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Fe Hierro

FeCl3 Cloruro férrico

FeSO4 Sulfato ferroso

FGF Factor estimulante de fibroblastos

FLD Detector de fluorescencia

FRAP Capacidad antioxidante mediante reduccidn férrica (Ferric reduction
antioxidant power)

g gramo

GCSF Factor estimulador de granulocitos

GPx Glutation peroxidasa

GSH Glutatién reducido

GSSG Glutatién oxidado

H,0 Agua

H,0, Peréxido de hidrogeno

HC Hidratos de carbono

HGF Factor estimulante de hepatocitos

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucidn.

Ig Inmunoglobulina

IGF-1 Factor de crecimiento insulinico tipo |
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IL Interleukina

IMC indice de masa corporal

iNOS Oxido nitrico sintasa inducible

IoM Instituto de Medicina de Estados Unidos

k Kappa

K Potasio

Kcal Kilocaloria

kDa kiloDalton

L litro/leche

LDH Lactato deshidrogenasa

LDL Lipoproteinas de baja densidad

M Mastitis

MA Mastitis con ardandanos

MDA Malondialdehido

MDH Malato deshidrogenasa

Mg Magnesio

mg miligramos

mL mililitros

Mn Manganeso

Mn-SOD Superoéxido dismutasa dependiente de manganeso
MSA Mastitis sin ardndanos

N Normal

Na Sodio

Na,CO; Carbonato sadico

NAD* Nicotinamida adenina dinucleétido

NADH Nicotinamida adenina dinucleétido reducido
NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
NER Reparacién de escision de nucledtido

NF-kB Factor de transcripcién nuclear kappa de células B activadas
nm nandémetros

nMol nanomoles
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NMDA

N-metil D-aspartato

nNOS Oxido nitrico sintasa neuronal

NO* Oxido nitrico

NO, Diéxido de nitrégeno

NO,. Nitrito

NOs. Nitrato

N,O3 Trioxido dinitrégeno

NOS Especies reactivas del nitrégeno

0, Oxigeno molecular

o, Oxigeno singlete

o, Anidn superdxido

OH’ Radical hidroxilo

OoMS Organizacion Mundial de la Salud

ONOO Peroxinitrito

p significaciéon estadistica

PAC; Proantocianidinas

PGE Prostaglandinas

pO; Presion parcial de Oxigeno

Qio Complejo quinona-semiquinona-ubiquinol
QH, Ubiquinol

rpm Revoluciones por minuto

RDI/RDA Ingesta Dietética Recomendadas (Recommended Dietary Allowances)
REDOX Oxido-reduccion

RLs Radicales libres

RN Recién nacido

RO’ Radical alcoxilo

ROH Radical hidroxilo

ROO’ Peroxilo

ROOH Radical alquilo

ROS Especies reactivas del oxigeno, especies oxigénicas reactivas
s Segundos
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S Azufre

Se Selenio

Se-GPx Glutation peroxidasa selenio dependiente

SOD Superéxido dismutasa

TBA Acido Tiobarbiturico

TEAC Capacidad antioxidante medida en equivalentes de Trolox
TLR4 Proteina que al activarse conduce a la via de sefializacion NF-KB
TNF Factor de necrosis tumoral

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

TROLOX Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico

ul Unidades internacionales

uv Ultravioleta

vit vitamina

v volumen

Zn Cinc

Mg microgramo

puL microlitro

uMol micromoles

X media estadistica
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I. Introduccidén. 1. Metabolismo oxidativo Cristina Abad Garcia

1. METABOLISMO OXIDATIVO

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

El metabolismo oxidativo es, para los seres de vida aerobia, la base de
procesos fisiolégicos indispensables como la respiracion celular, la fagocitosis, el
transporte de moléculas a través de la membrana, la accidon enzimatica o los
procesos biogenéticos. Este metabolismo, al utilizar el O, como aceptor final de
electrones, posee una elevada eficiencia energética, pero debido a sus
caracteristicas paramagnéticas, se generan sustancias potencialmente tdxicas y muy

reactivas que inducen el dafio oxidativo.

De hecho, los avances en el conocimiento del metabolismo oxidativo han
permitido demostrar que el envejecimiento celular y muchas enfermedades crénicas
(enfermedades autoinmunes, aterosclerosis, cancer, hipercolesterolemia, diabetes,
Alzheimer, fibrosis quistica, cataratas y artritis reumatoides, entre otras) tienen
relacién directa o indirecta con el dafio oxidativo (Stadtman, 1997; Herrera et al.,
2003; Muriach et al., 2006; Muriach et al., 2010; Burton GJ & Jauniaux E, 2011;
Fewtrell MS, 2011; Muriach et al., 2014; Sasabe, 2014; Arribas et al., 2016).

1.2 RADICALES LIBRES

1.2.1 Concepto de Radicales Libres

Los radicales libres (RLs) se definieron inicialmente como estructuras quimicas
capaces de existencia independiente que, por contener un electrén desapareado en
el orbital mas externo de su molécula, son inestables, lo que los hace muy reactivos.
Buscando el equilibrio intercambian electrones con las moléculas de su entorno y
provocan, como resultado, la aparicién de nuevas moléculas oxidadas. Estas, a su
vez, al donar o perder un electrén en su capa mas externa pueden transformarse en
nuevos RLs. Producen una reaccién en cadena donde cada nuevo RL le roba un

electron a otra molécula. Esta situacion da lugar al llamado “estrés oxidativo”
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(Betteridge DJ, 2000), que se define como una situacién de desequilibrio entre

agentes oxidantes y antioxidantes en favor de los primeros (Sies H, 1997).

