina 2| mg/L

Maltosa 1.430 | mg/L Fenilalanina 77 | mg/L

Maltotriosa 1.930 | mg/L Triptofano 20 | mg/L

Maltotetraosa 3.360 | mg/L Valina 73| mg/L

Maltopentaosa 1.330 | mg/L Arginina 72 | mg/L

Maltohexaosa 1.150 | mg/L Prolina 357 | mg/L

Maltoheptaosa 1.090 | mg/L Acido Aspartico 28 | mg/L

Maltooctaosa 1.220 | mg/L Serina 191 mg/L

Maltononaosa 1.590 | mg/L Acido y-amino butirico 73 | mg/L

Maltodecaosa 1.750 | mg/L Acido Glutdmico 40 | mg/L

Maltoundecaosa 920 | mg/L Glicina 31 mg/L

Maltododecaosa 640 | mg/L Alanina 103 [ mg/L

Maltotridecaosa 760 | mg/L Tirosina 76 | mg/L

Maltotetradecaosa 1.020 | mg/L Cisteina 12| mg/L

Maltopentadecaosa 880 | mg/L Cistina 6| mg/L

Maltohexadecaosa 950 | mg/L Polifenoles totales 172 | mg/L

Maltohepatdecaosa 800 | mg/L Didxido sulfurico 3.7 | mg/L

Maltooctadecaosa 1.130 | mg/L Putrescina 130 | pg/L

Otras dextrinas 5.490 | mg/L Tiramina 1,69 | mg/L

Potasio 493 | mg/L Histamina 315 | upg/L

odio 30 | mg/L Purinas 134 | mg/L

Calcio 34 | mg/L Pirimidinas 144 | mg/L

Magnesio 107 | mg/L Tiamina 33| pg/L

Fosforo 308 | mg/L Riboflavina 410 | pg/L

Cobre 0,07 | mg/L Piridoxina 650 | ug/L

Hierro 0,09 | mg/L Acido Pantoténico 1.632 | ug/L

Manganeso 0,17 | mg/L Niacina 7.875 | pg/L

Zinc 0,06 | mg/L Biotina 13| pg/L

ilicona 107 | mg/L Vitamina B12 0,1 ug/L

Sulfato 176 | mg/L Acido Félico 82| pg/L

Cloro 179 | mg/L Meso-inositol 10,1 mg/L

Nitrato 23 | mg/L Colina 1.1 mg/L

daptado de Bamforth, 2004
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Un litro de cerveza contiene habitualmente entre 1,9 y 6,3 g de compuestos
nitrogenados. Esta fraccion, constituye entre 0,15 - 0,7% del total y contiene
proteinas, poli péptidos, aminodcidos y dacidos nucléicos. Pueden proceder
directamente de los cereales originales y de la levadura o ser el resultado de la
degradacion y transformacion de los mismos durante la elaboracion de la cerveza.
Los aminodcidos presentes en el mosto, sirven como nutrientes a las levaduras; otros
tienen gran influencia sobre el resultado final, como en el caso del dcido glutdmico.
Sélo permanece en la cerveza entre el 30-50% del contenido del mosto (Sendra,
1999). Esta fraccion influye en el aroma, el color, el sabor, la formacion y estabilidad
de la espuma vy la turbiedad (Sendra, 1999, Bamforth, 2004).

La cerveza es de pH dacido (enfre 4,7 en las tostadas y 4,1 en las rubias)
(Bamforth, 2004). Los dcidos de la cerveza provienen de la malta y la actividad de
la levadura y son principalmente dcido acético (80%) (Bamforth, 2004) y oftros
dcidos orgdnicos (mdlico, citrico, lactico, oxdlico, succinico, fumdrico, glicdlico,
pirdvico, carbodnico, lactico y féormico) que contribuyen al aroma, el sabor y la
estabilidad de cada cerveza (Sendra, 1998).

El contenido lipidico de la cerveza es escaso. Fundamentalmente dcidos
grasos (0,33-0,76 mg/L), mono, di y triglicéridos (hasta 0,4 mg/L) y trazas de esteroles
y fosfolipidos, su contenido afecta a la formacién de espuma y al aroma (Sendra,
1998).

La cerveza contiene principalmente vitaminas del grupo B y acido félico
gue proceden de la cebada, de las levaduras y de la accién de la germinacion y
sobreviven al tostado (Sendra, 1999; Bamforth, 2004). Las cervezas en las que tras el
embotellado se conservan restos de levadura (artesanales) conservan mds
vitaminas. Aunque parte (y en diferentes proporciones segun la vitamina) se pierde
en los procesos posteriores de molturacion, filtrados y cocciones e incluso durante el
embotellado, el aporte de las mismas (especialmente el acido fdlico) no es

despreciable cuando se estudia la densidad de estos nutrientes respecto al
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contenido en ofros alimentos (Tabla 1-6). Algunas cervezas contienen vitamina C

anadida para protegerlas de la oxidacion.

Tabla I1-4. Densidad vitaminica de la cerveza comparado con otros alimentos

mg/1000 Kcal Cerveza Cereales Carne Frutas
comuin

Tiamina (B1) 0,005 0,100 0,05 0,08

Riboflavina (B2) 0,033 0,033 0,10 0,03

Niacina (B3) 0,820 0,560 3.30 0,69

Piridoxina (Bé) 0,070 0,040 0,10 0,19

Cobalamina (B12) 0,020 0.33 0

Ac. Pantoténico 0,190 0,190

Biotina 0,002

Ac. Félico 7,400 6,900 4,10 22,2

Adaptado de Bamforth, 2004.

La cerveza tiene un contenido variado de sustancias aromdticas que
también le da sabor. Las que proceden del malteado son los productos originados
en las reacciones de Maillard y son fundamentalmente, compuestos N-
heterociclicos como pirazinas y pirroles. Otros derivan del mosto, como la S-
metilmetionina, del IUpulo como las isohumulonas que le dan el sabor amargo, o de
hierbas anadidas (alfa-terpinol). De la fermentacion resultan ésteres que le dan el
aroma afrutado a muchas cervezas.

Los compuestos fendlicos, provienen mayoritariamente de la malta y en
menor medida del lUpulo vy le dan aroma y sabor y propiedades antfioxidantes
(Sendra, 1999). Algunos de los fenoles de la cerveza ademds de darle astringencia,
color o aroma, pueden ser responsables, al menos en parte, de su turbidez
(Gonzdlez, 2001). El contenido final en polifenoles es variable pero en general los
compuestos predominantes son proantocianidinas, catequinas, dcidos fénicos y
quercetina (Gonzdlez, 2001).Algunos autores, han demostrado los efectos de
proteccion frente a la oxidacion de lipidos y proteinas (Gonzdlez, 2001) o evitando
el dano oxidativo contra el ADN (Valls, 2005) de la fraccién de flavonoide. Los

polifenoles de la cerveza pueden inhibir la oxidacién de las LDL (Miranda, 2000) vy las

72




I. INTRODUCCION

chalconas la peroxidaciéon lipidica (Rodriguez, 2000). Parece que la capacidad
anfioxidante en relacion al contenido en polifenoles de un determinado alimento o
bebida estd mds relacionada con el tipo que con la cantidad total de los mismos
(Gorinstein, 2000; Bamforth, 2004).

La cerveza confiene cantidades no despreciables de melanoidinas, de
peso molecular entre 5.000 y 100.000 Dalton, que se forman durante el tostado a
través de reacciones de Maillard entfre grupos amino de grupos polipeptidicos y
grupos aldehido de los azUcares (Vermin, 1982; Namiki, 1988; Valls, 2005).

Vitaminas, polifenoles y melanoidinas contribuyen también a la capacidad

antioxidante total de la cerveza (Tabla I-7) (Gonzdlez, 2001).

Tabla I-7. Contenido medio en antioxidantes de la cerveza Pilsen

Polifenoles totales 172 mg/L
Antocanogenos 46 mg/L
Catequina 5-55mg/L
Epicatequina 9 —24 mg/L
Rutina 1-6mg/L
Quercetina 5-125mg/L
Acido clorogénico 2 -20 mg/L
Acido cafeico 2-20mg/L
Acido quinico 1-5mg/L
Acido p-Cumdrico 1-7mg/L
Acido Ferulico 2-21 mg/L
Acido Sindpico 1 —20 mg/L
Kampferol 5-20 mg/L
Miricetina 1 mg/L
Acido Gdlico 5-29 mg/L
Acido p-Hydroxybenzdico 5-20 mg/L
Isohumulonas 10— 40 mg/L
Dioxido de sulfuro 3,7 mg/L
Putrescina 130 pug/L
Tiramina 1,69 mg/L
Histamina 315 ug/L
Purinas 134 mg/L
Pirimidinas 144 mg/L

Adaptado de Bamforth, 2004
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D. COMPOSICION Y PROPIEDADES NUTRICIONALES DE LA CERVEZA SIN ALCOHOL.

Segun la legislacion espanola, se entiende por cerveza sin alcohol, aquella
cuya graduacion alcohdlica es menor del 1% en volumen. Este bajo contenido en
alcohol se consigue, mediante la exfraccion del alcohol (a fravés de la
evaporacion, la rectificaciéon al vacio o la dsmosis inversa) o mediante la
elaboracién directa de cerveza con menor contenido alcohdlico lo que se
consigue restringiendo la actividad fermentativa de la levadura (con el uso de un
mosto con cantidades muy bajas de azucares fermentables o limitando el tiempo
de contacto (a bajas temperaturas) entre levadura y mosto) (Mollenhauer, 1992;
Bamforth, 2004).

La cerveza sin alcohol es una bebida eminentemente rica en agua y pobre
en calorias, proteinas, lipidos e hidrocarbonos que es pobre en sodio (44 mg/L de
media), contfiene calcio (aproximadamente, 40 mg/100 mL) y cantidades no
despreciables de folatos (5 ug/100 mL aproximadamente) y sustancias antioxidantes

como polifenoles y melanoidinas (Tabla -8 y I-9).

Tabla 1-8. Composicion de las cervezas sin alcohol espanolas

Contenido medio
Kcal/100 mL 14
Proteinas (g/100 g) 0,06 £ 0,27
Carbohidratos (g/100 g) 0,33+2,35
Sustancias reductoras (mg/L) 29,93 £137,98
Ca (mg/L) 39,03+ 14,38
Mg (mg/L) 71,17 + 30,80
K (mg/L) 301,33 £ 96,840
Na mg/L) 44,67 £ 31,16
Alcohol (%) 0,28+0,14
B1 (mg/100 mL) 0,010 £ 0,000
B2 (mg/100 mL) 0,020+0,010
Folatos (ug/ 100 mL) 4,97 £ 2,09

Tomado de Martinez-Alvarez, 2001.

En los estudios realizados por Gonzdlez y Valls no se observaron diferencias

significativas en el contenido medio de fenoles cuando se compararon cervezas
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rubias, cervezas negras y cervezas sin (Tabla 1-9) ni tampoco en la capacidad

anfioxidante total (Gonzdlez, 2001) (Tabla I-10).

Tabla 1-9 Comparacién de la actividad antioxidante de cervezas con y sin alcohol

Tipo de Aox PPT PRO Catq Melanoidina
cerveza (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Sin alcohol 0,87 £0,03 2.257 + 138 1.749 + 4 337 £12,2 577+1,2
Con alcohol 1,49 £ 0,1 2.892+ 133 1.936 £ 22,8 393+17,2 6,11 £2,4

Aox: Actividad antioxidante; PPT: polifenoles totales; PRO: procianidinas; Catqg: catequinas.
Tomado de Valls, 2005

Tabla I-10 Comparacion de la composicion fendlica de cervezas espanolas

Cerveza Rubia Cerveza negra Sin alcohol
Ac. Gdlico (mg/L) 9.14 7,71 9.17
Ac. Fertlico (mg/L) 7,68 7.95 4,00
Ac. Siringico (mg/L) 4,69 5,13 7,61
Catequina (mg/L) 6,66 2,74 2,67
Epicatequina (mg/L) 3,23 2,73 1,42

Adaptado de Gonzdlez, 2001

E. CONSUMO DE CERVEZA Y SALUD.

Se ha descrito que la capacidad antioxidante de 1 vaso de vino finto (125
mL) equivale a 12 vasos de vino blanco, 2 tazas de te, 3,5 vasos de zumo de grosella
y 3,5 vasos de cerveza (500 ml) (Paganga, 1999). Este poder antioxidante es
atribuido principalmente a su contenido en polifenoles (Bourne, 2000). Desde un
punto de vista nutricional, la cerveza contiene mds proteinas y vitaminas del grupo B
que el vino. Su actividad antioxidante parece similar a la del vino aungue sus
antfioxidantes especificos (procedentes del [Upulo y la cebada) sean distintos a los
de la uva (Denke, 2000).

El aporte de dcido félico podria tener efectos beneficiosos en la proteccién
frente a la enfermedad cardiovascular (Riddell, 2000), asi como el contenido en

Xantohumol (constituyente del lUpulo presente en la cerveza) que tiene un efecto
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inhibitorio sobre la produccioén de triglicéridos (Tabata, 1997) y es activo frente a la
oxidacioén de las LDL (Miranda, 2000). Ademds los compuestos fendlicos aislados de
las cervezas (con y sin alcohol) han mostrado capacidad antioxidante capaz de
proteger a ratones de la hepatotoxicidad de la Adriamicina (Gonzdlez, 2001; Valls,
2008).

Koletzko y su equipo describen un aumento de produccion y de mayor
potencia del reflejo de eyeccidén de leche, en las madres que consumieron cerveza.
Estos efectos fueron atribuidos a un compuesto polisacdrido de la cebada asi como
a un determinado fito-estrogeno procedente del IUpulo. Ademds del efecto
relajante atribuido no sélo al lUpulo sino también al contenido alcohdlico (Koletzko,
2000).
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Il. JUSTIFICACION.

La dieta y el entorno, no sélo la genética, tienen importantes influencias
sobre nuestro estado de salud ya desde el periodo intrauterino y en la infancia mds
temprana. Tanto por exposicion exdgena a téxicos como por la produccion
enddgena, y consustancial con nuestro metabolismo oxidativo, de radicales libres,
desde el nacimiento debemos lidiar con la amenaza de la oxidacion. Los radicales
libres en pequenas cantfidades son necesarios y cumplen funciones importantes y
necesarias sin embargo, su gran reactividad hace necesario un estricto control de
su produccidén que evite situaciones de estrés oxidativo. El estrés oxidativo es el
resultado de un exceso de oxidacion que dana biomoléculas y altera las funciones
de estructuras como la membrana celular (peroxidacion de los fosfolipidos), el
citoplasma (desnaturalizaciéon de las proteinas), el sistema mitocondrial (alteracién
de sistemas enzimdticos o del ARN) o el nUcleo (alteracion del ADN). Estos dafos
participan de modo sustancial en el envejecimiento celular y muchas
enfermedades cronicas. El control, neutralizacion y reparacién de moléculas
oxidadas es llevado a cabo por el sistema antioxidante que consiste en un complejo
enframado de compuestos diversos, algunos de los cuales necesitan ser repuestos
por via exdégena (la alimentaciéon). Las necesidades de reposicidon varian con las
diferentes situaciones vitales (crecimiento, enfermedades, exposicion a radiaciones
o fratamientos con xenobidticos).

En la etapa neonatal, el nacimiento, los primeros movimientos respiratorios, y
el crecimiento y la maduracion de érganos vy sistemas suponen una carga oxidativa
considerable (que se incrementa en casos de enfermedad o prematuridad o
exposicion a contaminantes medioambientales). Pero ademds en esta etapa vy los
primeros meses de la vida el ser humano adolece de un sistema antioxidante propio
inmaduro, mds cuanto menor es la edad gestacional al nacimiento.

La leche materna, el alimento de especie en esta época de la vida es
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fuente de numerosas moléculas bioactivas con funciones diversas, y entre ellas
muchas con actividad anfioxidante pudiéndose afirmar que la leche humana es
quizd el alimento mds completo desde el punto de vista de aporte antioxidante.
Porque ademds de moléculas presentes en ofros alimentos y quizd para compensar
la inmadurez del organismo neonatal la leche humana contiene cantidades nada
despreciables de enzimas antioxidantes (como la superoxido dismutasa, la catalasa,
la glutation peroxidasa) y sustancias (coenzima Qio) que en comparacion con ofras
épocas de la vida son sintetizados en cantidades escasas en el interior celular.
Diversos estudios muestran la superior capacidad antioxidantes de la leche humana
frente a la de los suceddneos y se ha demostrado que los recién nacidos tienen una
mejor situacion REDOX y sufren menos danos oxidativos cuando son alimentados
con leche materna.

Pero ademds, la leche materna parece adaptarse también a las
necesidades especiales de algunos neonatos como lo demuestra el hecho de que
la capacidad antioxidante y la concentracién de algunos antioxidantes en la leche
son mayores en la leche de las madres de prematuros (cuyas necesidades son
mayores). También se ha observado que el contenido en antioxidantes y la
capacidad anfioxidante total de la leche humana, son mayores en el calostro y
menores en la leche segregada por la madre en los dias y meses posteriores.
Aunque esto podria ser la respuesta a una mayor necesidad inicial de defensas
antioxidantes, también es posible que sea el resultado del agotamiento de las
reservas maternas, como consecuencia de un aumento de demanda (reparacion
de los danos oxidativos propios tras el parto) y/o de una inadecuada reposicion.

El estado nutricional de la madre influye de forma diferente en el contenido
de nutrientes de su leche. Por ejemplo los niveles de caseina, lactosa, lactoferrina, o
hierro son muy estables pero otros como los dcidos grasos y las vitaminas del grupo B
si sufren importantes variaciones en relacion con la dieta materna y su estado
nutricional. Para otros las variaciones solo aparecen ftras la suplementacién en
situacion materna de déficit nutricional para el compuesto (vit. C o vit. A).

La cerveza con mds de 2000 compuestos diferentes y con una importante
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actividad antioxidante es popularmente conocida en nuestra tradicion como una
bebida de importantes efectos beneficiosos para la madre que amamanta,
ademds de poder estimular la secrecion de prolactina. Aungue su contenido en
alcohol la hace desaconsejable en la dieta de la madre que amamanta, este
inconveniente no lo tiene la cerveza sin alcohol cuyo contenido antioxidante es
similar. Y aunque se ha publicado mucho sobre la importancia del aporte
antioxidante de la cerveza en la dieta, no hay estudios sobre los efectos de la

ingesta de cerveza sin alcohol en la mujer durante la lactancia.

