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Resumen

La evidencia cientifica avala la superioridad nutricional de la leche materna
(especificidad de nutrientes, méaxima biodisponibilidad, aporte de células vivas:
linfocitos y macrofagos, enzimas digestivas, inmunomoduladores, factores de
crecimiento y receptores andlogos) para la alimentacion del recién nacido y lactante.
Asimismo, el amamantamiento comporta grandes beneficios no sélo para la salud de los
lactantes, sino también para la salud de sus madres y para la sociedad en general.

Por un lado, el adecuado estado nutricional materno tanto preconcepcional como
durante la gestacion y en la etapa postnatal es fundamental por su influencia en la
modulacion genética placentaria y su relacion con obesidad, diabetes y otras
enfermedades cronicas no transmisibles en la edad adulta. Por otro lado, hay mdltiples
evidencias respecto a que la composicion de la leche materna presenta algunas
modificaciones regionales, fundamentalmente de ciertas proteinas, vitaminas y
minerales, posiblemente en relacion con diferencias dietéticas.

La leche humana contiene moléculas eliminadoras de radicales libres y multiples
componentes inmunomoduladores pero todavia no se han descrito todas las sustancias
presentes ni tampoco las diferentes funciones de las mismas. Todo ello, junto con el
hecho de que estas sustancias son producidas “de novo” en la glandula mamaria o son
elementos provenientes del plasma materno, justifica la importancia de este estudio
cuyo objetivo principal fue la evaluacién de la influencia de la nutricion de la gestante
sobre la calidad de su leche y su repercusion en el recién nacido. Como objetivos
especificos se plantearon: analizar el estado nutricional materno y su posible relacion
con parametros analiticos maternos, evaluar la calidad y contenido de la dieta de las
mujeres lactantes, determinar su perfil oxidativo y valorar la capacidad antioxidante asi
como antioxidantes especificos (polifenoles y coenzima Q) de la leche humana y sus
modificaciones en relacion a las variaciones de la dieta materna.

Respecto a la metodologia, completaron finalmente el estudio un total de 90
mujeres, todas ellas madres sanas cuyo parto habia tenido lugar en la Maternidad del
Hospital Dr. Peset de Valencia, cumpliendo los criterios de inclusion y tras firmar el
consentimiento informado. Antes de iniciarse el estudio, fue presentado y aprobado por
el Comité de Etica e Investigacion del departamento Dr. Peset.
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Resumen

Durante su hospitalizacion se recogieron los datos antropométricos de la madre y
del recién nacido, recordatorio de 24 horas de la dieta materna asi como registro
prospectivo dietético durante 3 dias. Se obtuvieron muestras de leche, sangre y orina
maternas que fueron remitidas al Laboratorio Clinico del Departamento de Pediatria,
Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de Medicina donde fueron procesadas. Se llevo
a cabo la determinacion de la capacidad antioxidante total a nivel de plasma y leche
maternos mediante los 3 métodos de andlisis mas ampliamente extendidos, que son
FRAP, DPPH y ABTS. También se analizé el contenido de marcadores de dafio
oxidativo en plasma y orina maternos para averiguar su posible relaciéon con su
contenido en leche materna y por tanto su repercusion posterior en el recién nacido. Y
finalmente se realiz6 el analisis de la capacidad antioxidante total de la leche materna en
relacién a todos los anteriores parametros analizados: antroprometria madre e hijo,
composicion de la dieta diferenciando entre macro y micronutrientes y metabolismo
oxidativo en plasma y orina maternos.

En cuanto a los resultados destaca la presencia de ferropenia en un 40% de las
participantes asi como hiperlipemia, encontrandose el resto de valores en rango de
normalidad. Al analizar la dieta materna se aprecia que dentro de los macronutrientes el
aporte proteico fue similar al recomendado, pero presentaron exceso de grasas y un
déficit de hidratos de carbono. Y respecto a los micronutrientes, hay un bajo consumo
de hierro, cobre, acido félico y yodo, y consumo excesivo de sodio. Los valores
obtenidos de capacidad antioxidante total (CAT) en plasma materno mediante el método
ABTS fue muy superior al de otros estudios reportados probablemente influenciados
por multiples factores como la menor edad de nuestras participantes y sobre todo por la
dieta mediterranea al ser ésta mas rica en antioxidantes. Se ha mostrado que a menor
peso del recién nacido, mayor es la capacidad antioxidante de la leche materna medida
con el método FRAP. Se ha obtenido significacion estadistica al correlacionar la CAT
de la leche con los niveles bioguimicos maternos, siendo directamente proporcional en
el caso del hierro e inversamente con el VLDL colesterol. Y al correlacionarla con la
dieta materna, es proporcional a los niveles de vitaminas A, B6, C, folico, hierro,

magnesio y cobre e inversa al contenido de grasas e hidratos de carbono. Finalmente, se
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Resumen

aprecia una relacion inversamente proporcional entre la CAT de la leche y del plasma
materno.

A modo de conclusiones hay que comentar que las madres gestantes han
mostrado una dieta desequilibrada con exceso de grasas a costa de un déficit de hidratos
de carbono. La ferropenia es la carencia nutricional mas frecuente en el embarazo.
Cuanto menor es el peso al nacer, mayor es la capacidad antioxidante de la leche
materna. La CAT de la leche materna es directamente proporcional al nivel de hierro
plasmatico e inversamente proporcional al de VLDL colesterol. Y para concluir, cuanto

mayor es el dafio oxidativo materno, mayor es la capacidad antioxidante de su leche.
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Introduccién

1. LECHE HUMANA: COMPOSICION Y PROPIEDADES

La leche materna es el alimento idoneo para el recién nacido. Se caracteriza por
presentar una gran complejidad bioldgica. Los componentes que la constituyen
(hormonas, factores de crecimiento, enzimas, nutrientes, etc.) le confieren la idoneidad
para que un nifio sea alimentado con ella de forma exclusiva los primeros 6 meses de
vida. De hecho, la Organizacién Mundial de la Salud recomienda la leche materna hasta
los 2 afios de edad incluso tras haber introducido la alimentacion complementaria dados
sus grandes beneficios. Contiene todos los elementos indispensables para el recién
nacido, es una fuente importante de nutrientes ademas de otorgarle proteccion frente a

infecciones (Prentice et al., 1996).

1.1 LACTOGENESIS

Antes de profundizar en la composicion de la leche materna, se debe recordar
que se han descrito dos periodos de la produccion de leche. El primero se iniciaria a
partir del 6° mes de gestacion hasta los 2-3 primeros dias postparto. Los niveles de
prolactina, progesterona y estrogenos se encuentran elevados. La secrecion lactea es
escasa pero rica en proteinas, células y sodio. El segundo periodo abarca desde el 3° dia
postparto hasta que finalice la lactancia. Esta regulado por el aumento de prolactina y
oxitocina y por el descenso de estrdgenos y progesterona (Wide et al., 2005).

Respecto al volumen de leche, a partir del 3* dia tras el parto aumenta de forma
progresiva con un promedio de 800 ml al dia aunque dicha cifra es muy variable y
puede ir desde los 500 a los 1000 ml. Ello depende fundamentalmente de la succion del
propio lactante ya que seré esto lo que daré lugar a la estimulacion hormonal necesaria
para mantener la lactancia. Hay una serie de factores que se han relacionado con
diferencias en la produccién de volumen (Neville, 1995): cantidad de tejido glandular

mamario, estado nutricional, ingesta calorica y talla materna y tabaquismo.
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Introduccién

1.2 COMPOSICION DE LA LECHE MATERNA

La composicion de la leche humana es muy dindmica, sufre modificaciones de
una madre a otra y también dentro de cada mujer segun la etapa de la lactancia, segun el
momento del dia y dentro de la misma toma. Dichos cambios obedecen a mecanismos
de regulacién neuroendocrina (Lonnerdal, 2003). La fraccién mas estable es la proteica
y la de mayor variabilidad, la grasa. Su composicion es compleja y contiene cantidades
variables de los diferentes nutrientes. Hay multiples asociaciones entre las
caracteristicas maternas y la composicion de la leche. En cambio, la composicion de
macronutrientes es independiente de la dieta materna y de las medidas antropométricas
de la madre. Los principales macronutrientes de la leche son: lactosa, grasas incluyendo
triglicéridos, colesterol, fosfolipidos y hormonas esteroideas, proteinas (caseina,
alfalactoalbdmina, lactoferrina, IgA secretora) y minerales como sodio, potasio, calcio y
magnesio.

Como se ha comentado, la composicion de la leche materna varia segun la etapa
en la que se encuentre la lactancia, y clasicamente se habla de 3 tipos segun su diferente
composicion lactea que tendra lugar en las primeras semanas de lactancia: calostro,

leche de transicion y leche madura.

1) Calostro

Es producido por la glandula mamaria los primeros dias posparto, mas precoz
habitualmente si se trata de una mujer multipara. Tiene una consistencia pegajosa y es
de color amarillento por la presencia de [B-carotenos lo que a su vez le dota de
propiedades antioxidantes.

Su volumen es variable, oscilando de 2 a 20 ml/dia en los tres primeros dias; a
medida que el bebé succiona, aumenta hasta 580 ml/dia hacia el sexto dia. Esta cantidad
es suficiente para cubrir las necesidades del recién nacido los primeros dias de vida. Y
su aporte calorico medio es de 68 kcalorias/100 ml (Lawrence y Pane, 2007).

Tiene mayor cantidad de proteinas (97% en forma de inmunoglobulina A),

vitaminas liposolubles, lactoferrina, linfocitos, macrofagos, factor de crecimiento,
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lactobacilos Bifidus, sodio y zinc que la leche madura. En concentraciones menores se
encuentran las grasas, la lactosa y las vitaminas hidrosolubles (Aguilar, 2005).

Ademas de su importante valor nutricional, tiene un papel defensivo
fundamental al proteger al neonato contra infecciones y alergias ya que transfiere
inmunidad pasiva al recién nacido por absorcion intestinal de inmunoglobulinas;
ademas, contiene 2000 a 4000 linfocitos/mm? y altas concentraciones de lisozima.

Destaca por poseer gran cantidad de flora bifidégena que colonizara el intestino
neonatal y junto con los prebidticos evitaran la adherencia de microrganismos
patdgenos a ese nivel (Uruakpa et al., 2002). Tiene efectos laxantes que ayudan a la
expulsién del meconio debido a que contiene motilina disminuyendo asi el riesgo de

hiperbilirrubinemia del recién nacido.

2) Leche de transicion

Su produccién comienza después del calostro, habitualmente del 4° al 15° dia
postparto y suele durar de cinco a diez dias. Es de color blanco debido a la
emulsificacion de grasas y a la presencia de caseinato célcico (Wellstart, 2009). Su
composicion ird presentando modificaciones de forma progresiva, de ahi su nombre
(Reyes, 2011).

- Se eleva su concentracion de agua, lactosa y grasas, por aumento de
colesterol y fosfolipidos y vitaminas hidrosolubles.

- Disminuyen las proteinas, las inmunoglobulinas y las vitaminas
liposolubles debido a que se diluyen por el incremento en el volumen de

produccidn, que puede alcanzar 660 ml/dia hacia el dia 15 postparto.

3) Leche madura

Se inicia su produccion a partir del 15° dia tras el parto y se prolonga durante el
resto de la lactancia. Su volumen promedio es de 750 cm®/dia aunque podria llegar a
duplicarse en el caso de embarazos multiples. A continuacion se detallan sus

componentes.

34



Introduccién

1.3 COMPONENTES DE LA LECHE HUMANA'Y PROPIEDADES

Las variaciones en la composicion de macronutrientes son minimas en los

carbohidratos, aproximadamente un 10% en las proteinas y un 30% en los lipidos de la

leche materna (Mena y Milad, 1998). Respecto a los micronutrientes, el zinc, yodo y

fluor son dependientes de la dieta. Los minerales como sodio, potasio, calcio o fosforo

no suelen depender de la dieta en condiciones habituales.

Energia: la leche humana aporta aproximadamente de 670 a 700 kcal por litro
y lo realiza en su mayoria a base de los hidratos de carbono y las grasas.
Osmolaridad: es mucho menor comparandose con las leches de férmula,
oscilando de 287 a 293 mOsm frente a los 350 mOsm de la leche artificial.
Agua: supone el 87 % del total de sus componentes, supliendo asi por
completo las necesidades del lactante sin precisar ningun otro liquido adicional
(Aguilar, 2005).

Hidratos de carbono: el principal es la lactosa, que se sintetiza en la glandula
mamaria a partir de la glucosa. Tiene entre sus funciones favorecer el
desarrollo de la flora intestinal gracias a las Bifidobacterias e impide el
crecimiento de microorganismos patégenos por ser acidificante; asimismo
mejora la absorcion de calcio y mantiene estable la osmolaridad de la leche
porque conserva bajas concentraciones de sodio y potasio (Kunz et al., 2000).
Un sustrato de la lactosa es la galactosa, que es indispensable en la formacion
de galactopéptidos y galactolipidos cerebrosidos en el sistema nervioso central.
Existen también en la leche oligosacaridos, los que representan el tercer
componente mayoritario de la leche tras la lactosa y la grasa. Debido a su
estructura, que es similar a la de ciertos receptores de membrana de las
mucosas gastrointestinal y retrofaringea, son capaces de actuar como ligandos
competitivos frente a microrganismos patdgenos; de esta manera, evitan su
unién a receptores presentes en las mucosas, protegiendo al lactante de
infecciones intestinales y de las vias aéreas superiores (Gudiel-Urgano y Gofii,
2001).
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- Grasas: Las grasas presentes en la leche materna, representan una importante
fuente de energia para el bebé y aportan aproximadamente el 50% de las
calorias totales. Son fuente de &cidos grasos esenciales y vehiculo de las
vitaminas liposolubles, cuya absorcion favorecen. Realizan un aporte
balanceado de &cidos grasos omega 3 y omega 6, importante para lograr una
sintesis equilibrada de eicosanoides.

Su volumen es muy variable y puede ir de 1 hasta 7 g/dl. Hay tres variables que

modifican las concentraciones de grasas en la leche humana, entre ellas la dieta

materna es una de ellas (Jensen, 1996).

1. Momento del dia: se incrementa su concentracion por la tarde.

2. Momento de la toma: tras 10 minutos de iniciar la succion se ira
incrementando progresivamente la cantidad de grasa desde 2% inicial hasta
6% que seria lo 6ptimo.

3. Variaciones individuales: si la madre ingiere grasas de forma adecuada ello
garantizara unos niveles éptimos en la leche. Ademas, a mayor ganancia de
peso de la madre durante la gestacién, mayor cantidad de grasa en la leche
materna. Y finalmente, a mayor volumen de leche producida menor
concentracion de grasa contendra (Reyes, 2011).

En enfermedades maternas que afecten al transporte lipidico, como por
ejemplo la abetalipoproteinemia, fibrosis quistica o diabetes, se disminuira de
forma significativa el contenido total de lipidos (Hamosh y Bitman, 1992).
No existe una relacion constante entre el volumen de leche y la concentracion
de grasa de la leche humana. Asi puede haber un volumen bajo y una
concentracion alta o viceversa. Para una misma madre, el estimulo de la
prolactina a través del vaciamiento mamario dard un aumento del volumen
lacteo y algo de la concentracion lipidica pues dicha hormona estimula
directamente la actividad de la lipasa lipoproteica para captar acidos grasos al
epitelio mamario.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que el contenido energético total de la

leche materna viene determinado por la concentracion de grasa y el volumen
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total de leche lo cual a su vez serd regulado por el propio lactante en funcién
del nimero de tomas y la duracion de las mismas (Tyson et al., 1992).

La leche humana aporta acidos grasos “indispensables” ya que no pueden ser
sintetizados de novo por el ser humano y deben provenir de la dieta de la
madre.

Se trata de &cidos grasos de cadena larga cuyos precursores son el &cido
linolénico (w3) y el &cido linoléico (w6). Estos acidos grasos se convierten en
acidos grasos poliinsaturados (LC-PUFA) tales como el 4cido
docosahexaenoico (DHA) vital en el desarrollo estructural y funcional de los
sistemas visual-sensorial, perceptual y cognitivo del lactante; y el acido
araquidénico, atil como sustrato para la sintesis de eicosanoides como las
prostaglandinas, los leucotrienos y tromboxanos, que serian moduladores de las
respuestas inflamatoria e inmune. Contiene también cifras elevadas de
colesterol, que es fundamental en la proliferacion neuronal y en la
mielinizacion de las células gliales (Demmers et al., 2005).

Los lipidos son excretados en forma de unos “glébulos” cuya membrana esta
formada por una capa de colesterol y lipidos complejos y su interior por
triglicéridos. Durante la lactancia aumenta la concentracién de triglicéridos y
disminuye la de colesterol y fosfolipidos a medida que aumenta el tamafio de
dichos gldbulos.

La concentracion de lipidos excretados en la leche humana dependera por un
lado, de las caracteristicas de la glandula mamaria y, por otro lado, de la
estimulacién de la lipasa lipoproteica (enzima que facilita la digestion de las
grasas por parte del lactante) por la prolactina. Al contrario ocurre con la
composicion de triglicéridos ya que esta determinada por la dieta materna tanto
durante la gestacion como durante la lactancia. Ello establecera la composicion
de acidos grasos de los triglicéridos de la leche (Mena y Milad, 1998).

Si la madre sigue una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados, ello dara
lugar a un mayor contenido de éstos en la leche. Mientras que si la madre sigue

una dieta en la que predominan los carbohidratos sobre los lipidos, se producira
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una sintesis de novo de acidos grasos en la glandula lo que a su vez producira
un aumento de la concentracion de &cidos grasos saturados de cadena media.

El contenido de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga es menos
variable que el de sus precursores. Ello es muy importante pues son esenciales
en el desarrollo visual y cognitivo, sobre todo en el prematuro.

Por tanto, como la composicién de los acidos grasos en general si que parece
ser modificable por las variaciones dietéticas, se ha propuesto mejorar la
absorcion lipidica del lactante aumentando el contenido de acidos grasos de
cadena media en la leche materna a través de una dieta rica en hidratos de
carbono y pobre en lipidos 0 mediante la suplementacién de &cidos grasos ®3

para producir un leche con mayor contenido en DHA.

Proteinas: el contenido de proteinas en la leche humana oscila entre 8.2 y 9 g/l
(Feng et al., 2009). Su concentracion va disminuyendo a medida que avanza la
lactancia y es independiente de la ingesta proteica materna.

Dependiendo del tipo de parto se modifica asimismo los niveles de proteinas en
el calostro siendo menor en las que fue cesérea comparadas con parto vaginal,
aunque las mayores diferencias no se obtuvieron en cuanto a la cantidad
proteica sino mas bien en el tipo de proteina. Por el contrario, el tipo de parto
no influia en los niveles de grasa de la leche materna.

El tipo de proteinas que contiene la leche materna es Unico por ser las de mayor
biodisponibilidad debido a que contienen enzimas digestivas como por ejemplo
la amilasa.

En la leche materna hay dos fracciones nitrogenadas: la correspondiente al
nitrogeno proteico (75%) y la del no proteico (25%) que incluye urea,
creatinina, creatina, acido urico, amino&cidos libres y amoniaco y, en menores
cantidades, poliaminas, hormonas, factores de crecimiento, nucleétidos ciclicos
y oligosacaridos que contienen nitrdgeno.

La primera fraccion, la de nitrégeno proteico, se divide a su vez en dos

subgrupos: proteinas del suero y caseina (Lonnerdal, 1996).
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Dentro de las proteinas del suero, 37%, la alfa-lactoalbumina es la mas
abundante y destaca por actuar como cofactor en la biosintesis de lactosa y por
su baja alergenicidad ya que su peso molecular es bajo, 14500 Da. En el
calostro la cantidad de lactoalbumina es mas alta, alcanzando proporciones de
90:10 respecto a la caseina. A medida que la leche va madurando dicho
proporcion baja hasta alcanzar 50:50 (Lien, 2003).

Por otro lado, la lactoferrina, 27%, se une al hierro mejorando su transporte y
absorcion. Como en la leche humana predomina en estado no saturado, en el
tracto intestinal del bebé compite con algunas bacterias por el hierro, de
manera que los microorganismos no disponen de él para su proliferacion y
ejerce un efecto bacteriostatico, en sinergismo con la IgA secretoria.
Recientemente se ha determinado que puede tener efecto bactericida al
interaccionar con las paredes de los microrganismos, desestabilizandolas y
causando su muerte. Asi la lactoferrina puede desempefiar un papel esencial en
la proteccion del recién nacido ante infecciones gastrointestinales.

La lactoferrina se encuentra en cantidades muy elevadas en el calostro, pero
aunque desciende posteriormente, su presencia se mantiene a lo largo de toda
la lactancia. En la leche de vaca la cantidad es diez veces inferior a la existente
en la leche humana (Lénnerdal, 2003).

El otro grupo de proteinas, el constituido por la caseina, que en los ultimos
afios se ha planteado que los fragmentos de ésta obtenidos de la digestion
enzimatica estimularian el sistema inmunoldgico del lactante. También se le
han asignado roles relacionados con la absorcién de iones calcio y actividades
antitromboticas, antihipertensivas y opioides (Lopez, 2007).

Las proteinas de la dieta materna no parecen influir en la produccién mamaria
de lactoalbumina ni caseina. Pero su aumento en la dieta si puede producir
aumento del nitrdgeno no proteico y de los aminoéacidos libres, aunque su
relevancia clinica aln esta por determinar.

Dentro de las propiedades inmunoprotectoras de la leche materna destacaria el
papel de la inmunoglobulina IgA secretora. Se sintetiza en la glandula mamaria

39



Introduccién

y su funcién es la de formar anticuerpos capaces de unirse a virus y bacterias,
impidiendo la penetracion en la mucosa intestinal. Ello se logra gracias a su
resistencia a la protedlisis y su estabilidad a pH bajo.

Otra funcion muy importante de la IgA secretoria es el bloqueo de la adhesion
de patdgenos al epitelio intestinal y la unién a sus toxinas. La leche materna
presenta en su composicion anticuerpos especificos contra antigenos ambiental
a los que el neonato esta potencialmente expuesto (Hosea et al., 2008).

La relacion proteinas del suero/caseina va oscilando durante la lactancia siendo
90/10 los primeros diez dias, hasta ser 50/50 a partir del noveno mes de
lactancia hasta el final de la misma (Kunz y Lonnerdal, 1992).

Dentro de los compuestos nitrogenados no proteicos de la leche se encuentran
los aminoéacidos, de los que destacan:

- Taurina: favorece el desarrollo del sistema nervioso central asi como la
digestion de grasas interviniendo en la conjugacién de acidos biliares.

- Carnitina: es necesaria para la oxidacion de lipidos en la mitocondria
del cerebro.

- Acido glutamico, cistina y glutamina: actGan como neuromoduladores y
neurotransmisores.

- Nucleotidos: han cobrado gran importancia en los Ultimos tiempos, se
les atribuyen diversas funciones tales como actuar de
inmunomoduladores, promotores de las bifidobacterias a nivel de la
flora intestinal y también mejorarian la maduracion y proliferacion
gastrointestinal (Lénnerdal, 2003).

- Vitaminas: la leche materna contiene niveles déptimos de las vitaminas
hidrosolubles, siendo la vitamina C y la niacina las méas abundantes.
La principal accion de la vitamina C es la de agente antioxidante y reductor;
como cofactor en reacciones enzimaticas que intervienen en el normal
desarrollo del cartilago y el hueso. Ademas, estimula la absorcién del hierro y

actua en el metabolismo de los depdsitos de este mineral.
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Respecto a las liposolubles, los mayores niveles se encuentran de vitamina E y
beta-carotenos. La grasa de la leche actla como vehiculo de estas vitaminas.

La vitamina D se considera una parathormona, con funciones hematopoyéticas
y propiedades inmunoreguladoras. Juega un papel importante en la
mineralizacion dsea dado que incrementa la absorcion intestinal de calcio y
fésforo y la reabsorcién renal de calcio. Cuando por razones climaticas,
geograficas o culturales no se recibe la influencia de los rayos solares, se hace
necesario su aporte diario. De hecho, actualmente se recomienda iniciar
suplemento de 400 Ul/ dia a todo recién nacido y proseguirlo durante la época
de lactante (Taylor et al, 2008).

La vitamina K siempre es escasa, encontrandose en la leche materna una
concentracion de 2 pg/l frente a los 12 pg/dia requeridos por el lactante. Sus
niveles no dependen de la suplementacion materna. Esta relacionada con el
proceso de coagulacion sanguinea. Como prevencion de déficit por diferentes
causas se recomienda administrar 1 mg de vitamina K intramuscular en dosis
Unica a todo recién nacido en el momento del nacimiento evitando asi
enfermedad hemorrégica hasta la estabilizacion de la flora intestinal (Greer,
1999).

La vitamina E se encuentra en mayor concentracion en la leche materna que
en la de vaca. Esto resulta ventajoso en funcién de su capacidad antioxidante,
si se tiene en cuenta la mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados de la
leche humana.

La vitamina A interviene en el proceso de la vision y es necesaria para el
crecimiento normal, la reproduccién, el desarrollo fetal y la respuesta
inmunoldgica. Su concentracion en la leche humana es variable, ya que
depende de la ingesta materna (Canfield et al., 1995).

Minerales: la concentracion de éstos en la leche materna estad adaptada a los
requerimientos nutricionales y a la capacidad metabdlica del nifio. Si se
compara con las férmulas infantiles, la leche humana presenta mayor

biodisponibilidad de minerales, especialmente de calcio, magnesio, hierro,
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cobre y zinc. Los minerales estdn en su mayoria ligados a las proteinas del
suero, al citrato o0 a la membrana proteica del glébulo de grasa lo que justifica
su mejor absorcion.

En general, el aporte global de minerales es bajo, lo que favorece el
funcionamiento renal del lactante (Macias et al., 2006). La concentracion de
sodio, potasio y cloro es un tercio respecto a la leche de vaca, permitiendo asi
al nifio a conservar agua indispensable para otras funciones como control
térmico.

Entre los minerales, destaca el hierro. Ademéas de ser esencial para la
produccion de glébulos rojos y el transporte de oxigeno, también interviene en
el desarrollo cognitivo. Se encuentra en niveles muy bajos en la leche materna,
pero tiene una elevada biodisponibilidad. Sus concentraciones se reducen a lo
largo de la lactancia hasta mantenerse estable a los seis meses. Se absorbe entre
45y 75% de su contenido total, mientras que la leche de vaca sélo es de 10-
30% debido a que hasta un 80% se encuentra unido a las seroproteinas y no
tanto a la caseina en el caso de la leche materna (Lozzof et al., 1991).

El calcio es un micronutriente importantisimo puesto que forma parte del
esqueleto: el 99 % del calcio corporal esta presente en huesos y dientes en
forma de fosfato célcico, lo que les otorga dureza y estructura. EI 1% restante
se encuentra en liquidos extracelulares y membranas celulares. Es responsable
de multiples funciones de regulacion metabolica.

El fésforo es un nutriente esencial por su participacion en diversas funciones
bioldgicas. En la leche humana, un 23% se halla ligado a proteinas, 15% esta
en forma de fosforo inorganico y el resto unido a lipidos. Su concentracion es
menor que en leche de vaca. Su exceso puede contribuir a desestabilizar los
niveles de calcio plasmatico con el riesgo de hipocalcemia que ello supone y
puede llegar a desencadenar una tetania neonatal (Abrams, 2006).