1.2.2 Clases de Radicales Libres

La vida aerobia se caracteriza por una formacién constante de prooxidantes
balanceada por la desaparicién de los mismos debida a los antioxidantes. En el
organismo y en condiciones normales, la mayoria de los radicales libres (RLs)
proceden de la respiracidon aerobia y contienen oxigeno, (como el anidn superéxido
y el radical hidroxilo), por este motivo muchos autores los llaman “especies reactivas
de oxigeno” (ROS). Estas dos denominaciones (RLs y ROS), no son exactamente
sindnimos, puesto que algunas ROS no son radicales (como el perdxido de hidrégeno
o el 4cido hipocloroso). Sin embargo, lo habitual es referirse a ellos indistintamente

como RLs, ROS o simplemente oxidantes.

Existen ademas, las especies reactivas de nitrégeno (NOS) que derivan del
metabolismo del éxido nitrico. El éxido nitrico, debido al electrén desapareado que
presenta en su orbital mas externo, es por si mismo un radical, pero, ademads, en su
metabolismo tienen lugar reacciones con el oxigeno molecular, ROS, metales de
transicién o tioles que daran lugar a la produccién de NOS como el peroxinitrito
(ONOO-), trioxido dinitrégeno (N,03), didxido de nitrégeno (NO,), o nitratos (NOs-) y
nitritos (NO,-), y destaca entre ellas el primero por su alta reactividad. Por lo tanto,
también existe el concepto de estrés nitrosativo, que se produce cuando existe una
produccién excesiva o desregulada del 6xido nitrico y las especies reactivas del
nitrégeno que de él derivan (Hausladen A & Stamler JS, 1999). Esta situacion puede
ocurrir jn vivo en distintas patologias, entre ellas las asociadas a procesos
inflamatorios, neurotoxicidad, isquemias o durante la neurotransmision que tiene
lugar mediante activacion de receptores NMDA (Klatt P & Lamas S, 2000; Brown GC,
2010; Muriach et al., 2010; Cipak Gasparovic A et al., 2016).
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Tanto los ROS como los NOS incluyen moléculas radicales y moléculas no
radicales (Halliwel B, 1996; Halliwell B, 2012), son los mas relevantes los descritos a

continuacion (Tabla 1).

Radicales ROS Anién superdxido 0,”
Radical Hidroxilo OH’
Radical alcoxilo RO*
Peroxilo ROO*
NOS Oxido Nitrico NO®
No Radicales ROS Peréxido de Hidrégeno H,0,
Oxigeno singlete o,
NOS Peroxinitrito ONOO

Tabla 1. Especies reactivas mds relevantes

1.2.2.1 Radicales libres mas relevantes

El anién superéxido (0,"") se produce en la cadena de transporte electrénico
de las mitocondrias (Drose S & Brandt U, 2012) en reacciones catalizadas por
oxidasas, hidrolasas o deshidrogenasas (Korycka-Dahl M & Richardson T, 1980) y
por accidn del O, sobre la cisteina o la riboflavina (Vifia et al., 1983). Es capaz de
reaccionar con moléculas como quinonas, fenoles y otros radicales como el 6xido
nitrico (Halliwell B, 1996) y origina y/o propaga reacciones que dan lugar a otras

especies oxigénicas reactivas mucho mas tdéxicas como el radical hidroxilo.

El superdxido se convierte rdpidamente en perdxido de hidrégeno, por

ejemplo a través de una dismutacion:

202_ AP 2H+ d Hzoz + 02

El radical hidroxilo (OH®) es muy reactivo, tiene una vida media muy corta (10~
%) y es capaz de interaccionar con todas las biomoléculas cercanas (Halliwell B,

2007; Pastor et al., 2000). Este radical se genera a través de distintos procesos, y es

34



I. Introduccién. 1. Metabolismo oxidativo Cristina Abad Garcia

el mas importante en la formacién del radical hidroxilo la llamada reaccién de

Fenton en la que intervienen compuestos metalicos (Fenton, 1894):

H,0, + Fe?* - Fe3* + OH™ + OH’