Conociendo pues:

e que elrecién nacido estd sometido a un importante estrés oxidativo;

e la importancia del metabolismo REDOX en la génesis de enfermedades del
adulto;

e las variaciones de composicion que puede experimentar la leche materna en
relacion a la dieta;

e |arigueza en antioxidantes de la cerveza sin alcohol;

e que no existen en la literatura estudios que comprueben la influencia de la
ingesta de cerveza sin alcohol sobre la capacidad antioxidante de la leche

humana y su influencia en el estado redox materno infantil

Se plantea:

Explorar la posibilidad de mejorar la capacidad y el contenido antfioxidante
de la leche humana mediante la adicion de cerveza sin alcohol a la dieta materna
habitual ademds de estudiar la repercusion que esto pudiera tener sobre el estado

oxidativo del lactante.
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l1I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Para comprobar la hipdtesis que sigue, este trabajo se plantea un objetivo

principal y objetivos intermedios.

HIPOTESIS

Este estudio fue realizado para comprobar la siguiente hipdtesis:

¢Puede la suplementacion de la dieta materna con cerveza sin alcohol,
durante la lactancia, modificar sustancialmente la capacidad antioxidante de la
leche materna?

Y, en caso de ser positiva esta respuesta,

¢En qué sentido la modifica, y como repercuten estas modificaciones en el

recién nacido?

OBJETIVO PRINCIPAL

Valorar si la suplementacion de la dieta materna con una bebida rica en

antioxidantes influye en el nivel del estado oxidativo de la leche materna.

OBIJETIVOS

1. Evaluarla calidad y el contenido de la dieta de las mujeres lactantes.
2. Evaluarla capacidad antioxidante total de la leche humana.
3. Evaluarla evolucion de la capacidad antfioxidante de la leche humana a lo

largo del primer mes posparto.

»

Evaluar el contenido en antioxidantes de la leche humana.
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Evaluar la evolucion del contenido en antfioxidantes de la leche humana a lo
largo del primer mes posparto.

Analizar la influencia de la adicion de cerveza sin alcohol como suplemento
en la dieta de la madre lactante, sobre la capacidad antioxidante de su
leche.

Analizar la influencia de la cerveza sin alcohol como suplemento en la dieta
de la madre lactante, sobre el contenido en antioxidantes de su leche:
polifenoles y coenzima Q10.

Analizar la influencia que sobre el estado oxidativo del recién nacido
amamantado tiene la adicidn de cerveza sin alcohol en la dieta de su

madre.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO.

A. TIPO DE ESTUDIO.

Estudio de cohortes, prospectivo, analitico. Se realizé el seguimiento desde
el primer dia postparto hasta el final del primer mes, a 2 grupos de madres (grupo
control y grupo experimental) cuyo parto tuvo lugar en el Hospital Dr. Peset, que
habian decidido amamantar a sus recién nacidos, en exclusiva desde el nacimiento
y, al menos, durante el primer mes postparto.

Se ofrecié la participacion a todas las mujeres, que ingresaron en la
Maternidad del Hospital Dr. Peset desde agosto 2011 a diciembre 2012. Se
incluyeron todas las que cumplian los criterios de inclusion y aceptaron participar
tras recibir la informacion sobre el estudio (ver requisitos ética).

No se readlizd asignacion al azar. Las mujeres fueron asignadas
consecutivamente a los grupos control y experimental. Cuando alguna mujer
expresd su desagrado por la cerveza, fue asignada al grupo control y se asignd la

siguiente participante al grupo de intervencion.
B. SUJETOS DE ESTUDIO.

Mujeres sanas, con recién nacidos sanos, de la Maternidad del Hospital Dr.
Peset de Valencia (indice de partos cercano a los 2.500 al ano, con un porcentaje
de lactancia materna inicial del 82 %).

Grupo control: 40 mujeres y sus recién nacidos, con lactancia materna
exclusiva, con dieta variada normal sin restricciones salvo suplementos vitaminicos,
café, chocolate o té.

Grupo experimental: 40 mujeres sanas, con lactancia materna exclusiva al
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menos durante el fiempo de seguimiento dieta variada normal sin restricciones salvo
suplementos vitaminicos, café, chocolate o t€ y suplemento con 660 mL/dia (2

latas) de cerveza sin alcohol durante el primer mes postparto.

i. Criterios de inclusion.

a. Mujeres sanas, no fumadoras, con estado nutricional normal y sin restricciones
dietéticas especificas.

b. En periodo puerperal temprano (< 24 horas postparto) tras un parto normal
en el Hospital Dr. Peset de Valencia.

C. Madres de recién nacidos sanos, a término, con un fest de Apgar > 8 en el
primer minuto y =2 9 a los 5 minutos, con peso al nacimiento adecuado para la
edad gestacional, amamantados en exclusiva fras el nacimiento y durante
todo el seguimiento.

d. Mujeres que entendieran y hablaran espaiol y aceptaran las condiciones del
estudio:

i. No tomar chocolate, café ni té ni suplementos vitaminicos excepto
yodo, durante el tiempo del estudio.

ii. Acudir a los controles del programa de salud del Nifio en el Centro de
Salud de Fuente de San Luis durante el primer mes y consultar las dudas
sobre lactancia en la consulta de lactancia de dicho centro, durante el

periodo de seguimiento.

ii. Criterios de exclusion.

Enfermedad materna, parto distdcico o cesdreq,
Necesidad de ingesta de medicacion o vitaminas durante el seguimiento,

Necesidades dietéticas especiales,

o 0 T Q

Problemas neonatales:

i.  Enfermedad neonatal,
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iIl.  Prematuridad,

iii. Peso al nacimiento inferior a 2500 g.

Iv. Haber necesitado oxigeno suplementario, tras el nacimiento,

v. Abandono de la lactancia materna exclusiva antes del primer mes,

vi. No acudir a los controles de la consulta de lactancia en los primeros

dias tras el nacimiento, a los 15 dias o al mes de vida.

C. TAMANO MUESTRAL.

Realizamos el cdiculo del tamano muestral en base a la diferencia
esperada en la capacidad antioxidante total de la leche materna para un error
alfa del 20% y un error beta del 10%. Se obtuvo un tfamano muestral necesario de 30
madres en cada grupo. Decidimos incluir a 40 madres en cada grupo calculando

pérdidas durante el seguimiento.
D. REQUERIMIENTOS ETICOS.

Al invitarlas a participar, las mujeres y sus parejas fueron informadas de las
condiciones y posibles inconvenientes derivados de su participacion en el estudio
verbalmente y por escrito y las madres firmaron un consentimiento informado
(Anexo A-1). Se informd a las madres sobre la posibilidad de abandonar el estudio
en el momento que lo deseara. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e
Investigacion del Departamento Dr. Peset (Anexo A-2). Al finalizar la participacion
en el estudio, se hizo entrega a cada madre de un ejemplar del libro “Bésame

mucho”, del Dr. Carlos Gonzdlez (Gonzdlez, 2003).
E. SEGUIMIENTO.

El seguimiento del estudio tuvo lugar a lo largo del primer mes postparto y
durante el mismo hubo 4 contactos con cada madre participante.
El primero tuvo lugar durante el ingreso de las mujeres en la maternidad del

Hospital Dr. Peset enfre las 24 y las 48 horas. Los 3 contactos posteriores tuvieron
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lugar en el centro de salud.

En cada contacto, en el centfro de salud, se llevaron a cabo las actividades
previstas para el estudio y las actividades propias del programa de supervision de la
salud infantil de la Conselleria de Sanitat (Conselleria de Sanitat, 1999). En la primera
visita se abrid historia clinica al recién nacido y a su madre, obtuvieron los datos de
anamnesis e incluyendo la realizacion de una historia clinica de lactancia. En esta y
en todas las siguientes el recién nacido fue explorado y asi mismo se realizé una
observacion de una toma de pecho. Desde la primera visita se establecid un plan
de cuidados individualizado para cada diada madre-lactante para ofrecer el
apoyo necesario a cada una. A continuacién se detallan las actividades realizadas

en cada visita.

i. Primera Visita:

Primer-segundo dia postparto en la Maternidad del Hospital Dr. Peset .

- Captacion: Informe sobre objetivos del estudio, caracteristicas y exigencias
de la participacion.

- Firma de consentimiento informado por las madres.

- Asignacion a uno de los dos grupos.

- Recogida de datos socio-demogrdficos y de filiacidon y datos de
somatometria de la madre: peso y talla.

- Recogida de un recordatorio de 24 horas de la dieta materna (Anexo A-3),

- Obtencion de muestras de leche materna y orina del RN y remision
inmediata al laboratorio de la Facultad de Medicina para congelaciéon a -
80°C en menos de 2 horas.

- Citacién para las siguientes visitas en la consulta de lactancia materna del

centro de salud de la Fuente de San Luis, en la primera semana de vida.
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- Entrega de formularios e instrucciones para recoger “3 registros dietéticos de
24 horas” (Anexo A-4).

ii. Segunda Visita:

En la primera semana, en el Centro de Salud.

- Apertura de historia clinica de lactancia, valoracion y apoyo a la lactancia
personalizado para la correcta instauracion de la misma.

- Recogida de nuevo recordatorio dietético de 24 horas y entrega de
formulario para recogida de 6 registros dietéticos con instrucciones a la
madre para que realizara la recogida de 3 de dichos registros tras esta visita
y los ofros tres, para registrar 4 dias antes de la visita de los 15 dias en el
cenfro de salud de la Fuente de San Luis.

- Acuerdo sobre fecha de la siguiente visita.

ili. Tercera Visita:

Alos 15 dias, en el centro de salud.

- Valoracion y apoyo a la lactancia.

- Repaso de la informacién recogida con los registros dietéticos realizados y
recogida de nuevo recuerdo dietético de las 24 horas anteriores a la visita,

- Entrega de nuevos formularios para la recogida de ofros fres registros
dietéticos.

- Recogida de muestras de leche materna y de orina del bebé y remision

inmediata al laboratorio de la Facultad de Medicina para congelacion a
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- 80°C en menos de 2 horas.

iv. Cuarta Visita:

Al mes, en el Centro de Salud.

- Valoracion y apoyo a la lactancia.

- Repaso de la informacion recogida con los registros dietéticos realizados y
recogida de nuevo recuerdo dietético de las 24 horas anteriores a la visita.

- Recogida de muestras de leche materna y de orina del bebé y remision
inmediata al laboratorio de la Facultad de Medicina para congelaciéon a
- 80°C en menos de 2 horas.

- Enfrega de cartas para pediatra de atencion primaria y del libro de lactancia
a las madres.

- Fin de seguimiento.

F. VARIABLES.

i. Variables independientes

o Madre:

Nivel sociocultural y econdmico, hdbitos téxicos, control del embarazo,
enfermedades previas, complicaciones durante la gestacion, edad, paridad, peso
pregestacional, peso y talla preparto y tensidon arterial (mm Hg) en el momento de
la captacién. Ademds se realizd de estudio bioguimico en sangre materna en

puerperio inmediato.
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o Recién nacido

Edad gestacional, peso, talla y perimetro cefdlico al nacimiento y al mes de

vida.

o Ingesta materna:

Energia (Kcal/dia).

Macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas).

Micronutrientes:

o Vitamina A,

o Vitamina B1, B2, B6y B12,
o Ac. Fdlico,

o Vitamina C,

o Vitamina D,

o Vitamina E,

o Ca,P,Mg,ZnyFe.

o Bioguimica sanguinea basal

- Glucosa.

- Urea.

- Creatinina.

- Hierro.

- Calcio.

- Fosforo.

- Fosfatasa Alcalina.
- Proteinas fotales.

- Colesterol Total, HDL, LDL y VLDL.
- Triglicéridos séricos.
- GOT, GPT, GCT.
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- Acido Urico.

ii. Variables dependientes

O Método ABTS™.

O Método FRAP.
QO Método DPPH.

Q Polifenoles totales.

O Coenzima Quo.

O Malondialdehido, indicador del dano lipidico.
A Contenido en grupos carbonilo, indicador del dano a proteinas.
Q 8-dOH-guanosina, indicador del dano al ADN.
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2. SUPLEMENTO

A las madres del grupo de intervencién les fueron proporcionadas 60 latas
de cerveza sin alcohol de 330 mL, que fueron depositadas en su domicilio, y cuya

composicion puede verse en la tabla lI-1.

Tabla lI-1. Composicion de la cerveza sin alcohol utilizada como suplemento
Grado alcohdlico real (% vol.) 0,7
Extracto seco (g/100g) 4,5
Proteina (g/100g) 0.3
Cenizas (g/100g) 0,1
Carbohidratos (g/100g) 3.1
Valor energético (Kcal/100 mL) 21
Acidez total (% como lactico) 0,2
Ca (mg/L) 49,38
Mg (mg/L) 82.34
K (mg/L) 299,32
Na (mg/L) 65,67
VIT B1 (mg/100mL) 0,009
VIT B2 (mg/100 mL) 0,021
Folatos (ug/100 mL) 3,97
Polifenoles totales (mg/mL) 22,57
Procianidinas (mg/mL) 1749
Catequinas (mg/mL) 337
Melanoidinas (mg/mL) 5,77
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3. METODOLOGIA

A. DATOS DIETETICOS
i. Recuerdos Dietéticos de 24 Horas

Todos los recordatorios fueron obtenidos mediante entrevista personal en la
consulta. Se requiri6 de cada madre informacion detallada sobre la ingesta en
cada una de las tres visitas al Centro de Salud mediante un recordatorio detallado
de los alimentos ingeridos en las 24 h anteriores (recordatorio de 24 horas). Para ello,
se revisd con cada madre, primero el consumo realizado en las principales comidas
y después el consumo entre horas. Se procurd estimar con el mayor detalle posible
las cantfidades mediante modelos normalizados y con medidas utilizadas
comUnmente (vaso, taza, tazén, plato, cuchara, etc.), también se inquirié sobre los

ingredientes de los platos cocinados.

ii. Registros Dietéticos de 24 Horas

En el primer contacto se instfruyd a las madres para que recogieran 3
registros dietéticos consecutivos de 24 horas, anotando todos los alimentos e
ingredientes consumidos en 3 periodos de 3 dias consecutivos a lo largo del primer
mes. Cada tanda de registros debia ser iniciada 4 dias antes de cada visita. En
cada visita al Centro de Salud, las mujeres enfregaron los registros y se repasé con
ellas la informacién procurando aumentar la precision de los datos recogidos
estimando el tipo y cantidad de alimentos, la forma de cocinado y el tamano de las

raciones.
B. MUESTRAS
i. Modo de recogida

Cada mujer participante dond una muestra de entre 10-20 mL de leche que

fue obtenida con el extractor eléctrico Symphony de Medela (10 - 20mL) entre las 8
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y las 10 de la manana. Se recogid la leche de un pecho mientras la madre
amamantaba a su hijo. Las visitas se planificaron con el objetivo de obtener leche
en fres momentos diferentes de lactancia: al inicio de la misma (calostro), a los 15
dias (leche de transiciéon) y alos 30 dias (leche madura).

En las mismas visitas, se recogié una muestra de orina de cada lactante. Para

la recogida se utilizaron bolsas recolectoras tipo Hollister.

ii. Transporte, conservacién y procesado de las muestras

Inmediatamente tras la extraccion, las muestras fueron remitidas por
mensajeria urgente al laboratorio del Departamento. A la llegada al laboratorio, la
leche fue centrifugada a baja velocidad (1000 rom durante 10 minutos) para
separar los componentes celulares. Se procedi® a nueva centrifugacidon a
velocidad mas rdpida (5000 rom durante 25 minutos) para la obtencién de leche
desnatada que fue la utilizada para los andlisis. La leche asi obtenida y la orina de
los lactantes se almacenaron en tubos de criocongelacién y se congelaron, en
alicuotas, a -80°C hasta su procesamiento. Todas las muestras fueron congeladas en
un periodo inferior a 2-3 horas después de su recoleccion. Las muestras de sangre
materna obtenidas al inicio fueron procesadas realizar las pertinentes pruebas
bioquimicas.

La filiacion de los datos se mantuvo andnimo y el grupo al que pertenecian
las muestras permanecid oculto para los investigadores que realizaron los andilisis de

las muestras.
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C. METODOS DE DE ANALISIS.
i. Andlisis dietético.

La composicidn nutricional de las dietas maternas se obtuvo mediante el
andlisis realizado con la aplicacion informdatica Alimentacion y Salud (BitASDE
General Médica Farmacéutica). Esta aplicacion utiliza la Base de Datos de la

Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada.

ii. Andlisis de laboratorio.

El estudio analitico de las muestras se realizd en el Laboratorio Clinico del
Departamento de Pediatria de la Facultad de Medicina por la Dra. Victoria Valls

Bellés, Ia Dra. Ana Belén Lopez Jaén y la licenciada Maria Miralles Molina.

La capacidad anfioxidante total de la leche materna fue medida con los
métodos ABTS**, DPPH y FRAP.

o Método ABTS**

Para la determinacion de la capacidad antioxidante total se siguid el
método ABTS** de Miller y Rice Evans (Miller, 1997) modificado por Pellegrini (Re,
1999), basado en la oxidacion del ABTS (2,2 azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6 sall
diamodnica del dcido sulfénico) por el persulfato potdsico para formar el radical
ABTS**, el cual es reducido en presencia de antioxidantes donadores de hidrégeno.

El ABTS** tiene un color verde azulado que absorbe luz a 734 nm y pierde el color al
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pasar de nuevo a su forma reducida fras la accidén de las sustancias antioxidantes
presentes en el liquido estudiado, en este caso la leche materna. Este radical
reacciona con casi todos los anfioxidantes, hidréfobos o hidréfilos y no se ve
afectado por fuerzas idnicas.

La generacion del reactivo ABTS**, se realizd mezclando ABTS 7mM con la
solucion de persulfato potdsico 2.45 mM en una proporcion 1:1 v/v. Se determiné la
actividad antioxidante total mediante espectrofotometria a 734 nm anadiendo
alicuotas de las muestras (30 ul de leche materna) en 3 mL de reactivo ABTS**. Los
resulfados fueron expresados como TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity).
La recta de calibrado con Trolox se realizd a partir de una solucion estandar de

Trolox.

o Método DPPH.