La relacion calcio/fosforo en la leche materna es de 2 a 1 lo que se relaciona
con la elevada absorcion del calcio de hasta el 75% comparado con la formula
artificial que apenas es del 20%.
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El cobre es un mineral requerido para la utilizacion del hierro y cofactor de
enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa y en la sintesis de
hemoglobina, tejido conectivo y fosfolipidos. A pesar de que la concentracion
de cobre en la leche materna es baja, es raro encontrar deficiencia en nifios con
lactancia materna exclusiva dado que su absorcion es del 25% frente al 18 %
de la leche de vaca.
- Oligoelementos: el fldor, a pesar de su escasa presencia en la leche materna
es util en la prevencion de las caries pues los nifios alimentados con pecho
tienen menos que los que tomaron formula.
El magnesio esta en equilibrio con el calcio jugando un papel importante en
la prevencion de la hipocalcemia del recién nacido.
El zinc es un mineral esencial para el crecimiento y desarrollo del nifio, esta
involucrado en el normal desarrollo del sistema inmunoldgico y en otros
procesos fisiologicos, forma parte de algunas hormonas, ademas de ser
cofactor de enzimas que intervienen en procesos metabolicos (Casey et al.,
1995). Su distribucion cambia a lo largo de la lactancia, en la leche madura
un 30% se encuentra ligado a los lipidos (principalmente en la membrana del
glébulo de grasa), 20% a la caseina y el 50% restante, a componentes
presentes en el suero lacteo. Se encuentra en niveles de 2 a 4 pg/ml en la
leche materna, muy inferior a la leche de vaca, pero destaca por tener gran
biodisponibilidad.
Se ha visto que el aumento en la ingesta dietética materna de zinc podria
modificar el contenido de éste en la leche si la dieta era previamente
deficitaria. Por otro lado, hay madres cuya secrecion lactea de zinc es
anormalmente baja y en ese caso no responden al suplemento dietético. Ello
es clinicamente evidente en los prematuros pues tienen proporcionalmente

mas requerimiento que el nacido a término (Lonnerdal y Kelleher, 2009).
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A modo de resumen de los posibles efectos en la leche materna segun diferentes
factores dietéticos maternos se describen:
- Menor aporte de energia: menor volumen de leche.
- Mayor ingesta proteica: mayor contenido en nitrdgeno no proteico.
- Dieta rica en hidratos de carbono: aumento de acidos grasos de cadena media
en la leche materna.
- Dieta rica en lipidos saturados: aumento de éstos en la leche.
- Dieta rica en poliinsaturados: aumento de éstos en la leche.
- Menor ingesta de zinc, iodo y flGor: menor concentracion en la leche.
- Menor ingesta de vitaminas hidrosolubles: menor contenido en la leche.

- Tabaquismo: menor volumen de leche.

1.4 SITUACION ESPECIAL: COMPOSICION DE LA LECHE
MATERNA DEL PREMATURO

La composicion de la leche materna es diferente entre madres de nifios a término
o pretérmino. La diferencia mas destacable y constante en los prematuros es un mayor
contenido en sodio y proteinas, se cree que es debido a las diferencias en el control
hormonal asi como en la maduracion de la propia glandula (Shaler, 2005). Dicha
diferencia supone como es de esperar grandes beneficios para el prematuro.

Pero a partir de las 4 semanas aproximadamente, la leche materna no es
suficiente para cubrir las recomendaciones en proteinas de recién nacidos de muy bajo
peso (menor de 1500 @) y los aportes de calcio y fésforo suelen ser insuficientes para
los elevados requerimientos de estos nifios. Por ello se recomienda suplementar la dieta
materna con proteinas, vitaminas y minerales; otra opcion seria complementar la leche
materna, si asi se considera oportuno, con formulas elaboradas para prematuros o con
fortificantes especificos. La fortificacidn de la leche materna aunque es facil durante la
hospitalizacion del recién nacido, no lo es tanto al alta, sobre todo si toma lactancia

materna exclusiva (Lucas y Frewtell, 1996). Por ello se recomienda vigilar a estos nifios
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de una manera estrecha tanto su crecimiento como posibles signos de clinicos o
analiticos de raquitismo hipofosfémico.

Si a pesar de todo el crecimiento del recién nacido es lento debe pensarse en
posible déficit de proteinas o zinc.

No se ha documentado que haya diferencias en la composicion de la leche en
nifios a término con retraso de crecimiento intrauterino. El fendbmeno de recuperacion o
“catch-up” de estos nifios se ha visto que es mas rapido si se alimentan con leche
materna que con formula. Aunque si dicho retraso estd en relacion con desnutricion
materna, el volumen de leche producida por esas madres puede ser menor (Raupp et al.,
2000).

2. RELACION ENTRE LECHE MATERNA Y DIETA

La leche materna se trata de una secrecidn exocrina de compleja composicion.
Una pequefia parte de sus nutrientes dependerian directamente de la dieta lo que plantea
la posibilidad de modificar su contenido.

En general, los micronutrientes y los acidos grasos pueden estar mas asociados
con la dieta materna mientras que los macronutrientes parecen menos afectados por las
variaciones nutricionales a corto plazo.

La alimentacion de la madre asi como su estado nutricional son fundamentales
debido a la influencia que ejercen sobre la calidad y cantidad de le leche que segregan.
De hecho no solo influye el estado nutricional de la madre durante la lactancia sino
también durante la gestacion e incluso en la etapa preconcepcional (Michaelsen et al.,
1994). Hay estudios que muestran la relacion entre la ingesta energética total y la
producciéon de leche, disminuyendo si la ingesta energética total materna baja de una
forma mantenida en el tiempo por debajo de 1800 calorias/dia. En madres desnutridas,
la modificacion mas importante que tiene lugar es la reduccion del volumen producido y
aunque disminuyen la concentracion de macronutrientes en su leche, ésta no es

significativa. Asimismo suelen tener hijos con bajo peso al nacimiento. De tal forma que
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a peor estado nutricional materno y menos peso al nacer, menor suele ser la duracion de
la lactancia y ambos eventos se relacionan directamente. El volumen de liquido ingerido
por la madre durante la lactancia, no parece afectar a la produccion de leche, siempre y
cuando la madre tenga un adecuado estado de hidratacion. Pero situaciones como el uso
de diuréticos, fiebre o restriccion hidrica en la madre si que podrian disminuir de forma
significativa el volumen de leche producido. El habito tabaquico per se parece disminuir
el volumen de leche por disminucion de la prolactina (Vio et al., 1991).

Es fundamental analizar dicha influencia segin los diferentes principios

inmediatos por separado, como se describen a continuacion.

2.1 RELACION ENTRE LA DIETA Y LA COMPOSICION DE LIiPIDOS
DE LA LECHE MATERNA

Los lipidos presentes en la leche humana proceden, por un lado, de los depositos
maternos de grasa y, por otro lado, de la sintesis mamaria y hepdatica. Pero se
desconocen los mecanismos encargados de regular su secrecion.

Dentro de los componentes de la leche materna, los lipidos suponen un 3-5%.
Aportan un 45-55% de la energia de la leche. Por ello constituyen la principal fuente de
energia para el lactante. Ademas, proporcionan nutrientes esenciales como vitaminas
liposolubles y 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI). Y dentro de estos ultimos cabe
destacar el 4cido araquidonico y el 4cido docosahexaenoico (DHA) cuya presencia en la
leche materna es esencial para un Optimo desarrollo del lactante tanto a nivel
neurolégico como visual (Martinez, 1992).

Dentro de los nutrientes de la leche materna, los lipidos son los de mayor rango
de wvariabilidad tanto cuantitativa como cualitativamente. Las modificaciones
cuantitativas no dependen de la dieta sino de las caracteristicas de la propia glandula,
del ciclo circadiano, del momento del amamantamiento, del dia postparto y también
varia de una madre a otra. Es de destacar que la cantidad en la leche materna de acido
araquidonico y linoleico en las madres desnutridas proviene casi en su totalidad de las

reservas maternas (Del Prado et al., 2001).

46



Introduccién

Dentro de éstos, los triglicéridos constituyen mas del 98%, formados a su vez
por unas 200 variedades de acidos grasos, algunos de ellos con propiedades bioldgicas
especificas como la capacidad bactericida (Uauy et al.,, 2001). Destacan el acido
araquidénico por ser el principal acido graso poliinsaturado de la variedad w6 y el DHA
el principal 3. En la leche materna, la relacion entre w6 y @3 esde 10 a 1.

Los nifios alimentados con leche materna se ha demostrado que tienen mayor
desarrollo psicomotor que los alimentados con leche de formula y ello se ha relacionado
con el contenido de DHA en la leche materna. De tal forma que si la madre toma
concentraciones elevadas de DHA en su dieta, el lactante recibird mayor cantidad de
DHA aunque no afectard al resto de acidos grasos poliinsaturados (Gibson et al., 1997).

Varios estudios han demostrado, por ejemplo, que la suplementacion de la dieta
materna con DHA produce un incremento significativo de éste en la leche materna,
ocurriendo lo mismo con los niveles de acido palmitico y oleico sin afectar los de 4cido
araquidonico y tocoferol (Fidler et al., 2000). Dicha suplementacion durante el
embarazo y la lactancia seria especialmente 1til en recién nacidos prematuros dado que
se conoce que es durante el tercer trimestre de gestacion cuando se produce el mayor
paso de AGPI desde la madre al feto. Por ello los recién nacidos prematuros tienen
escasas reservas (Moya et al., 2000).

Se ha visto que cuanta menor concentracion de grasa contenga la leche, mas
prolonga el lactante la duracion de cada toma y ademas las demanda con mayor
frecuencia. Como consecuencia dara lugar a un aumento de produccién de prolactina lo
que aumentara a su vez la cantidad de leche producida y en menor medida la cantidad
lipidica que contiene por el efecto de la prolactina sobre la lipasa de la glandula
mamaria.

Hay varios estudios controlados que muestran diferencias entre la ganancia
ponderal de los lactantes segun el contenido graso de la leche materna, no asi de la talla
ni del perimetro craneal (Michaelsen et al., 1994).

La dieta materna rica en hidratos de carbono y baja en grasas origina un

incremento de triglicéridos en la leche materna en comparacion con la dieta rica en
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grasas y pobre en hidratos de carbono. De hecho, si es una dieta rica en fosfolipidos,
colesterol o 4cidos grasos de cadena larga, las grasas predominaran en la leche.

Recientes estudios con isotopos estables demuestran que, a pesar de que existe
una clara relacion entre la ingesta y la excrecion en la leche materna de AGPI de cadena
larga, lo cual es mas significativo en la leche madura, la mayoria de éstos no
provendrian de la dieta materna sino de sus reservas enddgenas (Sauerwald et al., 2000).

Aquellas madres que llevan a cabo dietas restrictivas (vegetarianismo,
veganismo, etc.) por diferentes motivos ven alterada de manera importante la
composicion de la leche que secretan (Sanders, 1999). Pero a pesar de presentar bajas
concentraciones de DHA en hijos de madres vegetarianas, no hay evidencias que tengan
limitada la capacidad de sintetizar AGPI de cadena larga. Y es que los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga en la leche materna, ademas de la dieta, pueden
proceder de los depositos grasos maternos o de su sintesis endogena a partir de los
acidos grasos esenciales (O’Connor et al., 2001).

Los &cidos grasos de cadena larga de la dieta, tras ser absorbidos pasan a la
circulacion en forma de quilomicrones y son rapidamente transferidos a leche humana.
Y en periodos de ayuno se transportan en forma de VLDL desde el higado y son
liberados al torrente sanguineo gracias a la accion de la lipoprotein-lipasa. Esta enzima
captura las lipoproteinas ricas en triglicéridos (quilomicrones y VLDL) e hidroliza los
triglicéridos. Durante la lactancia disminuye en el tejido adiposo y aumenta de forma
considerable en el tejido mamario por accion de la prolactina (Flint y Knight, 1997).
Otras hormonas como la insulina y la hormona de crecimiento también tienen un papel
regulador de la enzima.

Durante la vida fetal se produce la acumulacion de acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga en el cerebro y retina fetal, a expensas de la madre. Este proceso tiene
lugar fundamentalmente en el tercer trimestre de gestacion lo que determina que el
prematuro es especialmente vulnerable al insuficiente aporte postnatal (Uauy et al.,
2001). Las madres multiparas con lactancia relativamente larga y los embarazos
multiples también constituyen un grupo de riesgo susceptible de suplementar ya que

pueden tener las reservas disminuidas.
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Durante la gestacion es el momento en que se acumula tejido adiposo que
posteriormente serd movilizado durante la lactancia. Es por ello que si se pretende
modificar en mayor medida la composicion de acidos grasos habrd que realizar una
intervencion dietética ya durante el embarazo. Hay por ejemplo estudios de suplemento
de DHA en madres durante la lactancia y muestran un aumento del contenido de DHA
en la leche, proporcional al aumento de DHA en plasma materno mientras que no
muestran modificaciones en el contenido de acido araquidénico en la leche materna.
(Koletzko et al., 2001).

El balance entre los ®3 y 06 en la leche materna puede verse modificado ante
determinados cuadros clinicos. Por ejemplo, se ha propuesto en familias muy atopicas
un aumento de la ingesta de gama linolénico (®w6) y en madres de prematuros se ha
documentado el aumento del aporte de carbohidratos para favorecer la produccion de
acidos grasos de cadena media en la leche.

Las dietas ricas en acidos grasos trans elevan los niveles de acido linoleico en la
leche materna sin afectar a los AGPI de cadena larga. Multiples estudios demuestran
que el consumo de margarina favoreceria el depdsito de 4cidos grasos trans en el tejido
adiposo materno y de ahi podria ser movilizado durante la lactancia pasando asi a la
leche materna con las consecuencias que ello supondria para el lactante. En cambio, el
consumo de aceite de oliva incrementaria los acidos grasos insaturados de cadena media
en la leche humana (Larque et al., 2001).

Finalmente, en relacion al contenido del colesterol en la leche madura no varia
con la dieta materna. Asi, los niveles de colesterol total en nifios lactantes no se
correlacionan con la cantidad de colesterol y grasa ingerida por la madre. En cambio, si
que se ha demostrado en la etapa adulta que tienen menores niveles de colesterol total y
LDL aquellos que recibieron lactancia materna frente a los alimentados con férmula.

(Owen et al., 2002)
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2.2 RELACION ENTRE LA DIETA Y LA COMPOSICION DE
HIDRATOS DE CARBONO DE LA LECHE MATERNA

Una dieta rica en hidratos de carbono da lugar a una mayor incorporacion de
acidos grasos (tipo C6:0-C14:0) en los triglicéridos de la leche asi como en cada una de
las subclases de fosfolipidos. Por tanto hay una relacion directa entre el contenido de
acidos grasos de cadena media en la leche humana y la cantidad de hidratos de carbono
ingeridos por la madre (Van Beusekom et al., 1990). A su vez, durante la lactancia
existe un incremento de la demanda de glucosa y ello se soluciona con el aumento de la

glucogenolisis (Tigas et al., 2002).

2.3 RELACION ENTRE LA DIETA Y LA COMPOSICION DE
MICRONUTRIENTES DE LA LECHE MATERNA

2.3.1 VITAMINAS

Los niveles de vitaminas presentes en la leche materna deberian ser optimos
porque deben de suplir los requerimientos del lactante. Sus valores dependen tanto de la
dieta materna como de su estado nutricional. Hay por tanto una gran variabilidad en la
leche humana por los diferentes habitos alimentarios.

Hay ciertas vitaminas, como por ejemplo la vitamina E o a-tocoferol cuya
concentracion en la leche va disminuyendo a medida que ésta va madurando siendo
discretamente superior en la leche de transicion respecto a la leche madura (Picciano,
1995). La vitamina E tiene una potente actividad antioxidante. Es capaz de inhibir la
peroxidacion lipidica, disminuir el riesgo de hemolisis asi como de otras patologias del
recién nacido, sobre todo en prematuros.

Las madres vegetarianas suelen tener niveles séricos mas bajos de vitamina B12
si no reciben los suplementos oportunos por lo que los lactantes alimentados con dicha

leche podrian a su vez tener déficit de dicha vitamina.
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Los niveles de vitamina D en la leche materna dependen directamente de la
exposicion solar materna. Son fundamentales unos niveles adecuados dado que su
déficit puede conllevar al raquitismo (Laskey et al., 1998).

Una dieta rica en vitamina C se ve reflejada en sus niveles tanto en plasma
como en leche maternos, de ahi la importancia de un consumo adecuado y diario de
frutas y verduras en las mujeres gestantes.

En mujeres fumadoras es curioso como no hay diferencias en sus niveles
plasmaticos respecto a las no fumadoras pero si que lo hay en la leche materna, siendo
en esta menor en la leche de las madres fumadoras (Ortega et al., 1998).

La cantidad de vitamina K en la leche humana depende fundamentalmente de la
ingesta dietética materna. Hay una correlacion entre el colesterol y la vitamina K pues
se cree que el colesterol interviene en la secrecion de dicha vitamina pero lo cierto es
que no se ha podido demostrar dicha relacion con los lipidos totales (Von Kries et al.,
1987).

La proteccion propiciada por la leche materna se debe, en gran parte, a la
concentracion de antioxidantes que posea por su papel protector frente a la
peroxidacion. Estos pueden depender de la dieta o de los habitos maternos. De hecho, al
igual que ocurre con la vitamina C, las mujeres fumadoras tienen menos concentracion

de vitamina E y lipidos en la leche madura que en las no fumadoras (Cho y Choi, 1994).

2.3.2 MINERALES Y OTROS MICRONUTRIENTES

Los niveles de calcio en la leche humana se modifican seglin el estadio
madurativo de ésta, siendo menor en la leche madura respecto a la de transicién. Esto
podria ser modificado si la mujer recibiera un suplemento de calcio durante la gestacion.
Por otro lado, si hubiera déficit en la ingesta de calcio en la madre se compensaria
mediante un aumento del recambio mineral 6sea materno (Prentice, 1998).

Las madres precisan de suplementacion diaria de folatos para poder satisfacer
las necesidades del lactante. La cantidad de éstos en la leche materna se mantendra
constante pero lo hard a costa de la disminucion en el estado nutricional materno
(Ortega et al., 1998).
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La cantidad de zinc en la leche materna se mantiene relativamente constante
incluso si hubiese escasa ingesta de éste. Los niveles de zinc en la leche materna se
relacionan de forma proporcional con su ingesta materna. Por tanto, si las madres
consumen zinc de forma adecuada en la dieta no precisaran suplemento nutricional
adicional (Wauben et al., 1999).

Por el contrario, los niveles de hierro y cobre en la leche materna no dependen
de la dieta materna.

El contenido de yodo en la leche materna esta influenciado directamente por la
ingesta materna del mismo. Es fundamental que su aporte sea el adecuado para asegurar
asi un optimo desarrollo fisico y mental del lactante (Semba y Delange, 2001).

Los niveles de selenio en la leche materna van disminuyendo a medida que
avanza la maduracion de la leche, desde calostro a leche madura. Ademas, dichos
niveles no se correlacionan ni con la ingesta materna del mismo ni tampoco con el
estado nutricional materno. Parece que hay una correlacion inversa entre los niveles de

zinc y de selenio en la leche materna (Bianchi et al., 1990).

3. FUNCION ANTIOXIDANTE DE LOS ALIMENTOS. METABOLISMO
OXIDATIVO

3.1 INTRODUCCION: METABOLISMO OXIDATIVO

Se denomina “antioxidante” a aquel compuesto capaz de aceptar o donar un
electrén a los radicales libres mientras conserva su estabilidad, por lo que no se
transforma en una molécula reactiva al perder dicho electron. Ello les proporciona
capacidad de frenar la cadena de oxidacion. Halliwell sin embargo, simplifica esta
definiciéon como “cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina el dafio oxidativo
sufrido por una molécula diana” (Halliwell, 2012).

El estrés oxidativo tiene lugar debido a un desequilibrio entre los sistemas
oxidativos y los mecanismos antioxidantes, en detrimento de éstos ultimos. Ello dara
lugar a la generacion de grandes cantidades de radicales libres o una disminucion en la

velocidad de su neutralizacién. Todo ello desembocara en la oxidacion de biomoléculas

52



Introduccién

con la pérdida de sus funciones biolégicas que ello supone asi como una disregulacion
en la homeostasis dando lugar a un posible dafio oxidativo tanto a nivel celular como
tisular (Hicks et al., 2006).

La cronificacion de dicha situacion de estrés oxidativo se ha visto relacionada
con el desarrollo de diversas enfermedades cronicas no transmisibles como la obesidad,
la diabetes, el cancer y trastornos neurodegenerativos (Galili et al., 2007).

Se han desarrollado diferentes mecanismos de defensa antioxidante con el
objetivo de proteger contra los dafios oxidativos. Se basan en impedir la formacion de
especies reactivas y/o radicales libres, inhibir su accion o favorecer la reparacion de las
estructuras dafadas (Vincent et al., 2007).

3.2 CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes tienen diversas clasificaciones segun el criterio que se tenga
en cuenta:
a) Medio de actuacion: fase lipidica o acuosa.
b) Composicién: vitaminas, minerales u oligoelementos.
¢) Modo de accion: primaria, secundaria o terciaria.
d) Funcidn: secuestrante, reparadora o enzimatica
e) Origen: enddgenos o exdgenos.
A continuacion se describen los diferentes medios de actuacion, el modo de
accion y el origen de los antioxidantes
Los antioxidantes de fase lipidica actuan fundamentalmente sobre la membrana.
Dentro de ellos, destacan la Vitamina E (tocoferoles) cuya mision es estabilizar las
membranas, prevenir la peroxidacion lipidica y barrer radicales peroxilo; la Vitamina A
(carotenoides) que se encargara de prevenir la peroxidacion lipidica, barrer radicales
peroxilo y oxigeno singlete; y el Ubiquinol-10 (coenzima Q reducida) que previene la
oxidacion del ADN vy de los lipidos de membrana. Por otra parte, los de fase acuosa

actuaran en el medio extracelular y en el plasma. Entre ellos cabe resefiar la Vitamina C
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0 acido ascorbico, que barre el i6n superoxido (O.-), el peroxido de hidrogeno (H2O) el
radical hidroxilo (OH-), radicales peroxilo, oxigeno singlete y acido hipocloroso
(producto de la actividad fagocitica) y actia como cofactor de enzimas con actividad
hidroxilasa; acido urico que forma complejos estables con el hierro y protege frente al
ozono; Yy las proteinas, cuyos grupos sulfhidrilo donaran un electrén para neutralizar
radicales libres, la albumina unird iones cobre y neutralizaré el acido hipocloroso, y la
haptoglobina unira la hemoglobina plasmatica libre previniendo su auto-oxidacion.

Teniendo en cuenta su composicion, se realiza otra categorizacion diferente,
aunque se solapa en cierta forma con el resto de clasificaciones puesto que el sistema no
enzimatico esta integrado principalmente por sustancias como las vitaminas A, C, E y
minerales tales como el selenio o el zinc, entre otros. Se propugna su uso en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares cronicas.

Otra posible clasificacion se hace con respecto a su modo de accién y tipos de
prevencion. Asi, los antioxidantes de accidon primaria previenen la formacion de
radicales detoxificandolos (catalasa, glutation peroxidasa o superdxido dismutasa); los
de accién secundaria entran en accion ante una concentracion excesiva de radicales
libres y previenen la propagacion en cadena (glutation, tocoferoles, &cido ascorbico o
carotenoides); y los de accidn terciaria, son los que reparan el dafio molecular o retiran
los productos dafiados y los sistemas reparadores de ADN y ARN (Jena, 2012).

Otra de las clasificaciones es en funcion de su modo de accién. Hay algunos que
se encargan de interaccionar directamente con especies reactivas. Hay otros que
previenen la formacion enzimatica de especies reactivas. Y otro subgrupo es el
encargado de la induccion o activacion de la actividad de enzimas antioxidantes.

En cuanto a su origen, por un lado estan los antioxidantes enddgenos, presentes
en los organismos, que catalizan la transformacion de los radicales libres en compuestos
menos reactivos. Entre ellos se encuentran enzimas como:

- Superdxido dismutasa (SOD): que produce dismutacion del O, a H,0,.
- Catalasa: presente en todos los tejidos, disgrega el H,0, en H,O + O,.
- Glutation peroxidasa (GPx): presente en plasma, citoplasma vy

mitocondrias, su mision es reducir los hidroperdxidos.

54



Introduccién

- Glutatién reductasa (Gr): reduce el glutation oxidado a glutation en la
cadena respiratoria.

- Tiorredoxinas (TOXx): que se encargan de la reduccion de uniones
disulfuro.

También son end6genos otros compuestos no enzimaticos como el glutation, la
N-acetilcisteina, la tioprolina, la taurina, el &cido Urico o las proteinas fijadoras de
metales.

En general, las enzimas antioxidantes tienen distintas y variadas funciones,
desde el secuestro y desactivacion de los radicales libres hasta la regeneracion de otros
antioxidantes. Catalizan diversas reacciones por las que desactivan radicales libres,
recuperan moléculas oxidadas, colaboran en la desactivacion de xenobi6ticos, y reparan
dafos y regeneran otras moléculas antioxidantes (L’ Abbe y Friel, 2000).

La SOD dependiente de magnesio cataliza la transformacion del O, en perdxido
de hidrégeno que luego sera desactivado por otras enzimas como la catalasa o la
glutation peroxidasa. Asi disminuye la carga de O, generado en la cadena respiratoria de
las mitocondrias y se evita la inutilizacion de las deshidratasas (Zelko et al., 2002).

La catalasa cataliza la desactivacion del H,O, en agua y O,. Se localiza
fundamentalmente en los peroxisomas.

La GPx cataliza la oxidacion del glutation reducido y con ello participa en la
recuperacion de moléculas oxidadas como la a-tocoferol oxidada, lipidos o ADN. Es
esencial para conservar la integridad y funcién de las membranas, siendo capaz de
detoxificar los perdxidos lipidicos y el H,O, hasta agua en el interior del citoplasma y
de la mitocondria (Masella et al., 2005).

Las tiorredoxinas tienen un papel antioxidante esencial en el citoplasma y la
mitocondria, disminuyen la carga de especies reactivas de oxigeno al reducir los
disulfitos en los grupos tiol 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. Ademas forman parte de los redoxisomas que regulan la
sefializacion celular lo que las relaciona con la genesis de diversas enfermedades como

el cancer, enfermedades autoinmunes y diabetes (Yoshihara et al., 2014).
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Dentro de los compuestos no enzimaticos, destaca el Glutation. Se trata de una
molécula sintetizada en el higado y compuesta por 3 péptidos: acido glutdmico, cisteina
y glicina. Se considera la molécula antioxidante de origen enddégeno mas importante. El
grupo tiol reducido de la cisteina (-SH) le confiere una gran capacidad como
antioxidante; el glutation oxidado resulta de la union de 2 moléculas de glutation por
medio de un puente disulfuro. La disponibilidad de cisteina limita la produccién de
glutation. El glutation participa en la sintesis de ADN, en la detoxificacion de
xenobidticos y actla como antioxidante estabilizando radicales como hidroxilo,
superoxido y perdxidos, directamente o a través de la GPx siendo para algunos autores,
el equilibrio entre ambos, el principal determinante del estado oxidativo del organismo
humano (Wally et al., 2012).

La Coenzima Q10 o ubiquinona es un compuesto lipidico esencial que forma

parte de la cadena respiratoria de las mitocondrias. Se trata de un potente antioxidante
que juega un papel fundamental en la prevencion del dafio 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 traves
de la dieta. Es considerada como el antioxidante lipofilico mas importante, de sintesis
enddgena (Bentinger et al., 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 accion antioxidante radica en su capacidad para atrapar hierro libre que
es un potente oxidante y hacia el que posee una elevada afinidad por disponer de 2
receptores en cada molécula. En el interior del nlcleo es capaz de bloguear el factor de
transcripcion inhibiendo la produccion y suelta de citoquinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 y
TNF-a) y de algunos mediadores inflamatorios como el Oxido nitroso y el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos o de prostaglandinas (PGE1 y
PGE2), limitando asi la produccion de radicales libres como el idén superéxido
(Lénnerdal, 2010).