El é6xido nitrico (NO®) no es muy reactivo, tiene una vida mediade 3 a5
segundos y se produce durante la conversion de la L-argininina a L-citrulina. Esta
reaccion que es catalizada por la oéxido-nitrico-sintetasa, es NADPH y oxigeno
dependiente y tiene lugar en las mitocondrias de diversos tejidos (endotelial,
nervioso, muscular y epitelial) (Li H & Poulos TL, 2005). El NO posee mdultiples
funciones y puede regular la fisiologia, tanto en procesos agudos como a largo plazo,
e inducir cambios celulares casi permanentes. La importancia de este radical deriva
de su participacién en reacciones criticas para el organismo, asi como de sus dobles
propiedades, ya que, en determinadas condiciones, puede actuar como
antiinflamatorio a concentraciones bajas y como pro-inflamatorio cuando se
encuentra en concentraciones elevadas (Grisham MB et al.,, 1999). El NO es
precursor de compuestos muy activos como el peroxinitrito o el didéxido de
nitrégeno que participan en procesos de lipoperoxidacion de membranas y
lipoproteinas. Pero también puede limitar la propagacidn de reacciones de oxidacion
lipidica con la formacidn de productos no radicales como los nitrosolipidos. Y es
capaz de modular la respiracion mitocondrial inhibiendo la citocromo C oxidasa,
aumentar o disminuir el flujo sanguineo y regular la unién del O, a la hemoglobina
(Sansbury BE & Hill BG, 2014). Que actle como prooxidante (promoviendo la
disfuncidn tisular y celular con efectos pro inflamatorios) o como antioxidante (con
propiedades reguladoras y antiinflamatorias) depende de su concentracién, de la
velocidad relativa de su formacién, de la presencia de otros radicales y del lugar de
formacién (Rubbo H, 1998). En concentraciones bajas, el NO desarrolla importantes
acciones reguladoras y antiinflamatorias. En concentraciones elevadas y en

presencia de determinados metales de transicion es capaz de provocar inactivaciéon
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enzimatica y dafios al ADN (capaz de provocar mutaciones y roturas) (Drogge W,

2002).

El diéxido de nitrégeno (NO,®) que es producido en la reaccién del éxido
nitrico con el O,y en la descomposicion del peroxinitrito (Postlethwait et al., 1995),
es un radical muy activo, capaz de iniciar la peroxidacién lipidica (Kaur H & Halliwell

B, 1994).

El radical peroxilo (ROOe) deriva de la reaccién del O, con los radicales
hidrocarbonados lipidicos principalmente (Reed GA, 1987), es probablemente el

radical mas abundante y tiene una vida media de segundos (Cadenas E, 1989).

1.2.2.2 Especies reactivas, no radicales

El peroxido de hidrégeno (H,0,) no puede ser considerado un radical libre
porque no tiene electrones desapareados en su orbital mas externo, pero tiene gran
facilidad de difusion a través de las membranas y es capaz de producir oxidacién en

zonas muy alejadas de su lugar de produccién.

Es generado tras la dismutacion del ién perdxido (Cheeseman and Slater, 1993;
Frei, 1994), o por reduccién directa de una molécula de O, por dos electrones

(Sawyer, 1988; Fridovich, 1997):

202_ AP 2H+ d Hzoz + 02
02 + 2e” + 2H+ d HZOZ

También puede originarse por reacciones quimicas de autooxidacién (Korycka-
Dahi & Richarson, 1980) o como subproducto de determinadas acciones enzimaticas

(glucosa oxidasa, monoamino oxidasa,...) (Nicotra et al., 2004).

El oxigeno singlete 102, es una forma excitada del oxigeno molecular que se
forma por efecto de la luz solar sobre algunas moléculas y como subproducto de

diversas reacciones enzimaticas en el organismo. Reacciona con facilidad con otras
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moléculas, es de vida media muy corta (10° s) y oxida lipidos, proteinas y acidos

nucléicos (Ryter SW & Tyrrell RM, 1998).

El peroxinitrito (ONOO™) es el resultado de la unién de anidn superdxido y

oxido nitrico (Miles et al., 1996), tal como se muestra en la siguiente reaccion:

0; + NO' - ONOO~

Es un potente intermediario oxidante capaz de inducir la peroxidacidon de
lipidos y de degradar carbohidratos, oxidar lipidos, tioles y tio-éteres y nitrar la
guanosina o los residuos de tirosina fragmentando la cadena del ADN (Beckman JS &

Koppenol WH, 1996).

1.2.3 Fuentes de Radicales Libres

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

ambientales, algunos productos quimicos e incluso de la alimentacion.

1.2.3.1 Fuentes enddgenas

Las principales fuentes enddgenas generadoras de radicales libres en la célula

son:
a) Cadena de transporte electronico

La cadena de transporte electronico mitocondrial puede considerarse como la
principal fuente de especies oxigénicas reactivas en el interior de la célula (Halliwell
and Gutteridge, 1989; Lindsay and Astley, 2002; Fang et al., 2002; Alfadda and
Sallam; 2012). Ello se debe a que su principal funcién es generar energia, puesto que
el 95 % del oxigeno que respiramos es reducido a H,0 por la accién de la citocromo
oxidasa-a-3 (ultimo eslabdén de la cadena de transporte electrénico), mediante un

mecanismo en el que participan cuatro centros redox, proporcionando, ademas, la
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principal fuente de energia (ATP) al organismo (Mathews & van Holde, 1998). Sin
embargo, del 3-5% del oxigeno que respiramos puede dar lugar a la formacién de
especies oxigénicas reactivas, como consecuencia de la reduccion monovalente de la
molécula de oxigeno, tales como el radical superdxido (0,"), el perdxido de
hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH®), responsables de la toxicidad del
oxigeno. En primer lugar, se describié la produccion mitocondrial del perdxido de
hidrégeno por Jensen en 1966, y posteriormente se demostrd que la mayor parte
del perdxido de hidrégeno mitocondrial, procedia de la dismutacién del radical
superoéxido (Boveris & Cadenas, 1975). La generacion del radical superéxido por la
mitocondria se produce cuando los transportadores de la cadena respiratoria,
localizados en la membrana mitocondrial interna, estdn altamente reducidos
(Turrens and Boveris, 1980). La excepcidn en este caso la manifiesta el perdxido de
hidrogeno (H,0,), que no siendo un radical, entra a formar parte de importantes
reacciones redox, dando lugar a la formacion de especies mucho mas reactivas. Por
otra parte, también se puede formar el O, a nivel del complejo | y del complejo
guinona-semiquinona-ubiquinol (Qgp) que actuan como aceptor de electrones

(Figura 1) (Fridovich, 1978; Ames et al., 1993).