El método DPPH de Brand-Williams (Brand-Williams, 1995) que se basa en la
actividad secuestrante del radical libre DPPH (2,2 difenil-1-picohidrazil). El DPPH™ es
uno de los pocos radicales orgdnicos nitrogenados estables. La solucién en etanol
de este radical tiene un intenso color purpura que vira a amarillo cuando el radical
es reducido al reaccionar con un anfioxidante y esto permite medir la capacidad
antioxidante de la leche en este caso.

Para preparar el reactivo se disolvié el DPPH 1 mM con etanol absoluto vy se
mezclaron 80 ul de leche con 1,420 o 1,400 mL de reactivo (mdaximo de absorcion a
517 nm). Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos
(tiempo necesario para la estabilidad de la muestra) antes de ser centrifugada.
Entonces se procedid a determinar espectrofofométricamente a 517 nm el
contenido, en la alicuota. Los resultados fueron expresados en mM de Trolox

utilizando una curva de calibrado con diferentes concentraciones de Trolox.

o Método FRAP

Este método basado en el método de Benzie y Strain (Benzie, 1996) fue

utilizado para medir el poder reductor de las muestras de leche.
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Se prepard la mezcla con acetato sédico 300 mM, pH: 3,6, TPTZ (2, 4, 6- Tris
(2-pyridyl)-S-triazine) 40 mM, FeCls 20 mM en una proporcion 10/1/1; v/v/v. Con 3 mL
de este preparado de reactivo y 30 ul de leche materna se obtuvo una mezcla que
fue incubada a 37°C durante 30 minutos en oscuridad. Tras la misma, se centrifugd y
se procedid a lectura espectrofotométrica a 593 nm. Los resultados fueron
expresados como umoles de Fe?* usando una recta de calibrado con diferentes

concentraciones de FeS0O4.7H20.

o Determinacidon de polifenoles totales en la leche (método de Folin-

Ciocalteu).

Para medir el contenido total en polifenoles en las muestras de leche
materna, se utilizd el método de Folin-Ciocalteu (Singlefon, 1991), que se basa en la
oxidacioén de los polifenoles con el reactivo de Folin (mezcla de fosfomolibdenato y
fosfotungstenato). Al mezclar la muestra de leche con el reactivo, se consigue la
formacion de un complejo azul cuya absorbancia se mide con espectrofotémetro a
750 nm.

Para cada determinaciéon se mezclaron 100 yL de leche con 2 mL de
acetona, agua y dcido acético en proporciones 70/28/2, v/v/v. Esta mezcla fue
sonicada 3 veces y posteriormente centrifugada para separar el sobrenadante. Esta
operacion fue repetida 4 veces tras lo que se recogieron 100 pl del sobrenadante
que fueron anadidos a 500ul de solucién de reactivo de Folin y 400 ul de Na2CO3
(dilucidén 1/10). Tras incubaciéon a temperatura ambiente durante 40 minutos, la
absorbancia de la muestra se midié espectrofotométricamente a 750 nm, utilizando

como estandar el dcido gdlico.

o Determinacidon del coenzima Q10

El contenido en coenzima Q10 de la leche humana se determind utilizando

la técnica de Tang (Tang, 2006) de deteccion electroquimica mediante
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cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). A Tmg/mL de proteina (250 uL de
suspension) se anadieron 750 uL de una mezcla de hexano y etanol en proporcién
5:2 v/v. Esta fue agitada durante 1 minuto y centrifugada a 3.000 rom durante 3
minutos. La fase de hexano (400 uL) fue recogida en un tubo limpio y el proceso se
repitié 3 veces. Finalmente se recogiod la fase hexano asi obtenida se evapord con
N2. Posteriormente se resuspendid la muestra con 200 yL de etanol y se inyectaron al
HPLC 50 pyL de la misma. Para la recta de calibrado se utilizd Coenzima Qio re-
suspendidas en etanol y con una pequena cantfidad de cloroformo para mejorar su
disolucion. Se ufilizaron las siguientes condiciones cromatogrdficas: columna C18 de
fase reversa de 25 cm x 4.6 cm; precolumna de 15 cm x 4.6 cm; fase movil: 7.0 g de
NaClO4.H20 en 1000 mL de Etanol-Metanol- (70%-HCIO4) en proporcién 900:100:1,

v/v/v, velocidad de flujo: T mL/minuto. Lectura a una absorbancia de 275 nm.

o Malondialdehido (MDA)

Para medir el grado de oxidacion lipidica en orina realizamos determinacion
de Malondialdehido. Este marcador fue determinado mediante espectrofotometria
a 532 nm. Tras reaccion del dcido Tiobarbitlrico y separacion con cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) segun el método de Mateos (Mateos, 2005).

Se mezcld un volumen de 250 uL de orina con 50 yL de NaOH 6 M vy se
incubd a 60 ° C durante 30 minutos para proceder a la hidrdlisis alcalina de los
enlaces del MDA con las proteinas presentes en las muestras. Posteriormente, se
anadieron 125 uL de dcido perclérico 35% (v/v) y el preparado fue centrifugado a
2800 g durante 10 minutos para una mejor precipitacion de las proteinas. Tras
transferir 250 yL de sobrenadante a un tubo Eppendorf se anadieron 25 uL del
reactivo derivatizante, DNPH 5 mM con dcido clorhidrico 2 M. Tras incubacion
durante 30 minutos a T. ambiente en ausencia de luz, se inyectaron 50 uL al HPLC

para la realizacion de las determinaciones.
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o Contenido en Grupos Carbonilo (CGC)

Para la medicion del dano oxidativo a las proteinas se cuantificaron los
grupos carbonilos formados durante la incubacion con 2,4-dinitrofenilhidracina
(DNFH) en condiciones dcidas, segun el método espectrofotométrico de Levine
(Levine, 1990) con modificaciones de Tian (Tian, 1998). Las proteinas fueron
separadas mediante precipitacion con acido, lavado y posterior solubilizacién con
guanidina. En las proteinas asi derivatizadas se midid colorimétricamente la DNFH
unida a profeinas (€373=21.103 M1 cm™).

Se utilizaron enfre 0,5-1 mg/mL de proteina, a los que se anadidé fampdn de
conservacion de mitocondrias hasta 1 mL de volumen final. Este preparado fue
centrifugado a 13.600 rom durante 10 minutos y al sobrenadante se le anadid
estreptomicina sulfato 10% con tampdn Hepes 50 mM pH: 7,2, en una proporcidén de
1/9 v/v. Tras centrifugar se recogieron 200 pyL del sobrenadante a los que se
anadieron 400 yL de 2,4 dinitrofenilhidracina (DNFH) 10 mM /CIH 2,5 M a las muestras
y 400 yL de CIH 2,5 M a los confroles. Tras incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente con agitacion ocasional, se volvié a centrifugar a 12.600 rom durante 3
minutos y se anadié 1 mL de TCA al 20%. Tras cenfrifugar de nuevo a 12.600 rom
durante 3 minutos, se recogid el pellet y se lavd 3 veces con 1 mL de etanol y
acetato de etilo (1:1, v/v). Se volvidé a centrifugar de nuevo a 12.600 rom durante 3
minutos y se volvid a recoger el pellet. Finalmente se anadié 1 mL de guanidina 6 N
a pH: 2,3, se centrifugd a 12600 rom y se midid el sobrenadante a una A= 366 nm

frente a una solucidon de guanidina.

o 8-OH-deoxiguanosing.

La concentracion de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHAG) (el compuesto
oxidado del nucledsido Guanosina del ADN) fue utilizado para determinar el dano
oxidativo al ADN. Para su determinacion se utilizé el kit de la 8-OHdG-EIA-BIOTECH
(OXIS Health Products, Inc. 6040 N Cutter Circle, Suite 317 Portland, OR 97217- 3935

U.S.A.). Esta técnica utiliza una placa que contiene 8-OHAG fijada y se basa en la
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competencia de 8-OHAG de la muestra con la 8-OHJG de la placa por un
anticuerpo monoclonal.

A la placa se anadié la muestra de orina y el anticuerpo monoclonal de 8-
OHdG. Los anticuerpos unidos a la 8-OHAG de la muestra son arrastrados
posteriormente con el lavado permaneciendo tan sélo aquéllos que se habian
unido a la 8OHdJG de la placa. Al anadir con posterioridad un anticuerpo
secundario marcado enzimdticamente éste se une al anticuerpo monoclonal que
habia permanecido en la placa mientras que el excedente no unido fue arrastrado
mediante un proceso de lavado. Finalmente se le anadid el cromdgeno del kit y se
midid la intfensidad de coloracion (proporcional a la cantidad de anticuerpo unido

a la placa) (Tokoyuni, 1997).

iii. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el programa SPSS, v 17;( SPSS
Inc., Chicago, IL.) Para Windows. Realizamos en primer lugar un andlisis descriptivo
de cada variable estudiada y estudiamos la normalidad de sus distribuciones con el
test de Kolmogorov. Las variables para las que se observd una distribucion “no
normal” fueron sometidas a fransformacion logaritmica.

El andlisis se realizd por intencidén de tratar. La significaciéon estadistica se
establecié en 0,05 (error alfa 5%).

Para el andlisis comparativo utilizamos un Test T de Student. Para valorar las
diferencias intragrupo (evolucion de resultados desde el inicio al final dentro de
cada grupo) utilizamos un test T de Student de 2 colas para muestras apareadas.
Las diferencias intergrupo fueron valoradas con un test T de Student de 2 colas para
muestras independientes. En ambos casos utilizamos un test de Levene para el

estudio de las varianzas.
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V. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS DE LOS PARTICIPANTES

En la tabla V.1 se describen las caracteristicas generales de las diadas
participantes en cada grupo: edad, peso materno medio al inicio y al final de la

gestacion, talla y peso al nacimiento de los lactantes participantes. No hubo

diferencias significativas entre grupos en los pardmetros analizados.

Tabla V-1. Caracteristicas de las participantes

Control Intervencién P
Edad (anos) 31,26 +3,3 29,63+ 4,7 0,335
Peso pregestacional (kg) 61,96 + 6,89 61,39 + 6,8 0,930
Peso preparto (kg) 73,3+7,00 75,07 +7,59 0,709
Talla materna (cm) 162,2 + 3,94 162,87 + 5,86 0,589
IMC madre 23,46+ 4,16 23,46 + 2,25 0,900
Peso(lactante) al nacimiento (g) 3.350 £ 266 3.170 + 390 0,239
Peso (lactante) al mes (g) 4,121 + 887 4,025 + 530 0,596

Los resultados se expresan en Media + Desviacion esténdar

En el estudio bioquimico basal de las mujeres participantes de ambos

grupos, no se detectaron alteraciones de inferés ni diferencias significativas

intergrupos (Tabla V-2).
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Tabla V-2. Determinaciones bioquimicas obtenidas en suero materno.

Control Intervencion P
Glucosa (mmol/L) 4,1+0,5 42+0,5 0,535
Urea (mg/mlL) 22,4+5,8 21,2+ 4,5 0,995
Calcio (mg/mLl) 88+04 8704 0,909
Foésforo (mg/mL) 4,1+0,7 4+0,5 0,872
Fosfatasa Alcalina (UI/L) 126,5+28,6 133,0£ 26,5 0,875
Hierro (mg/mL) 53.3%£19,7 47,4+ 1579 0,267
Colesterol total (mg/dL) 236 + 43 216 £ 39 0,299
Colesterol HDL (mg/dL) 62+ 12 58 £ 12 0,338
Colesterol LDL (mg/dL) 139,2+ 39,3 131,9 £ 36,5 0,542
Colesterol VLDL (mg/dl) 3571126 31,9+8.8 0,172
Triglicéridos séricos (mg/dL) 176 + 61 158 + 44 0,222
Hierro (mmol/L) 9.7+3,9 88=*3,7 0,267
GOT (UI/L) 21,4+ 5,6 179+83 0,112
GPT (UI/L) 17,6 +7,8 1359 0,485
GGT (Ul/L) 13,160 13.8+3,8 0,247
Creatinina (mmol/L) 48+ 6.0 49+ 7 0,958
Acido Urico (mmol/L) 256 + 59 250 + 42 0.868
Proteinas totales (g/L) 59+3 58+ 4 0,083

Los resultados se expresan en Media = Desviacion estadndar
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2. INGESTA MATERNA HABITUAL ESTIMADA

Con los 9 recuerdos y 3 registros de 24 horas de cada madre se calculd la

ingesta habitual. Para cada mujer se obtuvo una estimacion de su ingesta habitual,

acumulando los datos obtenidos de todos sus registros, se realizd un andlisis
acumulado de ingesta dividiéndolo por el n° de dias registrado. Con estos datos
calculamos la ingesta habitual de energia y macro y micronutrientes para el

conjunto de las madres (Tablas V-3 'y V-4).

Tabla V-3. Ingesta media, madres lactantes: macronutrientes y minerales.

Media diaria Todas las Grupo Grupo control o]
madres intervencion

Kcal 2094 + 358 2067 + 244 2028 + 330 0.65
HC 249 + 56 244 + 42 234 + 49 0,47
Proteinas 992+19,7 97,5+ 14,3 95,6 +19,4 0,72
Grasa 83,9 + 20,0 82,0+ 14,0 84,6 +22,3 0,66
AGM (g) 32,4193 30,9 +8,9 335%£95 0,25
AGP (g) 10,2+ 4,6 10,8 5,1 9.4+3,7 0,19
AGS (g) 30,35+9,7 332+11,4 28,3+7,8 0,04
Fibra (g) 19,0+ 5,6 17,5+ 3,6 188%5 0,32
Colesterol (mg) 322+ 95 310 £ 81 31386 0,89
Ca (mg) 1022 + 349 901 + 251 970 + 288 0,39
P (mg) 1396 + 376 1243 + 279 1307 + 287 0,44
K (mg) 3260 + 872 3122 + 425 2966 + 695 0,39
Na (mg) 2334 + 728 2292 + 869 2300 * 425 0,97
Fe (mg) 16,345 14,7 £ 2,6 16,8+ 4,0 0.06
In (mg) 11,5+7,6 920£1,6 9.3+2,6 0.7
I (mcg) 83,7+ 35,9 77,6 26,7 76,4+ 33,9 0,89
Cu (mg) 9.87+1,5 9,76+ 14 93 1,5 0,29
Mn (mg) 8,7+£82 7.3 27,0 9.3 £80 0,41
Mg (mg) 335+ 64 350+ 55 329 + 67 0,25
Se (mg) 73,8 £20 75,4 +20,3 70,6 £19,2 0,06

Los resultados se expresan en Media + Desviacion estandar

HC: hidratos de carbono. AGM: dcidos grasos monoinsaturados, AGS: dcidos grasos

saturados, AGP: dcidos grasos poliinsaturados
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Al comparar la ingesta media de nutrientes inter-grupos (Tabla V-3 y Tabla

V-4) no se observaron diferencias significativas en el consumo intergrupos para la

ingesta de micro o macronutrientes.

Tabla V-4. Ingesta media, madres lactantes (total y por grupos): vitaminas.

Todas las Grupo

Media diaria madres Intervencién Grupo control P
Vit. A (ug) 782 £ 350 685+ 233 769 + 352 0,37
Vit. D (ug) 3727 43+£23 38%31 0,55
Vit. E (mg) 9,8+5,5 9.9+7,1 10,5+ 52 0,77
Vit. B1 (ug) 2,6+24 33142 25+15 0,33
Vit. B2 (ug) 20+0,7 1,6+0,3 20£0,7 0,10
Vit. B6 (mg) 22+0,9 1.9£05 22+1,1 0,30
Niacina (mg) 289+ 6,5 29,6 + 6,00 28,6+ 6,7 0,57
Ac. Pantoténico (mg) 42+12 40+08 4,4+13 0,30
Ac. Félico (pg) 265+ 84,6 257,6 + 58,90 2578+ 91,4 0,99
Vit. B12 (ug) 89149 80%32 10,4£5,5 0.1
Vit. C(mg) 114,9 £ 60,9 85,5 £ 38,0 131,3+ 69,5 0,014

Los resultados se expresan en Media + Desviacion estandar
HC: hidratos de carbono. AGM: dcidos grasos monoinsaturados, AGS: dcidos grasos
saturados, AGP: dcidos grasos poliinsaturados

Para evaluar la idoneidad de las dietas, se calculd la ingesta de
macronutrientes en forma de % de Kcal (Tabla V-5). Ademds con respecto a la
ingesta de grasa se calculd la ingesta de colesterol y la ingesta de dcidos grasos en
forma de porcentaje de la ingesta total de grasas y de ingesta total de Kcal (Tabla
V-6).

Para determinar adecuadamente la prevalencia de mujeres en riesgo de
ingestas inadecuadas por defecto, comparamos las ingestas medias calculadas
para cada mujer con las “estimaciones medias de requerimientos” (EMR) (EAR O
“Estimated average requirements” en inglés) publicadas por la Natfional Academy
of Sciences de EEUU (Otten, 2006). Realizamos este cdlculo mediante el método del

“punto de corte” descrito y recomendado por la National Academy of Sciences
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para la evaluacion de la idoneidad de ingesta nutrientes para los que existen
publicados valores de EMR (Otten, 2006) (Tabla V-7).

Tabla V-5. Ingesta media de macronutrientes en funcion de la ingesta calérica

% mujeres
% mujeres Rango ingesta superior
Media ingesta inferior @ Recomendado b c
%/Kcal Tot. (x £ DS) % % %
Proteinas 19.1+28 0 10-35 0
HC 44,5+ 6,2 42,0 45-65 1,5
Grasas 36,5+ 6,3 1,5 20-35 53,6

X + DS: media + desviaciéon estandar.

a% mujeres con ingesta menor del rango inferior recomendado,
bRango recomendado de ingesta (RDA, 2006),

<% mujeres con ingesta superior al recomendado.