Por otro lado, se encuentran los antioxidantes exdgenos, que son aquellos que

necesitan ser aportados a traves de la dieta dado que no pueden ser sintetizados por el
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organismo, como por ejemplo las vitaminas A, C y E, el &cido folico y los polifenoles
(Lobo et al., 2010).

3.3 ANTIOXIDANTES DIETETICOS Y SUS ACCIONES

A través de los alimentos de la dieta se obtienen los nutrientes necesarios para
cubrir sus funciones bioldgicas, fundamental durante el crecimiento en el infancia.
Ademas se obtienen sustancias que influyen sobre el mantenimiento del estado de salud
de los individuos. Es muy importante que se obtenga un equilibrio entre los compuestos
oxidantes y reductores, lo que se conoce como equilibrio REDOX.

Los alimentos son una fuente importante de antioxidantes como vitaminas,
polifenoles y flavonoides. Pero a su vez la dieta también puede ocasionar agresiones
oxidativas como por ejemplo el aporte excesivo de calorias lo que puede generar
desequilibrio oxidativo lo cual a su vez genera un aumento de las necesidades de
antioxidantes. Los alimentos de origen vegetal tales como verduras y frutas asi como
sus derivados (vino y cerveza) son especialmente ricos en antioxidantes como la
vitamina C, polifenoles o coenzima Q.

Se pueden clasificar a los antioxidantes en dos grandes grupos: enzimaticos y no
enzimaticos. Los antioxidantes de origen dietético (entre los que destacan los minerales,
las vitaminas y los polifenoles) estarian incluidos dentro del segundo grupo. Dentro de
las vitaminas, destacan por su gran potencial antioxidante las vitaminas A y C (acido
ascorbico) (Rodrigo et al., 2007). EIl licopeno es un carotenoide con elevado poder
antioxidante. Y entre los minerales destacan el cobre, zinc, manganeso y selenio ya que
actian como cofactores de las enzimas antioxidantes y serian capaces de neutralizar
mecanismos oxidativos. Dentro de los enzimaticos destacan la superoxido dismutasa
(SOD), catalasa y GPx.

A continuacion se enumeran las principales funciones de los antioxidantes mas
destacados:

- Vitamina C: es un potente antioxidante hidrosoluble presente en

concentraciones elevadas en plasma y medios tisulares (tanto en el citosol como
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en el medio extracelular). Es necesaria para regenerar el a-tocoferol y es capaz
de reaccionar con numerosos radicales libres. Al oxidarse se transforma en
dehidroascorbato que es regenerado de nuevo a acido ascérbico en presencia de
glutation o por la accion de la dehidroascorbato reductasa. En presencia de
metales de transicion oxidados como el hierro o el cobre, la vitamina C puede
actuar como pro-oxidante. Asi pues, inhibe las especies reactivas de oxigeno,
protege frente a los dafios causados por la lipoproteina de baja densidad oxidada
y estimula el poder antioxidante de la vitamina E y el selenio (Silencio y
Santiago, 2013).

Esta vitamina 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, repollo y brécoli.
De los productos de origen animal, el higado la contiene en pequefias cantidades,
y en menor medida en otros 6rganos con tambien elevada actividad metabdlica
como glandulas suprarrenales, pancreas, cerebro, 0jos o hipofisis. Sus depdsitos
corporales son escasos y poco duraderos; se elimina por la orina en pequefias
cantidades. Por ello se necesita un aporte casi diario a través de los alimentos. Es
destruida facilmente con la coccion y se oxida con facilidad en la exposicion al
aire ambiente. Por esto el mejor aporte lo ofrecen las frutas frescas aunque el
pelado, el cortado y el licuado provocan pérdidas no despreciables. También
interfiere en su absorcion la fibra y los fitatos, la cual tiene lugar en duodeno y
yeyuno (Huang et al., 2002).

Vitamina E: compuesta por un grupo de moléculas liposolubles entre las que
hay tocoferoles y tocotrienoles que se encuentran asociadas a los lipidos en
membranas y plasma. Estan considerados como el antioxidante natural mas
potente. Son de suma importancia en la proteccion de la integridad de las
membranas debido a su actividad de control de las reacciones de
lipoperoxidacion. Al unirse con los radicales libres, se oxida dando lugar a
tocoferoxilos que son reducidos de nuevo a tocoferol por la accion del acido
ascorbico o el ubiquinol (Abudu et al., 2004). En ausencia de estas moléculas, un
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exceso de vitamina E oxidada puede actuar como pro-oxidante y favorecer la
peroxidacion de las LDL. De ahi la importancia de la presencia de cantidades
adecuadas de vitamina C (en medio acuoso) y de coenzima Q (en medio
lipidico). En resumen, la vitamina E protege contra la peroxidacion de los acidos
grasos insaturados de la membrana celular y transforma el O, y H,O, en formas
menos reactivas (Abudu et al., 2004).

Se encuentra presente en multitud de aceites como el de girasol, maiz, soja y
colza y en frutos secos como nueces y avellanas. También son ricos en vitamina
E las legumbres, la leche y cereales integrales.

Vitamina A, carotenoides: protegen frente a la oxidacion de lipidos y ADN. La
vitamina A se obtiene a través de la dieta en forma lipéfila (retinol) e hidréfila
(carotenoides). Estos Gltimos son los pigmentos responsables del color amarillo,
anaranjado o rojo de frutas y verduras. Son fuente rica de ella: tomate, calabaza,
mango, zanahoria 0 espinacas, que son ricos especialmente en 3 y a-carotenos,
en licopenos y en luteina. El derivado lipofilico, sin embargo, 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 su biodisponibilidad viene condicionada
también por el procesado y su estructura.

Los carotenoides son moléculas de hidrocarburo poliénico que pueden contener
hasta 15 dobles enlaces en su molécula y se subdividen en carotenos (a- y B-
carotenos Yy licopenos) que no contienen O, en su molécula y xantofilas que son
carotenoides oxigenados con grupos carboxilos e hidroxilos (Lobo et al., 2012).
Los carotenos son los precursores de vitamina A o retinol y el mas activo y
cuantitativamente mas importante es el B-caroteno. La importancia de su accion
antioxidante se debe a su riqueza en dobles enlaces lo que les permite gran
capacidad de control de radicales libres. EI nUmero de dobles enlaces influye en
su capacidad antioxidante y son mucho mas eficaces los carotenoides con 8 o
méas dobles enlaces en su molécula. Estos antioxidantes son especialmente

importantes en la prevencion de la peroxidacion lipidica y modulan los niveles
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de otros antioxidantes contribuyendo a su regeneracion (Azeredo y Trugo,
2008).

Los carotenoides son absorbidos en su mayoria en el intestino delgado por
difusion pasiva, incorporados a los quilomicrones y transportados por la linfa
hasta el higado donde serdn almacenados hasta que sean requeridos. Estos
precursores de vitamina A son mayoritariamente transformados en retinol en el
enterocito aunque también, en parte en el higado y en otros tejidos. La absorcion
de los carotenos procedentes de la dieta, puede verse afectado por la presencia
de grasa en la dieta, por otros componentes que inhiben su absorcion, y por
practicas de cocinado que aumentan las pérdidas. Las infecciones parasitarias
inhiben su absorcion. El exceso de carotenoides en la dieta provoca que en lugar
de su absorcion se eliminen a la luz intestinal. Y su excrecion se produce
mayoritariamente a través de la bilis (Fito et al., 2007).

Polifenoles: son derivados benzo-gamma-piranos y segln su grado de oxidacion
se subdividen a su vez en varias clases, entre las que destacan los flavonoides
porque son los de mayor capacidad antioxidante. Su estructura quimica, con
varios anillos unidos por dobles enlaces les permite con facilidad captar
radicales libres, desactivarlos o impedir su formacion. Ademas son capaces de
quelar el hierro y el cobre, favorecer la accién de enzimas antioxidantes e inhibir
enzimas pro-oxidantes (Halliwell, 2012).

La ingesta de té, chocolate y otros alimentos ricos en polifenoles se ha
relacionado con una disminucion de las enfermedades cardiovasculares (Vita et
al., 2005) y cancer de colon (Martinez-Flores et al., 2002). En el colon podrian
actuar como secuestradores de diversos radicales libres (Roman, 2007; Valls-
Belles et al., 2005).

Melanoidinas: son polimeros formados al reaccionar carbohidratos y moléculas
gue contienen un grupo amino libre (aminoacidos, péptidos y proteinas) por la
reaccion de Maillard. Tienen elevada capacidad antioxidante, inhiben la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad. Son las sustancias que dan color

marron a alimentos como el café, la malta o la cerveza (Rivero et al., 2005).
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- Cobre, Zinc, Manganeso, Selenio y otros: actian como cofactores de las
enzimas antioxidantes. Y es que 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 accion de numerosos antioxidantes
enddgenos.

El Zinc es esencial para el crecimiento, la inmunidad celular y participa como
cofactor de numerosas enzimas en los procesos de oxi-reduccion.

El selenio esta integrado en la molécula de la GPx donde deriva la importancia
de su funcidon como antioxidante.

El manganeso es un componente necesario para algunas enzimas como la SOD

(Waly, 2012).

En resumen, cada vez hay mas evidencia de los efectos beneficiosos de una dieta
variada y rica en estos alimentos para la prevencion de enfermedades relacionadas con
el dafio oxidativo y el envejecimiento celular en relacidon con su capacidad antioxidante

Para poder decir que un antioxidante tiene “funcion bioldgica” es necesario que
estando en cantidades muy pequefias en comparacion con el sustrato oxidable, sea capaz
de evitar su oxidacion o, al menos, disminuirla. Ello lo pueden llevar a cabo de una
forma directa (neutralizando los radicales libres) o indirecta (mediante sistemas
enzimaticos) (Halliwell y Whiteman, 2004).

Cabe destacar que el aporte de antioxidantes debe ser equilibrado, como el que
ofertan los alimentos, ya que el aporte aislado de un solo tipo de antioxidantes, por
ejemplo, el aportado al tomar suplementos puede conducir a situaciones de pro-
oxidacion que provoquen efectos contrarios a los deseados (Herrera et al., 2009).

La oxidacion de biomoléculas tendrd lugar cuando la produccién de radicales
libres se vea superada por la capacidad de accion de los antioxidantes. Se produciran asi
una serie de marcadores de estrés oxidativo que estan basados en el anélisis de la
oxidacion de lipidos, proteinas y ADN. También hay una forma indirecta de su

evaluacion, basada en la capacidad antioxidante propiamente dicha.
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La evidencia cientifica avala que el estrés oxidativo estaria estrechamente
implicado en el sindrome metabdlico.

Ademas de todo lo que conlleva el estrés oxidativo, la dieta es per se un factor
modulador de suma importancia. De ahi la gran relevancia de los marcadores de estrés
oxidativo asi como la evaluacién de los posibles efectos adversos y la influencia de la
dieta sobre dichos mecanismos (Furukawa et al., 2004).

3.4 DIETA MEDITERRANEA Y ESTRES OXIDATIVO

Hay mdltiples estudios en los que en lugar de analizar Gnicamente por separado
la accion de ciertos alimentos sobre el estrés oxidativo, lo hacen analizando en conjunto
el patron dietético en cuestion. En éstos se tiene en cuenta la posible interaccién de los
diferentes nutrientes entre si y no de forma aislada. Aunque presentan una gran
heterogeneidad metodolégica lo que dificulta la comparacion entre ellos.

Sin  duda, destaca el estudio PREDIMED (PREvencion con Dieta
MEDiterranea). Se trata de un estudio multicéntrico, aleatorizado, prospectivo y
controlado. Su objetivo fue valorar tanto la eficacia como seguridad de llevar a cabo un
cambio en la dieta, sustituyendo la previa por dieta mediterrdnea como prevencion
primaria de enfermedad cardiovascular.

Los individuos incluidos presentaban riesgo cardiovascular elevado y seguirian
una dieta mediterranea suplementada con frutos secos (15 g almendras y 15 g nueces) o
con aceite de oliva virgen (1 | a la semana). A los 3 meses, en comparacion con una
dieta baja en grasa, se aprecio descenso de las cifras de tension arterial asi como del
cociente colesterol total/HDL y de los niveles de proteina C reactiva. Todos ellos
considerados como marcadores de riesgo cardiovascular.

En relacion con los marcadores de estrés oxidativo, también se habian mejorado
los niveles plasmaticos de LDL ox (lipoproteinas de baja densidad oxidadas) y de MDA
(malondialdehido) en dichos pacientes (Fito et al., 2007).

Asimismo, dentro de los alimentos incluidos en la dieta mediterranea, se pudo

relacionar el consumo de frutas, cereales y aceite de oliva virgen con menores
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concentraciones de marcadores relacionados con la disfuncion endotelial en pacientes
del estudio (Salas-Salvado et al., 2008).

La dieta mediterranea destaca por el importante consumo de frutas, legumbres,
cereales integrales, frutos secos y pescado. El aceite de oliva es pieza fundamental por
ser la principal fuente de grasa, aportando &cidos grasos monoinsaturados y polifenoles.
El vino tinto, que aparece con frecuencia, es fuente rica de polifenoles.

A este respecto destaca un estudio randomizado a simple ciego denominado
Lyon Diet Heart Study. Demuestra la eficacia en la prevencién secundaria de las
enfermedades cardiovasculares por la disminucién de hasta un 70% del riesgo de
recurrencia tras 4 afios de una dieta mediterranea rica en &cido linolénico (De Lorgeril et
al., 1999).

El efecto beneficioso que ejerce sobre los marcadores de estrés oxidativo la dieta
mediterranea se ha asociado al sinergismo entre micro y macronutrientes de los
alimentos que componen este tipo de dieta. Destaca el efecto producido sobre los
niveles plasmaticos de TBARs (Thiobarbituric Reactive Acid Substances) y sobre el
efecto en la GPx (Vidurrizaga et al., 2008).

3.5 OTROS PATRONES DIETETICOS

Se cree que hay otros patrones dietéticos, ademas de la dieta mediterranea, que
serian capaces de influir sobre los marcadores de estrés oxidativos. Entre ellos se
encuentran el tipo y cantidad de hidratos de carbono y grasa, frutas y legumbres y
contenido de antioxidantes propiamente dicho.

Una dieta baja en grasa y con alto contenido en fibra puede ser capaz de
disminuir los niveles de 8-epiPGF2 (prostaglandin F2a 8 isoprostano). Su justificacion
radica en que, por un lado, al tomar gran cantidad de fibra se consume asi gran cantidad
de nutrientes antioxidantes y, por otro lado, se disminuye el consumo de azucares
refinados y de grasas saturadas (Ambring et al., 2004).

La evidencia cientifica avala que la restriccion caldrica esta intimamente
relacionada con la regulacion del estrés oxidativo. Ello se atribuye a la disminucion del

peso corporal y las consecuencias que ello supone. Asi, en personas obesas hay un
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incremento de la expresion de los marcadores de estrés oxidativo, 1o que a su vez esta
directamente correlacionado con el tejido adiposo (Johnson et al., 2007).

Hay mudltiples estudios que muestran los efectos positivos de la restriccion
caldrica sobre algunos marcadores de estrés oxidativo, sobre todo los basados en la
oxidacion de lipidos (TBARS, MDA e isoprostanos), ADN y proteinas (carbonilos y
nitrotirosina) asi como los efectos sobre la superéxido dismutasa. Pero la limitacion de
éstos es que en su mayoria se producen en individuos obesos o con sobrepeso. Por
ejemplo, tras 6 meses de restriccion calorica en pacientes obesos se ha visto una
disminucion de los marcadores de estrés oxidativo, pero no en pacientes con
normopeso. Los efectos beneficiosos se han constatado tanto a corto como a largo plazo
(Crujeiras et al., 2007).

Se debe tener en cuenta que hay cierta predisposicion genética asi como
diferentes mecanismos de regulacién de la composicién corporal que pueden influir a la

hora de interpretar los resultados de los estudios.

3.6 VITAMINAS, MINERALES Y ESTRES OXIDATIVO

En general, la suplementacion de vitaminas y minerales actia de forma
beneficiosa sobre algunos marcadores de estrés oxidativo, sobre todo los que se basan
en la oxidacion de lipidos, proteinas y ADN. Por el contrario, no tienen influencia sobre
la capacidad antioxidante. Concretamente, la suplementacion de selenio logra aumentar
la actividad de las enzimas antioxidantes entre las que destaca la GPx (Mishra et al.,
2007).

En el caso de la vitamina E, se han observado diferencias segin sexo, siendo
mas efectiva la suplementacion en los hombres respecto a la mujeres. Produce efectos
favorables sobre los niveles plasméaticos de MDA asi como de otros marcadores basados
en la oxidacion de lipidos (Roberts et al., 2007).

A pesar de todo, actualmente no son concluyentes los efectos sobre el estrés
oxidativo de la suplementacion de minerales y vitaminas ni tampoco se ha establecido la

dosis ni la duracion necesaria para dicho beneficio. Por otro lado, hay otros parametros
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que por ellos mismos también pueden afectar al estrés oxidativo como la edad, el indice
de masa corporal o el tabaquismo entre otros (Actis-Goretta, 2004).

El efecto antioxidante producido es diferente segin proceda de las vitaminas o
de los minerales. Las vitaminas actlan aceptando o donando electrones en las
reacciones de oxidacion y reduccion. Los minerales, en cambio, se encargan de regular
la actividad de las enzimas antioxidantes. Asimismo se ha investigado el efecto que
puede producir la suplementacion de varias vitaminas o minerales a la vez, y se han
descrito efectos favorables sobre los niveles plasmaticos de MDA, TBARS y LDL-ox.
Por el contrario, no se han apreciado efectos de la suplementacién conjunta de vitaminas
Ay C yde zinc y selenio (Dunstan et al., 2007).

Su efecto antioxidante depende de otros factores como su biodisponibilidad y
absorcion, su concentracion plasmatica ideal para realizar su actividad antioxidante, el
tipo de radicales libres o especies reactivas generados durante el proceso oxidativo asi
como la variabilidad en la metodologia de laboratorio. Todo ello es necesario tenerlo en
cuenta para poder valorar e interpretar las diferencias encontradas entre los distintos
estudios (Opara, 2002).

3.7 EFECTO DE LOS POLIFENOLES Y CAROTENOIDES SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO

Los estudios que hay sobre el efecto que tienen los polifenoles y carotenoides
sobre el estrés oxidativo estan basados en la suplementacion dietética con alimentos o
bebidas ricas en éstos.

Al igual que ocurre con los estudios de suplementacion de vitaminas y
minerales, hay gran disparidad en los resultados puesto que hay gran variedad en la
duracion del periodo de suplementacion asi como en la diferente cantidad suplementada
en funcién de la fuente de donde procedan, lo que los hace dificilmente comparables
entre si. Otros factores que también influirian en los resultados serian de nuevo la edad,
el indice de masa corporal asi como el estado de salud de los individuos del estudio
(D’Archivio et al., 2007).
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Los polifenoles son un grupo de moléculas cuya estructura posee varios grupos
fendlicos y tiene una gran actividad antioxidante. Destacan los polifenoles del vino
entre los que se encuentran los acidos fendlicos, quercetina, catequinas y resveratrol.
También son de gran importancia los polifenoles presentes en infusiones y extractos
naturales, destacando las catequinas presentes en el té verde (Pignatelli, 2006). En
relacion a los carotenoides, el licopeno destaca por sus acciones antioxidantes. Los
tomates y sus derivados son las fuentes mas representativas de estos. En el aceite de
oliva, estan presentes, sobre todo, los fenoles simples hidrotirosol y tirosol. El efecto
antioxidante de los polifenoles depende de su biodisponibilidad y absorcion.

Hay varios factores que afectaran al contenido de éstos en alimentos y bebidas:
exposicion solar, tipo de suelo, tipo de cultivo y clima. La mayoria de polifenoles en las
frutas y verduras se encuentran en sus capas mas externas, por ello pelarlos, cocinarlos y
almacenarlos puede modificar su cantidad. Pueden ejercer su accion antioxidante en el
tracto digestivo, incluso antes de su absorcion.

Hay ciertos componentes de los alimentos y bebidas que pueden interaccionar
con los polifenoles. Ejemplo de ello seria la presencia de alcohol que puede aumentar la
absorcion de los polifenoles del vino al aumentar su solubilidad.

Algunos autores destacan el papel beneficioso de la ingesta de polifenoles junto
con una comida rica en grasa. Ello se relaciona con el papel que ejercerian los
antioxidantes en la atenuacion del estrés oxidativo postprandial. Se veria especialmente
en situaciones donde haya asociado elevado riesgo de aterosclerosis diabetes u
obesidad. En esos casos, mejoran la disfuncién endotelial y disminuyen la
susceptibilidad de las LDL a ser oxidadas (Sies et al., 2005).

- Vino: Es considerado clasicamente como un potente antioxidante. Su accion sobre
los marcadores de estrés oxidativo se debe a los polifenoles que contiene. Estos
compuestos estan presentes, mayoritariamente, en las semillas de las uvas. De tal
forma que su concentracion dependera del tipo de uva utilizada, de las condiciones
climaticas en que se formé el fruto asi como del modo de procesamiento y
fabricacion del vino. El vino tinto en comparacion al blanco, presenta mayor

concentracion de tales compuestos (Pignatelli et al., 2006).
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- Aceite de oliva: Los acidos grasos monoinsaturados que contiene, comparados a los
poliinsaturados, tienen mejores efectos sobre los marcadores de estrés oxidativo.
Asimismo aporta también fenoles simples que estan presentes en el aceite de oliva
virgen pues la mayoria se perderdn durante el refinamiento. Ejerce efectos
beneficiosos sobre el estrés oxidativo apreciables a través del estudio de sus
marcadores, tanto a corto como a largo plazo (Visioli et al., 2005; Salvini et al.,
2006).

- Té verde: Es la principal fuente de catequinas. Estas tienen efectos positivos sobre el
estrés oxidativo. El té negro y la cebolla contienen otro compuesto polifendlico

Ilamado quercetina (Nagao, 2005).

- Tomate: Es rico en licopeno y se ha relacionado con el efecto positivo sobre los

niveles plasmaticos de carotenoides (Tyssandier, 2004).

4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA LECHE HUMANA

4.1 INTRODUCCION

La leche humana presenta una importante capacidad antioxidante; ademas,
contiene sustancias antioxidantes que ningun otro alimento en ninguna otra etapa de la
vida es capaz de aportar. Por un lado, es protegida de la oxidacion y deterioro de sus
componentes. Por otro lado, debido a que suele ser consumida casi al mismo tiempo que
es generada, todo este contenido antioxidante tiene a su vez la mision de ayudar a
proteger el estado oxidativo del recién nacido. La capacidad antioxidante de la leche
humana es el resultado no sdlo del contenido en antioxidantes sino también de la
actuacion sinérgica de los mismos.

Los antioxidantes de la leche humana, una vez ingeridos por el recién nacido,

son capaces de actuar a nivel local, protegiendo el tracto respiratorio e intestinal
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(mediante la proteccion de las células epiteliales) y a nivel general (mediante la
reduccion espontanea del citocromo C) (Ezaki et al., 2008).

En el calostro se ha comprobado una mayor capacidad antioxidante asi como
niveles mayores de antioxidantes y ello disminuird a medida que van pasando los dias
tras el nacimiento. Algunos autores lo han interpretado como una respuesta del
organismo materno a las necesidades méas elevadas de su hijo, en los primeros dias de
vida (Gossage et al., 2002)

La leche materna le da al recién nacido el mayor y més variado aporte de
antioxidantes en relacién a lo que cualquier dieta pueda ofrecerle en otras épocas de la
vida. Los compuestos antioxidantes, mientras que en otras épocas de la vida dependen
de la produccion propia, como enzimas, coenzimas, prostaglandinas o factores
inhibidores de enzimas pro-oxidantes, en la época neonatal son aportados por la leche
materna. De ahi el importante papel protector de la leche materna respecto a la de
formula (Friel et al., 2011).

Por ultimo, destacar el hecho de que la capacidad antioxidante asi como la
presencia de algunos antioxidantes (a-tocoferol y GPx) se adapta a las necesidades
especificas de los recién nacidos, siendo mayores en la leche de la madre de prematuros
(Li et al., 2009).

4.2 LECHE HUMANA Y ESTRES OXIDATIVO

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas quimicamente reactivas
que contienen oxigeno. Normalmente son producidas en los organismos vivos a bajas
concentraciones, y pueden ser beneficiosas o incluso cruciales en dichos seres vivos en
multiples procesos tales como la sefializacion intracelular y la defensa contra los
microorganismos (Gulgin, 2012). Asimismo estan implicadas en el crecimiento celular,
la diferenciacion, la progresion y la muerte (Granot y Cohen, 2004).

Las células que utilizan el oxigeno y, en consecuencia a las ROS, tienen que
desarrollar complejos sistemas de defensa antioxidante para poder neutralizar a los ROS
y protegerse contra los radicales libres dafiinos (Sastre et al., 2000). Y si la produccién
de ROS excede a la capacidad de defensa antioxidante tiene lugar el estrés oxidativo.
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Elevadas concentraciones de ROS pueden dafiar a los principales componentes de las
células tales como lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, lo que dara lugar
a un deterioro funcional (Blokhina et al., 2003).

Tras el nacimiento, el recién nacido se expone a un ambiente extrauterino
relativamente hiperoxigenado causado por un aumento de la biodisponibilidad de
oxigeno, lo que dara lugar a una generacion de ROS mucho mayor. Como resultado, se
verd envuelto en una situacion de estrés oxidativo debido especialmente a que los
mecanismos de defensa antioxidante estan poco desarrollados durante el periodo
neonatal. De hecho se cree que el estrés oxidativo esta implicado en la patogénesis de
numerosas enfermedades neonatales (Friel et al., 2004). Los recién nacidos pretérmino,
que tienen su capacidad antioxidante aun mas reducida, estan expuestos a estrés
oxidativo causado por infecciones, ventilacion mecéanica o nutricion parenteral. Esta es
la razén por la que muchos de los trastornos que presentan los prematuros se cree que
son debidos a dicho desequilibrio entre el estrés oxidativo y capacidad antioxidante.
(Giribaldi et al., 2012)

La lactancia materna por su parte destaca por su papel protector en este
desequilibrio pues se ha asociado con tasas mas bajas de enterocolitis necrotizante,
enfermedades respiratorias, y la retinopatia del prematuro, entre otras (Shoji et al.,
2004).

4.3 PROPIEDADES DE LA LECHE MATERNA

El contenido de la leche humana va sufriendo cambios de una manera gradual a
medida que va pasando por sus tres diferentes fases: calostro, leche de transicion y leche
madura. Dichos cambios ayudan al recién nacido a su adaptacion fisioldgica a la vida
extrauterina.

El calostro es rico en proteinas, vitaminas liposolubles, minerales e
inmunoglobulinas. Juega un papel fundamental en el neonato no solo desde el punto de
vista nutricional, sino sobre todo por su papel protector frente a procesos infecciosos

dado la inmadurez de su sistema inmune durante esta etapa. La leche de transicion, en
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cambio, contiene elevadas concentraciones de lipidos, lactosa, vitaminas hidrosolubles
y mas calorias que el calostro (Lawrence, 2011).

Dado que la leche es la Unica fuente de nutrientes para el neonato durante la
primera etapa, ademas de proporcionar macronutrientes (proteinas, carbohidratos y
lipidos) y agua, tiene el importante papel de suministrar suficientes vitaminas y
minerales para el adecuado desarrollo del lactante. Ademas, la leche humana contiene
varios compuestos bioactivos incluyendo numerosos factores inmunologicos, enzimas,
factores de crecimiento y hormonas. Y posee mayor capacidad de eliminar los radicales
libres en comparacion con la leche de vaca (Hanna et al., 2004).