9
209900

Succinato gt H,0 + ATP

Figura 1. Generacion de especies oxigénicas reactivas en la reduccion
monovalente del oxigeno y en la cadena de transporte electrénico. Valls-Bellés,
2001.
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b) Sistemas de transporte electrénico del reticulo endopldsmico

La fraccion microsomal de la célula contiene el sistema de transporte
electrénico no fosforilante. Estos sistemas de membrana contienen los citocromos
P450 y bs que participan en diversas reacciones de hidroxilaciéon y desaturacion,
produciendo ROS. Un sistema de hidroxilacion lo constituyen los enzimas
microsomales del citocromo P450, que se encargan de la metabolizacion de

xenobidticos.

El sistema microsomal hepatico (Figura 2) estd constituido por una
flavoproteina denominada NADPH-citocromo P450 reductasa, asi como un
citocromo microsémico, el P450. Un equivalente electrénico es transferido desde
NADPH a la flavoproteina que contiene un grupo prostético FAD, al que reduce por
completo. Posteriormente, los electrones son transferidos desde la flavoproteina
reducida a la forma oxidada del citocromo P450 (Fe*) para dar la forma reducida
P450 (Fe2+), la cual reacciona con el O, formando el ién superdxido (Sevanian et al.,

1990).

NADPH S-OH + H,0
Citocromo P,;) Reductasa
PiuS
FAD b
NADPH le- 0.
f’m.s :
le-
Fe* P
0
NADP+ PS5 2
FADH, = . |
G Fe2+
Ps.S
NADPH | 450- (esteroides y
Citocromo P, Reductasa Fet dcidos grasos)

Figura 2. Sistema hidroxilante microsomal hepdtico, adaptado de Mataix, 2002.

c) Diversas enzimas

Las principales enzimas que contribuyen a la produccién de especies

oxigénicas reactivas son:
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> Elsistema hipoxantina/xantina oxidasa.

» Enzimas citosdlicas solubles como son la aldehido oxidasa y la dxido nitrico
sintasa que generan radicales libres durante su actividad catalitica.

» Enzimas que se encuentran unidas a la membrana plasmatica como la

ciclooxigenasay la lipoxigenasa.

Con respecto al sistema hipoxantina/xantina oxidasa, en condiciones
normales, la xantina deshidrogenasa oxida la hipoxantina a xantina y esta a acido
Urico, no produciendo especies oxigénicas reactivas, puesto que el NAD" actia como
aceptor de electrones (Kinnula et al., 1995). Pero en condiciones de hipoxia (como
en un proceso isquémico o reperfusion), la xantina deshidrogenasa sufre una
conversidn a xantina oxidasa que cataliza la misma reaccion, pero el oxigeno actua
como aceptor de electrones con la reduccién del oxigeno molecular y formacién del
anidn superdxido en primera instancia (Figura 3) y perdxido de hidrogeno en

segunda (Valko et al., 2004).

AK = Adenilato kinasa
’ HX = Hipoxantina
X = Xantina

P ﬂ XDH = Xantina DHasa
XO = Xantina Oxidasa

HX HX

NAD+ I I 0
DXDH ) XO 2
NADH l Proteasa l 0 =
2
NAD+ i( f (0] 5
D XDH =) XO
NADH l Proteasa l 0 =

2
acido urico

Figura 3. Esquema de la conversion de xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa.

Valls-Bellés, 2001.
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Con respecto a la enzima 6éxido nitrico sintasa existen tres isoformas: NOS
neuronal (nNNOS o NOS 1), NOS inducible (iNOS o NOS Il), NOS endotelial (eNOS o
NOS Ill), que en las células produce uno de los radicales mas relevantes en la
regulacion biologica: el dxido nitrico (Bredt et al.,, 1991; Lamas et al.,, 1992;

Forstermann & Sessa et al., 2012).

Igualmente, la importancia que presentan las enzimas unidas a la membrana
plasmatica, tales como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, en la generacién de
radicales libres como consecuencia del metabolismo del acido araquiddnico, para
dar lugar a potentes productos bioldgicos, como son las prostaglandinas, los

tromboxanos y los leucotrienos (Kim et al., 2008).

d)  Células fagocitarias activadas

Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos, macrofagos, eosinofilos)
poseen en la membrana plasmatica la enzima NADPH oxidasa, que es una fuente
importante de produccién de radicales libres. Asi, cuando se activan consumen gran
cantidad de oxigeno que les permite generar directamente 0, y H,0, como

mecanismo para combatir a los microorganismos (Weiss & Lobuglio, 1982).