La ingesta de macronutrientes se analizd comparando con los rangos
recomendados de ingesta, que son aquellos definidos como seguros (por debajo
del rango inferior se podria incurrir en déficit y por encima aumenta el riesgo de
enfermedades crénicas). Se observd una ingesta media de Kcal procedente de
proteinas por encima del 15% (un 87,32% de las mujeres ingeria proteinas por
encima del 15%) pero no se observd ningun caso de ingesta deficitaria de proteinas
al andlizar la ingesta protéica segin el peso individual (gramos de proteina
consumido por kg de peso) ni de ingesta inferior al 10% o superior al 35% de la
ingesta caldrica total. Respecto al consumo de HC, sélo un 3% de las mujeres
ingirieron un porcentaje igual o superior al 55% del total Kcal en forma de HC y un
42% de las mujeres realizaban una dieta habitual pobre en carbohidratos (por
debajo del nivel inferior recomendado de 45% de Kcal totales) (Tabla V-5).

El 80,69% de las madres que participaron en el estudio fuvieron una ingesta
grasa media diaria que superaba el 30% de las Kcal totales consumidas y un 53,62%
superaba el rango superior recomendado del 35%. Respecto a la proporcion de
dcidos grasos (AG) el 100% de las mujeres tuvo un consumo relativo de dacidos
grasos (referido al consumo total de dcidos grasos) poliinsaturados (AGP) inferior al

30%, el de dcidos grasos monoinsaturados (AGM) fue mayor del 35% en el 100% de
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la poblacion y el de acidos grasos saturados (AGS) fue mayor del 30% en el 99% de
las mujeres. Expresado en forma de % Kcal la media de consumo de AGS se situd en
12,9% y un 84% de las mujeres tuvo una ingesta de AGS superior al 10% y un 23%

consumia mads del 15%.

Tabla V-é. Ingesta de acidos grasas

X £ DS (/100 g Acidos grasos) X £ DS (/100 Kcal)
AGP ¢ 11,90 + 3,89 433+ 1,58
AGM b 38,20 6,19 13,97 + 3,85
AGS © 3570 6,71 12,82+ 2,78

Aporte de dcidos grasos en funcién de las Kcal totales

% con ingesta AGS % con ingesta AGS
X + DS >10% >15%

% Kcal aportado por AGS ¢ 12,82+ 2,78 84,06 23,19

X + DS, media + desviacién estdndar.

a: AGP: Acidos grasos poliinsaturados.

b AGM: Acidos grasos monoinsaturados.

¢t AGS: dcidos grasos saturados.

d% Kcal aportado por AGS: (aporte de dcidos grasos expresado en % Kcal totales.

Para analizar el consumo de nutrientes y para la evaluacion de la
prevalencia estimada de ingestas inadecuadas se realizé una comparacion de las
ingestas estimadas como habituales con las estimaciones medias de requerimientos
(EMR) vy se utilizé el método del punto de corte descrito por Otten (Otften, 2006). En
este se compara la ingesta habitual de cada nutriente y de cada participante con
la EMR y se halla el porcentaje de personas cuya ingesta estd por debajo de la

ingesta recomendada.
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Tabla V-7. Ingesta de nutrientes en relacion a las EMR a y cdlculo de la prevalencia de
ingestas inadecuadas por defecto.
% ingesta deficiente b EMR 2006

Colesterol (mg/dia) 4,35 160
Proteinas (g/kg/dia) 16 1,05
P (mg/dia) 1,4 580
Fe (mg/dia) 0 6,5
Zn (mg/dia) 65 10,4
| (ug/dia) 100 209
Mg (mg/dia) 10 265
Cu (mg/dia) 46,4 1
Se (ug/dia) 27,5 59
Vit. A (ug/dia) 73.9 200
Vit. E (mg/dia) 89.9 16
Vit. B1 (mg/dia) 17 1,2
Vit. B2 (mg/dia) 7.3 1.3
Niacina (mg/dia) 0 13
Vit. B6 (mg/dia) 24,6 1,7
Ac. Félico (ug/dia) 95,7 450
Vit. B12 (ug/dia) 2,9 2,4
Vit. C (mg/dia) 44,9 100
a EMR: Estimaciones medias de requerimientos.
b % ingesta deficiente: % de mujeres cuya ingesta habitual es inferior a la estimacion
media de requerimientos.
mcg: microgramos; mg: miligramos.

Para aquellos nutrientes para los que se ha definido, un limite superiror
tolerable de ingesta (Maxima ingesta tolerable (MIT)) por encima del cual se
considera que aumenta el riesgo de enfermedad) calculamos el porcentaje de

mujeres en riesgo por exceso (Tabla V-8).
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Tabla V-8. % Ingesta de nutrientes en relacion a las recomendaciones y cdlculo de la

prevalencia de ingestas inadecuadas por exceso.

MIT @ % ingesta > MIT b

Ca (mg/dia) 2500 0

P (mg/dia) 4000 0
Na (mg/dia) 2300 49,28
Cl (mg/dia) 3600 1.5
Fe (mg/dia) 45 0
Zn (mg/dia) 40 1,5

I (mcg/dia) 1100 0
Mg (mg/dia) 350 43,5
Mn (mg/dia) 11 39,1
Se (mg/dia) 400 0
Cu (mg/dia) 10 39,1
Vit. A (mcg/dia) 3000 0
Vit. D (mcg/dia) 50 0
Vit. C(mg/dia) 2000 0

a MIT: Mdxima ingesta tolerable: traduccidn libre de los Upper limits (UL) definidos por la
National Academy of Sciences de los EEUU como la ingesta diaria mds elevada de
nutrientes que probablemente no acarree riesgo o enfermedad para la mayoria de los
individuos en la poblacién general. Aunque se han definido niveles excesivos para la
vitamina E, el acido Fdlico y la niacina, estos sélo aplican a las ingestas en forma de
suplemento por lo que no se han contemplado aqui. Para otfras vitaminas no hay niveles

definidos (Otten, 2006).

b % ingesta > MIT: % de mujeres del estudio cuya ingesta de un determinado nutriente
superd el limite establecido como sano segun National Academy EEUU (Otten, 2006).
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3. ESTADO OXIDATIVO.

A. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (CAT) DE LA LECHE.

i. ABTS *.

La CAT del calostro medida con este método fue mds elevada que la de la
leche de transicién y a su vez la leche de transicion mostrd una CAT mds elevada
que la leche madura en ambos grupos. No hubo diferencias significativas en la CAT
en la comparacion intergrupos al inicio pero tampoco durante ni al final del estudio.

La CAT disminuyd a lo largo del primer mes en la leche tanto de las mujeres
del grupo control como en la de las del grupo de intervencién. Aunque en el grupo
suplementado, la capacidad antioxidante fotal mostrd variacion significativa al
comparar leche de transicién con leche madura (los resultados se describen en la

tabla V-9 y en la figura V-1).

Tabla V-9. Capacidad antioxidante en leche medida con ABTS**.

ABTS** (umol/L)
Grupo Control Grupo Intervencion p intergrupos

Calostro 1855 + 278 1847 + 264 0,93

L. transicion 1282 + 204 1242 + 123 0,37

L. madura 1148 + 156 1076 = 158 0.21

P P

Calostro vs. L Transicion 0,0003 0,000038

L. Transicion vs. L Madura 0,142 0,024

Calostro vs. L Madura 0,000001 0,00012

Los valores se expresan en media + desviacion estdndar
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Figura V-1. Capacidad antioxidante de la leche materna y diferencias a lo largo del
tiempo en ambos grupos. Medicion con método ABTS*+

ii. DPPH

La capacidad antioxidante total medida con este método, al inicio, obtuvo
resultados similares en ambos grupos. No se observaron diferencias significativas al

comparar los niveles de CAT inter-grupos al inicio pero si al final (Figura V-2).

- la CAT de la leche de las madres del grupo control disminuyd
progresivamente a lo largo del primer mes. La CAT del calostro fue mayor que
la de la leche de transicién y en esta la CAT medida fue mayor que en leche

madura (Tabla V-10y Figura V-2).
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- En el grupo de intervencion, la CAT se mantuvo en niveles similares a lo largo
de todo el primer mes y no hubo diferencias significativas al comparar la CAT

de calostro con leche de transicion o leche madura (Tabla V-10 y Figura V-2).
- Si se objetivaron niveles significativamente mdas elevados de CAT en la leche

madura de las mujeres del grupo de intervencion (Tabla V-2).

En resumen, con el método DPPH, no se observaron diferencias significativas
en la CAT del calostro de ambos grupos, pero esta fue disminuyendo a lo largo
del primer mes, sélo en la leche de las mujeres del grupo control. La leche de
fransicion y la leche madura de las mujeres del grupo de intervencion
mantuvieron una CAT similar a la del calostro. Al final del primer mes, las mujeres
del grupo de intervencion tenian una CAT en su leche significativamente superior

a las mujeres del grupo control (Tabla V-10 y Figura V-2)

Tabla V-10. Capacidad antioxidante en leche medida con DPPH

DPPH (pmol/100 mL)
Grupo Control Grupo Intervencién p intergrupos
Calostro 31,32+ 6,11 28,66 = 5,37 0.25
L. transicion 26,96 + 4,62 28,33 £ 5,58 0,45
L. madura 24,33 + 4,63 27,41+ 3,81 0,05
o] o]
Calostro vs. L. Transicién 0,03 0,81
L. Transicion vs. L. Madura 0,1 0,84
Calostro vs. L. Madura 0,007 0.17

Los valores se expresan en media + desviacion estdndar. L.: Leche
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Figura V-2. Capacidad antioxidante de la leche materna y diferencias a lo largo
del tiempo en ambos grupos. Medicion con método DPPH.

ili. FRAP
Al medir la CAT con el método FRAP observamos que:

- La CAT medida por este método en la leche, mostro diferencias significativas
en la comparacion intergrupos desde el inicio (Tabla V-11)

- en el grupo conftrol la CAT de la leche materna fue disminuyendo a lo largo
del primer mes. Se objetivaron valores significativamente inferiores en la leche
de transicion respecto al calostro, y en la leche madura respecto a la leche
de fransiciéon en este grupo (Figura V-4).

- En el grupo de intervenciéon se observéd una disminucion significativa de la
CAT de la leche de fransicidon respecto al calostro, pero los niveles parecieron

estabilizarse a partir de entonces y no se observaron diferencias en la CAT al
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comparar la leche de transiciéon y la leche madura, en este grupo (Tabla V-11

y Figura V-3).

En resumen: Al medir la CAT con el método FRAP, la CAT de la leche mostrd
una disminucidon progresiva vy significativa a lo largo del primer mes en el grupo
control pero no en el grupo de intervencion. En este, la disminucion dejé de
producirse a partir de los 15 dias, por lo que en este grupo no hubo diferencias
significativas observadas entre la CAT de la leche de transicion y la leche madura
(Tabla V-11 vy Figura V-3).

Tabla V-11. Capacidad antioxidante en leche medida con FRAP.

FRAP(mmol/L)
Grupo Control Grupo Intervencién intergrupo
Calostro 3.21 £0,52 3,65 +0,49 0,022
L. transicién 2,76 +0,67 3,21 £0,59 0,052
L. madura 2,49 +0,99 3,18+ 0,83 0,041
P P
Calostro vs. L. Transicion 0,009 0,0003
L. Transicion vs. L. Madura 0,031 0,143
Calostro vs. L. Madura 0,027 0,00001

Los valores se expresan en medias + desviacion estdndar
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Figura V-3. Capacidad antioxidante medida con FRAP de la leche materna.

B. CONTENIDO DE ANTIOXIDANTES EN LA LECHE MATERNA.

Variaciones en el contenido en polifenoles totales.

Al medir el contenido en polifenoles totales en la leche observamos que las

concentraciones de estos compuestos disminuyeron progresivamente a lo largo del

primer mes en la leche de ambos grupos de mujeres (Figura V-5 y Tabla V-12):

Los niveles de polifenoles en la leche de las mujeres fueron muy similares en
ambos grupos y no se observaron diferencias significativas en el contenido a
lo largo del estudio, en la comparacién intergrupo.

Los niveles fueron significativamente inferiores en la leche de transicion vs
calostro; significativamente inferiores en leche madura vs leche de transicion

y significativamente inferiores en leche madura vs calostro.
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- Estas diferencias se observaron en ambos grupos

En resumen: se observdé una disminucidon progresiva del contenido en
polifenoles a lo largo del primer mes en las madres de ambos grupos (Figura V-5 'y
Tabla V-12).

Tabla V-12. Contenido en polifenoles de la leche materna (mcg GAE/mL)

Polifenoles(ug/mL)
Grupo Control Grupo Intervencién intergrupo

Calostro 1,19+0,17 12+£0,13 0,925

L. transicion 1,01 £0,14 1,06 £0,16 0,306

L. madura 0,62%0,15 0,67%0,13 0,228

P P

Calostro vs. L. Transicién 0,0006 0,006

L. Transicion vs. L. Madura <0,00001 <0,00001

Calostro vs. L. Madura <0,00001 <0,00001

Los valores se expresan en media + desviacion estdndar (D.S.)
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Figura V-4. Contenido en polifenoles en leche materna

ii. Coenzima Qo en la leche materna

que:

Al medir los niveles de Coenzima Qio, observamos (Tabla V-13 y Figura V-6)

Los niveles en calostro no fueron significativamente diferentes entre los
grupos. Tampoco se observaron diferencias significativas al comparar los
niveles en leche de transicion y leche madura intergrupos.

Los niveles de esta sustancia en calostro disminuyeron ligeramente (no de
forma significativa) de calostro a leche de transicion, en ambos grupos.

En ambos grupos, el contenido de CoQio aumentd desde leche de transicion

a leche madura.
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- Pero sélo en el grupo de intervencidon observamos niveles significativamente

mas elevados en leche de transicion y leche madura.

En resumen: Aunque los niveles de CoQio calostro disminuyeron inicialmente
lo que resultd en niveles inferiores en leche de transicibn (aungue no
significativamente diferentes en ninguno de los grupos) estos niveles aumentaron a
partir de entonces, pero sélo de modo significativo en el grupo de intervencion
(Tabla V-13 y Fig. V-5).

Tabla V-13. Contenido en CoQio de la leche materna

CoQio (pmol/L)
Grupo Control Grupo Intervencién intergprupo
Calostro 6,49 + 2,25 6,32+ 2,11 0,814
L. transicion 6,04 £1,92 586 +2,58 0,797
L. madura 7,55 1,74 7,09 £0,97 0.375
P P
Calostro vs. L. Transicion 0,409 0,271
L. Transicion vs L. Madura 0,062 0,001
Calostro vs. L. Madura 0,126 0,049

Los valores se expresan en media + desviacion estandar

123




V.RESULTADOS

1200 | [ p=ns ]

p <0,05

10,00

p =n.s. p <0,01 -i-

WA

6,00

CoQ,, (umMol/L)

4,00

2,00

0,00

CALOSTRO L TRANSICION L MADURA

OCONTROL OINTERVENCION

Figura V-5.- Determinacion de los niveles de Qio en la leche materna.

C. DANO OXIDATIVO DEL LACTANTE

i. Lactantes (mediciones en orina).

Al cuantificar el contenido en grupos carbonilo en la orina de los lactantes
para analizar la evolucion del dano oxidativo a proteinas, observamos (Tabla V-14 y

Figura V-7) que:

- Los niveles mostraron una tendencia decreciente, en ambos grupos, del dia 2

al dia 30, aungue solo en el grupo de intervencién esta disminucién fue

significativa.
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- En la comparaciéon de niveles del dia 15 con el inicio solo en el grupo de
infervencion, la disminucion fue significativa.
- No hubo cambios significativos en ninguno de los dos grupos al comparar la

orina del dia 30 con la orina del dia 15.

En resumen: la recuperaciéon del dano oxidativo a proteinas mostrd signos de
recuperacion en ambos grupos pero sélo de modo significativo respecto los niveles

iniciales en el grupo de intervencion (Tabla V-14 y Figura V-6)

Tabla V-14. Evolucién del dano oxidativo neonatal infligido a proteinas, medido por
contenido en grupos carbonilo (CGC) en la orina del lactante

CGC (nmol/mg proteinas)
Grupo Control Grupo Intervencién p intergrupo
Orina 2 dia 1,16 £ 0,34 1,23+ 0,44 0,688
Orina 15 dias 0,95+0,35 0,93+0,41 0.881
Orina 30 dias 0,95+ 0,41 0,91 £0,33 0,803
P P

Orina 2 vs 15 dias 0,15 0,05
Orina 15 vs 30 dias 0,99 0,90
Orina 0 vs 30 dias 0,21 0,04

Los valores se expresan en media £ desviacion estandar
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Figura V-6. Evolucion del daio oxidativo proteinas neonatales: contenido en grupos
carbonilo (CGC) en la orina de los lactantes.

Al analizar la evolucidn del contenido en MDA en la orina de los lactantes
para estudiar la variacion del dano oxidativo lipidico, observamos (Tabla V-15 y

Figura V-7):

- una disminucion en los niveles de MDA a lo largo del primer mes en ambos
grupos.

- niveles significativamente menores en la orina de los lactantes a los 15 dias
de vida vs. 2° dia, en ambos grupos.

- Niveles significativamente menores el dia 30 vs dia 15 sdlo en el grupo de

intervencion.
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En resumen: La reduccidon de niveles de Malondialdehido en la orina de los

lactantes se mantuvo decreciente de forma significativa desde el dia 2 hasta el dia

30 en ambos grupos. Los resultados fueron mds mantenidos en el grupo de

infervencion.

Tabla V-15. Evolucién del dano oxidativo lipidico medido por MDA en la orina del lactante.

MDA en orina (nmol/mlL)

Grupo Control

Grupo Intervencion

p intergrupo

Orina 2 dia 0,533+0,16 0,471 +£0,12 0.265

Orina 15 dias 0,284+0,12 0,235+ 0,09 0,398

Orina 30 dias 0,251 +£0,13 0,163 £ 0,02 0,132
P p

Orina 2 vs 15 dias <0,0001 <0,0001

Orina 15 vs 30 dias 0,514 0,01

Orina 0 vs 30 dias <0,0001 <0,000

Los valores se expresan en media £ desviacion estandar




V.RESULTADOS

p <0,01
0,8 - ‘

-p <0,01 p=n.s. ‘
0,7 -
P<0,01
0.6 7 - P <0,01 P <0,01
0,5 -
=
E 0,4 -
—l
: l
£ 0,3 - [
S
2 -
= 0 .
0,1 -
0
2 dias 15 dias 30 dias
OCONTROL OINTERVENCION

Figura V-7. Evolucion de los niveles de Malondialdehido (MDA) en orina de
lactantes.