Respecto a los antioxidantes, pueden dividirse en 2 grandes grupos: enziméticos
y no enzimaticos. Ambos grupos ejercen una actividad sinérgica en la leche materna
para erradicar los radicales libres (Fang et al., 2002).

Se ha visto que entre las multiples ventajas de la leche materna respecto a la de
férmula, destaca su contenido en antioxidantes tanto hidrofilos como lipdfilos,
incluyendo ciertas vitaminas y gran variedad de enzimas antioxidantes. Por el contrario,
la de férmula estd suplementada con escasos antioxidantes como, por ejemplo, la
vitamina E. El exacto equilibrio de dichos antioxidantes en la leche humana es lo que
determinara su estabilidad oxidativa (Perrone et al., 2007).

4.4 ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS EN LA LECHE HUMANA

Los antioxidantes no enzimaticos se pueden formar en el propio organismo del
animal o necesitar ser suministrado a través de la dieta como nutrientes esenciales. Los
que estan presentes en la leche materna son glutatién, arginina, citrulina, taurina,
creatina, selenio, zinc, coenzima Q10, vitaminas C, E y A. Hay algunos carotenoides
que funcionan como provitamina A pero que también pueden comportarse como
antioxidantes.

Mientras que la vitamina C actuaria en la fase acuosa, la vitamina E y coenzima
Q lo harian en la fase lipidica. Hay otros antioxidantes no enzimaticos, como los

flavonoides, que pueden actuar en ambas fases (Lindmark-Mansson y Akesson, 2000).
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Los antioxidantes lipofilos tales como carotenoides, vitamina A y E presentan

sus mas altos niveles en el calostro y disminuyen durante la lactancia temprana, a pesar

de que los lipidos totales aumentan. Se produce un mecanismo de transferencia asociada

a lipoproteinas desde el plasma a la leche materna.

Los niveles de vitamina A en el tercer dia puede ser tres veces mayor que la de

la leche madura. Del mismo modo, los carotenoides en el calostro pueden ser diez veces

mayores a los presentes en la leche madura, y la vitamina E puede ser de dos a tres

veces mayor que en la leche madura (Macias y Schwiegert, 2001).

Acido ascorbico o Vitamina C: El 4cido ascorbico estd considerado como uno de
los antioxidantes naturales mas potentes y menos tdxicos, ademas de ser un eficaz
agente reductor. Es fundamental en la salud y el desarrollo de los nifios asi como
para la sintesis de colageno, el cual se desarrolla rapidamente durante esta primera
etapa de la infancia.

El 4cido ascorbico se oxida facilmente en el pH de la leche. La velocidad de
oxidacion esta influenciada por factores como son la temperatura, la luz y la
concentracion de oxigeno.

El contenido medio en la leche humana madura es en torno a 40 mg/l frente a los 70
mg/l del calostro. Hay una gran variabilidad en éste de 30 a 100 mg/l con un
descenso progresivo en el curso de la lactancia. En la leche de vaca dicha

concentracion es muy inferior, de 8 a 20 mg/l (Singh, 2004).

Vitamina E: La vitamina E presenta diferentes formas (o, B, v y & -tocoferol) con
diferente actividad bioldgica. ElI mas activo de todos es el a-tocoferol. Sin embargo,
estudios recientes muestran que hay otras isoformas de la vitamina E que también
juegan un papel crucial en la salud del ser humano.

Esta vitamina actia como un antioxidante liposoluble, protegiendo a los &cidos
grasos poliinsaturados de la peroxidacion. Juega un papel fundamental en el neonato
pues durante esta etapa estan expuestos a niveles de oxigeno mas elevados que

durante la vida intrauterina. Asimismo, juega un papel importante en la prevencién
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de las enfermedades cardiovasculares asi como en diferentes tipos de cancer (Molté-
Puigmarti et al., 2009).

La concentracion de vitamina E en la leche de vaca es bastante baja, en torno a 0,9
mg/ml y es mayor en verano que en invierno. En cambio, la concentracion en la
leche humana es mayor, siendo de media 3 mg/l en la leche madura y 13 mg/l en el
calostro.

Macias y Schweigert examinaron el calostro, leche de transicion y leche madura y
encontraron que los niveles de a-tocoferol eran mas elevados en el calostro (11,8 +
6,3 pg/ml) con un descenso progresivo durante las primeras semanas de la lactancia
(2,7 £ 1,1 pg/ml) (Macias y Schwiegert, 2001).

Iniciar la lactancia materna de una forma precoz aumenta las reservas de vitamina E
en el neonato, sobre todo teniendo en cuenta que no es capaz de atravesar la placenta
en cantidades apreciables.

En el estudio de Quiles et al, se analizaron los niveles en leche humana de coenzima
Q10, a, y y & -tocoferol asi como la capacidad antioxidante total de la leche de nifios
prematuros y a término. Se concluyd que los niveles de a y y -tocoferol eran mas

elevados en los nacidos a término (Quiles et al., 2006).

Vitamina A y Carotenoides: La Vitamina A es un micronutriente de gran
importancia para la salud humana. Hay dos formas por las que la madre puede
transferirla a su hijo: la primera seria a través de la placenta durante la gestacion y la
segunda, a través de la glandula mamaria durante la lactancia. La transferencia es
mucho mayor en el segundo caso, de hecho se llega a transferir hasta 60 veces mas
vitamina A durante 6 meses de lactancia respecto a la que se acumula en el feto
durante los 9 meses de gestacion (Dimenstein et al., 2003).

El calostro es especialmente rico en vitamina A, su contenido es aproximadamente
de 2 pg/ml. Ademas dicha vitamina es de muy facil absorcion por la presencia de la
lipasa en la leche que ayuda a los nifios a realizar bien la digestién lipidica.

Una fuente importante de vitamina A para los nifios proviene de los carotenoides de

la leche materna. Los niveles de carotenoides totales (236,7 = 121,9 ng/ml) y
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vitamina A (1,02 * 0,56 g/ml) son mas altas en el calostro y se reducen
significativamente durante las primeras semanas de lactancia, (63,2 = 23,3 ng/ml y
0.33 £ 0,14 g/ml, respectivamente) (Tijerina-Saenz et al., 2009).

Lactoferrina: La lactoferrina es una glicoproteina de 80 kDa compuesta por
alrededor de 690 residuos de aminoacidos que participan en el sistema inmune del
huésped y presentan una amplia variedad de actividades bioldgicas.

La leche humana, en contraste con la leche de vaca, contiene una elevada capacidad
de fijacion al hierro. Una proporcion importante de hierro en la leche humana se une
a lactoferrina, que es capaz de unirse a 2 iones féerricos. La lactoferrina es bastante
estable frente a la digestion proteolitica intestinal y se une a receptores especificos en
la mucosa intestinal humana, de ahi su elevada biodisponibilidad. Ademas, la
lactoferrina de la leche humana tiene propiedades anti-infecciosas (Hernell y
Lonnerdal, 2002).

En el estudio realizado por Nagasawa et al., la lactoferrina se midid
inmunoldgicamente en el calostro humano y en la leche de 2 a 197 dias después del
parto. Los resultados mostraron que la lactoferrina se redujo durante las primeras dos
semanas, seguida de un descenso posterior mucho mas gradual. Asi, los niveles
medios de lactoferrina fueron de 4,9 + 0,6 mg/ml, 4,5+ 0,8 mg/mly 1,6 + 0,3 mg/ml
en el calostro, leche de transicién y la leche madura, respectivamente (Nagasawa et
al., 1972).

Coenzima Q10: La coenzima Q10 es un antioxidante intracelular que protege a los
fosfolipidos de membrana, proteinas de membrana mitocondrial y lipoproteinas de
baja densidad frente al dafio oxidativo inducido por los radicales libres. Es
considerada como un elemento esencial en la cadena respiratoria mitocondrial para la
sintesis de ATP. Esta presente en la leche materna de madres de recién nacidos a
término en concentraciones superiores frente a las de pretérmino y disminuye a lo

largo de la lactancia (Quiles et al., 2006).
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Niklowitz et al. estudiaron su concentracion en el calostro entre 24 a 48 horas
después del parto, y de nuevo a los 7 (leche de transicion) y 14 dias después del parto
(leche madura). En esos momentos, los niveles de CoQ10 encontrados fueron de 1,1,
1,0 y 0,9 mg/l, respectivamente. Las concentraciones mas altas de CoQ10 soluble en
grasas se encuentran en el calostro humano, a pesar de su bajo contenido de lipidos
(Niklowitz et al., 2005).

4.5 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

En la leche humana se ha demostrado la presencia de los siguientes
antioxidantes enzimaticos: SOD (encargada de la dismutacion del anién superdxido),
catalasa (degradacion de peroxido de hidrogeno — H,O,) y GPx (contiene selenio y
cataliza el H,0,) (Zarban et al., 2009).

La catalasa destaca por sus efectos antiinflamatorios, debido a la degradacion de
H,O,, y la GPx es responsable de la disminucion de la inflamacion mediante la
prevencion de la peroxidacion lipidica (Lawrence y Pane, 2007).

Lo que diferencia a las enzimas antioxidantes de la leche materna de las
procedentes de otro origen es su estructura terciaria: son mas hidréfobas y menos
sensibles a la proteolisis y la desnaturalizacion, lo que se relaciona con su papel

fisiologico en el sistema gastrointestinal del recién nacido (Kasapovi¢ et al., 2005).

- Superéxido dismutasa (SOD): La SOD cataliza la eliminacién de los radicales
superoxido O, y protege a las células de los efectos potencialmente dafiinos de la
oxidacion, segun la siguiente reaccion: 20,” + 2H" > H,0, + O,

Esta presente en todas las células con una concentracion diferente en los distintos
tejidos proporcional a la actividad metabolica de cada celula.

En los seres humanos hay tres formas de SOD: citosélica, mitocondrial y
extracelular.

La leche de vaca contiene bajos niveles de SOD vy esta presente de forma exclusiva

en la fraccion de leche desnatada, mientras que la contenida en leche humana es entre
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2y 2,3 veces més elevada que la leche bovina, que a su vez es superior en el calostro
respecto a la leche madura (Savi¢ et al., 2005).

Catalasa: La catalasa de la leche es una enzima cuyo peso molecular es 200 kDa y
un pH isoeléctrico de 5.5; es estable en el rango de pH de 5 a 10 pero fuera de dicho
rango pierde actividad rapidamente. La mayoria de catalasas son enzimas que
contienen grupo hemo.

Son responsables de la siguiente reaccién de dismutacién: 2 H,0, > 2 H,O + O,

La actividad de la catalasa en la leche de vaca, determinada por un método
polarogréfico, fue de 1,95 U/ml mientras que en la leche humana es 10 veces

superior a la leche bovina (Hirvi y Griffiths, 1998).

Glutation peroxidasa (GPx): La GPx es una enzima que contiene selenio que
contribuye a proteger a las células contra el dafio de la peroxidacion inducida por
lipidos. Se encarga de catalizar la descomposicion del perdxido de hidrégeno (H,0,)
y del hidroperéxido organico (R-OOH) mediante glutacion siguiendo la siguiente
férmula: R-OOH + 2GSH > ROH + GSSG + H,0.

La leche contiene niveles bajos de glutation peroxidasa, y mas del 90% estaran en
forma extracelular. La funcion de dicha enzima en la leche no es del todo bien
conocida y s6lo se conoce que fija el 30% del selenio total (Torres et al., 2003).
Asimismo es muy variable su concentracion segun la dieta y también segin la
especie de la que proceda la leche siendo de mayor a menor: humana, caprina y
bovina.

La actividad de esta enzima en la leche de vaca se ha detectado en niveles de entre 12
y 32 U/ml. Y dicha actividad se correlaciona directamente con la concentracion de
selenio.

Tanto la actividad de la GPx como la concentracion de selenio en la leche humana
van disminuyendo a medida que avanza la lactancia y alcanza su meseta al mes

posparto (Fox y Kelly, 2006).
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4.6 ANALISIS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA LECHE
HUMANA

El estado antioxidante de las muestras bioldgicas puede ser analizado mediante
la determinacion de los componentes individuales del sistema o por la medicion de la
capacidad antioxidante total. Debido al hecho de que los sistemas antioxidantes actdan
de forma sinérgica, un Unico analisis puede no reflejar el potencial total.

Hay muchos métodos para evaluar la capacidad antioxidante de los compuestos
ensayados. Dos de los procedimientos de deteccion utilizados, que facilitan el analisis
de varios antioxidantes, se utilizaron en el estudio de Zarban et al. La capacidad
antioxidante total de las muestras se midié por el método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) y la actividad de eliminacion de radicales libres fueron evaluados
utilizando el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (Zarban et al., 2009). La
capacidad antioxidante total fue obviamente mayor en el calostro que en la leche de
transicion y madura. El test con DPPH mostré una mayor actividad erradicadora de
radicales en el calostro (50,4 + 19,7%).

La capacidad antioxidante de la leche humana obtenida a partir de 60 mujeres
lactantes un mes después del parto fue analizada por método ORAC (oxygen radical
absorbance capacity). El valor promedio de la capacidad antioxidante de la leche fue de
3,41 + 0,07 umolTE/ml (Tijerina-Séenz et al., 2009).

Respecto a los tocoferoles, el a-tocoferol fue el isomero principal encontrado en
la leche con un valor medio de 2,32 + 0,11 g de leche/ml. La capacidad antioxidante de
la leche humana se atribuyd de manera significativa a la presencia de a-tocoferol, de
gran importancia al complementar al importante papel de la vitamina E como un
eliminador de radicales en muchos otros sistemas bioldgicos.

Los niveles de CoQ10, a y y-tocoferoles en la leche humana estan directamente
correlacionados con la capacidad antioxidante de la leche (Li et al., 2009). Los
antioxidantes presentes en la leche materna ejercen sinergismo en la erradicacion de los
radicales libres y ayudan a eliminar los radicales libres en el recién nacido.

En resumen, el estrés oxidativo esta implicado en la patogenesis de numerosas

enfermedades en el periodo neonatal. Por ello, uno de los objetivos debe ser minimizar
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la produccion de radicales libres asi como promover el desarrollo de sistemas de
defensa antioxidante.

La actividad antioxidante total en el calostro es superior a la presente en la leche
de transicion y leche madura. Por tanto, la leche humana es fundamental en la

proteccion del recién nacido contra el estrés oxidativo.

5. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La evidencia cientifica avala la superioridad nutricional de la leche materna
(especificidad de nutrientes, méaxima biodisponibilidad, aporte de células vivas:
linfocitos y macrofagos, enzimas digestivas, inmunomoduladores, factores de
crecimiento y receptores analogos) para la alimentacion del recién nacido y lactante.

La leche humana contiene moléculas eliminadoras de radicales libres y multiples
componentes inmunomoduladores pero todavia no se han descrito todas las sustancias
presentes ni tampoco las diferentes funciones de las mismas. Todo ello, junto con el
hecho de que estas sustancias son producidas “de novo” en la glandula mamaria o son
elementos provenientes del plasma materno, justificaria la importancia de este estudio al
tratar de evaluar la influencia de los diferentes factores dietéticos sobre la calidad de la
leche materna.

Por un lado, el adecuado estado nutricional materno tanto preconcepcional como
durante la gestacion y en la etapa postnatal es fundamental por su influencia en la
modulacion genética placentaria y su relacion con obesidad, diabetes y otras
enfermedades crénicas no transmisibles en la edad adulta (Ramakrishnan et al., 2012).

Se cree que la ganancia de peso durante la gestacion actua sobre la adiposidad
del nifio, directamente, mediante la programacion intrauterina, e indirectamente,
mediante el peso al nacer. Asimismo, se ha encontrado que una adecuada ganancia de
peso durante el embarazo se asocia con bajos niveles de adiposidad en la descendencia.
No obstante, los hijos de madres con sobrepeso u obesidad, tienen mayor cantidad de

masa grasa al nacimiento (Hinkle et al., 2012).
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La relacion entre la alimentacion durante el embarazo y la composicién corporal
de los recién nacidos, se ha investigado en modelos animales desde la década de los
setenta (Pavey y Widdowson, 1975). La obesidad materna y el consumo excesivo de
hidratos de carbono y grasas durante la gestacion (Benkalfat et al., 2011), se encuentran
asociados con riesgo de obesidad y diabetes de tipo 2 en etapas posteriores
(Muhlhausler y Ong, 2011).

La mayor ingestion caldrica antes del nacimiento y durante la infancia temprana,
y el aumento de la ingestion durante el embarazo, promueven una ingestion excesiva en
la etapa infantil, al igual que incrementan la predisposicion a una mayor ganancia de
peso y desarrollo de obesidad en etapas posteriores (Entringer, 2013).

Asimismo, las diferencias en la cantidad y la calidad de la dieta durante el
embarazo juegan un papel importante en la transferencia de nutrientes a traves de la
placenta, en el desarrollo temprano del feto y en el incremento de la obesidad en la
nifiez (Ladino et al., 2014).

Por otro lado, hay multiples evidencias respecto a que la composicion de la leche
materna presenta algunas diferencias regionales, fundamentalmente de ciertas proteinas,
vitaminas y minerales. Ello podria explicarse basicamente por la dieta materna y el
medio ambiente (Mena y Milad, 1998). Asi pues, el conocimiento de la dependencia o
no ya sea de la ingesta o bien de la reserva materna de nutrientes permitiria predecir el
riesgo de su deficiencia en el lactante y en tal caso podria mejorarse mediante la
adecuacion nutricional o incluso la suplementacion materna (Kuzawa, 2013). También
destaca el hecho que la leche materna no tiene una composicion estatica sino que sus
componentes cambian tanto durante el periodo de lactancia (calostro, leche de transicién
y leche madura) como dentro de la propia toma (Maury-Sintjago et al., 2012). Al
principio de ésta, la leche es mas acuosa y rica en proteinas, vitaminas hidrosolubles,
minerales y lactosa mientras que al finalizar es mas grasa y rica en vitaminas
liposolubles.

Por tanto esta investigacion tratara de averiguar si la nutricion en la gestante
influye en las caracteristicas de su leche, principalmente en lo que respecta a la

capacidad antioxidante. Si ello se lograra confirmar, se obtendria asi una herramienta
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muy util, de tal forma que mediante el analisis y la posible modificacion de la dieta no
s6lo se modificaria el metabolismo materno sino también la calidad de la leche con las

importantes consecuencias positivas que ello supondria.

6. HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que la leche materna se trata de una secrecion exocrina de compleja
composicion y que una pequefia parte de sus nutrientes dependerian directamente de la
dieta, ello plantea la posibilidad de modificar su contenido.

En general, los micronutrientes y los acidos grasos pueden estar mas asociados
con la dieta materna mientras que los macronutrientes parecen menos afectados por las
variaciones nutricionales a corto plazo.

La alimentacién de la madre no soélo durante la lactancia, sino también durante la
gestacion e incluso en la etapa preconcepcional, asi como su estado nutricional parecen
ser fundamentales debido a la posible influencia que ejercerian sobre la calidad y
cantidad de le leche que segregan.

Pues bien, teniendo en cuenta las premisas anteriores, la hipdtesis de esta
investigacion consiste en averiguar si la nutricion en la gestante influye en las
caracteristicas de su leche, principalmente en lo que respecta a la capacidad

antioxidante.
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7. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo de investigacion es el estudio de la posible

influencia de la nutricién de la gestante sobre la calidad de su leche y su repercusion en
el recién nacido.

Para lograr dicha finalidad, se han planteado los siguientes objetivos especificos:

1) Analizar el estado nutricional materno y su posible relacion con parametros
analiticos maternos.

2) Evaluar la calidad y el contenido de la dieta de las mujeres lactantes.

3) Valorar la capacidad antioxidante de la leche humana.

4) Valorar las modificaciones de dicha capacidad antioxidante segun las
variaciones en la dieta materna.

5) Correlacionar los pardmetros bioquimicos sanguineos con la capacidad
antioxidante de la leche.

6) Valorar la relacion entre el estado oxidativo materno y la capacidad

antioxidante de la leche humana.
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1. DISENO

1.1 TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo que se realizé en madres sanas cuyo parto
habia tenido lugar en la Maternidad del Hospital Dr. Peset de Valencia y que habian
decidido dar lactancia materna exclusiva a sus hijos desde el nacimiento.

Se ofrecio participar en el estudio a todas aquellas madres que, ademas de haber
dado a luz en dicha maternidad entre las fechas en las que se llevé a cabo el estudio,
cumplian los criterios de inclusion. Previo a la aceptacion de su participacion, habrian
recibido toda la informacion pertinente por escrito siguiendo en todo momento las

condiciones éticas previstas.

1.2 POBLACION DE ESTUDIO

Mujeres sanas ingresadas en sala de maternidad de Hospital Dr. Peset, de
diferente origen y habitos dietéticos (madres sanas de origen espafiol, con dieta
mediterranea, madres procedentes de América Latina y madres procedentes de los
paises de Europa del Este) que hubieran dado a luz a nifios sanos, a término, de peso
adecuado para su edad de gestacion (AEG). El indice de partos en dicho hospital es
cercano a 1500 partos/afio y el porcentaje inicial de lactancia materna es del 82%.

No podian ser fumadoras y debian haberse comprometido a no tomar
estimulantes (café, chocolate, etc.) durante el tiempo del estudio. Asimismo, no debian
tomar suplementos vitaminicos ni minerales a parte del yodo y/o hierro que se
administra habitualmente a las mujeres lactantes. Todas las madres habian firmado un
consentimiento informado y se comprometian a alimentar a sus hijos con leche materna

exclusiva durante el periodo de estudio.

1.2.1 Criterios de inclusion

1) Mujeres sanas, no fumadoras, con estadio nutricional normal y sin

restricciones dietéticas especificas.
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2) Que hayan dado a luz en Hospital Dr. Peset a nifios sanos, a término y con
peso adecuado para la edad gestacional con un test de Apgar mayor de 8 al
minuto y mayor o igual a 9 a los 5 minutos.

3) Madres que aceptaron las condiciones del estudio: comprometerse a no
tomar estimulantes (café, té, chocolate o vino) ni suplementos vitaminicos
(a parte del yodo o hierro) durante el tiempo del estudio.

4) Madres que se comprometieran a alimentar a sus hijos con leche materna
exclusiva.

5) Debian de haber firmado el consentimiento informado.

1.2.2 Criterios de exclusion:

1) Madres con habitos toxicos (tabaco, alcohol u otros) o toma estimulantes.

2) Necesidad de tomar medicacion o suplementos vitaminicos o minerales.

3) No lactancia materna exclusiva.

4) Enfermedad materna o madre con necesidad nutricional especifica.

5) Parto distocico o cesarea.

6) Problemas neonatales: prematuridad, bajo peso (menor 2500 g), necesidad de
oxigeno suplementario o necesidad de algin suplemento aparte de la leche

materna.

1.3 TAMANO MUESTRAL

Para realizar el célculo del tamafio muestral se ha tenido en cuenta que se
trabaja sobre una poblacién finita (1.500 partos/afio en Hospital Dr. Peset, de los que
82% daran lactancia materna). ElI tamafio muestral obtenido fue de 75 madres,
calculando una potencia del 90%, decidiéendose finalmente incluir un total de 90

estimando posibles pérdidas durante el seguimiento.
1.4 REQUERIMIENTOS ETICOS

Cuando las madres son invitadas a la participacion en el presente estudio, se les

informa tanto verbalmente como por escrito de las condiciones del mismo asi como de
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los posibles inconvenientes. Para iniciar su participacion tuvieron que firmar
previamente el consentimiento informado pertinente. Asimismo se les informa que
pueden desestimar continuar su participacion en cualquier momento si asi lo creyeran
oportuno.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del departamento
Dr. Peset.

La confidencialidad de datos de los pacientes participantes en el estudio ha sido
respetada en todo momento. Los datos han sido almacenados en una base de datos excel
a la cual sélo tenian acceso los investigadores del mismo. Ademas del nimero de
historia, a los pacientes se les ha asignado un numero asociado para facilitar su
codificacion.

La comunicacion y cesion de los datos de todos los participantes fue ajustado a
lo dispuesto en la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de
caracter personal de acuerdo a lo establecido por la legislacion mencionada.

1.5 SEGUIMIENTO DURANTE EL INGRESO EN MATERNIDAD
Durante la estancia en maternidad tanto de la madre como del recién nacido se
realizaron varios contactos no sélo para llevarse a cabo las actividades previstas para el
estudio sino también las actividades propias de supervision del recién nacido. Desde el
inicio se establecié un plan personalizado de cuidados tanto para la madre (observacion
de una toma al pecho) como para el bebé (exploracion) ofreciéndoles el apoyo adecuado
en base a sus necesidades individualizadas.
Todo ello se llevo a cabo en el primer / segundo dia postparto:
- Captacion: entrega de informacion sobre el estudio (anexo 1).
- Firma de consentimiento informado por las madres (anexo 2).
- Recogida de datos socio-demograficos, somatometria de la madre y datos
antropométricos y perinatales del recién nacido (anexo 3).
- Recogida de un recordatorio de 24 horas de la dieta materna (anexo 4) asi

como registro prospectivo dietético durante 3 dias (anexo 95).
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- Obtencion de muestras de leche, sangre y orina maternas y remision
inmediata al laboratorio de la Facultad de Medicina para congelacién a -80

°C en menos de 2 horas.

1.6 VARIABLES
1.6.1 Variables independientes
1.6.1.a Variables generales
- Madre: edad, peso, talla, indice masa corporal, paridad, control del
embarazo, enfermedades previas y durante la gestacion, y nivel
socioecondmico.
- Recién nacido: edad gestacional, peso, talla y perimetro cefélico al
nacimiento.
1.6.1.b Variables nutricionales maternas
- Bioquimica sanguinea basal (puerperio inmediato):
- Glucosa.
- Urea.
- Creatinina.
- Hierro.
- Calcio.
- Fosforo.
- Fosfatasa Alcalina.
- Proteinas totales.
- Colesterol Total, HDL, LDL y VLDL.
- Triglicéridos séricos.
- GOT, GPT, GGT.
- Acido trico.
- Ingesta materna detallada:
- Energia (Kcal/dia).

- Macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas).
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- Micronutrientes:
- Vitamina A
- Vitamina B1, B2, B6 y B12
- Ac. Folico
- Vitamina C
- Vitamina D
- Vitamina E
- Ca, P, Mg, Zn y Fe.
1.6.1.c Estado oxidativo materno:
a) Capacidad antioxidante total en plasma materno
Determinada por diferentes métodos.
- Método FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidan Power)
- Método DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate)
-Método ABTS (2,2"azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
b) Antioxidantes en plasma materno
- Polifenoles
- a-tocoferol
¢) Marcadores de daiio oxidativo materno
- Malondialdehido: indicador de dafio lipidico.
- Contenido en grupos carbonilo: indicador de dafio a proteinas.
- 8-OH-diguanosina: indicador del dafio al ADN.
1.6.2. Variables dependientes:
1.6.2.1. Capacidad antioxidante total en leche materna
Determinada por diferentes métodos.
- Método FRAP
- Método DPPH
- Método ABTS
1.6.2.2. Antioxidantes en leche materna
- Polifenoles

- Coenzima Q10
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 MUESTRAS

2.1.1 Modo de recogida

Se realiz6 a todas las madres participantes la extraccion sanguinea en ayunas asi
como la recogida de la primera miccidon coincidiendo la toma de ambas muestras el
mismo dia. La leche humana fue obtenida de dichas madres mediante el extractor
eléctrico Symphony de Medela entre las 8 y las 10 h de la mafiana. Se extraia de un

pecho mientras la madre amamantaba del otro a su hijo.

2.1.2 Transporte, conservacion y procesado

En cuanto las muestras eran obtenidas, se remitian mediante mensajeria urgente
al laboratorio del departamento. Las muestras maternas fueron procesadas y congeladas
a -80 °C para hacer las correspondientes determinaciones bioquimicas. La leche materna
preciso de dos centrifugados antes de su criocongelacion en alicuotas: el primero de 10
minutos a 1000 rpm para separar los componentes celulares y el segundo, 25 minutos a

5000 rpm para obtener la leche desnatada que fue la que se analizo.