Ademads, dichas células por la accion de la éxido nitrico sintasa sobre la
arginina intracelular generan éxido nitrico (NO®), como mecanismo de defensa. La
combinacién del 0," con el NO® da lugar a la formacion del ONOO™, capaz de inducir

peroxidacidn lipidica y producir lisis celular (Nathan & Xien, 1994) (Figura 4).
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Arginina
CTE
(Reduccion 1e¢) NO Sintasa

0Oy ——  NO°

l SOD
Catalasa

H:0 (o H,0,
Rad% l Fet* libre ONOO -
*OH

LP

o "OH+NO,” NO;

ROQO ¢==== R RH

Figura 4. Sistema oxidante en las células fagocitarias. Valls-Bellés, 2001.

e) Autooxidacion

La autooxidaciéon de diferentes moléculas citoplasmaticas pueden dar lugar a
especies oxigénicas reactivas. En general, se produce la formacién del anidn
superoxido que, por una reaccién de dismutacién espontdnea o enzimatica, puede

dar lugar a H,0,.

1.2.3.2 Fuentes exdgenas

Como se ha comentado anteriormente, también existe un origen exdgeno de

ROS. Las fuentes exégenas pueden ser:

a) Ambientales

Entre los factores ambientales se encuentran las radiaciones ionizantes, el
ozono, el tabaco, los pesticidas, los contaminantes aéreos fotoquimicos o los
hidrocarburos aromaticos. Estos agentes pueden poseer radicales libres, o bien
convertirse en radicales mediante el metabolismo celular y los procesos de
desintoxicacion. La radiacidn ionizante puede causar dafio a células vivas, incluyendo
dafio a ADN y mutacion genética, muerte celular y cancer (Riley, 1994). La mayoria

de los efectos toxicos de las radiaciones ionizantes es mediada por ROS (Tulard et
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al., 2003). Los ROS se generan rapidamente a través de radidlisis de las moléculas de
agua, asi como de las reacciones secundarias que conducen a un aumento en los
niveles de ROS, que puede persistir y difundirse dentro de la célula (Riley, 1994;
Leach et al.,, 2001). Ejemplo de ello es que los radicales libres se pueden producir en
respuesta a las radiaciones electromagnéticas, como los rayos gamma, que pueden

escindir el agua y producir radicales hidroxilo (Halliwell, 1996; Betteridge, 2000).

b) Nutricionales

Se producen ante la presencia de contaminantes, aditivos, etc. Las sales de
hierro y cobre promueven la formacién de radicales libres generando H,0,. Cuando
un individuo absorbe una cantidad significativa de hierro dietético debido a un
defecto genético, particularmente de hierro hemo, se convierte en un factor de
riesgo para las enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer (Frei et al.,

1990; Valls-Bellés, 2001).

¢) Farmacoldgicas

Los xenobidticos han demostrado generar ROS en células por metabolizacién
directa a intermediarios radicales primarios o por activacion de fuentes endégenas
de ROS (Rice-Evans & Burdon, 1993; Klaunig et al., 1997). La induccidn de estrés
oxidativo y el dafo se han observado después de la exposiciéon a xenobidticos de
variadas estructuras quimicas y modos de accion. Los compuestos clorados, los iones
metalicos, los barbitlricos, los ésteres de forbol y algunos compuestos de
proliferacion de peroxisomas estdn entre las clases de compuestos que han
demostrado inducir estrés oxidativo y dafo oxidativo in vitro e in vivo (Klaunig et al.,
1997). Compuestos quindnicos, incluyendo herbicidas como el paraquat, menadiona
y una variedad bastante amplia de drogas usadas médicamente, pueden causar
citotoxicidad debido a las especies oxigénicas reactivas generadas cuando estos
compuestos sufren reacciones redox ciclicas con la cadena de transporte electrénico

mitocondrial.
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Una de las drogas mas ampliamente estudiada generadora de estos radicales
libres es la doxorrubicina o adriamicina (antibidtico de la familia de las antraciclinas),
(Valls-Belles et al., 2006; Valls-Belles et al., 2008). Esta droga somete a una
reduccion de un electréon que genera el radical semiquinona en el complejo | de Ila
mitocondria. El radical semiquinona de la adriamicina actia como un reductor de
oxigeno molecular, regenerando la droga nativa y produciendo el radical superdxido

(Cadenas & Davies, 2000).

1.2.4 Papel fisiopatoldgico de los radicales Libres

Aunque tradicionalmente las ROS se han observado desde un punto de vista
negativo para la funcidn y viabilidad celular, éstas pueden jugar un papel importante
en el origen de la vida y la evolucién biolégica con efectos beneficiosos en los

organismos.

De hecho, los radicales libres desempefian un papel fisioldgico, son necesarios
para el buen funcionamiento celular, y pueden actuar como segundos mensajeros,
estimulando la proliferacién celular y actuando como mediadores para la activacion
de las células, cuando se encuentran a bajas concentraciones (Park et al., 2011).
Pero también pueden dar lugar a reacciones de oxidacién indeseadas al acumularse,
contra las que los organismos han tenido que desarrollar sistemas de defensa
antioxidante que permiten su eliminacidon o la transformacién en moléculas estables

(Davies, 1995; Halliwell, 1996; Droge, 2002; Liu et al., 2003; Halliwell, 2011).