Al andalizar la evolucion del contenido en 80HdGuanosina (8OHAG) en la
orina de los lactantes para estudiar la variacidon del dano oxidativo al ADN,

observamos (Tabla V-16 y Figura V-8).

- El contenido de 80OHAG en la orina de los lactantes a lo largo del periodo de
estudio disminuyd significativamente a lo largo del primer con recuperacion
del dano oxidativo a los 30 dias en ambos grupos

- La disminucion inicial de niveles (del dia 2 al dia 15) sélo fue significativa en el
grupo de intervencion.

- La disminucion continud del dia 15 al 30 con niveles significativamente

inferiores el dia 30 en ambos grupos.

128




V.RESULTADOS

- La comparacion de niveles enfre grupos no demostré diferencias

significativas en ningn momento del periodo estudiado.

En resumen: Ambos grupos mostraron una disminucién significativa de niveles
de 8-OHdG en orina al comparar los niveles del dia 30 versus los del dia 2, pero la
reparacion se inicid significativamente antes en el grupo de intervencion (Fig. V-8 y
Tabla V-16).

Tabla V-16. Evolucion del dano oxidativo al ADN medido por niveles de 8-OHdG en orina
del lactante.

8-OHdG en orina (pg/mlL)
Grupo Control Grupo Intervencién p intergrupo
Orina 2 dia 22,45+ 5,8 22,66 + 6,6 0,923
Orina 15 dias 22,09 £ 6,8 21,32+ 5,6 0,732
Orina 30 dias 19,27 £5,1 18,9 +3,9 0,821
P P

Orina 2 vs 15 dias 0,782 0,026
Orina 15 vs 30dias 0,006 0,007
Orina 0 vs 30 dias 0,0002 0,002

Los valores se expresan en media + desviacién estdndar
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Figura V-8. Determinacién de 8-OHdG en orina del lactante.
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VI. DISCUSION.

1. PORQUE UN ESTUDIO SOBRE LACTANCIA Y ANTIOXIDANTES EN LACTANTES
SANOS

El metabolismo REDOX, los antioxidantes y el efecto de la oxidacion sobre el
envejecimiento celular, han sido motivo de amplias investigaciones, en el mundo
cientifico, en las Ultimas décadas. Que una alimentacion sana con un adecuado
aporte de sustancias antioxidantes (como la dieta mediterrdnea) tiene importantes
beneficios para la salud del adulto (Psaltopulou, 2004; Estruch 2012; Codoner, 2013;
Salo-Vila, 2015), es un hecho bien conocido en la actualidad. Y, aunque los efectos
del estrés oxidativo se asociaron inicialmente sélo con las enfermedades
degenerativas y el envejecimiento, desde hace unos anos se empieza a vislumbrar
la importancia que pueden tener en la génesis de determinados problemas de
salud en y desde la época neonatal. Hay bastante certeza de que en esta etapa el
estrés oxidativo puede resultar especialmente grave para el neonato pretérmino y
su participacion es bien conocida en la génesis de problemas tan graves como Ia
enterocolitis necrosante, la broncodisplasia o la retinopatia del prematuro (Tin,
2007). Y, aungue sin tanta evidencia todavia, se empieza a conocer que el estrés
REDOX en estos momentos de inicio de la vida puede influir en la génesis de
determinadas enfermedades de aparicion posterior como la arterioesclerosis
(Franco, 2007).

Por otra parte, existe evidencia cientifica de buena calidad que demuestra
que, independientemente del medio socioecondmico, no amamantar contribuye a
aumentar la mortalidad infantil, la hospitalizacién pedidtrica, las tasas de diabetes y
obesidad infantil y las de enfermedades del adulto como la enfermedad celiaca o
la cardiovascular, ademds del riesgo de cdncer y diabetes en la madre (Black,
2008; lp, 2007; Quigley, 2007; Smith, 2010; Horta 2013). Y para muchos de estos
problemas se ha observado una relacion “dosis respuesta” entre la cantidad vy

duracion de la lactancia con los mejores resultados asociados a mayor duracion y
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exclusividad de la lactancia. Organismos cientificos de todo el mundo como la
Academia Americana de Pediatria de EEUU (AAP, 2012), el National Institute for
Clinical Excellence del Reino Unido (NICE, 2014), o la Colaboracion Cochrane
(Renfrew, 2012) reconocen que la lactancia materna y el amamantamiento tienen
un impacto fundamental sobre la salud infantil y materna a corto, medio y largo
plazo (AAP, 2012).

Por otra parte, en las Ultimas décadas se han ido acumulando evidencias
sobre el importante aporte de sustancias diversas con el que la leche materna
confribuye al mantenimiento de la homeostasis REDOX en el recien nacido y el
lactante (Herndndez-Aguilar, 2013). Y, es interesante observar como muchas de las
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo también son mds frecuentes en
las personas que no fueron amamantadas (Smith, 2011). Es bien conocida la
importancia que la leche materna tiene para el recién nacido pretérmino, al que la
alimentacion con lactancia artificial expone a importantes riesgos de
morbimortalidad por procesos relacionados con desequilibrios del estado
oxidativo, como la enterocolitis necrosante, la retinodisplasia, la broncodisplasia o la
leucomalacia periventricular (Lee, 2011).

Todo esto induce a pensar que la conservacion de la homeostasis oxidativa
en las primeras épocas de la vida tiene importancia en la edad adulta, y que el
estatus oxidativo de la leche materna puede jugar un importante papel en todo
ello. La mayoria de los recién nacidos no nacen prematuros y, sin embargo,
prdcticamente no hemos encontrado investigacién sobre la importancia del aporte
antfioxidante de la leche materna y su influencia sobre la salud, para los recién

nacidos sanos y a término. Y todo ello nos indujo a realizar un estudio.
2. PORQUE ESTUDIAMOS LA DIETA MATERNA

Los estudios que demuestran la importancia del amamantamiento y la
lactancia sobre la salud neonatal, infantil y del adulto, se han multiplicado en los

Ultimos anos y esto probablemente ha influido en un aumento de interés por el
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estudio de la composicion y propiedades de la leche materna. Y ello ha llevado al
descubrimiento de componentes de la leche con propiedades funcionales y no
exclusivamente nutritivas como compuestos antioxidantes, factores de crecimiento,
inmunomoduladores (Turfkruyer, 2015), bacterias capaces de establecer un
microbioma diferente  (Ferndndez, 2013; Koleva, 2015), células madre
pluripotenciales (Hassiotou, 2014) histonas y micro ARN (Irmak, 2012; Verducci, 2014;
Alsaweed, 2015).

La influencia de la alimentacién materna sobre la composicidon de su leche
ha sido motivo de muchos estudios en décadas pasadas. Y, basados en ellos, las
autoridades sanitarias y organismos de todo el mundo han establecido
recomendaciones sobre ingesta de nutrientes para la mujer durante el periodo de
embarazo y de lactancia. Pero, aun siendo bien conocida la influencia de la
alimentacion sobre el estatus oxidativo, no existe todavia un consenso sobre
recomendaciones de ingesta para muchos antioxidantes, aunque si para otros
como las vitaminas, el selenio o el zinc (Otten, 2006, Silvestre, 2007). Por ofra parte,
la investigacion sobre la influencia de la dieta en la composicion de la leche
materna ha sido muy escasa en las Ultimas décadas. Y, aunque se reconoce la
importancia de asegurar el aporte adecuado de algunos nutrientes como el dcido
folico o el yodo en la dieta materna, hay muy pocos estudios sobre los hdbitos
dietéticos de la madre lactante, sobre la influencia de la dieta en la composicion
de la leche materna y mucho menos sobre la ingesta de anfioxidantes en este
grupo de poblacién. Y, ello a pesar de que cada vez existe mayor interés y
conocimiento sobre la importante influencia que la dieta tiene sobre nuestra salud
en todas las etapas de la vida y quizd especialmente durante los primeros anos
(Barker, 2012; Verducci, 2014).

La reflexion sobre la importancia del aporte de antioxidantes al lactante a
través de la leche materna, y las incégnitas sobre la influencia de la dieta materna
en todo ello, nos llevd a interesarnos por el estudio de la variacién que pudiera sufrir
la capacidad antioxidante de la leche humana si la madre suplementaba su dieta

con una bebida rica en antioxidantes.
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Planteamos un diseno de grupo confrol y de intervencion en el que sélo un
grupo recibiria el suplemento, pero los estudios observacionales tienen como
inconveniente la dificultad de confrolar los efectos de multiples factores que
pueden influir en los resultados ajenos al factor estudiado. En nuestro caso es bien
conocido que el estatus nutricional, entre otfros factores, influye en las propiedades
de la leche materna, por ello, era necesario en primer lugar valorar las diferencias
existentes entre los grupos control y de intervencion. Para ello comparamos las
caracteristicas somatométricas de las mujeres y de sus bebés, la composicion en
macro y micronutrientes de sus dietas, un estudio bioquimico inicial y el contenido y
la capacidad antioxidante de sus leches al inicio del estudio (como grupo) asi
como el estatus oxidativo inicial de los lactantes (con mediciones en orina) de
ambos grupos.

La somatometria de madres y bebés no objetivd diferencias significativas
para ninguno de los pardmetros estudiados. El IMC medio en ambos grupos muestra
una poblacidén con baja prevalencia de obesidad (en el grupo). Tras el estudio
bioquimico no tfuvimos que descartar a ninguna participante por motivo de
alteracion bioguimica y tampoco se objetivaron diferencias significativas entre los
grupos, lo que por ofra parte era de esperar porque partiamos de poblacidn sana.
Tampoco encontramos, tal como puede observarse en la seccidn de resultados,
grandes diferencias de ingesta de nutrientes.

Por ofra parte, y dado que la dieta es fuente inagotable de antioxidantes y
prooxidantes en un intento de acotar ain mds el aporte extra de antioxidantes que
ingeriria el grupo de intervencién era preciso en primer lugar controlar el aporte
“extra” de antioxidantes, y para ello, pedimos a las mujeres que no tomaran
chocolate, café, t¢ o complejos vitaminicos durante el periodo de estudio. Y
ademds, era necesario controlar el efecto de confusion de un aporte desigual de
antfioxidantes sobre la composicion de la leche de las mujeres estudiadas para lo
que debiamos tener informacion sobre el consumo dietético de las mujeres en
ambos grupos. La combinacién de recuerdos y registros de 24 horas ha sido

descrita, ademds, como un modo seguro de obtener una aproximacion fiable al
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consumo medio de la mayoria de los nutrientes y un buen método para determinar
la ingesta media de un grupo (Shim, 2014). El recuerdo de 24 horas, cuando la
informacioéon la recoge el profesional, permite un mayor detalle y precision de las
medidas y las formas de cocinado. El sesgo de recuerdo que conlleva este método
es compensado por los registros (la informacidén se recoge prospectivamente a
medida que se consume) aunque se puede perder cierto detalle, al depender del
autoregistro (Arab 2011). Por ello, decidimos utilizar ambos métodos, el recuerdo vy el
registro, porque como ha sido descrito (Shim, 2014) ambos se complementan y la
recogida de informacion conjunta nos permitiac mejorar la fiabilidad de la
informacion obtenida. Asi y como se ha descrito, en el apartado de métodos,
obtuvimos informacion detallada sobre su alimentacion con 9 registros dietéticos de
24 horas y 3 recuerdos de 24 horas. Se ha descrito que son precisos al menos 3
recuerdos o registros de 24 horas para poder caracterizar la dieta habitual de un
sujeto de estudio (Otten, 2006); con 12 dias de recogida de dieta, disponiamos de
una buena herramienta, por tanto, para valorar la alimentacion habitual de las
mujeres participantes.

El andlisis del contenido en nutrientes, se realizd con el programa BitasDE de
la Universidad de Granada porque este programa contenia una de las bases de
datos de composicion de nutrientes de alimentos consumidos en Espana, mds

completa (Mataix J, 2009) en el momento de la realizaciéon de la investigacion.
3. SOBRE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA DIETA MATERNA

El andlisis de estos datos no mostrd diferencias significativas en la ingesta de
la mayoria de macro ni micronutrientes. Tan sélo observamos que las mujeres del
grupo control tomaron una dieta mds rica en vitamina C como grupo. Esto podria
haber sesgado los resultados hacia una menor efectividad observada de la
intervencion. Sin embargo se ha descrito que para este nutriente, el contenido en
leche no aumenta a partir de un determinado nivel umbral, aunque aumente la

ingesta (Hoppu, 2005). La zona en la que viven las mujeres estudiadas, la
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comunidad valenciana, es bien conocida como una zona en la que el consumo de
frutas y verduras es mds elevado que en otras regiones espanolas y ademds es
especialmente frecuente el consumo de citricos ricos en vitamina C, por lo que muy
probablemente, esta ingesta haya tenido poca influencia en los resultados de
nuestro estudio.

Por ofra parte, los resultados de este andlisis de ingesta inicial resultaron en
unos hallazgos que no esperdbamos y que por inéditos, hemos creido necesario
destacar. Contrariamente a lo que esperdbamos, la dieta de las mujeres estudiadas
(mujeres sanas, de nivel socioecondmico catalogado como medio-bajo), era
deficitaria en muchos nutrientes y, desequilibrados en lo que respecta al aporte de
macronutrientes, con un exceso de ingesta de grasas en detrimento de la ingesta
de hidratos de carbono.

La ingesta caldrica media de nuestras mujeres se situd en casi 2100 Kcal
(Tabla V-3), el IMC media de las mujeres estudiadas se situd en 23,5 y sdlo
detectamos un 6% de obesidad en nuestra muestra (IMC >30 en peso al inicio de la
gestacion). No hubo diferencias significativas en la IMC entre grupos. En el estudio
recientemente publicado por Varela y su equipo (Ruiz, 2015) sobre consumo de un
grupo amplio de poblacién espanola, las mujeres adultas del grupo estudiado con
edades entre 18 y 64 anos tuvieron un consumo medio de 1675 + 437 Kcal/dia.
Nuestras mujeres tuvieron una ingesta claramente superior, aunque si les quitdramos
de la media de ingesta las 330 Kcal extras que se recomiendan para la mujer
durante el primer trimestre de la lactancia, nos situariamos en una media de 1760
Kcal, lo que teniendo en cuenta que nuestro grupo tiene un rango de edad mds
acotado que el de Varela, nos acercaria bastante a la ingesta descrita como
habitual en la poblacion espanola. Por otra parte comparamos, la ingesta media
de las mujeres de nuestro grupo, con la ingesta descrita por el grupo de Quiles
(Quiles, 2006) (realizado con mujeres lactantes de una zona geogrdfica y hdbitos
dietéticos muy similares a la nuestra, en las que se recogié la informacion dietética
con varios registros dietéticos de 24 horas y en las que el andlisis de composicidon

nutricional fue realizado con el mismo programa) y los resultados de la comparacion
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pueden verse en la tabla VI-1. Para aproximarnos mejor a la comparaciéon con las
mujeres del estudio de Quiles, realizamos una estandarizaciéon del consumo de
nufrientes: el de macronutrientes se estandarizé al consumo de Kcal; los de
vitaminas liposolubles y el colesterol a la ingesta de grasa vy los de fibra y vitamina C
al de hidratos de carbono. En comparacién con las mujeres del grupo de Quiles, las

de nuestro estudio, consumieron menos calorias de media y su IMC medio también

fue menor.
Tabla VI-1. Ingesta media, comparacion con resultados publicados por Quiles.(Quiles,
2006)
Nutrientes Nuestro grupo (todas las madres) Quiles (2006) grupo a término

X2 DS estanDd(:::?:ados X2 DS es’ranDdC::;:ados
Kcal 2094 + 358 2466 + 334
HC 2494+ 55,6 445 285,2 + 80,4 462
Proteinas 99.2+19,7 191 103,4+ 15,4 e/
Grasa 839 £ 20 365 103,8 £ 22,2 380
Fibra (g) 19,0+ 5,6 z 19,9 + 5,4 740
Colesterol (mg) 321,9+954 383.2 399,92 +138,1 384.5
Vit. A (ug) 782,2 + 349,6 ?3.1 996,6 £ 395,5 958
Vit. C (mg) 114,9 + 60,9 46,9 148,3+ 91,9 520
Vit. E (mg) 9,8+ 5,5 1.7 61409 =
Los datos de consumo medio se estandarizaron al consumo de calorias, los de colesterol y
vitaminas liposolubles al consumo de grasa y los de fibra y vitamina C al consumo de
hidratos de carbono (de cada grupo, sobre los resulfados medios totales); g:gs, mg:
miligramos; mcg: microgramos

Aungue las RDI establecen el rango mdximo tolerable en el 35%, son mds

habituales las recomendaciones de mantener el porcentaje de Kcal aportado por
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las proteinas, no superior al 15% para la poblacién general. Los resultados del
andlisis de la ingesta de macronutrientes en las mujeres de nuestro estudio,
mostraron que un elevado porcentaje de mujeres tuvieron un consumo habitual de
proteinas (expresado en porcentaje de Kcal) por encima del 15% aungque ninguna
mujer consumid por encima del 35%. El grupo de Varela tiene una ingesta media
ligeramente inferior al nuestro (17% frente a 19% en nuestro grupo). Por otfra parte, y
aungue la ingesta media de proteinas de nuestro grupo estd por encima de lo
referido para la poblacidon general en otfros paises europeos (Eimafda, 2009), este
hecho, probablemente refleje una ingesta diferente durante la lactancia. Respecto
al grupo de Quiles (Quiles, 2006), las mujeres de nuestro grupo fambién consumieron
mds proteinas.

Con respecto a los hidratos de carbono (HC), en nuestro grupo la media de
consumo de HC se situd alrededor del 45%, cifra muy similar al descrito por Quiles,
mientras que las mujeres que participaron en el estudio de Varela tuvieron un
consumo medio de 41%. Este consumo mds elevado probablemente refleja en
parte el consumo mds habitual de arroz y bolleria que caracteriza a la dieta de la
zona mediterrdnea. A pesar de ello, s6lo un 58% de las mujeres mostraron un
consumo adecuado de Kcal en forma de carbohidratos. Este bajo consumo de
carbohidratos y especialmente de carbohidratos poco refinados ya ha sido descrito
por otros autores para poblacidon espanola pero no de mujeres en fase de
lactancia.