2.2 DATOS DIETETICOS

2.2.1 Registro retrospectivo de 24 horas

Se realiz6 el recuerdo dietético de las 24 horas previas (anexo 4) mediante
entrevista personal en la sala de maternidad. Cada madre aporté de forma minuciosa
todos los alimentos ingeridos el dia anterior a la entrevista. Para obtener los datos con
maximo detalle se utilizaron medidas comunes tales como cuchara, plato, vaso, etc.

Antes de realizar la recogida de datos, se les proporcion6 a las madres una serie
de instrucciones para optimizar la recogida de datos. El objetivo era anotar con la mayor
precision posible todos los alimentos y bebidas que se habian consumido en las 24 horas

anteriores (Moreiras et al., 2015).

88



Metodologia

Lo habitual es comenzar por el desayuno del dia anterior y continuar hasta
completar el recuerdo de la dieta del dia completo. Es importante no olvidar anotar los
alimentos consumidos entre horas.

Habia que escribir la calidad del alimento (leche entera o desnatada, pan blanco
o integral, tipo de carne, aceite, etc.) y estimar la cantidad consumida en medidas
caseras o en raciones (grande, mediana, pequena). La informacion que figura en el
envase de muchos alimentos puede ser muy ttil para este fin.

No hay que olvidar anotar el aceite empleado en las preparaciones culinarias, el
pan, el azicar o las bebidas consumidas (refrescos y bebidas alcohdlicas).

Asimismo, es muy util registrar el método de preparacion culinario (cocido,
frito, asado, etc.) para estimar posteriormente la cantidad de aceite utilizado, si éste no
se conoce con exactitud.

Para facilitar el recuerdo, se recomendaba escribir inicialmente el menu

consumido en cada comida y luego describir detalladamente los ingredientes.

2.2.2 Registro prospectivo 3 dias

Se realiz6 un registro dietético prospectivo de una manera minuciosa durante 3
dias consecutivos, repasando con las madres en el momento de su entrega todos los
datos aportados para aumentar asi la precision de los mismos (SENC, 2011).

Previo a su realizaciéon se entregaron instrucciones a seguir para lograr el
registro lo mas exacto posible. Se les indicaba que no debian cambiar su régimen
habitual de comidas durante el mismo, debiendo anotar todas las comidas y bebidas
ingeridas durante 3 dias consecutivos, siendo uno de ellos festivo.

Para evitar que se olvidara algun alimento, se recomendaba anotar todo
inmediatamente después de comer y era importante anotar los ingredientes de cada
receta asi como su forma de coccion.

El cuestionario (anexo 5) constaba de 2 paginas por dia: en la primera se debia
anotar todos los menus y procesos culinarios; en la segunda tenian que describir con
detalle todos los ingredientes y cantidades (pesando o mediante medidas caseras:

cucharada sopera, de postre, vaso de agua, vino, plato hondo, etc). Cada hoja debia estar
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identificada con la fecha y el dia de la semana. En la parte posterior de la hoja, tenian
que anotar las recetas de los platos muy elaborados. Era importante indicar si el peso del
alimento se referia al alimento crudo o cocinado, con o sin desperdicios. No habia que
olvidar indicar: azlcar, pan, aceite, tapas, refrescos, bebidas alcoholicas, dulces,
chocolate, frutos secos, patatas fritas, etc. En cuanto a la descripcion de los alimentos,
era importante mencionar la calidad y tipo del alimento: tipo de leche, carnes, pescados,

pan, mantequilla o margarina, etc. (Arbonés et al., 2003).

2.3 METODOS DE ANALISIS

2.3.1 Encuestas dietéticas

Una vez obtenidos todos los datos dietéticos de las madres, se obtuvo su
composicion nutricional a través del andlisis realizado con la aplicacion informatica

Alimentacion y Salud (BitASDE General Médica Farmacéutica).

2.3.2 Analisis de laboratorio

Se determinaron en las madres pardmetros bioquimicos sanguineos relevantes
como los niveles de glucosa, hierro, transaminasas hepaticas, urea, creatinina, acido
urico, colesterol y fracciones, triglicéridos, calcio, fésforo, proteinas totales y fosfatasas
alcalinas en la analitica rutinaria realizada en el Laboratorio de Analisis Clinicos del
Hospital Uiversitario Dr. Peset.

El estudio analitico de las muestras de leche se ha llevado a cabo en el
Laboratorio del Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de
Medicina determinando la capacidad antioxidante total de la leche humana y plasma
materno (a través de los tres métodos de cuantificacion de uso mas extendido: FRAP,
DPPH y ABTS), los antioxidntes contenidos en plasma y leche maternos asi como los

marcadores de dafios oxidativo materno.
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2.3.2.a Capacidad antioxidante total (en leche y plasma maternos)

Se realizaron las siguientes determinaciones para medir los niveles de actividad

antioxidante total, tanto en la leche como en el plasma mediante 3 métodos diferentes:

ABTS, DPPH y FRAP.

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power. Este método fue utilizado para medir el
poder reductor tanto de la muestra de leche como la del plasma, basado en el método
de Benzie y Strain (1996).

El mecanismo de accion del FRAP es de transferencia electronica, basado en la
reduccion del complejo de la tripiridiltriazina férrica al complejo ferroso por un
antioxidante a pH de 3,6 (Benzie y Szeto, 1996; Floegel, 2010).

\\r/N =N \\N\\fl_.-f"N/N
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Fe"-TPTZ + reducing antioxidant ————»  Fe*-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Fig 1: Reduccion del reactivo FRAP

El reactivo FRAP se prepara mediante la mezcla de acetato sédico 300 mM a pH 3,6
(10 vol) + tripiridiltriazina (TPTZ) 10 mM en HCI 40 mM (1 vol) + Fe CI3.6H20 20
mM (1 vol).

A 30 pl de leche 0 300 pl de sobrenadante (se diluyen 100 pl de suero en 900 pl de
metanol y se toman 300 pl del sobrenadante) se le afiaden 3 ml de dicho reactivo y se
incuba a 37 °C durante 30 minutos. A continuacién se centrifuga a 4000 rpm durante
10 minutos y finalmente se realiza la lectura espectrofotometrica a 593 nm. El
cambio en la observancia se calcula y se relaciona con el de una solucion estandar de
Fe (I1) y dicho incremento sera directamente proporcional con la concentracion de

antioxidante. Los resultados son expresados como pmoles de Fe (Il) usando una
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recta de calibrado con diferentes concentraciones de FeSO,.7H,0. (Benzie y Szeto,
1999).

Una unidad de FRAP se define como la reduccion de 1 mol de ion férrico (Fe(l1l)) a
ferroso (Fe(I1)). (Huang et al., 2005)

DPPH: Se sigui6é el método de Brand-Williams de 1995, usando el radical estable
2,2-diphenil-1-picrylhydrazyl que tiene su maximo de absorcién a 517 nm. Se basa
en su actividad secuestrante ya que es uno de los pocos radicales organicos
nitrogenados estables. Se trata del ensayo indirecto de la actividad antioxidante mas
antiguo.

Su uso en el estudio de los antioxidantes naturales estd muy extendido ya que
proporciona resultados en tiempo relativamente corto, es sencillo y sensible (Jin-wei,
2005). Fue usado por primera vez en 1958 por Blois y se basa en medir la capacidad
de una muestra de captar radicales libres, su base es un reaccion en la que tienen
lugar al mismo tiempo tanto una transferencia de electrones como de atomos de
hidrogeno. Dicho de otra forma, se basa en la teoria de que un antioxidante es un
donador de hidrégeno y en el hecho que el DPPH es un aceptor de hidrégeno estable
y asi el efecto antioxidante sera proporcional a la decoloracion del DPPH en la

muestra de estudio (Brand-Williams et al., 1995).

0,
N—NPh3

0, N NO,

Fig.2: Estructura quimica del DPPH

Para preparar el reactivo se disuelve DPPH 1 mM se disuelve con etanol absoluto. A
1,420 ml de solucion de DPPH se le afiade 80 pl de leche o 100 pl de suero, por

triplicado. Todo ello se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos y a
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continuacion se centrifuga a 3000 rpm durante 5 minutos. Se finaliza mediante la
lectura espectrofotometrica a 517 nm. Para estandarizar los resultados obtenidos de
diferentes estudios, éstos son expresados en equivalentes de Trolox utilizando una
curva de calibrado con diferentes concentraciones de Trolox. La actividad
antioxidante de una muestra se expresara en pumoles de equivalentes de Trolox por
100 g de muestra (Joon-Kuan et al., 2009).

ABTS: determinara la capacidad antioxidante total siguiendo el método ABTS de
Miller y Rice Evans de 1997, modificado por Pellegrini en 1999. Esta basado en la
oxidacion del ABTS (2,2"azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) diamonica del
acido sulfonico) por el persulfato potasico para formar el radical ABTS, el cual es
reducido en presencia de antioxidantes donadores de hidrogeno.

Este método es ampliamente utilizado para valorar la actividad antioxidante debido a
su utilidad tanto en fase acuosa como grasa y a que proporciona unos resultados
rapidos y reproductibles si se lleva a cabo con el equipo de laboratorio adecuado.
(Dudonne et al., 2009).

A través de este método se mide la capacidad que tiene una muestra de captar
radicales libres, por tanto se trata de una reaccion de transferencia de electrones. Su
fundamento es vigilar la reduccion del radical cationico ABTS* producida por la
oxidacion del 2,2"azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS) causada por la

adicion de una muestra que contiene antioxidantes (Roginsky y Lissi, 2005).

T
oA

Fig. 3: Estructura quimica del ABTS y del radical ABTS*
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En nuestro estudio, la generacion del reactivo ABTS*, se realizd6 mezclando ABTS

7mM con la solucion de persulfato potasico 2,45 mM en una proporcion 1:1 v/v. Se
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determind la actividad antioxidante total mediante espectrofotometria a 734 nm
afadiendo alicuotas de las muestras (10 pl de plasma y 30 ul de leche materna) en 3
ml de reactivo ABTS*. Los resultados fueron expresados como TEAC (Trolox
equivalent antioxidant capacity). La recta de calibrado con Trolox se realizé a partir
de una solucién estandar de Trolox (Nilsson et al., 2005).

La capacidad antioxidante equivalente de Trolox hace referencia a los pmoles de
Trolox necesarios para desarrollar la misma capacidad antioxidante que un gramo de
muestra. Cuanto mayor sea el numero de equivalentes de Trolox, mas antioxidante
sera la muestra. Aunque no tiene ningun significado fisioldgico, su uso esta muy
extendido y es util para comparar los datos de estudios publicados (Pérez-Jiménez et

al., 2011).

2.3.2.b Antioxidantes en leche materna

Polifenoles totales: para determinar la cantidad total de polifenoles se usé el método

de Folin-Ciocalteau. La reaccién de Folin-Ciocalteu estd basada en la oxidacion de
los polifenoles con el reactivo de Folin, formando un complejo azul que se mide
espectrofotométricamente a 750 nm.

Para cada determinacion, en un tubo se mezclaron 100 pl de leche con 2 ml de
acetona/agua/acido acético 70/28/2 v/v/v. Esta mezcla fue sonicada 3 veces y luego
fue centrifugada y ello se repitid en 4 ocasiones. Del sobrenadante obtenido, se
toman 100 pl y se afiaden 500 pl de Folin-Ciocalteu y 400 pl de Na2CO3 (dilucién
1/10). Tras incubacion a temperatura ambiente durante 40 minutos, la absorbancia de
la muestra se determind espectrofotométricamente a 750 nm, utilizando como

estandar el 4cido gélico.

Coenzima Q10: El contenido en coenzima Q10 de la leche materna se determin6

mediante la técnica de Tang (Tang et al., 2006) de deteccion electroquimica mediante
cromatografia liquida de alta resolucion. A Img/ml de proteina (250 pL de
suspension) se afiadieron 750 pl de una mezcla de hexano y etanol en proporcion 5:2

v/v. Esta fue agitada durante 1 minuto y centrifugada a 3.000 rpm durante 3 minutos.
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La fase de hexano (400 pl) fue recogida en un tubo limpio. Dicho proceso fue
repetido 3 veces. Finalmente se recogi6 la fase hexano asi obtenida y se afnadio al
tubo anterior. El extracto de exano se evapord con N,. A continuacion, la muestra se
resuspendié con 200 pul de etanol y se inyectaron 50 ul de la misma. Para la recta de
calibrado se utilizé Coenzima Q9 y Coenzima Q10 resuspendidas en etanol y con
una pequenia cantidad de cloroformo para mejorar su disolucion. Se utilizaron las
siguientes condiciones cromatograficas: 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% HCIlO4 en proporcion 900:100:1, v/v/v; velocidad de flujo: 1

ml/minuto y lectura a una absorbancia de 275 nm.

2.3.2.c Antioxidantes en plasma materno

Polifenoles totales: 200 ul de plasma se centrifugaron a 12.000 g durante 5 minutos.

Se tomaron 150 pl del sobrenadante y se mezclaron con 30 ul de acido metafosforico
1.32 M, para precipitar completamente las proteinas, y se centrifugaron a 2.700 g
durante 3 minutos y se recogio el sobrenadante. A 20 pl de sobrenadante se le
anadieron hasta 100 pl de agua destilada. A continuacidn, se afiadio 500 ul del
reactivo de Folin-Ciocalteau (1/10) y 400 ul de solucion de carbonato de sodio al

7,5%, se incub6 a temperatura ambiente durante 40 minutos y se leyo a 750 nm.

a-Tocoferol: se utilizd la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion de
Arnaud et al., 1991. Se tomaron 200 pl de plasma y se mezclaron con 100 pl de
etanol. Se afiadieron 500 pl de hexano, se centrifugaron y se recogio la fase orgénica,
la cual se llevo a secado con N; seco y finalmente se resuspendié con 200 pl de fase

movil (diclorometano/acetonitrilo /metanol, 20:70:10). Se midi6 a 291 nm.
2.3.2.d Marcadores de dafio oxidativo materno

Se llevo a cabo la determinacion de los siguientes marcadores de dafio oxidativo

tanto en plasma como en orina maternos:
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- MDA: Para su medicion se sigui6 la técnica de Mateos et al. Este método esta basado
en la determinacion con cromatografia liquida de alta resolucion de un derivado 2,4-
dinitrofenilhidrazona (DNPH). Se tom6 un volumen de 250 pL de plasma y se
mezclé con 50 uLL de NaOH 6 M. Se incubd a 60°C durante 30 minutos, para que se
produjera la hidrolisis alcalina de los enlaces del MDA con las proteinas presentes en
las muestras. Posteriormente, se afadio 125 pL de acido perclérico 35% (V/V) y se
centrifug6 a 2.800 g durante 10 minutos para una mejor precipitacion de las
proteinas. Se transfirieron 250 puL de sobrenadante a un eppendorf y se le afadieron
25 pL del reactivo derivatizante DNPH 5 mM con acido clorhidrico 2 M. Se incubd
30 minutos a temperatura ambiente en ausencia de luz. Finalmente se inyectaron 50
uL al cromatégrafo.

- Grupos carbonilo: se realizo la determinacion del contenido de grupos carbonilo en

proteinas plasmadticas y orina maternas. La oxidacién proteica se mide por la
cuantificaciéon de los grupos carbonilo formados durante la incubaciéon con 2.4-
dinitrofenilhidrazina (DNFH) en condiciones acidas, basandose en la reaccion
equimolar entre ellos, segiin procedimiento desarrollado por Levine et al. (1980) con
algunas modificaciones de Tian et al. (1998). La DNFH unida a proteinas se
cuantifica colorimétricamente tras la separacion de las proteinas derivatizadas por
precipitacion con acido, lavado y posterior solubilizacién con guanidina. La cantidad
de proteina utilizada oscila entre 0,5—-1 mg/ml, afiadiendo tampo6n de conservacion de
mitocondrias hasta 1 ml de volumen final. Se centrifugé a 13.600 rpm durante 10
minutos y al sobrenadante se le afiadié estreptomicina sulfato 10% con tampdn
Hepes 50 mM pH:7,2, en una proporcion de 1/9 v/v. Se volvio a centrifugar y tras
ello, se cogieron 200 pL del sobrenadante y se afiadi6 400 pL de 2,4
dinitrofenilhidracina (DNFH)10 mM /CIH 2,5 M a las muestras y 400 uL de CIH 2,5
M a los controles. Se incubo 1 hora a temperatura ambiente, con agitacion ocasional.
A continuacion se volvio a centrifugar pero ahora a 12.600 rpm durante 3 minutos y
se afadid 1 ml de 4cido tricarboxilico al 20%. Se centrifugd de nuevo a 12.600 rpm
durante otros 3 minutos. Se recogi6 el pellet y se lavd 3 veces con 1 ml de etanol:

acetato de etilo (1:1 v/v). Se volvio a centrifugar otra vez a 12.600 rpm durante 3
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minutos y se recogié el pellet. Finalmente, se afiadié 1 ml de guanidina 6 N a pH:
2,3, se centrifugd a 12.600 rpm y se midi6 el sobrenadante a una longitud de 366 nm
frente a una solucion de guanidina.

- 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG): se realizo la determinacion de la 8-OHAG en el

ADN de las células sanguineas y en orina maternos. Para ello se utilizo el kit de la 8-
OHdG-EIA-BIOTECH como sigue: a una placa en la cual estaba fijada la 8-OHdG,
se afiadi6 el anticuerpo monoclonal de 8-OHdG y la muestra o estdndar. La 8-OHdG
en la muestra o estandar competia con el 8-OHdG unido a la placa por los sitios de
union del anticuerpo monoclonal de 8-OHAG. Los anticuerpos que se iban uniendo a
la 8- OHAG de la muestra fueron lavados, mientras que aquéllos que se habian unido
a la 8-OHdG de la placa permanecian. Posteriormente, se afiadidé el anticuerpo
secundario marcado con la enzima, el cual se uni6 al anticuerpo monoclonal que
permanecié en la placa. El anticuerpo secundario marcado con enzima que no se
habia unido, seria eliminado mediante un proceso de lavado. Finalmente, se le anadio
un cromogeno y la intensidad de coloracion era proporcional a la cantidad de

anticuerpo unido a la placa.

2.3.3 Analisis estadistico

Se ha realizado el analisis estadistico de los datos mediante el programa SPSS
version 17 para Windows. Se realiz6 un analisis descriptivo de cada variable estudiada y
se ha estudiado la normalidad de sus distribuciones con el test de Kolmorogov con la
correccion de Lilliefors. El tratamiento estadistico de las variables asimétricas se ha
realizado mediante transformacién logaritmica. Las asociaciones entre las diferentes
variables analizadas y los resultados de la capacidad antioxidante total de la leche
materna se estimaron mediante la correlacion no pardmetrica de Spearman (rho). La

significacion estadistica se establecio en p < 0,05.
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Resultados

1. CARACTERISTICAS DE LOS PARTICIPANTES
En la tabla 1 se describen las caracteristicas generales de los participantes del

estudio: edad de la madre, talla, peso al inicio y final de la gestacion y el indice de masa
corporal (IMC) correspondiente en ambos momentos, edad gestacional en el momento

del parto asi como peso del recién nacido.

TABLA 1: CARACTERISTICAS DE LOS PARTICIPANTES (n = 90)

INTERVALO (MIN-MAX) MEDIA + DS
EDAD (afios) 18 - 42 30,29 + 5,03
PESO PREGESTACIONAL (kg) 42-95 61,56 + 9,27
PESO PREPARTO (kg) 55 - 114 73,63 + 10,36
TALLA (cm) 148 - 174 162,06 + 5,78
IMC PREGESTACIONAL (kg/m?) 16,42 - 30,10 23,31 +2,97
IMC PREPARTO (kg/m?) 21,30 - 35,65 27,88 + 3,41
EDAD GESTACIONAL (semanas) 38-42 39,49 + 1,07
PESO RECIEN NACIDO (g) 2,540 - 4,180 3300,00 + 390,01

La edad media de las madres participantes fue de 30,29 afios lo cual es
extrapolable a lo que acontece a nivel nacional puesto que segun el Instituto Nacional de
Estadistica la edad media de maternidad a nivel nacional en 2015 fue de 30,67 afios.

El indice de masa corporal medio antes de la gestacién fue de 23,3 kg/m? con el
correspondiente aumento al final de la misma obteniéndose en el estudio una media de
27,88 kg/m>.

La edad gestacional media fue de 39,49 semanas lo que era esperable puesto que
entre los criterios de inclusion se incluia ser un parto a término.

Respecto al peso del recién nacido todos los nifios incluidos eran de peso

adecuado a su edad gestacional.

2. PARAMETROS BIOQUIMICOS DE SUERO MATERNO

En la siguiente tabla (tabla 2) se muestran las determinaciones bioquimicas que

se obtuvieron en el suero materno mediante la realizacion de extraccidn sanguinea en el

primero o segundo dia postparto.
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TABLA 2: PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO MATERNO (n = 90)

INTERVALO (MiN-

MAX) MEDIA + DS
GLUCOSA (mg/dl) 57 - 128 74,48 + 10,87
UREA (mg/dl) 1137 22,47 + 6,01
CREATININA (mg/dI) 0,5-0,85 0,63 +0,08
AC.URICO (mg/dl) 1,7 6,4 4,17 £0,92
COLESTEROL TOTAL (mg/dI) 145 — 372 230 + 44,19
HDL-COLESTEROL (mg/dl) 30 - 89 58,29 + 11,64
LDL-COLESTEROL (mg/dl) 44— 233 135,72 + 35,68
VLDL-COLESTEROL (mg/dl) 15 63 35,03 +11,13
TRIGLICERIDOS (mg/dl) 76— 477 175,04 + 63,92
GOT (UI/L) 8-35 21,14 + 5,97
GPT (UI/L) 3-51 17,77 + 6,41
GGT (UI/L) 556 14,21+ 8,18
PROTEINAS TOTALES (g/dI) 48638 5,81 +0,41
CALCIO (mg/dl) 8-10,1 8,72 0,42
FOSFORO (mg/dl) 29 55 4,06 £ 0,61
HIERRO (mcg/dl) 17 - 144 49,59 + 22,81
FOSFATASAS ALCALINAS (UI/L) 48 - 235 136,66 + 37,07

La funcién renal de las participantes se encontraba en todas en rango de
normalidad siendo la media de urea de 22,47 mg/dl, creatinina de 0,63 mg/dl y de acido
arico 4,17 mg/dl.

Durante el embarazo pueden producirse alteraciones fisiologicas en la biologia
hepatica en las que no habr alteraciones de los niveles de transaminasas como ocurre
en nuestra muestra, donde dichos niveles se encuentran normales, al contrario que lo
que ocurre en las enfermedades hepéticas asociadas al embarazo como son la colestasis
intrahepatica, la hiperémesis gravidica, el higado graso agudo y la preeclampsia, en las
que existe una alteracion de las pruebas hepaticas. ElI valor medio de las
aminotransferasas y de GGT de la poblacion estudiada estuvo dentro de los limites
normales. (Bellot et al., 2008)

El perfil lipidico suele verse alterado durante la gestacion siendo habitual la

elevacion no solo de los triglicéridos, sino también del colesterol que puede llegar hasta
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a multiplicarse por dos respecto a sus niveles habituales. En nuestra muestra se presenta
una discreta elevacion de estos pardmetros (Brea, 2011).

La fosfatasa alcalina esta comUnmente aumentada durante el embarazo. Sus
niveles maximos pueden alcanzar entre 2 y hasta 4 veces su valor normal al llegar a
término. El origen principal de este incremento reside en la placenta aunque su
mecanismo completo no es del todo conocido. El nivel medio en las participantes de
nuestro estudio fue de 136,66 Ul/l en un rango entre 48 y 235 Ul/I cuando los niveles
considerados de normalidad es de 44 a 147 Ul/I por lo que no se mostraron por tanto
muy elevados en esta muestra (Doshi y Zucher, 2013).

La anemia por deficiencia de hierro constituye la carencia nutricional de mayor
prevalencia durante el embarazo. Segun la OMS, hasta un 30 % de las mujeres
embarazadas presentan deficiencia de hierro. Aunque ello ha mejorado en los Gltimos
afios debido a la suplementacion habitual de vitaminas y minerales asi como los
controles analiticos frecuentes realizados durante el embarazo. En nuestra muestra, los
niveles medios de hierro en plasma materno fue de 49,59 pg/dl que estaria en rango
normal pero hay que tener en cuenta que un total de 36 de las 90 madres participantes
(lo que supone un 40 % de la muestra) presentaban ferropenia, llegando incluso a
encontrarse en algunas pacientes valores minimos de hasta 17 pg/dl lo que se trataria de

una ferropenia franca (Gay, 2008).

3. INGESTA DIETETICA MATERNA

Por un lado, se llevd a cabo el registro dietético retrospectivo. Se realizo el
recuerdo dietético de las 24 horas previas mediante entrevista personal en la sala de
maternidad. Antes de realizar la recogida de datos, se les proporcion6 a las madres una
serie de instrucciones para optimizar la recogida de datos. El objetivo era anotar con la
mayor precision posible todos los alimentos y bebidas que se habian consumido en las
24 horas anteriores.

Por otro lado, se recopild el registro prospectivo durante 3 dias consecutivos,
repasando con las participantes en el momento de su entrega todos los datos aportados

para aumentar asi la precision de los mismos. Se les indicé que no debian cambiar su
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régimen habitual de comidas durante el mismo, debiendo anotar todas las comidas y
bebidas ingeridas durante 3 dias consecutivos, siendo uno de ellos festivo.

De cada participante por tanto se obtuvo el registro dietético de un total de 4
dias, se analizaron de forma pormenorizada mediante la aplicacion informatica
Alimentacion y Salud (BitASDE General Médica Farmacéutica) para lograr asi una
estimacion de su ingesta habitual. Ello ha sido resumido en la tabla 3 donde se muestra
el analisis dietético en conjunto asi como los micro y macronutrientes por separado.

Los requerimientos caloricos diarios en una mujer embarazada estan
incrementados, y ademas debe tenerse en cuenta el estado nutricional previo. De tal
forma que si tienen una actividad moderada, y el estado nutricional es normal los
requerimientos diarios son 30 kcal/kg por lo que para una mujer media (peso de 60 kg)
serian 1800 kcal/dia. Si presenta desnutricion dichas necesidades aumentan a 35-40
kcal/dia por lo que el aporte ideal seria 2400 kcal/dia. Y al contrario, en caso de
obesidad, 25 kcal/dia por lo que el aporte diario ideal seria de 1500 kcal/dia.

A estos requerimientos basales se les afiadira a partir de la semana 20 de
gestacion y hasta el final de la misma 100 kcal/dia, y 500 kcal/dia en el postparto y
durante toda la lactancia. La proporcion de nutrientes debe ser de 55% de carbohidratos,
30% de grasas y 15% de proteinas, siendo por tanto una dieta variada y equilibrada, al
igual que en la mujer no embarazada (Cuco et al., 2006).

Para poder realizar una evaluacion de la idoneidad de las dietas de las pacientes
del estudio, se ha calculado la ingesta de macronutrientes en forma de porcentaje del
total de las kilocalorias ingeridas diarias. De esta forma se han obtenido las siguientes
proporciones en lo que a la composicién de macronutrientes se refiere: el 17,4% de las
calorias aportadas ha sido en forma de proteinas (392 kcal de media), el 45,2 % de
hidratos de carbono (1000 kcal) y el 37,4 % de las grasas (828 kcal).