En los uUltimos afios se ha reconocido y reevaluado la funcién de las ROS. De
hecho, no es facil catalogar a las ROS o radicales libres como moléculas beneficiosas
o daiiinas. Segun Jackson y colaboradores en 2002, todo depende del proceso
celular que se analice. Por ejemplo, en la muerte celular por necrosis, a
consecuencia de los mecanismos de isquemia-reperfusion, las ROS no son

beneficiosas (Valls-Bellés et al., 2008), mientras que en la muerte celular por
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apoptosis pueden ser vistas, de manera ambivalente, como dafinas o también como

beneficiosas (Jackson et al., 2002).

El papel de las ROS en los procesos de inflamaciéon también puede ser mixto.
Asi, se ha visto claramente su papel beneficioso en el ambito proinflamatorio, ya que
proporcionan una mejora en la respuesta inmune consiguiente a la infeccion; sin
embargo, en trastornos como la artritis reumatoide, la respuesta inflamatoria

inapropiada generada por ellos debe ser suprimida por dafiina.

Ya sean perjudiciales o beneficiosas, los investigadores han llegado a la
conclusién de que las especies oxigenicas reactivas juegan un papel importante en
los cambios de la modulacién de la expresidon génica y en la funcién celular,

pudiendo ser utilizados estos cambios como biomarcadores del estrés oxidativo.

1.3 ESTRES OXIDATIVO Y DANO A BIOMOLECULAS

1.3.1 Concepto de estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre las especies
prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras (Sies, 1985). El estrés
oxidativo puede producirse como consecuencia, bien de un incremento de las
especies prooxidantes, bien de un descenso de las antioxidantes, o bien porque

ambas situaciones se den simultaneamente.

De modo que, cuando se ocasiona este desequilibrio provocado por cualquiera
de dichas causas, da como resultado un dafio celular, ya que se producen diversas
acciones sobre el metabolismo de los principios inmediatos. En estas circunstancias,
el modo de paliar el dafio oxidativo que se puede causar sobre las diferentes
biomoléculas seria incrementar la capacidad antioxidante del organismo. Existen
diferentes modos para obtener este fin, basandose uno de ellos en la administracidn

de antioxidantes como suplementos dietéticos (Carlsen et al., 2010).
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1.3.2 Dafio oxidativo a biomoléculas

Cristina Abad Garcia

Aunque los RLs pueden oxidar cualquier tipo de biomolécula, los lipidos, los

acidos nucléicos y las proteinas son sus principales dianas (Young, 2001).

1.3.2.1 Dafio oxidativo a lipidos

La oxidacién lipidica o peroxidacion consiste en el deterioro oxidativo de

grasas oxigeno dependiente, y sobre todo de los acidos grasos poliinsaturados.

Generalmente ocurre cuando el

radical hidroxilo («OH) es generado en la

proximidad de las membranas y ataca a los acidos grasos poliinsaturados de los

fosfolipidos, como el acido araquiddnico o el docohexanoico.

Un «OH puede convertir cientos de acidos grasos de la membrana en lipidos

hidroperoxidados, que son muy inestables y rdpidamente se descomponen en otros

productos, pudiéndose producir nuevos radicales libres que pueden a su vez iniciar

nuevas cadenas de peroxidacién. Es precisamente en la propagacién del dafio

oxidativo donde radica la mayor importancia de los RLs (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de los mecanismos implicados en la lipoperoxidacion (Janero, 1990).
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1.3.2.1.1 Productos de la peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos produce una pérdida de fluidez en las membranas e
incluso la muerte celular, pero también puede inducir la formacién de
intermediarios derivados de los lipidos.

Entre los diferentes aldehidos que se producen en la peroxidacién de lipidos,
los mas intensamente estudiados han sido el malondialdehido (MDA) y los 4-
hidroxialquenales, en particular el 4-hidroxinonenal y el 4-hidroxihexenal

(Esterbauer et al., 1991).

a) Malondialdehido (MDA)

El MDA es una molécula volatil, de bajo peso molecular (PM = 72,07), con un
grupo 1,3- dicarbonilo siendo moderadamente acido (Figura 6). En solucién y en fase
gaseosa, el MDA estd enteramente enolizado manteniéndose a través de un enlace

de hidrégeno intramolecular un equilibrio entre dos formas asimétricas.

Resulta de la degradacidon oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados,
especialmente del dcido araquidénico y el acido docosahexanoico. Han sido varias
las rutas hipotetizadas para esta formacion (Pryor & Stanley, 1975; Wilson, 1979),
pero todas implican una primera ciclacidn del acido graso poliinsaturado originario,
que tras sucesivos intermediarios, se rompe para formar, entre otros productos de
degradacion, el MDA. Dado que este compuesto es un producto final comun de la
peroxidacién lipidica independientemente del acido graso poliinsaturado oxidado, su
determinacién ha sido aceptada ampliamente como marcador de este proceso

(Halliwell, 2000).
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Figura 6. Estructura quimica del MDA (Janero, 1990).