Respecto al aporte de Kcal procedente de las grasas, el consumo medio
estuvo muy por encima del 30% recomendado como saludable (FESNAD, 2010;
Otten, 2006; Silvestre, 2013). Las mujeres de ambos grupos realizaban una dieta
descompensada (Figura V-1 y Figura V-5). Este desequilibrio fue algo mayor en el
grupo confrol (mayor porcentaje de grasa y menor de hidratos de carbono) pero
las diferenciasen este aspecto enfre los grupos no fueron significativas. Sin embargo
nuestras mujeres mostraron un consumo medio de grasas inferior al descrito por
Quiles (38%) y Varela (39%). En Europa la Autoridad Europea de Seguridad

Alimentaria (EFSA) (EFSA, 2010) considera que no existen suficientes datos para
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definir un nivel inferior o superior recomendados de consumo de grasa aungue
algunos grupos han propuesto un nivel inferior del 20% y superior del 35% similares a
las recomendaciones americanas (Otten, 2006), de la OMS y de la FAO (FAO, 2010).
Se observd ademds un consumo desequilibrado de dcidos grasos entre las mujeres
estudiadas a costa especialmente de un consumo excesivo de AGS y de AGM, en
detrimento del consumo de AGP. Este hecho es importante dada la repercusion
que puede tener en la composicidn de la leche de las madres (Yahvah KM, 2015) y
en la salud de las mujeres jovenes. Especialmente porque sabemos que la
composicion en dacidos grasos de la leche materna varia en relaciéon con la
composicion grasa de la dieta materna, Y por el papel esencial de estos
compuestos sobre el desarrollo de tejido nervioso y como inmunomoduladores y
mediadores inflamatorios (Delplanque B, 2015).

Por otra parte, observamos que muchas de estas mujeres, con un ritmo de
vida acelerado y familias nucleares, tenian muy poco tiempo para preparar comida
en casa y consumian muchos alimentos precocinados y poco sanos. Este hecho, ya
ha sido descrito por ofros autores en poblacion general (Serra-Majem M, 2007;
Garcia-Arenzana N, 2011) y parece reflejar el abandono progresivo, en las Ultimas
décadas, de los buenos hdbitos alimentarios entre nuestras mujeres que se alejan
de la dieta mediterrdneaq, tan beneficiosa y tan nuestra (hasta hace unas décadas).
Al comparar nuestros resultados con los resultados del grupo de Quiles (Tabla VI-2)
(Quiles, 2006) mediante un cdlculo del consumo medio de dcidos grasos (expresado
por 100 g. de grasa ingerida) observamos que el consumo representa un patrén
mucho menos sano que el de las mujeres del estudio de Quiles. Aunque el % de
consumo de colesterol parece similar, el consumo relativo de grasas saturadas y
monoinsaturados es mucho mayor en nuestro grupo a cambio de un menor
consumo relativo de dcidos grasos poliinsaturados. Sin embargo nuestro grupo
consumié mucha mds vitamina E. Estos cdlculos, no obstante, deben ser tomados

como orientativos dado que se han realizado sobre los datos agrupados.
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Tabla VI-2. Ingesta diaria de grasas: total, colesterol, vit E y Acidos grasos

Nutrientes Nuestro grupo (todas las madres) Quiles (2006) grupo a término
X £ DS g/100 g. grasa X + DS g/100 g. grasa

Kcal 2094 + 358 2466 + 334

Grasa 84+ 20 36 104 £ 22 38
Colesterol (mg) 322 £ 95 383 400 + 138 385

Vit. E (mg) 9.8%1 12 6,1+£09 )
AGM (g) 32 45 48 55
AGP (g) 10 14 14 16
AGS (g) 30 42 25 29

(Calculada para los resultados publicados por Quiles (Quiles, 2006) y para nuestro grupo
sobre los datos totales para hacer mds homogénea la comp,orocién). AGM: Acidos grasos
monoinsaturados, AGP: Acidos grasos poliinsaturados, AGS: Acidos grasos saturados.

Los datos de consumo medio se estandarizaron al consumo de calorias, los de colesterol y
vitaminas liposolubles al consumo de grasa y los de fibra y vitamina C al consumo de
hidratos de carbono (de cada grupo, sobre los resultados medios totales)

Para evaluar la prevalencia de consumos inadecuados decidimos
comparar las ingestas estimadas como habituales, con las estimaciones medias de
requerimientos (EMR) publicadas en 2006 por la National Academy of Sciences de
los EEUU (Otten, 2006), porque son estimaciones de la cantidad de nutriente cuya
ingesta aseguraria las necesidades del 50% de la poblacion. Para la poblacién
espanola no se han publicado EMR, aunque si RDI, publicadas por el grupo de
Silvestre (Silvestre, 2007). Pero las RDI no deben ufilizarse para analizar la dieta de
grupos, porque la comparacion con ellas, expone al riesgo de sobreestimacion de
déficits (Otten, 2006). Las RDI o recomendaciones dietéticas de ingesta, son
estimaciones de la cantidad de nufriente que es capaz de asegurar la ingesta
adecuada del 95% de la poblacién. Por esto, se recomienda utilizar las EMR para el

estudio de la ingesta de grupos, debido a que al comparar la ingesta media o
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habitual de los individuos de un grupo con estos, aquellos individuos que necesitan
menos del aporte medio (superestimaciones), quedan equilibradas con las
infraestimaciones (aquellos que necesitarian Mmds). Asi comparando con estos
valores es posible aproximarse con bastante fiabilidad a la prevalencia de ingestas
inadecuadas en el grupo, mientras que la comparaciéon con los RDI sobreestimaria
la proporcion del grupo en riesgo de ingesta inadecuada (Otten, 2006).

Como puede observarse en la tabla de resultados (Tabla V-7) la prevalencia
de ingestas probablemente deficitarias es elevada para muchos nutrientes. Con las
dietas consumidas, mds de un 95% de las mujeres estaban en riesgo de consumo
deficitario de Acido Fdlico y casi un 90% del de vitamina E. Casi un 75% consumian
Vitamina A probablemente por debajo de sus necesidades, y mds de un 65% no
tenian cubiertas sus necesidades de cinc. Los requerimientos medios de vitamina C
y de cobre no fueron alcanzados por mdés del 40% de las mujeres.

Algunos autores ya han alertado sobre el riesgo de aportes insuficientes en
la dieta habitual de las mujeres lactantes, para algunos nutrientes como la fiamina,
riboflavina, vitamina B-6, B-12, vitamina A y yodo (Allen, 2005). En nuestro grupo,
observamos un escaso riesgo de déficit para la vitamina B2, la niacina o la vitamina
B12. Un 25% de las mujeres consumian menos vitamina Bé de lo recomendado, y
como se ha comentado, el consumo de dcido folico fue deficitario prdcticamente
en todas las mujeres. Este hecho quedaria paliado por la prdctica habitual de
suplementar la dieta de la mujer embarazada y lactante con suplementos
vitaminicos y especialmente con dcido fdlico. Y es importante dadas las
devastadoras consecuencias que el déficit de esta vitamina en la mujer durante las
primeras etapas de la gestacion pueden tener sobre el desarrollo fetal (Greenberg,
2011).

Al valorar la prevalencia de ingestas de riesgo por exceso, observamos que
casi un 50% de las mujeres consumia una dieta excesivamente rica en sodio, mas de
un 40% consumia un exceso de magnesio y casi un 40% consumia excesivo

manganeso (Tabla V-8).
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Sobre las necesidades nutricionales de la mujer lactante continia habiendo
muchos interrogantes (Berti, 2014). Aunque la OMS avisa de la importancia del
control del estado nutricional y de la ingesta de la mujer lactante para la salud
materno infantil, esta vigilancia no es una prdactica habitual. Nuestros datos invitan a
la reflexion ya que en el grupo estudiado, se detectd una prevalencia elevada de
dietas deficitarias. Y eso que las mujeres pertenecen a un grupo de poblacién que
segun algunos autores come mds fruta y verdura que ofros (Villar-Vidal, 2015).

Se sabe que son necesarios déficits graves para que la dieta materna
ponga en peligro la composicion de la leche materna. Sin embargo un déficit
nutricional puede influir negativamente en la salud de la propia madre y también,
de algun modo sobre las caracteristicas de la leche y el contenido de determinados
nutrientes, por ejemplo los anfioxidantes. Y, sin embargo, existen muy pocos estudios
recientes publicados sobre la dieta de las mujeres lactantes. Estos hechos y, a pesar
de que el tamano y el fipo de muestra de nuestro estudio no permiten sacar
conclusiones generalizadas, deberian alertar sobre la necesidad de valorar y
asesorar adecuadamente a las mujeres sobre su dieta en esta etapa de su vida. Los
resultfados obtenidos quizd podrian orientar las recomendaciones dietéticas,

dirigidas a las madres lactantes.
4. PORQUE ELEGIMOS LA CERVEZA SIN ALCOHOL COMO SUPLEMENTO

Hasta hace unos anos la cerveza era considerada una bebida buena para
la madre que amamantaba. Ademds, era popularmente conocida en nuestra
tradicion (y en la de otros paises) como una bebida de efectos beneficiosos para la
madre que amamanta (Olalla J, 2001; Nelson M, 2004). Los estudios demuestran que
la cerveza contiene mds de 200 compuestos diferentes, entre ellos: acido fdlico,
vitaminas del grupo B, compuestos polifendlicos y melanoidinas (Valls, 2001; Valls,
2005; Rivero, 2005; Martinez-Alvarez, 2009, Valls-Bellés, 2010; Codofer-Franch, 2013)).
Por ofra parte, la tradicibon de muchos paises le reconoce propiedades

galactogdgicas (la cerveza hace leche) aunque hay pocos estudios sobre el tema.
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Sélo hemos encontrado un estudio publicado al respecto que describe que la
cerveza puede aumentar los niveles de prolactina (Koletzko, 2000).

La cerveza dejo de considerarse una bebida adecuada para la madre que
amamanta al descubrirse que el alcohol pasaba a la leche materna (Haastrup,
2014) y que su ingesta podia causar efectos perjudiciales al lactantes. El alcohol
tiene un peso molecular de 46 Dalton (bajo) y presenta un indice leche plasma de
1.4 (se concentra en la leche), con un Tmax de 0,3-1,5 horas y un tiempo medio de
eliminacién de 0,3 horas. Su biodisponibilidad oral para el lactante es del 100%
(Sachs, 2013; Haastrup, 2014; Reece-Stremtan, 2015). El consumo cronico de alcohol
durante la lactancia puede causar sedaciéon, desmedro, irritabilidad y retraso de
desarrollo psicomotor en el lactante. Y el consumo materno agudo de cerveza
puede sedar al lactante e inhibir la secrecidon de oxitocina y disminuir el reflejo de
eyeccion y la secrecion de leche enfre un 10 y un 25%. Un estudio observd que el
consumo de cerveza con alcohol altera las cualidades sensoriales de la leche
materna. Ademds los bebés tomaron menos leche cuando sus madres tomaron
cerveza con alcohol que cuando la tomaron “sin”, aunque no hubo diferencia en el
numero de tomas que realizaron los lactantes. Las madres no fueron conscientes de
que sus bebés tomaron menos leche con la cerveza con alcohol (Mennella, 1993).
Por todo ello la cerveza (con alcohol) es considerada en la actualidad, como
sustancia de consumo con riesgo de nivel 2/3 (poco seguras y desaconsejadas).

Varios estudios han demostrado que la cerveza sin alcohol conserva gran
parte de las caracteristicas nutricionales de la cerveza tradicional y es rica en
antfioxidantes especialmente polifenoles y otros flavonoides, ademds de minerales
como el selenio (Martinez, 2007; Valls-Bellés, 2008; Martinez, 2009; Valls-Bellés, 2010).
Ademds, se ha descrito que también mantiene el efecto galactogogo de la
cerveza (Koletzko, 2000). Por ofra parte, ya en el ano 93, Mennella (Menella, 1993),
describe pequenas variaciones sensoriales (de olor) en la leche de las madres tras el
consumo de cerveza “sin alcohol”, aunque describe que los lactantes del
experimento no mostraron cambios en su patrén de ingesta y los andlisis biogquimicos

no detectaron contenido alcohdlico en la leche. Menella, no pudo descartar la
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presencia de pequenas cantidades de alcohol en la leche tras la ingesta de
cervezas sin alcohol (la cerveza utilizada contenia alcohol: 0,4%) y calcularon una
dosis de contenido aproximado posible, en leche, de aproximadamente 3 mg/dL
(40 ppm) pero no detectaron contenido alcohdlico en las muestras de leche
analizadas. Recientemente, se ha publicado que tras la ingesta de una cantfidad no
despreciable de cerveza sin alcohol (1,5 L), tan sélo una pequena proporcion de las
muestras de leche de las madres lactantes mostrd niveles traza (mdximo de 0,0021
g/L), y ello solamente cuando fueron fomas inmediatamente después de la ingesta,
pero nada en las muestras tomadas con mds de una hora de tiempo fras la toma.
Esto parece confirmar la inocuidad de esta bebida para el lactante (Schneider,
2013). Por todo lo expuesto: propiedades nutricionales, calidad antioxidante,
popularidad entre las mujeres lactantes, posibles efectos beneficiosos e inocuidad
demostrada para el lactante, consideramos a la cerveza sin alcohol como una

bebida adecuada para comprobar nuestra hipdtesis.

5. SOBRE LOS METODOS PARA DETERMINAR LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA
LECHE

La capacidad antioxidante total (CAT) es una medida de la capacidad de
la leche materna para controlar el desequilibrio REDOX. Este pardmetro no solo
recoge la suma de actividades de los diversos antioxidantes conocidos, sino
también de los desconocidos y de las interacciones entre todos ellos. Por eso la
medicion de la capacidad antioxidante se ha descrito como un indicador sensible
que permite detectar pequenas diferencias mucho mejor que las mediciones de los
antioxidantes por separado (Turoli, 2009). Para medirla y determinar sus variaciones
a lo largo del tiempo y en cada grupo y para mejorar la capacidad de detectar
diferencias en funcidn de la suplementacidn, decidimos utilizar 3 métodos
diferentes. Cada método mide la capacidad antioxidante de compuestos
bioactivos diferentes con capacidades antioxidantes variables y con acciones
sinérgicas en muchos casos (unos miden la capacidad de donar electrones a un

determinado RL, otfros la habilidad para detener algun tipo de fuente de inicio de
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oxidacién, la quelacion de un metal de transiciéon o la absorcidn de radiacion
ultravioleta). Los resultados obtenidos con diferentes métodos en una misma
muestra, suelen por tanto, obtener resultados diferentes ya que determinan
acciones antioxidantes diversas. Dado que en la leche, como se ha visto
previaomente coexisten diversas sustancias antioxidantes, con capacidad para
inferaccionar entre si (Friel, 2011), con mecanismos todavia no del todo conocidos,
era de esperar que los distintos métodos obtuvieran resultados diferentes, lo que por
otfra parte ya habia sido descrito por otros (Janaszewska, 2002).

Tampoco se ha observado una relacidon directa con el contenido de
determinados antioxidantes y la capacidad antioxidante total (Vaya, 2011). Algunos
autores han observado una ausencia de correlacion entre los valores medidos de
capacidad antioxidante por dos métodos (ABTS'+ y DPPH) y han sugerido que a
pesar de que ambos métodos puedan medir la capacidad reductora de un liquido
corporal, cada uno de ellos mediria el contenido de distintos compuestos. Por
ejemplo el DPPH no mide adecuadamente el efecto antfioxidante de los
carotenoides que pudieran estar presentes en la leche estudiada (Martysiak, 2012).
El FRAP mide especialmente bien la actividad antfioxidante de compuestos como el
acido ascoérbico, el alfa tocoferol, el dcido Urico, la bilirubina y los compuestos

fendlicos pero no la de proteinas, glutation o dcido lipdico (Benzie, 1999).

Todo esto nos llevd a utilizar mds de un método en los andlisis y a ufilizar 3
métodos ampliamente utilizados por otros autores para la medicidén de la
capacidad antioxidante de la leche humana. El empleo de varios métodos obtiene
diferentes resultados como consecuencia de la medicion de diferentes
componentes e interacciones entre los mismos. Por ello, consideramos que la
valoraciéon de esta capacidad antioxidante, con diferentes métodos, es Ufil y
permite evaluarla mejor, especialmente si esta valoracion estd destinada a detectar

diferencias tras intervenciones como en nuestro caso.

6. SOBRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA LECHE HUMANA
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Al analizar los resultados obtenidos sobre la capacidad antfioxidante de la
leche madura con el método ABTS**, nuestros valores fueron superiores a los
publicados para mujeres portfuguesas (399 umol/L) (Matos, 2009) o Polacas (381,84
pMmol/L) (Martysiak-Zurowska, 2012) y similares a los publicados por los italianos ((3818
pMmol/L) (Turoli, 2004). Los valores determinados en nuestras mujeres se asemejan a
los descritos en las mujeres italianas en lo que probablemente influye la similitud de
la alimentacidn de nuestras poblaciones.

Con el método DPPH los autores polacos (Martysiak-Zurowska, 2012)
observaron niveles medios en leche de fransicion (25,23 umol/100 mL) muy
semejantes a los encontrados en la leche de fransicidon de nuestro grupo conftrol y
algo inferiores a los del grupo de intervencion (28,33 umol/100 mL).

Con el método FRAP, Zarban (Zarban, 2009) obtuvo valores muy inferiores a
los de la leche de las mujeres de nuestro grupo control, tanto en calostro (1,06
mmol/L vs 3,21 mmol/L) como en leche madura (0,82 mM/L frente a 2,49 mM/L). Y
desde luego muy inferiores a los de la leche madura de las mujeres suplementadas
(3,18 mM/L).