DO Proteinas

@H.Carbono

OLipidos

Fig. 4: Dieta materna segln proporcion de macronutrientes
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TABLA 3: ANALISIS DE LA DIETA MATERNA (n = 90)

INTERVALO (MIN-MAX) [ MEDIA + DS RDI™
] 1° trim: 2400
ENERGIA (kcalorfas) 1453,78 — 3054,34 2104 +326,21 | 20 trim: 2700
3° trim: 2850
PROTEINAS (g) 57,4 — 180,09 97,59 + 18,97 70
HIDRATOS DE CARBONO (g) 14,95 — 421,74 250,11 + 53,94 175
GRASAS (g) 41,83 — 330,04 91,80 + 33,17 35
AG MONOINSATURADOS (g) 15,84 — 60,6 36,16 + 10,99 52
AG POLIINSATURADOS (g) 3,91 88,85 11,23 + 9,06 13
AG SATURADOS (g) 13,22 60,01 31,80 + 9,59 20
COLESTEROL (mg) 120,35 — 917 361,34 + 144,85 240
FIBRA (g) 11,75 55 21,48 7,20 25
VITAMINA A (ug) 33,92 — 2409 924,27 + 421,27 7170
VITAMINA B1 (ng) 0,84 — 19,06 2,15+ 2,01 1.4
VITAMINA B2 (ug) 113 6,63 2,15+0,78 1.4
VITAMINA B6 (mg) 1,1 - 46,94 2,81+4,78 1.9
VITAMINA B12 pg) 2.2 -59.45 7,77 + 6,57 2.6
VITAMINA C (mg) 20,95 - 1839,92 146,92 + 191,42 85
VITAMINA D (ug) 0,04 - 14,42 2,64+235 15
VITAMINA E (mg) 212 - 35,66 9,02 + 4,79 15
NIACINA (mg) 1,64 - 56,4 34,24 + 9,67 18
Acido PANTOTENICO (mg) 266 - 101 5,69 + 1,85 6
BIOTINA (ug) 1,05 - 69,4 19,22 + 18,21 30
ACIDO FOLICO (ug) 1,28 - 744 291,89 + 117,36 600
SODIO (mg) 6,27 - 4620,97 2280,71 + 647,72 1500
POTASIO (mg) 27,45 - 5985 3575,88 + 963,79 4700
CALCIO (mg) 193,79 - 1745,76 1062,63 + 299,55 1300
FOSFORO (mg) 692,91 - 2466 1537,72 + 362,35 700
MAGNESIO (mg) 196,48 - 1921,86 393,81 + 182,16 350
HIERRO (mg) 8,42 - 38,59 15,68 + 4,62 21
ZINC (mg) 44-475 11,80 + 6,72 11
YODO (mcg) 29,76 - 236 102,75 + 42,51 220
COBRE (mg) 0,3 - 73,96 11,51 + 20,41 100
CLORO (mg) 504,1 - 3944 2000,84 + 800,87 3000
MANGANESO (mg) 0,68 47,97 8,25 + 8,67 2
SELENIO (mg) 44,71 - 175 91,93 + 30,14 60
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* RDI = Recommended Daily Intake (cantidad diaria recomendada) de las ltimas guias de Nutricion,
de 2010, en este caso aplicada a la etapa gestacional.

http://www2.uned.es/pea-nutricion-y-dietetica-I/guia/guia_nutricion/recom_tablas RDA.htm?ca=n0

Teniendo en cuenta estas premisas, y dado que mayoritariamente las pacientes
incluidas en el estudio tenian un indice de masa corporal correspondiente a normopeso,
en el postparto los requerimientos ideales serian 1800 + 500 = 2300 kcal al dia lo cual
coincide con la media de kilocalorias diarias de nuestra muestra que fue de 2194

kcal/dia (Navarrete-Mufioz y Giménez, 2010).

En el caso de la mujer embarazada, si bien hemos comentado que en cada
trimestre de la gestacion se debe incrementar el aporte caldrico total, se recomienda
mantener aproximadamente las mismas proporciones que la poblacion general para

poder llevar a cabo asi una dieta equilibrada (Cuervo et al., 2009).

MACRONUTRIENTES DIETA MATERNA

Por tanto, para la analizar la ingesta de macronutrientes de nuestra muestra, se
compar6 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 observo que la ingesta media de kilocalorias
procedentes de proteinas fue del 17.4% (muy similar a lo recomendado que era el 15%)
sin observarse en la muestra ningun caso de ingesta inferior al 10% (dietas
hipoporteicas) o superior al 35% (dietas hiperproteicas) de la ingesta calérica total. En

relacién al consumo de hidratos de carbono, la media muestral se halla en 45,2%, muy

por debajo de las RDI actuales del 55%. Tan s6lo un 5% de las participantes ingirieron
un 55% o superior del total de kilocalorias en forma de hidratos de carbono y hasta un
48% realizaban una dieta habitual pobre en carbohidratos, muy por debajo del limite
inferior de normalidad del 45%.

Respecto a la ingesta de grasas, el 82% de las madres participantes en el estudio

realizaban una ingesta media grasa superior al 30% de las kilocalorias totales
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recomendado siendo la media de ingesta grasa del 37,4%. Y hasta un 54% llegaron a
superar el rango superior recomendado del 35%. En referencia al a proporcién de &cidos
grasos, todas ellas tuvieron un consumo relativo de Acidos Grasos (AG)
Poliinsaturados menor al 30%, el de AG Monoinsaturados mayor del 35% y el de AG
Saturados mayor del 30%. Dicho de otra forma, se constatd un consumo desequilibrado
de &cidos grasos entre las mujeres estudiadas a costa de un consumo excesivo de AG
saturados y monoinsaturados en detrimento del consumo de AG poliinsaturados. Ello es
muy importante por su posible repercusion tanto en la propia salud de las madres como
su influencia en la composicion de la leche materna. Se sabe que la composicién en
acidos grasos de la leche materna varia en relacién con la composicién grasa de la dieta
materna y también juega un papel fundamental sobre el desarrollo del sistema nervioso
y como inmunomodulador.

Ello tiene connotaciones muy importantes y nos debe hacer reflexionar que se ha
de tener especial cuidado en la dieta de las embarazadas. El objetivo seria tratar de
conseguir que sea lo mas equilibrada posible, recomendando incrementar el aporte de
hidratos de carbono, en forma fundamentalmente de aztcares complejos, y disminuir el
de grasas, sobre todo las saturadas (Mariscal-Arcas et al., 2009).

Respecto a la fibra, durante el embarazo se incrementa el aporte diario
recomendado siendo aproximadamente de 25 g/dia mientras y en el caso que asociara
diabetes gestacional esta recomendacion se elevaria hasta 40 g/dia. En las participantes
en el estudio la media de aporte diario de fibra es de 21,5 £ 7 g por lo que se asemeja a
lo recomendado (Ortiz-Andrellucchi et al., 2009).

MICRONUTRIENTES DIETA MATERNA:

A. Vitaminas

El aporte de muchos de los micronutrientes de la dieta materna es deficitario en
nuestra muestra. Mas de un 90% de las madres estudiadas estaban en riesgo de un
aporte deficitario de acido fdlico. Este hecho quedaria solucionado por la préactica
habitual de suplementar la dieta de la mujer embarazada y lactante con suplementos
vitaminicos y especialmente con &acido folico. Es fundamental dado que el déficit de esta
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vitamina en la mujer durante las primeras semanas de la gestacion podria tener fatales
consecuencias sobre el desarrollo fetal. Por el contrario, el aporte de otras vitaminas
como A, B1, B2, B6 y B12 parece estar asegurado pues apenas un 10 % de la muestra
alcanzd niveles bajos.

B. Minerales

Respecto a los minerales destacar la tendencia en aproximadamente un 40% de
la muestra a exceder las RDI en el aporte dietético de sodio, fosforo, manganeso y
selenio mientras hay una tendencia al déficit del aporte en un 35% de los casos de hierro

y cobre, a tener en cuenta por su gran influencia en los procesos oxidativos.

4. ESTADO OXIDATIVO (I): MEDICION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE

4.1 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA MATERNO

Para mantener un equilibrio y evitar el dafio oxidativo, nuestro cuerpo cuenta
con sistemas de defensa bioldgica contra los radicales libres que por un lado tiendan a
impedir su formacion y por otro, lo neutralicen una vez formados (capacidad
antioxidante). Esta funcion pueden llevarla a cabo mediante la presencia de
macromoléculas que evitan la accién de los radicales libres, de enzimas antioxidantes
(como la SOD), antioxidantes enddgenos (glutatién, acido Urico) y antioxidantes
exogenos (vitamina E por ejemplo).

Un desajuste entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y la defensa
antioxidante, a favor de las primeras, provocan un dafio organico conocido como estrés
oxidativo. Ello conlleva una variedad de cambios fisioldgicos y bioguimicos que
ocasionan el deterioro y muerte celular, por lo que hoy en dia existen ensayos
bioguimicos que sirven como indicadores para evaluar la capacidad antioxidante total
de la persona e investigar la relacién que pueda existir en diversas patologias (Calvo y
Lopez, 2011).
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La evaluacion de la capacidad antioxidante de plasma materno de las
participantes en el estudio fue llevada a cabo mediante tres métodos diferentes: FRAP,
ABTS y DPPH (tabla 4).

Hay que recordar que el método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
descrito por primera vez por Benzie y Strain en 1996, se basa en determinar la
capacidad de una muestra con la molécula Tripiridil s-triazina (TPTZ) de férrico (Fe3+)
a ferroso (Fe2+). De esta manera se genera una coloracion azul cuya intensidad sera
proporcional a la capacidad reductora de la muestra que podrd cuantificarse por
colorimetria (593 nm) en base a un patron de sulfato ferroso. Dicho en otras palabras, la
capacidad de reducir el hierro se considera un indice del poder antioxidante de la
muestra. Es un método sencillo y facilmente automatizable.

Por otro lado estaria el método ABTS, descrito por Miller y Rice-Evans en 1993.
El ABTS es un compuesto cromdgeno de color azul/verdoso cuya méxima absorcion se
da a los 342 nm. Es soluble en agua y en disolventes organicos. El radical ABTS+ una
vez que es generado (enzimatica o0 quimicamente) presentara nuevas caracteristicas con
diferencias en su absorcién. Puede llevarse a cabo por dos vias diferentes: Inhibicion
(los antioxidantes se afiaden previamente a la generacion del radical ABTS, y se
determina la inhibicién en la formacion del radical, que se traduce en un retraso en la
aparicion de la coloracion verdeazulada) o Decoloracion (los antioxidantes se afiaden
una vez formado el radical ABTS, y se determina la disminucion de la absorbancia
debida a la reduccion del radical).

Y por ultimo, hay que recordar que el método DPPH, descrito por Berset en
1994. Se basa en la reduccion del radical DPPH por los antioxidantes de la muestra. El
radical es estable y tiene una coloracion parpura que se pierde progresivamente cuando
se afade la muestra conteniendo sustancias antioxidantes. La decoloracion del radical se
determina a 515 nm y la cuantificacion se realiza empleando soluciones patrén de acido
ascorbico. Es un método rapido y sencillo, que no requiere de un equipamiento
sofisticado. A diferencia del ensayo ABTS (TEAC), éste no sera necesario generar el

radical puesto que el DPPH se comercializa. En algunos casos su interpretacion se
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complica, ya que algunos antioxidantes/moléculas pueden causar interferencias si

poseen un espectro de absorcion similar al DPPH.

TABLA 4: CAPACIDAD ANTIOXIDANTE PLASMA MATERNO
ANALIZADA POR 3 METODOS DIFERENTES

INTERVALO (MiN-MAX) MEDIA + DS
FRAP-PLASMA (mmol/l) 695,22 — 1477,56 1059,32 + 195,98
ABTS-PLASMA (umol/l) 3,12 - 9,59 6,30 + 15,60
DPPH-PLASMA (umol/100 ml) 110,53 - 607,21 242,54 + 101,22

Mediante la técnica de ABTS se obtuvo una capacidad antioxidante total en un
intervalo entre 3,12 y 9,59 (con una media de 6,3) pmol/L. Se comparan estos
resultados con los obtenidos en otros estudios de poblacion sana utilizando también esta
misma técnica, como el realizado en USA por Cao, et al. cuyo valor medio fue de 1,3
pumol/l para una poblacién de 65 afios de media de edad. Un estudio mucho mas reciente
en Espafia fue el de Servid, et al. donde los valores obtenidos fueron de 2,3 pumol/l para
personas de 42 a 58 afios aun muy por debajo de los obtenidos en el presente estudio
(Cao et al., 1998; Sevia et al., 2014). Por tanto, los valores que hemos obtenido de
capacidad antioxidante total mediante el método ABTS en plasma materno fue muy
superior al de otros estudios reportados (6,3 vs 2,3 umol/l) probablemente porque la
muestra era de menor edad (media de 30 afios), mostrando con ello que la edad es un
factor importante en la capacidad antioxidante total sérica.

Respecto a los resultados obtenidos mediante la técnica FRAP en plasma
materno, se obtuvo una capacidad total antioxidante en rango de 695,22 — 1477,56 con
una media de 1059,32 mmol/l. Al compararla con estudios que hayan utilizado la misma
técnica, como el de Fernandez-Pachdn et al. (2005) que sefialan un valor medio de 398
mmol/l vemos que los valores de nuestra muestra siguen siendo mas elevados. En este
caso no lo podriamos atribuir a la edad puesto que en este estudio el rango de edad fue

de 25 a 35 afios, por tanto muy similar al de nuestra muestra. Asi se puede postular que
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independientemente del método de anélisis utilizado, la capacidad antioxidante total de
nuestra muestra ha sido muy superior al de los reportados en la bibliografia, tal vez
influenciado por el hecho de tratarse de madres gestantes (Fernandez-Pachon et al.,
2005).

Hay muy pocos estudios que evaltan la capacidad antioxidante en plasma de
mujeres gestantes. Por un lado destacamos el realizado en Reino Unido (Toescu et al.,
2004) en el que se comparaban los cambios en los niveles de los lipidos plasmaticos asi
como de los marcadores de estrés oxidativo comparando madres gestantes sanas (n=17)
con madres con diabetes pregestacional (n=19) o diabetes gestacional (n=12). Se
aprecio el incremento del colesterol total y triglicéridos de forma significativa en todos
los grupos, sin existir diferencias significativas intergrupal. Hubo evidencia de un
incremento del estrés oxidativo entre las gestantes con diabetes respecto a las sanas. Y
la capacidad antioxidante total a nivel plasmatico era significativamente inferior en
todas las diabéticas en relacion al grupo control siendo los marcadores de estrés
oxidativo (MDA) maés elevados en el grupo de diabetes comparado con el no diabético.

Por otro lado, el mas reciente referido en la bibliografia es el llevado a cabo en
2006 por Sharma et al. donde analizaron en 50 gestantes 3 marcadores de estrés
oxidativo (malondialdehido, GPx, SOD) junto con dos antioxidantes (vitamina C y
licopenos) en gestantes con preeclampsia y lo compararon con gestantes sanas a modo
de grupo control. Concluyeron que los niveles de los 3 marcadores de estrés oxidativo
estan mas elevados de una forma significativa en el grupo de la preeclampsia respecto al
grupo control. Y los niveles de vitamina C y licopenos fueron menores en las gestantes
con preeclampsia en relacién al grupo control. De ello dedujeron que los marcadores de
estrés oxidativo juegan un papel fundamental en la fisiopatologia de la preeclampsia y
la suplementacion dietética con antioxidantes podria tener un papel beneficioso en la
prevencion de la preeclampsia en mujeres de alto riesgo (Sharma et al., 2006).

Por tanto hay muy pocos estudios en la bibliografia en los que se analiza la
capacidad antioxidante plasmatica en mujeres gestantes y mucho menos con un gran

numero de tamafio muestral como es el presente estudio, de ahi su trascendencia.
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4.2 CONTENIDO DE ANTIOXIDANTES EN PLASMA MATERNO

Los antioxidantes como se comentd previamente los podemos clasificar en
enddgenos y exogenos. Dentro de éstos Gltimos destacan los polifenoles y vitaminas
como la A, E (tocoferoles) y C, entre otros. Se denominan antioxidantes exogenos dado
que no pueden ser sintetizados por el organismo sino que necesitan ser aportados a
través de la alimentacion (Lobo et al., 2010).

Los polifenoles son derivados benzo-piranos y se dividen por clases segln su
grado de oxidacion (Roman, 2007). Entre ellos destacan los flavonoides por ser los de
mayor capacidad antioxidante. Su estructura quimica se compone de varios anillos que
se encuentran unidos por dobles enlaces y gracias a ello pueden captar radicales libres
con facilidad, desactivarlos o impedir su formacién. Asimismo, son capaces de quelar el
hierro y el cobre, favorecer la accion de enzimas antioxidantes como la catalasa e
inhibir enzimas pro-oxidantes como la mieloperoxidasa entre otras. (Varga et al., 2004).
La accion combinada de los polifenoles potencia la capacidad antioxidante mediante la
accion combinada de varios de ellos (Valls-Bellés et al., 2004). De hecho multiples
estudios han confirmado la relacion entre la ingesta de alimentos ricos en polifenoles
como por ejemplo el chocolate o el té, entre otros, con la disminucion de las
enfermedades cardiovasculares (Vita et al., 2005; Valls-Belles et al., 2005) y cancer de
colon (Martinez-Flores et al., 2002).

Por otro lado, los tocoferoles tienen como accion fundamental estabilizar las
membranas celulares, prevenir la peroxidacion lipidica y barrer los radicales peroxilo.
Dentro de éstos, destaca a-tocoferol que es la Unica forma de vitamina
E mantenida activamente en el cuerpo humano y es la que se encuentra en las
cantidades més grandes en sangre y tejidos. Por tanto, su principal funcion es la de

antioxidante. Las grasas, que son una parte integral de todas las membranas celulares,

son vulnerables a la destruccion por oxidacion a través de radicales libres (Traber,

2008). La vitamina liposoluble, a-tocoferol, es excepcionalmente apropiada para
interceptar radicales libres y asi prevenir un reaccion en cadena de destruccion lipidica.
Ademas de mantener la integridad de las membranas celulares en todo el cuerpo,

tambiéen protege de la oxidacion a las grasas en las lipoproteinas de baja densidad
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(LDLs) que a su vez han sido involucradas en el desarrollo de enfermedades

cardiovasculares. Cuando una molécula de a-tocoferol neutraliza un radical libre, se

altera de tal forma que su capacidad antioxidante se pierde. Sin embargo, otros
antioxidantes, como la vitamina C, son capaces de regenerar la capacidad antioxidante
de a-tocoferol (Bruno et al., 2006).

Ademas de su importante funcion antioxidante, se han descrito otras funciones
como la inhibicién de la actividad de la proteina quinasa C, inhibicion de la agregacion
de plaguetas y el aumento de la vasodilatacién (Traber, 2008).

En la tabla 5 se muestran los niveles plasmaticos maternos de los antioxidantes

analizados en el presente estudio.

TABLA 5: ANTIOXIDANTES EN PLASMA

INTERVALO (MIN-MAX) MEDIA + DS
POLIFENOLES-PLASMA (ig/ml) 10,91 — 133,32 1015 + 25,52
a-TOCOFEROL-PLASMA (Ul) 5,52 — 64,55 39,11 + 15,36

4.3 EVALUACION DEL DANO OXIDATIVO EN LA MADRE

El estrés oxidativo es el dafio oxidativo que resulta del desequilibrio entre la
produccidén de especies reactivas de oxigeno y la defensa antioxidante y da lugar a una
variedad de cambios fisioldgicos y bioquimicos, los cuales provocan el deterioro y
muerte celular (Hajjar et al., 2013).

Este tipo de dafio puede medirse mediante métodos directos e indirectos. Entre
los primeros tenemos la medicidn de la concentracion de agentes oxidantes, que es muy
dificil por su corta vida media y lo costoso que resultan los equipos, lo que hace
necesario medirlos indirectamente mediante la determinacion de productos terminales

de la accion oxidante sobre biomoléculas (Rodriguez, 2015).
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Dafio oxidativo a moléculas bioldgicas:

Los radicales libres poseen una gran capacidad de reaccion con moléculas de
todo tipo, ya sean radicales o no, lo que justifica su implicacion en una gran variedad de
procesos tanto fisioldgicos como patoldgicos. Los radicales libres pueden provocar dafio
oxidativo celular lo que daria lugar a especies reactivas capaces de continuar la accion
oxidativa.

a) Dafio oxidativo a lipidos. La lipoperoxidacion, también conocida como

enranciamiento oxidativo, es el proceso en el que se produce el mayor dafio
oxidativo en los lipidos. Representa una forma de dafio celular que puede afectar
a estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturado como por ejemplo las
membranas celulares. Este proceso juega un importante papel en el
envejecimiento de las células aerdbicas, siendo un proceso continuo y fisioldgico
actuando como renovador de las membranas bioldgicas, si bien es cierto que su
activacion excesiva se ha relacionado con la patogenia de patologias como la
diabetes o la fibrosis pulmonar, entre otros.

Se distinguen 3 fases dentro de la lipoperoxidacién: iniciacion, producida
cuando cualquier especie reactiva ataca un atomo de hidrégeno del doble enlace
de un grupo metileno generando asi un radical lipidico; propagacion, el radical
lipidico tiende a estabilizarse por reordenacién molecular y en condiciones
aerobicas reaccionan con el oxigeno formando radicales peroxilo; y la
terminacion, ultima fase cuando dos hidroperoxidos reaccionan entre si dando un
tetroxido o cuando son neutralizados por antioxidantes. Los tetréxidos son
inestables y al romperse generan aldehidos como el malondialdehido (MDA).

La lipoperoxidacion constituye el “patron oro” cuando se trata de probar la
funcion de los radicales libres en algun tipo de dafio celular, existiendo diversas
formas de medirla y suele llevarse a cabo a traves de sus productos finales
mediante la medicion de compuestos que reaccionan con el &cido tiobarbitarico.
Estd basado en la reaccion de este acido con el MDA, producto este del
desdoblamiento de los hidroperoxidos, formandose durante las ultimas etapas de

la ruptura de endoperoxidos durante la reestructuracion molecular de los acidos
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grasos. A nivel celular puede ser metabolizado por ejemplo por la aldehido
deshidrogenasa hepatica. La determinacién de MDA tiene lugar mediante una
prueba colorimétrica, formandose asi un color susceptible de ser medido
directamente. Su andlisis es usado por su buena practicabilidad y sencillez. Por
tanto, el contenido de MDA en liquidos bioldgicos maternos refleja bien el dafio
oxidativo lipidico materno (Esterbauer et al., 2001).

b) Dafio oxidativo a proteinas. Todos los aminoacidos presentes en las proteinas
tienen residuos susceptibles de ser atacados por los radicales libres, sobre todo
por el radical hidroxilo. Tendra lugar el dafio oxidativo sobre un grupo de
aminoacidos como la fenilanalina, tript6fano o metionina, entre otros. Asimismo
se formaran entrecruzamientos de cadenas peptidicas, se fragmentara la proteina
a través de la ruptura de enlaces peptidicos y finalmente tendra lugar la
formacion de grupos carbonilo (GC), que impediran el desarrollo normal de sus

funciones. El sistema de oxidacion catalizada por metales es el mecanismo mas
importante dentro de la modificacion oxidativa de las proteinas.

El ataque de los radicales libres a las proteinas podra ser difuso, dando lugar a
modificaciones generalizadas, o selectivos, dando modificaciones en sitios
especificos. La introduccién de grupos carbonilo en las proteinas es un ejemplo
de modificacion oxidativa global de las proteinas, que suele provocar
habitualmente la pérdida de funcion estructural o catalitica de las proteinas
afectadas. Por otro lado, en los ataques selectivos se crea un dafio oxidativo en el
que los metales de transicion juegan un papel fundamental siendo los enzimas
que contienen dichos metales los mas susceptibles de sufrir dicho dafio.
Habitualmente las células se encargan de eliminar aquellas proteinas que han
sido modificadas desde el punto de vista oxidativo y lo hacen mediante
proteodlisis. Pero dado que algunas proteinas oxidadas pueden ser mas resistentes
a su eliminacion y por el posible aumento de su tasa de formacion, se produciria
asi un acumulo de proteinas oxidados con los efectos perjudiciales que ello

conllevaria. (Levine, 2012).
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De esta forma, la evaluacion en nuestro estudio del dafio oxidativo a las
proteinas se ha llevado a cabo mediante la cuantificacion de los grupos carbonilo

en plasma y orina maternos.

c) Dafio oxidativo al ADN. Debido a las interacciones con los radicales libres

pueden producirse alteraciones en el ADN y ello esta implicado en la patogenia
de diversas patologias asi como en el envejecimiento. En ambas situaciones hay
un elevado estrés oxidativo y ello podrd desencadenar un gran numero de
mutaciones, pérdida parcial o total de cromosomas, etc. El radical hidroxilo y el
peroxido de hidrdgeno son los principales agentes implicados. Hay que tener en
cuenta que aunque hay mas de 12 metabolitos producidos durante el ataque
radicalico al ADN, sélo algunos de ellos han podido ser utilizados como
marcadores de dicho ataque. Dentro de las alteraciones mas frecuentes en las
bases puricas destaca la formacion de la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (80OHdG)
con un elevado efecto mutagénico. Y respecto a las bases pirimidinicas se hallan
los glicoles de timina y citosina.

El ADN mitocondrial presenta una mayor tasa de mutacién por modificaciones
oxidativas de sus bases. La 8OHdG es 16 veces superior a la encontrada en el
ADN nuclear lo que podria traducirse en una disfuncién mitocontrial y dar lugar
al desarrollo del fenotipo caracteristico de la senescencia celular. Este Gltimo
también ha sido analizado en nuestro estudio. Su importancia radica en que su
cuantificacion permite estudiar la variacion del dafio oxidativo al ADN. (Roche
y Romero, 2006).

En el presente estudio se realizd la evaluacion del dafio oxidativo tanto en
plasma (tabla 6) como en orina materna (tabla 7) para analizar si habia relacion con el
estado oxidativo de la leche materna y en consecuencias con el estado del recién nacido.

Asi pues se realizd la medicién en plasma y orina maternos de los grupos

carbonilo como marcador del dafio oxidativo a proteinas, del MDA como marcador de
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dafio oxidativo a lipidos y la 80OHdG como marcador de dafio al ADN. (Shohi et al.,
2004).

TABLA 6: DANO OXIDATIVO MATERNO — EVALUACION EN PLASMA

INTERVALO (MIN-MAX) MEDIA + DS
MDA-PLASMA (nmol/ml) 0,35-2,51 1,39 £ 0,46
GC-PLASMA (nmol/mg proteina) 0,36 - 5,10 1,82+1,31
80HIG-PLASMA (ng/ml) 0,27 - 20,45 3,95+ 3,70

TABLA 7: DANO OXIDATIVO MATERNO — EVALUACION EN ORINA

INTERVALO (MIN-MAX) MEDIA + DS
MDA-ORINA (nmol/ml) 0,116 — 2,748 0,851 + 0,602
GC-ORINA (nmol/mg proteina) 0,004 - 0,174 0,055 + 0,039
80HIG-ORINA (ng/ml) 9,64 — 64,45 23,042 + 10,401

MDA = malonildialdehido
80HdG = 8-hidroxi-2'-deoxyguanosina
GC = grupos carbonilo

Como se ha comentado previamente, el estrés oxidativo se refiere a un estado de
las celulas en el que hay desequilibrio entre la oxidacién y la reduccion celulares, es
decir, entre las sustancias oxidantes y antioxidantes que Se generan por excesiva
produccién de especias reactivas de oxigeno y/o por deficiencia en los mecanismos
antioxidantes, lo que lleva a dafio celular. Los radicales libres interactian con
macromoléculas produciendo una reaccion conocida como peroxidacion lipidica y de
esta interaccion macromolécula-radical se producen metabolitos como el MDA, que se
puede detectar en muestras bioldgicas; un aumento de este metabolito implica
indirectamente un mayor estrés oxidativo. En nuestro caso se ha estudiado a nivel
orinario la eliminacion de MDA, grupos carbonilo y 80OHdG.