Desde que el estrés oxidativo y la peroxidacidn de lipidos han sido implicadas
causalmente en la patogénesis de algunas enfermedades humanas, la determinacién
de productos remanentes de la peroxidacion de lipidos, como el MDA, en tejidos o
fluidos humanos, ha recibido considerable atencion. Hasta ahora se han utilizado
mayoritariamente técnicas que se basan en la reaccién del MDA con el acido
tiobarbitdrico. Sin embargo, en la determinacidn de este producto hay que tener en
cuenta la técnica empleada. En un estudio de Esterbauer (Esterbauer et al., 1991) se
puede observar como el nivel de remanentes de la peroxidacidon de lipidos en
plasma de sujetos sanos puede variar segin la técnica empleada desde O
(indetectable) a 47,2 nmol/mL. El problema estriba en que el nivel detectado por
algunas técnicas proviene, ademds de la degradacién de acidos grasos
poliinsaturados, de la degradacion de otros productos (como azlcares, aminodcidos,

aldehidos, acidos orgénicos...) (Janero, 1990).

1.3.2.2 Dafio oxidativo a proteinas

Los radicales libres son capaces de oxidar a todos los aminodacidos presentes
en las proteinas ya que tienen residuos susceptibles, sobre todo a nivel de grupos

carbonilo, pudiéndose formar uniones proteina-proteina o fragmentar el esqueleto
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de la proteina (Cheal et al., 2009). Por tanto, dicha oxidacidon produce un cambio
conformacional de la proteina y, en consecuencia, una modificacion o pérdida de
funcidn biolégica. Que una proteina sea susceptible al ataque de los radicales libres
va a depender tanto de su composicidon de aminodcidos como de la accesibilidad a
estos aminoacidos de la especie oxidante. Debe destacarse, en este sentido, que la
metionina y la cisteina son especialmente sensibles a la oxidacién por casi todas las

formas de ROS (Stadtman & Levine, 2003).

Ciertamente, existen numerosos ejemplos de ello. Entre las oxidaciones que
son de tipo reversible, se encuentra la oxidacién de metionina a metionina sulféxido
y su reduccidon enzimatica de nuevo a metionina. Y entre oxidaciones de tipo
irreversible se da en la histidina y el triptéfano cuando el dafio provoca la ruptura
del anillo imidazdlico de dichos aminoacidos. Un ejemplo de la importancia de la
oxidacion de proteinas lo representan las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
donde histidinas vy lisinas son susceptibles de ser modificadas por oxidacion, lo que
causa una alteracion en el reconocimiento del receptor correspondiente (Griffiths et

al., 2002; Obama et al., 2007).

Por otra parte, los grupos carbonilo también pueden ser introducidos en las
proteinas por reacciones con aldehidos que se producen durante la peroxidacion
lipidica, o con derivados carbonilo reactivos generados durante la reacciéon de
reduccidon de azucares o de sus productos de oxidacidon con los residuos de lisina,
con la eventual formacién de productos avanzados de glicoxilacion (Miyata et al.,

1998; Yuan et al., 2007).

1.3.2.3 Dafio oxidativo a glucidos

Los monosacaridos y los disacaridos resisten a la accion de las especies
oxigénicas reactivas. La glucosa es capaz de captar al radical superéxido impidiendo

su accion sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son captadores del radical
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hidroxilo (Shen et al., 1997). Por tanto, se ha considerado a algunos polisacaridos

como agentes protectores celulares (Albertini et al., 1996).

Por consiguiente, el dafio oxidativo sobre los gliucidos adquiere importancia
cuando se trata de polisacaridos con funcién estructural, ya que los polisacaridos
son despolimerizados por los radicales libres (Duan & Kasper, 2011), alterando sus
funciones celulares tales como las asociadas a la actividad de las interleuquinas (IL) y

la formacién de prostaglandinas (PGE), hormonas y neurotransmisores.

1.3.2.4 Daiio oxidativo al ADN

El ADN también es susceptible al ataque de los radicales libres (Figura 7).
Conocido es que el oxigeno es capaz de adicionarse a las bases o al aztcar del ADN
formdandose el radical peroxilo. Las sucesivas reacciones sobre el ADN dan lugar a la
modificacion de sus bases y a la formacion de puentes cruzados proteinas-ADN.
Cabe destacar que el dafio oxidativo al ADN por los radicales libres se puede dar

mediante dos reacciones principalmente:

» La reaccién con los residuos desoxirribosa: donde el radical libre ataca a una
desoxirribosa del ADN, produciéndose de manera general una rotura de la
cadena en el lugar de la reaccion. Pero, la cadena complementaria que
permanece intacta puede mantener unidos los dos extremos de la cadena
dafiada hasta que actuen las enzimas reparadoras. Por lo que no se trata de un
dafio critico a no ser que haya una rotura cercana en las dos cadenas (Breen &

Murphy, 1995).

» La reaccion de adicién de los radicales a las bases del ADN: esta reaccion es
mas frecuente que la rotura de las cadenas y da lugar a un gran ndmero de
productos. El modo de reaccidn principal consiste en la adicién, a nivel de los
carbonos C-4 y C-8, de las purinas vy, a nivel de los carbonos C-5 y C-6, de las

pirimidinas, produciendo un conjunto de formas radicales de las bases, que
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sufren modificaciones hasta la obtencién productos finales muy modificados

(Breen and Murphy, 1995).