Podemos resumir por tanto que la capacidad antioxidante de las mujeres
de nuestro estudio fue superior a la publicada para mujeres portuguesas, polacas o
la iranies, y son mds parecidos a la medida entre las mujeres italianas. A pesar de
gue ningun grupo de los nombrados tiene muestras suficientemente amplias ni
representativas de la poblacién general, los resultados son congruentes con los tipos
de alimentaciéon, previsiblemente mds ricos en alimentos con contenido
antfioxidante elevado en la poblacién italiana y espanola (verduras y frutas frescas y
aceite de oliva).

Nuestros resultados indican que la leche humana confiene antioxidantes y
una capacidad antioxidante total que es el resultado no sélo de la concentracion
de anfioxidantes sino de las interacciones enfre los mismos. Algunos han
argumentado que la capacidad antioxidante total y el contenido antioxidante de
la leche humana estarian destinados principalmente a proporcionarle estabilidad y

protegerla frente al enranciamiento de sus compuestos. Sin embargo conviene
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recordar que la leche es un liquido vivo, producido prdcticamente mientras se
consume. Por ello, es muy probable su contenido antioxidante esté dirigido a la
proteccion antioxidante del neonato cuyas defensas en este aspecto son todavia

inmaduras (incluso en el recién nacido a término sano).

7. SOBRE LAS VARIACIONES DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE LA
LECHE HUMANA

Los valores de la CAT de la leche en el grupo control, fueron superiores en
calostro respecto a la de la leche de transicion (15 dias) y a los de la leche madura
(30 dias) en el grupo control. Esta disminucion de CAT fue constatada con los tres
metodos utilizados. Con ello nuestros resultados ratifican los de numerosos autores
que han observado una disminucion de la CAT de la leche materna a lo largo del
tiempo (Nykniaz, 2013; Zarban, 2009, Li, 2009; Ezaki, 2008; Mataix, 2008; Quiles, 2006;
Meneses, 2005, Alberti-Fidanza, 2002).

La capacidad antioxidante de la leche humana en las mujeres de nuestro
grupo conftrol disminuyd, a lo largo del primer mes, de modo similar a lo descrito por
otros, lo que parece ratificar el hecho de que la capacidad antioxidante de la
leche humana, disminuye a lo largo del primer mes postparto, en las madres sanas

con recién nacidos a término, si no se realiza ninguna intervencion.

8. SOBRE LA INFLUENCIA DE LA SUPLEMENTACION EN LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE LA LECHE

El método ABTS** mide la capacidad de la leche de donar electrones a un
radical libre (ABTS**) pero tiene el inconveniente de obtener valores con rangos muy
estrechos, lo que limita el andlisis estadistico especialmente cuando el nUmero de
muestras no es grande (Ezaki, 2007). Con este método la CAT del calostro fue
significativamente superior a la de la leche de transicion y a la de la leche madura,
en ambos grupos (Tabla V-9 y Figura V-1).

El método DPPH, aungque mide igualmente la capacidad de donar

electrones a un radical libre, es una técnica con un rango mas amplio de valores en
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los resultados y por ello permite valorar mejor las diferencias cuando se comparan
grupos o intervenciones (Ezaki, 2007). Con este método observamos que en el grupo
de mujeres que habia suplementado su dieta, la CAT del calostro se mantuvo
estable a lo largo del primer mes y no se observd disminucion significativa de la
misma ni en la leche de transicién ni en la leche madura. Sin embargo en el grupo
control si se constatd, con este método también, una disminucion de la capacidad
antioxidante de la leche a lo largo del primer mes que resultdé en una capacidad
antioxidante significativamente inferior en la leche madura respecto a la del
calostro.

Al valorar la evolucidon de la capacidad antioxidante a lo largo del primer
mes con el método FRAP, constatamos igualmente, y de modo similar a lo
observado por otros autores (Zarban, 2009), una disminucién de la capacidad
antioxidante en la leche de ambos grupos con valores significativamente inferiores
en leche madura respecto al calostro. La disminucién de la capacidad antioxidante
se observd ya en los primeros 15 dias, con valores significativamente mds bajos en la
leche de transicidn respecto al calostro en ambos grupos, pero en el grupo
suplementado la capacidad antioxidante total de la leche de fransicion no
continud disminuyendo y se estabilizd después de los primeros 15 dias.

Estos resultados parecen indicar que la suplementaciéon de la dieta materna
con una bebida rica en antioxidantes como la cerveza sin alcohol podria tener
efectos positivos sobre la capacidad antioxidante total de la leche materna a lo
largo del tiempo. Hallazgos similares han sido descritos por otros autores en relaciéon
con la ingesta de suplementos vitaminicos (Alberti-Fidanza, 2002) o de simbidticos
(Nykniaz, 2013).

Podriamos resumir diciendo que la suplementacién de la dieta materna con
una bebida rica en antioxidantes, como la cerveza sin alcohol, durante el primer
mes postparto, mejord significativamente la capacidad antioxidante de la leche
humana. Y estos resultados podrian indicar que la disminucién de la capacidad
antioxidante total de la leche humana a lo largo del primer mes postparto puede

ser debida a un agotamiento de las reservas maternas destinadas a la reparacion
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de su propio dano, mds que a una supuesta menor necesidad del lactante. Se ha
observado que los efectos del dano oxidativo en la época neonatal pueden
mantenerse en el tiempo vy ser detectados hasta 13 anos después (Franco, 2007),

por ello, estos aspectos de nuestro estudio podrian ser relevantes.

9. SOBRE EL CONTENIDO ANTIOXIDANTE DE LA LECHE HUMANA: POLIFENOLES Y
COQuo

El contenido en polifenoles disminuyd en la leche de las madres en ambos
grupos desde la fase de calostro a la leche madura. Esto puede indicar que, o bien
el cuerpo materno no los consideraba necesarios para la defensa neonatal o que
los antfioxidantes extras proporcionados por la cerveza no fueron suficientes. Existen
muy pocos estudios sobre la presencia de polifenoles en la leche humana, Algunos
autores han demostrado la presencia en leche de isoflavonas tras el consumo
materno de leche de soja o tofu. Asi como, la relacidén dosis respuesta entre el
consumo Y la concentracién en leche y la aparicion asi mismo de estos compuestos
en la orina neonatal (Frankee, 2006). Li determind el contenido en polifenoles en é
muestras de leche materna pero su objetivo era comparar el contenido con el de
leches de férmula (Li, 2009) y Vdzquez determind el contenido en polifenoles en la
leche de 10 mujeres mejicanas con el objetivo de validar un nuevo método de
extraccion (Vazquez, 2015). Un estudio reciente analizé el contenido de diversos
flavonoides (epicatequina naringenina, kaempferol o quercetina entre otros) en la
leche humana de 17 mujeres, madres de recién nacidos a término vy, salvo para el
kaempferol, no se observaron variaciones en sus concentraciones en la leche a lo
largo del primer mes. No obstante estos autores no estudiaron el contenido total en
polifenoles (Song, 2013). A pesar de que el interés sobre el estudio del contenido en
polifenoles de distintos alimentos es creciente, el estudio de su presencia en la leche
humana es todavia escaso. Sin embargo se conoce que los polifenoles tienen
importantes acciones: antioxidantes, antiinflamatorias, inhibicion de la agregacion
plaquetaria, inmunoldgicas e incluso de proteccion de la molécula del ADN

(Babbar, 2015). Y conviene no olvidar que la leche es la Unica fuente de polifenoles
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en las primeras etapas de la vida. Nuestro estudio es el primero en analizar no sdélo el
contenido en polifenoles de la leche, sino su evoluciéon a lo largo del tiempo y la
relacién de su concentraciéon en leche con ingestas extras en la dieta materna.

Los primeros estudios sobre la evolucion de los niveles de CoQ10 en leche
humana fueron publicados por Quiles (Quiles, 2006). En un estudio con una muestra
muy similar a la nuestra, de mujeres espanolas con recién nacidos a ftérmino,
describieron niveles de CoQ10 en calostro, muy similares a los de nuestras madres
(6,97 £ 0,53 pMol/L), aunque inferiores (4,21 + 0,5 pMol/L) en leche madura (en el
grupo de RN a término).

Las mujeres de nuestro estudio mostraron una tendencia hacia niveles
inferiores en leche de transicion, disminucidén que, sin embargo, no fue significativa
en ninguno de los dos grupos. Pero después de los 15 dias, observamos un aumento
de los niveles de CoQ10, y su concentraciéon media fue superior en leche madura a
la concentracion media medida en calostro.

Tras el estudio de Quiles no hemos encontrado mds estudios sobre la
evolucion de los niveles de CoQ10 en leche humana que pudieran verter alguna luz
sobre estos hallazgos y las diferencias de tendencia encontradas entre nuestro
grupo vy el de Quiles. Las mujeres estudiadas por Quiles tenian un IMC medio superior
(de 26 £ 0,4) y su ingesta caldrica media, asi como la ingesta fotal de grasas fue
muy superior a la encontrada por nosotros, aunque no la ingesta relativa (como %
de Kcal). Si calculamos, de los datos publicados por Quiles, el % de aporte de cada
tipo de dcidos grasos respecto a la ingesta total de grasa y lo comparamos con la
ingesta determinada en nuestro grupo, observamos que nuestras madres tomaron
mayor proporcidon de dcidos grasos saturados y menos poliinsaturados vy
monoinsaturados que el grupo de Quiles. Lo que quizd pudiera tener alguna
influencia en las diferencias observadas en los niveles de CoQ10. No hemos
encontrado sin embargo literatura al respecto.

A pesar, sin embargo, de que se observd una tendencia al aumento de los
niveles de CoQl10 en ambos grupos, sélo en el grupo de intervencién estas

diferencias fueron significativas. Sélo este grupo mostrd niveles significativamente
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superiores en leche de transicién y leche madura frente al contenido en calostro.
Ademds las concentraciones iniciales no fueron significativamente diferentes entre
los grupos en la leche de calostro ni en la leche madura.

La CoQl0 es el antioxidante lipofilico mds importante, protege de la
oxidacién al ADN y puede, por tanto, afectar a la expresion de los genes. Inhibe la
oxidacioén protéica y su ingesta se ha relacionado con proteccion hepdtica, con
accioén directa antiaterogénica, con mejoras de la funcionalidad cardiaca e incluso
con neuroproteccioén (Quiles, 2005; Litarru, 2007; Jing, 2015).

Un contenido mas elevado de CoQ10 en calostro puede ser la respuesta a
las necesidades elevadas del neonato tras el nacimiento (Ochoa, 2007). La
disminucion posterior derivaria entonces del gasto inicial de reservas maternas. El
aumento que se observa en la leche madura con niveles significativamente
superiores de Q10, podria interpretarse como que la madre, tras un primer periodo
ha vuelto a la estabilizacion y al precisar menor cantidad de antioxidantes para su
propia defensa, puede disponer de ellos para el aporte en la leche.

Conviene recordar, por ofra parte, que el CoQl0 es sintetizada
enddégenamente, aungue su suplementacion dietética se ha relacionado con un
mejor estatus REDOX, con la reparacion de danos derivados de estrés oxidativo y
con la proteccién de los danos causados por UVB y ROS (Jing, 2011).

Los niveles de CoQ10 han sido relacionados por diversos autores de modo
directo con la capacidad antfioxidante total de la leche humana (Quiles, 2006; Li,
2009) y la administracion exdgena de Co Q10 se ha asociado a una mejora en la
respuesta inmune (Bentinger M, 2003). Por otra parte, se ha observado un
incremento en los niveles de CoQ10 del nacimiento a los 20 anos con descensos
variables posteriores y segun los tejidos, de modo que los niveles al nacimiento
igualan a los encontrados en personas de 80 anos (Quiles, 1999). Por tanto la
preservacion o incremento de los niveles de CoQl10 neonatales pueden tener
influencia sobre los niveles a lo largo de toda la vida. Por esto el hallazgo de niveles

de Coenzima Q10 aumentados en la leche de las madres que suplementaron su
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dieta con cerveza sin alcohol, es un hallazgo interesante y novedoso de nuestro

estudio.
10. SOBRE EL DANO OXIDATIVO NEONATAL

Para constatar si los cambios observados en la leche tfenian alguna
consecuencia sobre el metabolismo REDOX neonatal, medimos en la orina de 1os
lactantes, el CGC, como proxy de dano oxidativo a proteinas, el MDA como proxy
de dano a lipidos y la 80HAG como proxy de dano a ADN (Schmidt, 1996;
Winterbourn, 2000; Shoji, 2004).

La determinacion de los niveles de grupos carbonilo estd reconocido como
un buen marcador de dano oxidativo a proteinas, y niveles elevados han sido
correlacionados con un aumento de riesgo de cdncer de mama (Zippri, 2009).

Los niveles medidos en la orina de nuestros lactantes, fueron similares
inicialmente en ambos grupos de neonatos (no hubo diferencias significativas
intergrupos) pero no hemos encontrado estudios en la literatura sobre este
marcador para el estrés oxidativo neonatal, por lo que no fue posible comparar
resultados con ofros autores. Sin embargo si podemos decir que observamos signos
indicativos de reparacion del dano del dia 2 al dia 30, en ambos grupos de
neonatos, que mostraron niveles inferiores en la orina del dia 30. La disminucion ya
se presentd en los primeros 15 dias aunque la disminucion sélo fue significativa para
el grupo de intervencién. Y tan sélo en este grupo, se observaron niveles
significativamente mds bajos al comparar CGC en la orina de los primeros dias
frente al dia 30.

El CGC como marcador de dano oxidativo en plasma es una técnica bien
conocida y utilizada y se ha observado que los recién nacidos con bajo peso o los
grandes para la edad gestacional tienen niveles mds elevados que los recién
nacidos con peso adecuado para la edad gestacional (Saker, 2008). Ademds se ha
descrito que los recién nacidos pretérmino tienen niveles mds elevados en plasma
(Friel, 2011).
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Dado gue nuestro estudio se realizd en recién nacidos sanos a término,
decidimos medir este marcador en orina para evitar métodos mds cruentos. No
hemos encontrado otros estudios al respecto en la literatura, sin embargo la
homogeneidad de los resultados y la disminucion de los niveles a lo largo del primer
mes hace pensar que este podria ser un buen marcador de dano oxidativo para
estudios en neonatos.

Los niveles de MDA en orina neonatal son considerados como buenos
indicadores de dano oxidativo en neonatos pretérmino. Algunos autores
(Schlenzing, 1993) observan niveles mds elevados en los prematuros de muy bajo
peso al nacimiento (1,16 + 0,9 nmol/mL) o que requirieron oxigenoterapia o
ventilacion asistida. Otros (Korchazhkina, 2007) describen niveles inferiores (0,98 *
0,56 nM/mL) en recién nacidos pretérmino sin requerimientos adicionales de
oxigeno. Los niveles detectados en nuestros neonatos fueron inferiores debido
probablemente a que se trataba de recién nacidos a término y sin enfermedad. A
pesar de ello, los niveles iniciales de MDA (que no fueron significativamente
diferentes entre grupos en las muestras ftomadas al inicio del estudio) disminuyeron a
lo largo del primer mes. De ello puede inferirse que se produjo una eficiente
reparacion del dano inicial en los neonatos de ambos grupos, que se traduce en
niveles significativamente menores del dia 2 al dia 30. La reparacion del dano fue
especialmente evidente en los primeros 15 dias, pero el nivel de reparacion
continud, con una disminucidn significativa, del dia 15 al dia 30, sélo en el grupo de
intervencion, aunque la disminucién inicial fue suficiente en ambos grupos para
determinar niveles significativamente inferiores en ambos a los 30 dias.

Se observd por tanto, una mayor disminucion del dano en el grupo de
intervencion (en el que las madres habian mostrado mejor capacidad antioxidante
en su leche y mayor contenido en CoQ10). No hemos encontrado publicaciones
como la nuestra referidos a neonatos sanos, pero los resultados parecen indicar que
este marcador podria ser utilizado como un indicador adecuado para evaluar el

dano oxidativo, también en este grupo, es decir en recién nacidos sanos.
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La excrecidon de 8-OH-dG en oring, es un indicador sensible, y muy utilizado
por ello, para la medicidon del dano oxidativo sufrido por el ADN en los recién
nacidos pretérmino. Y segun algunos autores, este marcador es también adecuado
como indicador de enfermedades causadas por radicales libres en los neonatos de
muy bajo peso al nacimiento y para medir los efectos de la suplementacién con
anfioxidantes (Shoji, 2011). Para ofros autores, se trata de un indicador que mide sélo
parcialmente el dano oxidativo infringido al ADN (Ledo, 2006). La medicion de los
niveles de 80OH-dG en los lactantes de nuestro estudio mostré niveles no
significativamente diferentes entre los grupos. Con ello comprobamos que no habia
diferencias de partida en la situacion oxidativa de los recién nacidos de ambos
grupos. Sin embargo estos niveles iniciales fueron inferiores a los descritos por ofros
autores. Aunque otros grupos han publicado resultados diversos hay pocos que
hayan estudiado este marcador en recién nacidos a término.

En los dos grupos de lactantes que estudiomos, observamos una
disminucion de los niveles de 8-OH-dG a lo largo del primer mes. En el grupo de
infervencion, esta disminucion ya resultd significativa el dia 15, pero no en el grupo
confrol. En estudios realizados en recién nacidos sanos (Shoji 2003) y en recién
nacidos pretérmino (Shoji, 2004, Friel, 2002, Ledo, 2006) varios autores muestran que
el dano oxidativo medido por este indicador es mejor reparado cuando los recién
nacidos son alimentados con leche materna (Friel, 2002). En nuestro estudio todos
los recién nacidos estaban siendo amamantados, por lo que las diferencias
observadas entre los grupos podrian ser atribuidos al mayor aporte de antioxidantes
detectado en la leche de las mujeres que habian suplementado su dieta.

En nuestro grupo teniamos lactantes a término y sanos, que no habian
precisado ni siquiera reanimacion neonatal, y cuyas madres eran sanas y todos ellos
amamantados. Por esto era de esperar que el dano oxidativo del ADN no fuera
elevado y también que aun aumentando la capacidad antioxidante total de la
leche materna en el grupo de mujeres suplementado, fuera dificil observar

diferencias entre grupos. Es posible que un estudio sobre un mayor niUmero de
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lactantes y un seguimiento durante un periodo mds largo, pudiera detectar mayores
diferencias.