No se ha encontrado en la bibliografia estudios que analicen los marcadores de
dafio oxidativo a nivel urinario en madres gestantes, de ahi la gran importancia de

nuestro estudio por ser pionero en ello.
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El GC es una buena técnica, ampliamente utilizada como marcador de dafio
oxidativo en plasma. Varios estudios muestran que los recién nacidos de bajo peso asi
como los grandes para la edad gestacional tienen niveles mas altos de GC en orina que
los nacidos con peso adecuado para su edad gestacional (Saker, 2008). Incluso también
se ha estudiados los niveles de GC en plasma, siendo mas elevados en los nifios
prematuros (Friel et al., 2011)

Los niveles de MDA también son considerados como buenos marcadores de
dafo oxidativo. Y en el caso de recién nacidos pretérmino también se ha visto que sean
mas altos si se comparan con los presentes en los a término. (Valls-Bellés et al., 2008)

Los niveles de 80OHdG plasmaticos pero sobre todo su excrecion urinaria son
considerados como un buen marcador de dafio oxidativo sufrido por el ADN, debido a
su elevada sensibilidad. Varios estudios lo consideran como buen indicador de
enfermedades causadas por radicales libres en los neonatos de muy bajo peso al
nacimiento y para medir los efectos de la suplementacion con antioxidantes (Shohi et
al., 2003) aunque otros autores (Ledo et al., 2009) so6lo lo consideran uatil como

marcador de lo primero.

4.4 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE LA LECHE MATERNA

La capacidad antioxidante total de la leche humana es una medida de la
capacidad de la leche materna para controlar el desequilibrio oxidacion-reduccion. Esta
medicién se ha descrito como un indicador sensible puesto que es capaz de detectar
pequefias diferencias de forma mas dptima que si se realizaran las mediciones de los
antioxidantes por separado (Castillo-Castafieda et al., 2016).

Se realizé la medicion de la capacidad antioxidante total de la leche materna
mediante tres métodos diferentes: FRAP, ABTS y DPPH (tabla 8).

En el presente estudio se han utilizado 3 métodos diferentes para medir la
capacidad antioxidante total de la leche materna. Cada método mide la capacidad
antioxidante de compuestos bioactivos diferentes con capacidades antioxidantes

variables y con acciones sinérgicas en algunos casos (unos miden la capacidad para
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detener algln tipo de fuente de inicio de oxidacion, otros miden la capacidad de donar
electrones a un determinado radical libre y otros la quelacion de un metal de transicion).
De esta forma, los resultados obtenidos en la misma muestra a través de la utilizacion
para su analisis de diferentes métodos suelen ser diferentes ya que determinan acciones

antioxidantes diversas.

TABLA 8: CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA LECHE MATERNA
MEDIANTE 3 METODOS DIFERENTES

INTERVALO (MIN-MAX) MEDIA + DS
FRAP-LECHE (mmol/l) 0,67 - 6,07 347 +111
ABTS-LECHE (umol/l) 625,9 — 2803,7 1817,28 + 510,68
DPPH-LECHE (umol/100 ml) 7,29 - 56,97 29,62 + 10,14

Era esperable que se obtuvieran diferentes resultados obtenidos a partir de
métodos distintos puesto que en la leche coexisten mdltiples sustancias antioxidantes
con capacidad para interaccionar entre si (Friel et al., 2011), coincidiendo asi con lo
descrito previamente por otros autores (Janaszewska y Bartosz, 2002).

De hecho ya esta recogida en la bibliografia la ausencia de correlacién entre los
valores medidos de capacidad antioxidante por dos métodos diferentes como el ABTS y
DPPH, y sugieren gque 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. EI FRAP por su parte mide fundamentalmente la actividad antioxidante de
compuestos como el acido ascorbico y el alfa tocoferol entre otros aunque no el de
proteinas, glutation o acido lipdico (Martysiak-Zurowska y Wenta, 2012).

Teniendo en cuenta estas premisas se decidi6 utilizar 3 métodos diferentes de
medicion de la capacidad antioxidante total de la leche materna puesto que al medir
diferentes componentes asi como las interacciones entre ellos es una herramienta Gtil no
solo porque nos permite valorar dicha capacidad sino porque nos permite evaluarla de

una manera optima.
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La capacidad antioxidante total de la leche humana analizada en nuestro estudio,
como era de esperar segun estas premisas, presentd una amplia variabilidad
independientemente del método de analisis utilizado.

a) En el caso del FRAP present6 un valor minimo de 0,67 y un maximo de 6,07
con una media de 3,47 mmol/I.

b) Con el método ABTS el valor minimo fue de 625,9 y el méximo de 2803,7 y
su media fue de 1817,28 umol/I.

c) Por dltimo, el analisis mostrado a través del método DPPH obtuvo unos
valores minimos de 7,29 y maximos de 56,97 con una media de 29,62
pmol/100 ml.

Por tanto, como puede apreciarse en la tabla 8, la capacidad antioxidante total de
la leche materna muestra una gran variabilidad, lo que coincide con lo publicado en la
bibliografia (Miranda et al., 2011).

La ingesta de agentes ricos en antioxidantes a través de la leche puede constituir
un problema significativo para el equilibrio oxidativo de los neonatos debido a la
inmadurez de sus mecanismos de defensa antioxidantes, que pueden ser superados por
la excesiva presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS), especialmente en los
recién nacidos pretérmino.

Si comparamos los datos de capacidad antioxidante de la leche materna de
nuestro estudio (calostro) fue superior al encontrado en la bibliografia. Destaca por
ejemplo que con el método FRAP que fue de 3,47 mmol/l de media con el obtenido en
la poblacién irani en el estudio realizado por Zarban cuya media fue de 1,06 mmol/l se
aprecia que en nuestra poblacion estudiada es mucho mayor, unas tres veces superior
respecto a la publicada (Zarban et al., 2009).

Se puede deducir por tanto que la capacidad antioxidante de las mujeres de
nuestro estudio fue superior a la publicada en la bibliografia, probablemente
influenciado por el tipo de alimentacion puesto que la dieta mediterranea es mas rica en
antioxidantes por el mayor consumo de verduras, hortalizas y aceite de oliva, entre

otros.
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De estos resultados ademas puede concluirse que la leche humana contiene
antioxidantes y su capacidad antioxidante total no sélo se debe a la concentracion de
antioxidantes sino a las interacciones entre ellos.

No hay que olvidar que la leche es un liquido biolégico dindmico en continua
produccion y su composicion se va adaptando en todo momento a las necesidades del
lactante.

Hay otros métodos para poder cuantificar la capacidad antioxidante total de la
leche materna como el ABTS. La solucidn base se prepar6 disolviendo 38,4 mg de 2,2 -
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido) (ABTS) en 10 cm® de una solucién de persulfato
de sodio y la mezcla se mantuvo en ambiente oscura durante 12 horas. Las muestras de
leche humana se hicieron reaccionar con 1 cm® de la ABTS durante 10 minutos. La
capacidad antioxidante de las muestras de leche humana se expresd en miligramos del
Trolox Equivalente TE por 100 cm® (Bjorck et al., 1993).

Otro de ellos es el DPPH, en el que la solucion madre se preparé disolviendo 10
mg de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) en 10 cm® de metanol. Las muestras de leche
humana se hicieron reaccionar con 1 cm® de la solucién de trabajo DPPH y 0,5 cm® de
cloroformo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de centrifugar se mide
la absorbancia a 515 nm frente a la muestra de referencia. Los resultados serén
expresados en mg TE en 100 cm® de leche humana ((Martysiak-Zurowska y Wenta,
2012).

Al contrario de lo ocurrido con el método FRAP, hay escasa bibliografia en lo
que se refiere al analisis de la capacidad antioxidante total de la leche materna a través
de los métodos DPPH y ABTS, y los existentes se basan en una muy pequefia muestra.

La siguente figura (figura 5) representa que no existe una correlacion lineal entre
los valores de CAT de muestras de leche humana obtenidas por ambos métodos
(correlacion de Pearson de 0.18), que se realizo en 69 muestras.
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Fig 5: Correlacion entre CAT leche humana medida por ABTS vs DPPH.

Uno de los Gltimos estudios publicados fue el Martysiak-Zurowska y Wenta. de
2012. En el se realiza la comparacion de ambos métodos para la analizar la CAT de la
leche obtenida de 25 madres en su 14? dia postparto. Los valores medios de CAT
obtenidos en dicho estudio a través del método DPPH (25,23 pumol/100 ml) son muy
similares respecto a los obtenidos en nuestro estudio (29,62 umol/100 ml) con la
diferencia que en nuestro estudio se analizé el calostro y en dicho estudio fue la leche de
transicion. Y al comparar nuestros resultados de CAT medida con ABTS (media de
1817.28 pmol/l) con otros estudios destaca que nuestros valores fueron superiores a los
publicados para mujeres portuguesas (399 umol/l) (Matos, 2009) o polacas (381,84
umol/l) (Martysiak-Zurowska y Wenta, 2012) y mas similares a los publicados por los
italianos (2818 pmol/l) (Turoli et al., 2004) probablemente influenciado por la similitud
de la alimentacién de nuestras poblaciones.

Por tanto nuestro trabajo destaca por ser el Unico en el que se ha analizado
mediante tres métodos diferentes la capacidad antioxidante total de la leche materna en

un mismo estudio, lo que le confiere gran importancia.

4.5 CONTENIDO DE ANTIOXIDANTES EN LECHE MATERNA
Recordemos que los antioxidantes son aquellos compuestos capaces de aceptar o

donar un electron a los radicales libres mientras conservan su estabilidad; por ello no se
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transforma en una molécula reactiva al perder dicho electrén, lo que les otorga la
capacidad de frenar la cadena de oxidacion. Pueden realizarse diferentes clasificaciones
teniendo en cuenta criterios de seleccion diferentes, y en base a su origen hablaremos de
exogenos (aquellos que no pueden ser sintetizados por el organismo y necesitan ser
aportados por medio de la alimentacion, entre ellos los polifenoles) y enddgenos (entre
los que destaca la coenzima Q10).

Los polifenoles son derivados benzo-y-piranos y se subdividen en clases segun
su grado de oxidacion. Dentro de éstos, los que poseen mayor capacidad antioxidante
son los flavonoides, existiendo mas de 5000 distintos (Beecher, 2003). Su estructura
quimica, con varios anillos unidos por dobles enlaces les permite con facilidad captar
radicales libres, 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) e inhibir enzimas prooxidantes como la ciclooxigenasa,
mieloperoxidasa o fosfolipasa A2 (Varga et al., 2004). La accién combinada de los
polifenoles potencia la capacidad antioxidante mediante la accién combinada de varios
de ellos. La ingesta de té, chocolate y otros alimentos ricos en polifenoles se ha
relacionado con una disminucion de enfermedades cardiovasculares y cancer de colon.
En el colon podrian actuar como secuestradores de diversos radicales libres (Halliwell y
Whiteman, 2012).

La Coenzima Q10 (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decaprenil-1,4benzoquinona) o

ubiquinona es un compuesto lipidico esencial que actia como antioxidante intracelular
protegiendo a los fosfolipidos de membrana, proteinas de membrana mitocondrial y
lipoproteinas de baja densidad frente al dafio oxidativo inducido por los radicales libres.
Es considerada como un elemento esencial en la cadena respiratoria mitocondrial para la
sintesis de ATP. Es un potente antioxidante que actla en la prevencion del dafio
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. Destaca por ser considerado el
antioxidante lipofilico de sintesis enddgena mas importante, ademas su potencia

antioxidante es muy superior a la de otros (Bentinger et al., 2007).
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En la siguiente tabla se muestra el contenido de antioxidantes de la leche
materna de nuestro estudio (tabla 9).

TABLA 9: ANTIOXIDANTES CONTENIDOS EN LECHE MATERNA

INTERVALO (MIN-MAX) | MEDIA + DS
POLIFENOLES-LECHE (pg/ml) 0,92 1,99 1,23+0,24
COENZIMA Q10-LECHE (pumol/l) 1,66 — 12,23 6,46 + 2,43

Las funciones de los polifenoles son variadas y de suma importancia tales como
su accién antioxidante, antiinflamatoria, antiagregacion plaquetaria e inmunoldgica,
entre otras (Duefias et al., 2015). Y dado que durante las primeras etapas de la vida es la
leche la Unica fuente de polifenoles, por ello es de suma importancia su cuantificacion.
(Landete, 2012).

Hay muy pocos estudios hoy en dia que analicen la los polifenoles en la leche
humana y los que hay han utilizado pequefio tamafio muestral por lo que sus
conclusiones podrian no ser representativas.

Destaca el estudio de Franke et al. de 2006 en el que compara la cantidad
ingerida de éstos por parte de la madre, su presencia en la leche materna e incluso su
eliminacidn a través de la orina del bebé (Franke et al., 2006).

Otro estudio posterior (Song, 2013) analizo el contenido de distintos flavonoides
en la leche materna de 17 mujeres pero no estudiaron el contenido total de polifenoles.
El mas reciente de ellos data en 2015 (Vazquez et al., 2015) también de tamafio
muestral escaso, tan s6lo 10 madres mejicanas pero su objetivo era validar un nuevo
método de extraccion de leche no asi de su contenido propiamente dicho.

Por tanto, a pesar del aumento progresivo del interés sobre el andlisis de los
polifenoles en la dieta, hay escasez en cuanto al estudio de su contenido en la leche
humana, de ahi la importancia y lo pionero de nuestro estudio. Hay que destacar ademas
que los estudios publicados previamente son con tamafios muestrales minusculos, el
mayor fue 17 participantes, frente a las 90 de nuestro estudio lo que aumenta su valor y

representatividad de sus resultados.
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Lo que ocurre en relacion a la Coenzima Q10 es similar puesto que también hay
pocos estudios que analizan su contenido en la leche humana. Uno de los primeros
estudios publicados donde se analizan el contenido de este coenzima en la leche humana
data de 2006 (Quiles et al., 2006) realizado también sobre poblacion espafiola. Los
resultados obtenidos en calostro en nifios a término (6,97 = 0,53 pmol/l) fue muy
similar al obtenido en nuestro estudio (6,46 + 2,43 pumol/l). No se han encontrado en la
literatura estudios similares posteriores para poder obtener resultados adicionales al
respecto.

En general, el contenido de Coenzima Q10 en la leche se ha visto que es méas
elevado en el calostro y va disminuyendo a medida que la leche va madurando. Se cree
que ello podria deberse a las necesidades elevadas del neonato tras el nacimiento y la
disminucion posterior podria deberse al gasto de las reservas maternas (Jing et al.,
2011).

Esta coenzima se puede sintetizar endégenamente, aunque también puede ser
suplementada farmacol6gicamente o a través de la dieta. Es considerado como el
antioxidante lipofilico mas importante porque protege de la oxidacién al ADN
afectando asi la expresion genica.

Se ha publicado recientemente un estudio (Jing et al., 2015) disefiado para
analizar si la coenzima Q10 a través de su suplementacion farmacoldgica era capaz de
proteger a los astrocitos de las especies reactivas de oxigeno. Concluyeron que la
Coenzima Q10 puede proteger a los astrocitos a través de la supresion del estrés
oxidativo, prevencion de la disfuncion mitocondrial, bloqueo de via de muerte celular
mediada por la mitocondria y potenciacién de la biogénesis mitocondrial.

Los niveles de Coenzima Q10 en la leche materna han sido relacionados por
diferentes autores (Quiles et al., 2006; Li, 2009) de una forma directamente
proporcional no solo con la capacidad antioxidante total de la leche humana sino que
también se ha relacionado su suplementacion exdgena con mejoria en la respuesta
inmune. (Bentinger et al., 2007). De ahi la gran importancia que tiene el poder mantener
o0 incluso incrementar los niveles adecuado de coenzima Q10 durante el periodo

neonatal por su influencia en las diferentes etapas posteriores de la vida.
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5. ESTADO OXIDATIVO (I11): RELACION CON DIFERENTES
FACTORES

5.1 RELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE
LA LECHE MATERNA CON LOS DATOS ANTROPROMETRICOS DE
MADRE E HIJO

Por un lado, se realizO el andlisis comparativo de los diferentes datos
antropométricos de la madre recogidos en el estudio para tratar de averiguar si habia
algun tipo de relacion entre éstos y la CAT de la leche materna (tabla 10).

TABLA 10: RELACION ANTROPROMETRIA MATERNA Y CAT LECHE

Coeficiente PESO PESO IMC IMC

correlacion INICIO FINAL INICIO PARTO
FRAP- r -0,074 -0,079 -0,098 -0,116
LECHE p 0,615 0,587 0,503 0,426
ABTS- r -0,09 -0,092 -0,238 -0,25
LECHE p 0,551 0,542 0,111 0,094
DPPH- r -0,207 -0,218 -0,089 -0,111
LECHE p 0,212 0,189 0,593 0,509

No se ha obtenido ningln dato estadisticamente significativo de la relacion de la
capacidad antioxidante de la leche materna con el incremento de peso durante la
gestacion o del indice de masa corporal de la madre ni previo a la gestacion ni al

finalizar ésta.

TABLA 11: RELACION CAT LECHE Y OTROS DATOS

Coeficiente EDAD

correlacion | MADRE EG PESO RN
FRAP- r 0,08 -0,041 -0,361
LECHE p 0,586 0,782 0,011
ABTS- r 0,04 -0,118 -0,163
LECHE p 0,79 0,435 0,278
DPPH- r -0,257 0,219 -0,025
LECHE p 0,12 0,186 0,881
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Por otro lado, se analizaron también otras variables como fueron la edad de la

madre en el momento del parto, edad gestacional y el peso del recién nacido (tabla 11).

No hemos encontrado significacion estadistica al relacionar la capacidad
antioxidante de la leche materna con la edad de la madre o con la edad gestacional.
Sin embargo, si que se han obtenido al relacionarla con el peso al nacimiento del

recién nacido. Los datos obtenidos en 74 recién nacidos se muestran en la figura 6.
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Fig.6. Correlacion entre CAT leche humana (FRAP) con peso al nacimiento del RN.

Asi se ha visto que a menor peso al nacer del recién nacido, mayor es la
capacidad antioxidante de la leche materna medida con el método FRAP. Esto es algo a
destacar ya que puede indicar la adaptacion bioldgica tan importante que se produce en
el caso de los recién nacidos de menor peso al nacer. Dado que cuanto menor es el peso
al nacer, menor es la capacidad de combatir el estrés oxidativo y por tanto mayor riesgo
de desequilibrio, es en esos casos donde aumenta todavia mas la capacidad antioxidante

de la leche materna para tratar de compensar dicha situacion.
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5.2 RELACION CAPACIDAD ANTIOXIDANTE LECHE MATERNA
CON PARAMETROS BIOQUIMICOS DEL PLASMA MATERNO

Se ha realizado el analisis de la correlacion entre los parametros bioguimicos de

plasma materno con la capacidad antioxidante total de la leche materna.

TABLA 12: RELACION CAT LECHE Y BIOQUIMICA MATERNA (1)

METODO fgﬁ‘;‘gﬁl’;‘j GLUCOSA | UREA |[CREATIN.|AC.URICO| GOT GPT GGT
FRAP- r 0,177 0,044 0,051 0,041 -0,183 0,018 -0,034
LECHE P 0,223 0,763 0,726 0,778 0,209 0,902 0,815
ABTS- r -0,019 -0,001 0,387 -0,156 -0,253 0,1 0,068
LECHE P 0,902 0,993 0,008 0,299 0,089 0,507 0,652
DPPH- r -0,156 -0,401 -0,119 0,079 0,112 0,315 0,227
LECHE D 0,348 0,013 0,477 0,635 0,502 0,054 0,17

Creat.: creatinina

Ac. Urico: acido urico

GOT: Transaminasa glutdmico oxalacética
GPT: Transaminasa glutamico pirdvica
GGT: Gamma glutamil transpeptidasa

Destacamos a continuacion aquellos cuyos resultados han presentado
significacion estadistica al presentar una “p” menor de 0,05.

1) Relacion entre niveles de urea sanguinea materna y la capacidad
antioxidante de la leche materna analizada mediante el método DPPH

(tabla 12). Al obtenerse un grado de correlacion negativa se puede

interpretar que la capacidad antioxidante de la leche materna medida

mediante DPPH aumenta a medida que los niveles de urea plasmaética

materna disminuyen. No se ha encontrado en la bibliografia estudios que

hayan recogido esta correlacion.

2) Relacion entre los niveles de creatinina sanguinea materna y la capacidad
antioxidante de la leche materna analizada mediante el método ABTS
(tabla 12). En este caso al tratarse de una correlacién positiva indica que

la capacidad antioxidante de la leche medida mediante ABTS aumentara
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a medida que los niveles de creatinina maternos también lo hagan.
Tampoco se han encontrado estudios que muestren con anterioridad esta

relacion.

Por tanto cabe destacar en este caso que la capacidad antioxidante total de la

leche parece estar relacionados con la funcién renal materna.

TABLA 13: RELACION CAT LECHE Y BIOQUIMICA MATERNA (11)

METODO Sgﬁ‘;‘gggﬁ COLESTEROL | HDL-c | LDL-c | VLDL-c | TG
FRAP- r 0,131 0,046 | 0,101 | -0,067 | -0,019
LECHE D 0,371 0,755 | 0,492 | 0,649 | 0,895
ABTS- r 0,044 0,248 | 0,013 | -0,318 | -0,277
LECHE D 0,769 0,06 | 093 | 0,031 | 0,062
DPPH- r 0,206 0,049 | 0,134 | 0,191 | 0,236
LECHE P 0,215 0,769 | 0,421 | 0252 | 0,154

HDL-c: Lipoproteina de alta densidad

LDL-c: Lipoproteina de baja densidad

VLDL-c: Lipoproteina de muy baja densidad

TG: Triglicéricos

3) Respecto al perfil lipidico materno (tabla 13), destaca la correlacion

negativa entre los niveles de VLDL maternos con la capacidad
antioxidante de la leche medida mediante el método ABTS. Dicho de
otra forma, a mayor nivel de VLDL materno, menor capacidad

antioxidante de la leche medida mediante ABTS.

TABLA 14: RELACION CAT LECHE Y BIOQUIMICA MATERNA (111)

METODO fgﬁggggﬁ PT CALCIO |FOSFORO | HIERRO FA
FRAP- r 0,074 -0,024 0,099 0,306 0,096
LECHE P 0,613 0,871 0,497 0,033 0,51
ABTS- r 0,228 0,115 -0,067 0,300 -0,196
LECHE P 0,127 0,445 0,66 0,042 0,193
DPPH- r 0,111 -0,354 0,155 0,350 0,212
LECHE P 0,509 0,029 0,354 0,031 0,201

PT: Proteinas totales
FA: Fosfatasas alcalinas
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4) Los niveles de calcio en plasma materno (tabla 14) tiene una correlacion
negativa con la capacidad antioxidante de leche medida con el método
DPPH por lo que a mayores niveles de calcio maternos, menor sera la

capacidad antioxidante de su leche o viceversa.

5) Sin duda, la correlacion del hierro con la capacidad antioxidante de la
leche materna es lo mas destacable pues se han obtenido resultados
estadisticamente  significativos con los 3 métodos analizados,
independientemente de cual se use (tabla 14). Ello nos indica la gran
importancia que tiene el aporte de hierro por su relacion con la capacidad
antioxidante total de la leche materna. En los tres métodos ademas dicha
correlacion ha sido positiva, es decir, a mayores niveles de hierro en

plasma materno, mayor sera la capacidad antioxidante de su leche.

Por tanto, hay que hacer mencién especial a los datos obtenidos en relacion al
hierro, pues es el Unico elemento de los analizados cuya relacion con la capacidad
antioxidante total de la leche ha sido significativa independientemente del método
analizado.

Hay que recordar que el hierro, al igual que otros metales de transicion como el
cobre, el cromo o el mercurio, es capaz de hacer ciclos redox en los que un solo electrén
puede ser aceptado o donado por el metal. Esta accion cataliza reacciones que producen
radicales y puede producir especies reactivas del oxigeno. La mayoria de las enzimas
que producen las especies reactivas del oxigeno contienen uno de estos metales. Por
tanto, como el hierro tiene la capacidad de ceder o donar electrones con facilidad, puede
catalizar reacciones via radicales libres e incrementar el estrés oxidativo. Asi, la
peroxidacion lipidica y riesgo cardiovascular son consecuencias de la sobrecarga de
hierro.

Recientemente, se ha descrito también una relacion entre el metabolismo del

hierro y la resistencia a la insulina y la obesidad. Por el contrario, aun existe gran
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controversia en cuanto a la relacion entre la anemia ferropénica y la enfermedad
cardiovascular. (Toxqui et al., 2010).

En general, los metales de transicién participan como catalizadores de los
procesos oxidativos a nivel bioldgico y por ello su toxicidad puede estar relacionada en
parte con el dafio oxidativo celular y tisular. Estos metales tienen la capacidad de
producir especies reactivas de oxigeno que intervienen en la peroxidacion lipidica como
se ha comentado anteriormente, dafio en el ADN, deplecion de proteinas con grupos
sulfidrilo, alteracion en la homeostasis de calcio y toxicidad a nivel renal, hepatico y
neurolégico. (Zago y Oteiza, 2001).

Algunos de los metales tienen una doble funcion en situaciones de estrés
oxidativo: por un lado, participan como promotores en las reacciones de oxidacion vy,
por otro lado, juegan un papel importante en la defensa antioxidante ya que forman
parte de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa o la catalasa.

Mientras que el hierro forma parte de la estructura de la catalasa, el zinc y el
cobre por su parte lo hacen de la superoxido dismutasa citosélica. EIl zinc ademas tiene
actividad antioxidante per se a través de dos mecanismos de accién diferentes: previene
la generacion de especies reactivas de oxigeno mediante competencia por los sitios de
unién con metales como cobre y hierro y a su vez protege los grupos sulfhidrilo de las
proteinas de la oxidacion.

La versatilidad del hierro y cobre en el metabolismo oxidativo les proporciona la
capacidad de ejercer funciones antioxidantes o prooxidantes segun la estructura de la
que formen parte. Al tratarse de nutrientes esenciales para la especie humana, su déficit
y también su exceso afectaran a su estado de salud, y ambas situaciones pueden
controlarse a través de la alimentacion. (Srigiridhar et al., 2001).

Diversos estudios han demostrado la capacidad del hierro en catalizar la
formacion de radicales libres y estimular como se ha comentado con anterioridad la
peroxidacién lipidica, donde desempefia un papel crucial ya sea en forma ferrosa o
férrica. Este proceso también se vera favorecido cuando el hierro se encuentre unido a
otros quelantes como la histidina, el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o citratos.
(Engelmann et al., 2003).
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La actividad redox del complejo formado por EDTA y hierro puede deberse a
que el ligando no sature por completo los lugares de coordinacion del hierro, quedando
asi libres y pudiendo entonces ser ocupados por peroxido de hidrégeno u otros
reductores celulares. El cobre actua de una manera similar al hierro catalizando estos
mismos procesos. Ambos actlan como agentes cataliticos promoviendo la formacion
del radical hidroxilo.

Ademas, los complejos de hierro son considerados como los agente iniciadores
de la peroxidacion lipidica que consiste en un dafio oxidativo de &cidos grasos
poliinsaturados que se produce mediante un proceso autocatalitico e incontrolable.
(Nevado, 2000).

En condiciones fisioldgicas, el hierro se encuentra asociado a una proteina ya
que su presencia en forma aislada puede producir dafios graves en los tejidos. Esta
toxicidad se debe a la habilidad del hierro libre de generar especies reactivas de
oxigeno. Dado que tanto la deficiencia como la sobrecarga de este metal esencial son
perjudiciales, su absorcion, concentracion y estado redox deben ser regulados
cuidadosamente. (Pérez et al., 2005)

A modo de resumen, la correlacién existente entre la capacidad antioxidante de
la leche humana y los niveles bioquimicos de plasma materno en nuestro estudio son:

- Directamente proporcionales en el caso de niveles de creatinina y hierro.

- Inversamente proporcionales en relacion a urea, VLDL colesterol y calcio.

Dado que el hierro es un metal que interviene en la gran mayoria de los procesos
oxidativos que tienen lugar en el organismo, es por ello, que independientemente del
método de analisis utilizado (FRAP, ABTS o DPPH) se ha obtenido correlacion con
éste en todos ellos. Por tanto hay que remarcar que el hierro es el Unico pardmetro de
entre todos los analizados que estd correlacionado de forma significativa con la
capacidad antioxidante total de la leche materna y ese resultado se muestra con los 3

métodos de estudio diferente.
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5.3 RELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE
LA LECHE MATERNA CON EL CONTENIDO DE MACRONUTRIENTES DE
LA DIETA MATERNA

Cuando se analizan por separado y en valores absolutos los macronutrientes que
forman parte de la dieta de las madres gestantes, no se ha encontrado ningun resultado
estadisticamente significativo al relacionarlo con la capacidad antioxidante de la leche

materna (tablas 15 y 16).

TABLA 15: RELACION CAT LECHE Y MACRONUTRIENTES DIETA (I)

METODO S;’ﬁ‘:lca';rgg KCAL | PROTEINAS | GLUCOSA | COLESTEROL | FIBRA
FRAP- r 0,074 | -0,209 -0,053 -0,04 0,003
LECHE D 0,615 0,15 0,715 0,787 0,981
ABTS- r 0,008 | -0,184 -0,051 0,173 0,2
LECHE D 0,956 0,222 0,735 0,251 0,182
DPPH- r 0,042 0,014 -0,012 0,075 0,076
LECHE p 0,801 0,932 0,943 0,655 0,649

TABLA 16: RELACION CAT LECHE Y MACRONUTRIENTES DIETA (ll)

METODO | Sofictente | gpasAs | AGM AGP AGS
FRAP- r 0,134 0172 | 0225 20,08
LECHE 0 0,357 0,238 0,12 0,585
ABTS- r 0,078 20,125 0,05 0,158
LECHE D 0,607 0,408 0,742 0,294
DPPH- r 0,046 -0,038 0,05 0,103
LECHE D 0,783 0,821 0,767 0,54

AGM = Acidos Grasos Monoinsaturados
AGP = Acidos Grasos Poliinsaturados
AGS = Acidos Grasos Saturados

Pero cuando se analiza el porcentaje que representa cada uno de los
macronutrientes en relacion al aporte calorico total diario, estos resultados cambian de

manera importante (tabla 17).
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TABLA 17: RELACION CAT LECHE Y MACRONUTRIENTES DIETA (llI)

METODO fgﬁ‘gfa'fl'gﬁ %PROTEINAS | %GLUCOSA | %GRASAS | %AGS | %AGM | %AGP
FRAP- r 0,211 0,417 -0,287 0,095 | -0,095 | 0,118
LECHE P 0,145 0,003 0,045 0518 | 0517 | 042
ABTS- r -0,126 0,078 0,011 0,302 | 0,291 | -0,178
LECHE P 0,403 0,607 0,941 0,041 0,05 | 0,237
DPPH- r -0,189 -0,015 0,011 0,225 | -0,236 | 0,074
LECHE P 0,256 0,929 0,946 0,174 | 0,154 | 0,66

AGM = Acidos Grasos Monoinsaturados
AGP = Acidos Grasos Poliinsaturados
AGS = Acidos Grasos Saturados

De tal forma que dicho porcentaje en los hidratos de carbono es directamente
proporcional con respecto a la capacidad antioxidante de la leche analizada mediante el
método FRAP mientras que en las grasas se encuentra de manera inversamente
proporcional, siendo estos resultados estadisticamente significativos.

Y al analizar al detalle dentro de las grasas, los subtipos de éstas, se ha visto que
tanto los &cidos grasos monoinsaturados (AGM) como los saturados (AGS) se han
relacionado de forma significativa con la capacidad antioxidante de la leche medida
mediante el método ABTS. Pero en el caso de los AGM lo hace de forma inversamente
proporcional, es decir, a mayor porcentaje de AGM dietético menor es la capacidad

antioxidante de la leche. Lo contrario ocurre con los AGS.

5.4 RELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE
LA LECHE MATERNA CON EL CONTENIDO DE MICRONUTRIENTES DE
LA DIETA MATERNA (I): VITAMINAS

Se detallan a continuacion el analisis de correlacion realizado entre la capacidad

antioxidante total de leche materna con el contenido de la dieta materna en lo que a

micronutrientes se refiere, es decir, vitaminas y minerales (tablas 18 a 20).
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TABLA 18: RELACION CAT LECHE Y VITAMINAS DIETA MATERNA (1)

METODO fgﬁzggrgﬁ VIT-A | VIT-BL | VIT-B2 | VIT-B6 | VIT-B12
FRAP- r -0,189 0,164 0,169 0,307 0,254
LECHE p 0,194 0,261 0,245 0,032 0,078
ABTS- r 0,344 0,07 0,247 0,073 0,192
LECHE P 0,019 0,645 0,098 0,629 0,201
DPPH- r -0,062 0,172 0,108 -0,009 0,032
LECHE P 0,713 0,303 0,52 0,956 0,85

VIT: Vitamina

TABLA 19: RELACION CAT LECHE Y VITAMINAS DIETA MATERNA (I1)

METODO fgﬁggﬁfgﬁ VIT-C VIT-D VIT-E | NIACINA | PANTO
FRAP- r 0,295 0,111 0,018 -0,037 -0,066
LECHE D 0,039 0,446 0,902 0,803 0,65
ABTS- r 0,117 0,126 -0,057 0,172 0,169
LECHE D 0,439 0,403 0,706 0,254 0,261
DPPH- r 0,056 -0,058 0,178 0,003 0,054
LECHE D 0,739 0,731 0,284 0,985 0,749

VIT: Vitamina

PANTO: Pantoténico

TABLA 20: RELACION CAT LECHE Y VITAMINAS DIETA MATERNA (lI)

- Coeficiente ACIDO

METODO correlacion BIOTINA FOLICO SODIO |POTASIO | CALCIO
FRAP- r 0,177 0,005 0,02 -0,147 -0,154
LECHE p 0,224 0,97 0,89 0,314 0,289
ABTS- r 0,25 0,297 0,13 0,212 0,17
LECHE p 0,094 0,045 0,39 0,156 0,257
DPPH- r 0,025 0,093 0,068 -0,085 -0,021
LECHE p 0,883 0,579 0,685 0,611 0,902

Al analizar la posible relacion entre la ingesta materna de micronutrientes con la
capacidad antioxidante total de la leche materna destaca que entre todo el grupo de
vitaminas, seran las vitaminas del grupo A, B6, C y acido fdlico las que se han
relacionado de una forma positiva con dicha capacidad. Es decir, que a mayor cantidad
de ingesta materna de estas vitaminas, parece existir una mayor capacidad antioxidante

de la leche.
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5.5 RELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE
LA LECHE MATERNA CON EL CONTENIDO DE MICRONUTRIENTES DE
LA DIETA MATERNA (11): MINERALES

Se detalla a continuacion el analisis de la relacion entre la capacidad
antioxidante total de la leche humana por los tres métodos y el contenido de minerales

de la dieta materna.

TABLA 21: RELACION CAT LECHE Y MINERALES DIETA MATERNA (1)

METODO fgﬁzggr;f FOSFORO | MAGNESIO | HIERRO | ZINC
FRAP- r 0,01 0,284 0,037 -0,022
LECHE D 0,948 0,048 0,803 0,88
ABTS- r 0,226 0,129 0,016 0,142
LECHE P 0,13 0,392 0,918 0,346
DPPH- r -0,063 0,01 0,079 | -0,044
LECHE P 0,705 0,952 0,638 0,794

TABLA 22: RELACION CAT LECHE Y MINERALES DIETA MATERNA (11)

METODO S;’ﬁ‘zggrgs YODO | COBRE | CLORO |MANGANESO | SELENIO
FRAP- r 0,002 | 0,019 | 0,073 -0,088 0,046
LECHE P 0,989 | 0,896 0,62 0,548 0,755
ABTS- r 0,101 | 0,387 | -0,038 -0,136 0,035
LECHE P 0,506 | 0,008 | 0,803 0,368 0,82
DPPH- r 0,008 | 0,099 | -0,088 -0,054 0,16
LECHE p 0,963 | 0,553 0,6 0,747 0,338

Respecto a su relacion con los minerales (tablas 21 y 22), son el magnesio y el
cobre los que se han obtenido resultados con significacion estadistica, siendo ademas
esta correlacion positiva, es decir, que a mayores niveles de estos, en la dieta materna se

ha obtenido en nuestro estudio mayor capacidad antioxidante total de la leche.
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El caso del cobre de la dieta merece mencion especial. Se trata también de un
metal de transicion similar al hierro. Ademas su funcion es muy similar a éste pues
cataliza los mismos procesos. Por ello, debido al importante papel que juega en los
procesos de oxidacién y de ahi que su correlacion con la capacidad antioxidante de la

€69

leche humana sea tan importante con una “p” muy significativa (concretamente de
0.008).

Este metal actla en las reacciones de lipoperoxidacion como catalizador. Por
ello se usa con frecuencia in vitro para estimular la lipoperoxidacién y se ha visto que
en sus dos formas posibles (cUprica y cuprosa) posee mayor capacidad que el hierro
para formar especies reactivas de oxigeno, produciendo un mayor dafio a bases del

ADN asi como la rotura de sus hebras.

Y a diferencia del hierro, la peroxidacion lipidica que es catalizada por el cobre
puede tener lugar sin la produccion de radical superéxido y es independiente del
perdxido de hidrégeno y del radical hidroxilo. (Brezova et al., 2003).

Hay varios estudios in vitro que ha demostrado el papel que juega el cobre en la
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y méas aln en las de alta densidad
(HDL). Ademas de los iones de cobre libres, hay enzimas como la ceruloplasmina que
intervienen en la oxidacion de las LDL. Esta Gltima actta a su vez como fuente de cobre
que puede ser atacada por radicales libres como el peroxinitrato y ello se vera
favorecido ante un exceso de este mineral. (Haidari et al., 2001). Por el contrario, si hay
un déficit de este mineral puede producirse la disminucién de la capacidad de las células
de producir enzimas antioxidantes como la SOD, lo que daria lugar a un aumento del

dafo oxidativo producido por radicales oxigénicos (Singh et al., 2007).
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5.6 RELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE
LA LECHE MATERNA CON LOS MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO
EN PLASMA MATERNO

Se ha analizado 3 marcadores de estrés oxidativo tanto en plasma como en orina
maternos y son malonildialdehido (MDA), los grupos carbonilo (GC) y el 8-hidroxi-2'-
deoxyguanosina (80OHdG).

En lo que al plasma se refiere, se ha obtenido una correlacion positiva entre la
capacidad antioxidante de la leche materna con 2 de los 3 marcadores de estrés
oxidativo medidos en plasma materno, concretamente el MDA y los GC (tabla 23).

TABLA 23: RELACION CAT LECHE Y MARCADORES DE DANO
OXIDATIVO EN PLASMA MATERNO

c Coeficiente MDA- GC- 80OHdG-
METODO | orelacion | PLASMA | PLASMA | PLASMA
FRAP- r 0,001 -0,121 0,07
LECHE D 0,997 0,422 0,661
ABTS- r 0,53 -0,653 | -0,092
LECHE D 0,001 0,001 0,573
DPPH- r 0,445 | -0,336 | -0,009
LECHE D 0,008 0,045 0,959

MDA = malonildialdehido

80HdG = 8-hidroxi-2'-deoxyguanosina

GC = grupos carbonilo

El caso del MDA ha sido estadisticamente significativo tanto con la técnica

ABTS como con la DPPH y dicha correlacion es positiva por lo que a mayores niveles
plasmaticos de MDA materno, mayor es la capacidad antioxidante de la leche materna.
Hay que recordar que la lipoperoxidacion constituye el “patrén oro” para probar la
funcién de los radicales libres en algun tipo de dafio celular, y aunque hay varias formas
de medirla, la més destacada es la que mide el MDA que es un compuesto que va a

reaccionar con el acido tiobarbiturico. Por tanto, el contenido de MDA en plasma
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materno, en este caso, reflejard el dafio oxidativo lipidico materno estando ambos
relacionados de una manera proporcional. (Shohi et al., 2004).

En el caso de los GC también se ha obtenido significacion estadistica en ambos
métodos pero en este caso de una forma inversamente proporcional. Este marcador

permite realizar la evaluacién del dafio oxidativo a las proteinas. (Friel et al., 2011).

No se ha obtenido ningun resultado estadisticamente significativo al relacionar
la capacidad antioxidante total de la leche con niveles de antioxidantes como los

polifenoles, entre otros (tabla 24).

TABLA 24: RELACION CAT LECHE Y OTROS MARCADORES DE DANO
OXIDATIVO EN PLASMA MATERNO

METODO Sgﬁ‘;‘g(‘f{gﬁ a-TOCOFEROL | POLIFENOLES
FRAP- r -0,141 -0,09
LECHE P 0,366 0,585
ABTS- r 0,227 -0,08
LECHE D 0,16 0,638
DPPH- r -0,339 0,181
LECHE P 0,05 0,331

5.7 RELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE
LA LECHE MATERNA CON LOS MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO
EN ORINA MATERNA

Se han analizado los marcadores de dafio oxidativo anteriormente comentados

pero ahora a nivel de la orina materna (tabla 25).

138



Resultados

TABLA 25: RELACION CAT LECHE Y MARCADORES DE DANO
OXIDATIVO EN ORINA MATERNA

2 Coeficiente
METODO correlacion GC-ORINA | MDA-ORINA | 80HdG-ORINA

FRAP- r -0,008 -0,099 0,04

LECHE p 0,96 0,513 0,841
ABTS- r 0,146 0,334 -0,014
LECHE p 0,351 0,028 0,943
DPPH- r 0,011 -0,169 -0,099
LECHE p 0,95 0,325 0,668

MDA = malonildialdehido
80HdG = 8-hidroxi-2'-deoxyguanosina
GC = grupos carbonilo

Al analizar los marcadores de estrés oxidativo en orina materna, se ha obtenido
significacion estadistica en el caso también del MDA en relacion a la capacidad
antioxidante de la leche de forma similar a la obtenida en plasma materno. A mayores
niveles de MDA en orina materna, mayor oxidacion lipidica y se relaciona con una
mayor capacidad antioxidante de la leche humana. Aunque a diferencia de lo ocurrido a
nivel plasmatico, aqui solo se ha obtenido significacion estadistica con el método ABTS

y no asi con el DPPH, como ocurria a nivel plasmatico.

5.8 RELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE
LA LECHE MATERNA CON RESPECTO A LA DEL PLASMA MATERNO

Y finalmente se realizd un estudio comparativo entre la capacidad antioxidante
total del plasma materno y la leche materna (tabla 26).

Todo ello fue analizado mediante los tres métodos habitualmente utilizados
(FRAP, ABTS y DPPH).
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TABLA 26: RELACION CAT LECHE Y CAT PLASMA MATERNOS

. Coeficiente FRAP- ABTS- DPPH-
METODO | correlacion | PLASMA | PLASMA | PLASMA
FRAP- r 0,151 0,217 -0,067
LECHE p 0,353 0,179 0,664
ABTS- r -0,612 -0,323 -0,295
LECHE p 0,000 0,051 0,061
DPPH- r -0,277 -0,098 -0,268
LECHE p 0,132 0,598 0,125

De dicho analisis se deduce que cuanta mayor sea la capacidad antioxidante a

nivel de plasma materno (medido por FRAP) menor es la capacidad antioxidante en la

leche materna (medida por ABTS) y dichos resultados han alcanzado significacién

estadistica (figura 7).

mIomr 4 >0
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Fig 7: Correlacion entre CAT de leche materna (ABTS) y el plasma materno (FRAP) en micromol/L.

Ocurre de forma similar al relacionar los datos obtenidos mediante ABTS en

plasma materno y ABTS leche (figura 8), que se realizo en 72 madres, siendo también

inversamente proporcionales. Este no es estadisticamente significativo pero esta muy

préximo a serlo (p = 0,051) y por ello lo mencionamos.
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Fig 8: Correlacion entre la CAT de plasma y leche maternos determinada por ABTS.

Asi, es fundamental la correlacidn existente entre la capacidad antioxidante de la
leche medida mediante ABTS y el estado oxidativo materno medido en este caso en
plasma. Ademas, el ABTS es el método mas influencia por las grasas y de ahi su
trascendencia.

Por tanto hay una relacién inversa entre la capacidad antioxidante del plasma
materno y la de la leche materna. Y ello es de suma importancia por su repercusion
sobre el recién nacido.

Por ello cuanto menor sea el estrés oxidativo al que esté sometida la madre
durante la gestacién y lactancia, mayor sera la capacidad antioxidante de su leche con

las consecuencias favorables que ello supondra para el recién nacido.
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La dieta de las madres de nuestro estudio, a pesar de tener un aporte proteico
adecuado, mostr6 un exceso en el consumo de grasas, sobre todo las saturadas, y

un bajo consumo de hidratos de carbono.

Respecto a los micronutrientes, hay un bajo consumo de hierro, cobre, acido

félico y yodo, y consumo excesivo de sodio.

La ferropenia es la carencia nutricional mas frecuente en el embarazo (40%), a

pesar de los suplementos que toman habitualmente las gestantes.

La capacidad antioxidante de la leche de las mujeres estudiadas fue superior a la
publicada en la bibliografia, influenciada probablemente por el tipo de

alimentacion puesto que la dieta mediterranea es mas rica en antioxidantes.

Se muestra que cuanto menor es el peso al nacer, mayor es la capacidad
antioxidante de la leche materna. Ello puede ser debido a la adaptacion biol6gica
acontecida en los neonatos de bajo peso, aumentando asi sus defensas frente al

estrés oxidativo.

Se ha obtenido correlacion entre la capacidad antioxidante de la leche y la dieta
materna, siendo directamente proporcional a los niveles de vitaminas A, B6 y C,
acido folico, magnesio y cobre e inversamente proporcionales al contenido

dietético de grasas.
Se presenta asimismo una correlacion entre la capacidad antioxidante de la leche

humana y los niveles bioguimicos maternos, siendo directamente proporcional al

nivel de hierro plasmatico e inversamente proporcional al de VLDL colesterol.
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8.

10.

El nivel hierro plasmatico materno se correlaciona de forma directamente
proporcional a la capacidad antioxidante total de la leche y es el Gnico elemento
analizado que ha obtenido significacion estadistica con los 3 métodos utilizados

debido probablemente a su participacion en los procesos oxidativos.

Se muestra una correlacién inversa entre la capacidad antioxidante de leche y
plasma maternos, de tal manera que cuanta menor es dicha capacidad en plasma
mayor es a nivel de la leche materna lo cual es de suma importancia por su

repercusion sobre el recién nacido.

Finalmente, cuanto mayor es el dafio oxidativo materno (medido tanto en plasma

como en orina maternos), mayor es la capacidad antioxidante de su leche.
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ANEXO 1: HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Buenos dias,

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el
que se le invita a participar El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Dr. Peset. Nuestra intencion es que
usted reciba la informacion correcta y suficiente para que pueda evaluar y juzgar por si
mismo si quiere 0 no que su hijo/a participe en este estudio. Le rogamos lea con
atencion y si le surgen dudas, no dude en preguntarnoslas para que nosotros se las
aclaremos. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno sobre este

tema.

El Servicio de Pediatria del Hospital Doctor Peset esta llevando a cabo una
investigacion sobre “La influencia de los factores dietéticos maternos durante la

9

gestacion en la calidad de la leche y su repercusion en el recién nacido”. Este trabajo
de investigacion se realiza de forma conjunta con el Departamento de Pediatria de la

Facultad de Medicina de Valencia.

Recordemos que la evidencia cientifica avala la superioridad nutricional de la
leche materna para la alimentacion del recién nacido. Asimismo, el amamantamiento
comporta grandes beneficios no solo para la salud del lactante, sino también para la
salud de la madre.

La composicion de la leche humana es muy dinamica y mdaltiples son los
factores que pueden modificarla. Entre ellos destaca la alimentacion de la madre no sélo
tras el parto sino también durante la gestacion e incluso antes de la concepcion.

Por ello, esta investigacion tratard de averiguar si la nutricion en la gestante

influye en las caracteristicas de su leche asi como en el recién nacido.
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Soélo pueden participar aquellas madres que vayan a ofrecerle a su hijo lactancia
materna exclusiva, tengan un bebé sano, ellas mismas estén sanas con adecuado estado
nutricional y sin restricciones dietéticas especificas. Ademas, que no fumen ni tomen
bebidas estimulantes ni suplementos vitaminicos mas alla del yodo y &cido folico

habituales.

Le indico a continuacion de forma detallada en qué consiste.
Todo ello sera llevado a cabo durante su estancia en Sala de Maternidad, sin que

ello interfiera de ninguna manera en la duracion de la misma.

Por un lado, se rellenaran dos cuestionarios dietéticos. Uno de ellos sera
retrospectivo registrando de forma minuciosa todo aquello que haya ingerido el dia
anterior al registro, se realizara el primero o segundo dia postparto. El otro sera
prospectivo y consistird en ir cumplimentando el cuestionario que le adjuntaremos

donde ird anotando todos los alimentos que tome los tres dias del registro.

Por otro lado, previo al alta, a las 48 horas postparto, se llevard a cabo un
analisis de sangre (20 cc) en ayunas asi como la extraccion de una pequefia muestra de
leche (10 cc de calostro) obtenida mediante el extractor eléctrico Symphony de Medela

con un equipo desechable Gnico, que esta disponible en la propia sala de maternidad.

Si desea usted participar, le agradeceré que firme la hoja de consentimiento
informado.

Debe saber que la participacion en este estudio es voluntaria, y que puede
decidir no participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier
momento, sin que por ello se altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio
alguno en su tratamiento.

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de
todos los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de

13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que
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establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacidon, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual deberd dirigirse a su
médico responsable del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo, y
solo los médicos responsables del estudio, o colaboradores, podran relacionar dichos
datos con su hijo/a y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a

persona alguna salvo excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento legal.
Quedo a su disposicién para cualquier duda o aclaracion.

Dra Almudena Navarro, teléfono de contacto 963862500.

Muchas gracias.
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ANEXO 2: DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Don/Dofia ....c.ovviiiiiiiiiiiie , de ....anos de edad y con DNI n°
................... , manifiesta que he sido informada sobre los beneficios y los riesgos que
podria suponer el andlisis de la leche, para llevar a cabo la investigacion: “La influencia
de los factores dietéticos maternos durante la gestacion en la calidad de la leche y su

repercusion en el recién nacido”.

- He sido informado/a de los posibles perjuicios que pueda producir la
extraccion de una muestra de leche.

- He leido la hoja informativa que me ha sido entregada.
- He tenido oportunidad de efectuar preguntas sobre el estudio.
- He recibido respuestas satisfactorias.
- He recibido suficiente informacion en relacion con el estudio.
- He hablado con el Dr./Investigador: Almudena Navarro Ruiz.
- Entiendo que la participacion es voluntaria.
- Entiendo que puedo abandonar el estudio:

- Cuando lo desee.

- Sin que tenga que dar explicaciones.

- Sin que ello afecte a mis cuidados médicos.

Considero que he comprendido suficientemente el alcance de la participacion en
este estudio que no le reporta perjuicio personal alguno y, sin embargo, puede contribuir
al avance cientifico con importantes beneficios para la salud de la poblacién y que se
me autorizara a acompaiar y estar presente en las actuaciones que se lleven a cabo con

motivo del presente estudio.
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También he sido informado de forma clara, precisa y suficiente de los siguientes
extremos que afectan a los datos personales que se contienen en este consentimiento y
en la ficha o expediente que se abra para la investigacion:

- Estos datos seran tratados y custodiados con respeto a mi intimidad y a
la vigente normativa de proteccion de datos.

- Sobre esos datos me asisten los derechos de acceso, rectificacion,
cancelacion y oposicion que podré ejercitar mediante solicitud ante el
investigador responsable en la direccion de contacto que figura en este
documento.

- Estos datos no podran ser cedidos sin mi consentimiento expreso y no

lo otorgo en este acto.

He sido también informado/a de que nuestros datos personales seran protegidos
e incluidos en un fichero que deberad estar sometido a y con las garantias de la ley

15/1999 de 13 de diciembre.

Tomando ello en consideracion, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a:

- Toma de datos de mi Historia Clinica

- Estudio clinico de mi hijo/a

- Extraccion de leche

- Analisis de mi leche.

- Y que todo ello sea utilizado para cubrir los objetivos especificados en el

proyecto.

Valencia, a.....de .......... de 20......

Fdo. ....cooovveei i,
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ANEXO 3: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

Cuestionario n°% ...,

Fecha de recogida de datos: ..... / ..... / ......

DATOS DE LA MADRE

Edd | L afios
Peso al inicio embarazo | e kg
Peso al final embarazo | e kg
Altura | e m
MC e kg/m2
Paridad G..P..A

DATOS DEL HIJO

Fecha Nacimiento o/

Edad Gestacional | 7
Apgar 1 min /5 min A

Peso nacimiento - kg
Longitud nacimiento . Cm
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ANEXO 4: RECORDATORIO DIETETICO 24 HORAS

Cuestionario de recuerdo de 24 horas
Trate de recordar todos los alimentos v bebidas que consumio ayer.

Fecha correspondiente al dia de recuerdo: Edad:
Mombre: Sexo
Actividad fisica (baja, moderada, elevada): Peso (kg):
Consumo de suplementos (tipo v cantidad): Talla (m):
DESAYUNO Hora: Lugar:
Meniis y Alimentos (calidad v cantidad)
Proceso culinario
Azlicar:
COMIDA Hora: Lugar:
Menis vy Alimentos (calidad v cantidad)
Proceso culinario
Bebidas:
Pan:
Aceite (tipo):
MERIENDA  Hora: Lugar:
Menus vy Alimentos (calidad vy cantidad)
Proceso culinario
CENA Hora: Lugar:
Menus vy Alimentos (calidad v cantidad)
Proceso culinario
Bebidas:
Pan:
Aceite (tipo):
ENTRE HORAS Hora: Lugar:
Menus y Alimentos (calidad v cantidad)
Proceso culinario
La comida anterior, ; ha sido diferente por algin motivoe?  SI NO

En caso afirmativo, indique por que:
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ANEXO 5: REGISTRO DIETETICO PROSPECTIVO 3 DIAS

Hoja de Meniis PRIMER DiA

Fecha:
Dia de la semana:

Hora: DESAYUNO

Lugar:

Hora: MEDIA MANANA

Hora: COMIDA

Hora: MERIENDA

Hora: CENA

Hora: OTRAS
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PRIMER DiA

ALIMENTO

CANTIDAD
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Hoja de Meniis

Fecha:

Dia de la semana:

SEGUNDO DiA

Hora: DESAYUNO
Lugar:

Hora MEDIA MANANA
Lugar:

Hora COMIDA
Lugar:

Hora: MERIENDA
Lugar:

Hora CENA

Lugar:

Hora: OTRAS
Lugar:
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SEGUNDO DiA

ALIMENTO

CANTIDAD
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Haoja de Menus

Fecha:

Dia de la semana:

TERCER DiA

Hora: DESAYUNO
Lugar:

Hora MEDIA MANANA
Lugar:

Hora COMIDA
Lugar:

Hora: MERIENDA
Lugar:

Hora CENA

Lugar:

Hora: OTRAS
Lugar:
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TERCER DiA

ALIMENTO CANTIDAD
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