Por ofra parte, aunque nuestros resultados demuestran sin duda una mejora
en las caracteristicas antioxidantes de la leche materna, los resultados obtenidos en
la orina de los lactantes son mucho mds limitados. Otfros autores han realizado sus
estudios en plasma neonatal de neonatos ingresados pretérmino o con bajo peso y
muchos de ellos enfermos. Aunque seria interesante poder realizar un estudio del
cambio oxidativo en plasma en lactantes amamantados sanos en relacidon al
estatus nutricional y oxidativo materno, quizd sea necesario esperar a la innovacion
técnica que permita realizarlas en micro-muestra, o con técnicas transcutdneas que

permitan evitar el empleo de técnicas cruentas.
A MODO DE RESUMEN

Observamos que la capacidad anfioxidante total y el contenido en
antfioxidantes (polifenoles y CoQ10) de la leche materna disminuyeron a lo largo de
la lactancia junto a la mejora de los niveles iniciales de los marcadores de dano
oxidativo (CGC, MDA, 80OHJG) medidos en la orina neonatal. Estos hechos, similares
a los descritos por otros, indican la presencia de estrés oxidativo durante y tras el
parto (Shoji 2004, Buonocuore, 2002, Ezaki, 2007; Erdem, 2012) y la posible
adaptacién de la composicidon de la leche (en este caso en sus propiedades
antioxidantes) a las necesidades decrecientes del neonato. Es posible, por tanto,
que el contenido anfioxidante en calostro sea mayor por estar destinado a
responder a la necesidad del recién nacido, en el periodo de mdxima
vulnerabilidad y de mdximo estrés oxidativo.

Pero nuestros resultados muestran que la suplementacion dietética con
cerveza sin alcohol mejord la capacidad y el contenido antioxidante de la leche de
las madres y que esto se tradujo en una mejor reparacion del dano oxidativo
neonatal. Esto, contravendria la explicacion anterior y podria indicar que los niveles

decrecientes de antfioxidantes en la leche materna, pudieran ser consecuencia de
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la disminucién de las reservas maternas, cuyo organismo también debe hacer frente
a importantes danos oxidativos tras el parto (Agarwal, 2012). En nuestro estudio, la
adicién de una bebida rica en antioxidantes mantuvo mejor la riqueza antioxidante
de la leche y contribuyd a mejorar la reparacion de los danos oxidativos en el
neonato amamantado. Estos resultados, parecen indicar que es posible mantener
la capacidad antioxidante en la leche materna mds alld de los primeros dias,
suplementando la dieta con una bebida rica en sustancias antfioxidantes. Lo que
apuntaria a que quizd la disminucién de la capacidad antioxidante de la leche
humana no sea sélo debida a una adaptacion a las necesidades del recién nacido.

La mayoria de los estudios, en este campo se han realizado con recién
nacidos pretérmino. Nuestro estudio, realizado con recién nacidos a término, sanos,
aporta mds evidencia al hecho de que la leche materna, especialmente el
calostro, es capaz de ayudar al neonato a paliar los efectos del estrés oxidativo
derivado del nacimiento. Y, esto es importante, no sélo para los recién nacidos
pretérmino para los que se ha descrito la relacion del dano oxidativo con
enfermedades neonatales graves. De acuerdo con los estudios, existe una
correlacion inversa entre la alimentacidén con lactancia materna y algunas
enfermedades degenerativas en la vida adulta como la Diabetes Mellitus, el cancer
o las enfermedades cardiovasculares y todas ellas estdn relacionadas con el dano
oxidativo. Y, quizd en parte, esto esté relacionado con la reparacion del dano
neonatal gracias al aporte de antioxidacién de la leche materna, muy superior al
de los suceddneos. Es posible por tanto que asegurar una dieta equilibrada y rica en
antioxidantes, contribuya a mejorar el contenido y propiedades antfioxidantes de la

leche humana vy la salud del lactante y del futuro adulto.
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VII. CONCLUSIONES:
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CONCLUSIONES:

1. Las mujeres de nuestro estudio mostraron dietas desequilibradas y poco sanas

con:

a. bajo consumo de hidratos de carbono,
elevado consumo de grasas con exceso de dcidos grasos saturados y
mononinsaturados y deficitario en poliinsaturados,

c. bajo consumo de dcido félico, vitamina E, vitamina A, cobre y cinc,

d. y un consumo excesivo de sodio.

2. La capacidad antioxidante detectada en las mujeres de nuestro estudio fue
superior a la descrita en grupos de mujeres portuguesas o polacas y mds
parecidas a la de las mujeres italianas.

3. La capacidad antioxidante de la leche humana, disminuye a lo largo del
primer mes postparto, en las madres sanas con recién nacidos a término, si no
se realiza ninguna intervencion.

4. La leche materna contiene cantidades no despreciables de polifenoles y
coenzima Q10, que muy probablemente estén en relacidn con la dieta
marterna.

5. El contenido en CoQ10 disminuye en los primeros 15 dias postparto pero se
recupera posteriormente.

6. El contenido en polifenoles disminuye a lo largo del primer mes postparto.

7. La suplementacién de la dieta materna con una bebida rica en
antioxidantes como la cerveza sin alcohol, durante el primer mes postparto,
modifica positivamente el estatus oxidativo de la leche humana

8. La suplementaciéon de la dieta materna con una bebida rica en

anfioxidantes mejora su contenido en coenzima Q10.
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9. El estatus oxidativo de los RN a término amamantados mejora cuando la

calidad oxidativa de la leche materna mejora.

CONCLUSION FINAL

Como resultado de este frabajo concluimos que la suplementacion
con cerveza sin alcohol aumenta la actividad y el contenido antioxidante de
la leche materna durante el primer mes postparto y contribuye a mejorar los

danos producidos por el estrés oxidativo en el recién nacido.
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ANEXO 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO

La lactancia materna es el alimento disenado por la naturaleza para la
alimentacion y crianza del bebé humano, sus propiedades Unicas de especie,
aseguran un desarrollo éptimo del nino y protegen la salud de la madre y de su hijo
amamantado. En la actualidad se recomienda la alimentacion del lactante con
leche humana exclusiva hasta los 6 meses y complementada con ofros alimentos
hasta los 2 anos o mads. Los beneficios de la leche humana suponen que los
lactantes amamantados se desarrollan con todo su potencial y alcanzan
coeficientes intelectuales mds altos que los no amamantados. Ademds padecen
menos enfermedades no sdlo durante el tiempo de amamantamiento sino anos
después, padeciendo menos enfermedades créonicas como la obesidad, la
arterioesclerosis, la diabetes mellitus e incluso algunos tipos de cdnceres. La madre
que amamanta también protege su salud y previene enfermedades como el
cdncer de mama, la hipertension, la artritis reumatoide o la obesidad. Parte de estas
propiedades beneficiosas se atribuyen a la capacidad antioxidante de la leche
humana, pero los componentes especificos con esta capacidad antfioxidante no
son todavia bien conocidos. Por ello, un equipo de profesionales de la Agencia
Valenciana de Salud en el Hospital Dr. Peset y el Centro de Salud de Fuente de San
Luis, en colaboracién con el departamento de Pediatria de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Valencia han disenado el estudio titulado:
“Influencia de la dieta materna en la capacidad antioxidante de la leche humana
y sus repercusiones en el lactante”. Este estudio tiene como objetivo analizar las
propiedades antioxidantes de la leche humana en relacion con la dieta que come
su madre y como esto influye en el lactante.

Solicitamos su colaboracion en este estudio y le pedimos que nos permita
obtener muestras de sangre, leche y orina suyas y de orina de su hijo o hija durante
el primer mes de vida. Estas muestras se tomardn en los primeros dias tras el
nacimiento en el Hospital Dr. Peset, y después a los 15 dias y al mes de vida. Su

participacion en el estudio terminard tras la visita del mes. Durante este mes de
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seguimiento y para evitarle desplazamientos innecesarios las visitas del estudio
coincidirdn con los controles de salud del programa de salud del nino de la
Conselleria de Sanitat. Por este motivo las visitas de los 15 dias y del mes, asi como la
primera visita del recién nacido a las 48 horas fras la salida del hospital se realizardn
en el Centro de Salud de la Fuente de San Luis en la consulta de pediatria n° 6 con
la Dra Maite Herndndez y la enfermera Cinta Borja y ustedes no precisardn acudir al
Centro de Salud que les corresponda por zona. Al finalizar la Ultima visita del
seguimiento (al mes de vida de su hijo o hija) se le hard entrega de un pequeno
obsequio como agradecimiento a su participacién y una carta para entregar a su
pediatra al objeto de que conozca su participacion en este estudio. Para las
siguientes visitas del Programa de Salud deberdn ustedes acudir al Centro de Salud
al que estén adscritos. Para cualquier duda o problema sobre lactancia materna y
si asi lo desean podrdn ustedes acudir a la Consulta de Lactancia del Centro de
Salud de Fuente de San Luis, previa peticion de cita.

Durante el mes de seguimiento se le pedird que registre usted su dieta en 3
ocasiones, por escrito. Durante el primer mes no debe tomar café, té o chocolate
ya que interferiria con el objetivo del estudio. Se le proporcionard toda la ayuda
necesaria para que usted pueda alimentar a su bebé con leche materna. En este
estudio sélo pueden participar los bebés y las madres que amamantan, Las
muestras obtenidas durante el estudio se destinardn Unicamente a los fines de
investigacion definidos en el mismo.

Los datos que se le soliciten tendrdn cardcter estrictamente confidencial.

Tras haber leido lo anterior y aclarado cualquier duda que les surja a usted o
su pareja, si desea participar le agradeceremos firme la siguiente hoja de

participacion con consentimiento informado.

D] o @ T , de...anos de edad y con DNI n°....... ,

manifiesta que ha sido informada sobre los beneficios que podria suponer el andlisis
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de mi leche junto al andlisis de orina de mi hijo/a........... y de mi orina, asi como a la
extraccién de un volumen de 10 mL de mi sangre, para llevar a cabo la
investigacion “Influencia de la dieta en la capacidad antioxidante de la leche
humana vy su repercusion en el lactante”.

He sido informada de los posibles perjuicios que la extraccion de una
muestra de 10 mL de sangre puede tener sobre mi bienestar y salud.

He sido también informada de que nuestros datos personales serdn
protegidos e incluidos en un fichero que deberd estar sometido a y con las garantias
de laley 15/1999 de 13 de diciembre.

Tomando ello en consideracion, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a
Andlisis de mileche

Andlisis de la orina de mi hijo/a

Andlisis de mi orina

Extraccion de 10 mL de mi sangre

Y que todo ello sea utilizado para cubrir los objetivos especificados en el
proyecto.
Valencia, a.....de.......... de 200...

Fdo. Dna
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ANEXO 4. CARTA PARA LAS MADRES Y PADRES

Centro de Salud Fuente de San Luis

Arabista Ambrosio Huici 30

Consulta de Lactancia Materna

Tfno 961972861 Fecha

Estimados padres de

Tras finalizar la participacion en el estudio sobre las propiedades
antioxidantes de la leche materna que se realiza en colaboracién con el Hospital Dr
Peset y el Departamento de Pediatfriac de la Facultad de Medicina queremos
agradeceros vuestra participacion con un pequeno obsequio que esperamaos os
resulte Util.

A partir de ahora y a la mayor brevedad posible es importante que 0s
pongdis en contacto con vuestro centro de salud y solicitéis fecha para las proximas
citas del programa de salud del nino. Os entregamos una carta para vuestro
pediatra que podéis entregar en la primera visita que realicéis en el centro de salud.

Fdo:

M? Teresa Herndndez Aguilar, pediatra
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ANEXO 5. MODELO DE REGISTRO DE 24 HORAS

Nombre y apellidos: Fecha:
Desperté alas Me acosté a las:
HORA ALIMENTO CANTIDAD MODO OBSERVACIONES
PREPARACION
(detallar
ingredientes)
desayuno
ALMUERZO
MERIENDA
CENA
RESOPON
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ANEXO 6. CARTA AL PEDIATRA

Centro de Salud Fuente de San Luis

Arabista Ambrosio Huici 30

Consulta de Lactancia Materna

Tfno 961972861 Fecha

Estimad_ companer_,

Hemos estado siguiendo a tu paciente

en esta consulta de lactancia por haber

aceptado participar en el estudio de antioxidantes y leche materna. Este estudio se
realiza en colaboracién con el Hospital Dr Peset y el Departamento de Pediatria de
la Facultad de Medicina.

Para facilitar a las madres parficipantes, su asistencia, se realizan las
revisiones del recién nacido, de los 15 dias y del mes, en esta consulta
aprovechando las citas en las que estd citada para los controles que precisa el
estudio.

En este momento y habiendo finalizado su participacion la remitimos de
nuevo a tu consulta para los controles habituales.

Quedamos a tu disposicion para ulteriores consultas de lactancia si
precisaras

Un saludo afectuoso

Dra M® Teresa Herndndez Aguilar
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ANEXO 7. TABLA DE ABREVIATURAS:

Oxigeno singlete

8-OHdG 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina

ABTS Acido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)
ADN Acido deoxirribonucleico

AESAN Agencia de Seguridad Alimentaria y Nutricion
AGEs Productos avanzados de glicacion
AGM Acidos grasos monoinsaturados

AGP Acidos grasos poliinsaturados

AGS Acidos grasos saturados

AK Adenilato Kinasa

ALT Alanina aminotransferasa

Aox Actividad antfioxidante

ARE Elementos de respuesta a antfioxidantes
ARN Acido ribonucléico

AST Aspartato aminotransferasa

ATP Adenosina frifosfato

Ca Calcio

CAT Capacidad antioxidante Total

Catq Catequinas

CGC Contenido en grupos carbonilo

Ci Cloro

CIHH Acido Clorhidrico

CoQ10 Coenzima Q10

Cu Cobre

ChO Hidratos de carbono

d dia
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DS Desviacion standard

DHA Acido docosahexaendico

dL decilitro

DNFH 2,4-dinitrofenilhidrazina

DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

DT-diaforasa NADPH-quinona oxidoreductasa

e electron

EDTA Acido etilendiamino tetracético

EEUU Estados Unidos

EFSA Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
EFV Factor de crecimiento endotelio vascular
EGF Factor de crecimiento epidérmico

EMR Estimacion media de requerimientos
eNOsS Sintetasa del Acido Nitrico endotelial

EPA Acido eicosapentandico

EU Unidén Europea

Fe Hierro

FeCI3 Cloruro férrico

FeSO4 Sulfato ferroso

FGF Factor estimulante de fibroblastos

Capacidad antioxidante mediante reduccién férrica (Ferric

FRAP reduction anfioxidant power

g gramo

GFNr Factor estimulador de granulocitos

GPx Glutation peroxidasa

GSH Glutatiéon reducido, y-glutamil-cisteinil-glicina
GSSG Glutation oxidado, glutation disulfuro

H20 Agua
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H20: Perdxido de hidrégeno

Hb Hemoglobina

HC Hidratos de carbono

HDL Lipoproteinas de alta densidad

HDL-c Lipoproteinas de alta densidad colesterol
HGF Factor estimulante de hepatocitos
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion.
Hx Hipoxantina

Ig Inmunoglobulina

IGF-1 Factor de crecimiento Insulina-like tipo |
IiL Interleukina

IMC Indice de masa corporal

iNOS Sintetasa del Acido Nitrico inducible
IOM Instituto de Medicina de Estados Unidos
K Potasio

L litro/leche

LDH Lactato deshidrogenasa

LDL Lipoproteinas de elevada densidad

LM Leche Materna o Lactancia Materna
LME Lactancia Materna Exclusiva

LMP Lactancia Materna Parcial

mcg microgramos

MDA Malondialdehido

MDH Malato deshidrogenasa

Mg Magnesio

mg miligramos

MIT Ingesta mdaxima tolerable
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mL mililitros

mmHg milimetros de mercurio

Mn Manganeso

MONICA Monitoring of Trends and Determinants in Cardiovascular Disease
Na Sodio

Na2COs Carbonato soédico

NADH Nicotinamida adenina dinucledtido reducido
NADPH Nicotinamida adenina dinucledétido fosfato reducido
NaOH Hidroxido Sodico

NBT Nitroazul de tetrazolio

NER Reparacién de escisidon de nucledtido

ng nanogramos

NF Factor de transcripcion de Neutrdfilos

nm nanometros

nmol nanomoles

nNOS Sintetasa del Acido Nitrico neuronall

NO: Oxido nitrico

NO:* Diéxido de nitrégeno

NOS Especie reactiva oxigénica de Nltrogeno

NOSn Oxido nitrico sintasa

NOX Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa
02 Oxigeno molecular

Oz Anidn superdxido

OH* Radical hidroxilo

ONOO- Peroxinitrito

p significacion estadistica

P75 Percentil 75
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pg picogramos

PGE Prostaglandinas

pMol picomoles

PpO2 Presion parcial de Oxigeno

PPT Polifenoles totales

PRO Procianidina

Prot Proteinas

QH:2 Ubigquinol

r.p.m. Revoluciones por minuto

RDA Recommended dietary allowances
RDI/RDA I:l%e\;’g]nlziees’r)é’rico Recomendadas (Recommended Dietary
RE Reticulo endopldsmico

REDOX Oxido-reduccién

RER Rango estimado de requerimientos
RL Radical libre

RNS Especies reactivas del nitrégeno
RO" A Icoxilo

ROH Radical hidroxilo

ROO"- Peroxilo

ROOH Radical alguilo

ROS Rspecies reactivas del oxigeno, especies oxigénicas reactivas
S Azufre

SAHM S-adenosil homocisteina

SAM S-Adenosil metionina

SDS Dodecilsulfato soédico

Se Selenio

Si Silice
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SOD Superdxido dismutasa

TEAC Capacidad antioxidante medida en equivalentes de Trolox
G Triglicéridos

TGF-alfa Factor transformador del crecimiento alfa

TNF Factor de necrosis fumoral

Tox Tiorredoxina

TPTZ 2,4,6-tri-(2-piridil)-s-triazina

TROLOX Acido é-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
ul UNIDADES INTERNACIONALES

uv Ultravioleta

UvB Rayos ultravioletas B

vit vitamina

VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad

X Xantina

XDH Xantina Deshidrogenasa

XO Xantina Oxidasa

In Cinc

ML microlitro

pMol micromoles

X media estadistica
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