Entre las principales bases modificadas cabe destacar: 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina, 8-oxoadenina, 8-oxoguanina, 5-hidroxicitosina, timina glicol, 4,6-
diamino-5-formamidopirimidina, 5-hidroxi-5-metilhidantoina, entre otras,

produciendo mutagénesis y carcinogénesis (Griffiths et al., 1988; Kryston, 2011).
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Figura 7. Dario oxidativo al ADN y mecanismos de destruccion celular,
tomada de Sedelnikova et al., 2010.

Es importante mencionar que el ADN mitocondrial es mas susceptible al dafo
oxidativo que el ADN nuclear (Richter et al., 1988). Las causas de ello son, en primer
lugar, que su genoma presenta una serie de caracteristicas determinadas, tales

como escasez de enzimas reparadoras, ausencia de histonas que protejan al ADN y
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su proximidad a la cadena de transporte mitocondrial (uno de los principales
sistemas de produccion de especies oxigénicas reactivas). Y, en segundo lugar, que
no posee intrones, de modo que la modificacién de cualquier base afecta
normalmente a una zona codificante del ADN, siendo sus consecuencias mas
importantes. Por tanto, las lesiones en el ADN mitocondrial se acumulan con la edad

en una tasa mas elevada que el ADN nuclear (Ames et al., 1993; Lee & Wei, 2012).

1.4 ANTIOXIDANTES

1.4.1 Concepto de antioxidante

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando esta
presente a concentraciones bajas en comparacién con las del sustrato oxidable,
retrasa o previene significativamente la oxidacién de dicho sustrato (Halliwell &
Gutteridge, 1989). El término “sustrato oxidable” incluye casi todo lo que se
encuentra en las células vivas, como proteinas, lipidos, carbohidratos y DNA. Sin
embargo, esta definicidon original fue simplificada posteriormente para ajustarla al
conocimiento como: “cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina el dafo

oxidativo sufrido por una molécula diana” (Halliwell, 2007).

Un organismo aerobio sano mantiene una produccién de radicales libres
equilibrada con su defensa antioxidante, aunque este equilibrio no es perfecto y
continuamente ocurre algin grado de dafo oxidativo. Esto ocurre, segun algunos
autores, porque energéticamente es mas eficiente reparar los dafios que evitar al
maximo la oxidacion (Halliwell, 2012), pero posiblemente también porque en
algunas ocasiones se producen radicales libres cuya produccién y diseminacién es
practicamente imposible de interceptar (por ejemplo en la produccién del OHe tras
la accion de radiaciones ionizantes) (Pomposiello, 2002; Nathan, 2003; Cho, 2004;

Temple, 2005; Rhee, 2005; Von Sontang, 2006).

Como hemos visto en el pdarrafo anterior, el organismo utiliza las especies
reactivas en la medida necesaria, repara los dafios que se producen y trata de

controlar su proliferacion desordenada, con el objetivo de mantener un equilibrio u
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homeostasis REDOX: el equilibrio entre la produccidon y la desactivacién. Los
mecanismos empleados para mantener este equilibrio reciben en conjunto el
nombre de “sistema antioxidante”. Se entiende por sistema antioxidante el
conjunto de compuestos moleculares, sistemas enzimaticos y compuestos
antioxidantes y pro-antioxidantes que controlan el equilibrio REDOX a nivel celular,
retrasando, previniendo o eliminando el dafio oxidativo causado a una molécula
diana (Halliwell, 2007). Se trata de un complejo entramado defensivo cuyos
componentes actian de forma interrelacionada incluso reponiéndose unos a otros.
El déficit de uno de ellos puede afectar la eficiencia de otros y el exceso relativo de
alguno puede alterar las propiedades de los demds, siendo posible incluso que
dependiendo de la concentracidn relativa alguno de ellos, adquiera propiedades

prooxidantes en determinadas circunstancias.

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

2010; Carlsen, 2010; Tsai, 2010).

1.4.2 Clasificacion de antioxidantes

1.4.2.1 Tipos de antioxidantes desde un punto de vista fisioldgico

Desde un punto de vista de fisioldgico, los antioxidantes se pueden clasificar
en:

a) Antioxidantes primarios, que son los que previenen la formacion de nuevos
radicales libres, detoxificdndolos y de este modo, convirtiéndolos en moléculas
menos daiinas, o bien impidiendo su formacién. Dentro de este grupo se incluyen a
la catalasa, la glutatién peroxidasa, la superdxido dismutasa y las proteinas ligadoras

de metales (ferritina y ceruloplasmina).
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b) Antioxidantes secundarios, que son protectores no enzimaticos que
intervienen cuando existe una superproduccién de radicales libres y los sistemas
enzimaticos estan desbordados, previniendo asi las reacciones en cadena. Dentro de
este grupo se incluyen el glutation, la vitamina E, la vitamina C, el acido urico, la
bilirrubina y la albumina (Finaud et al., 2006).

c) Antioxidantes terciarios, que son los encargados de la reparacion de las
biomoléculas dafiadas por los radicales libres, para impedir su acumulaciéon
indeseada. Entre ellos se encuentran los sistemas proteoliticos y lipoliticos, asi como
los mecanismos enzimaticos de reparacion del ADN. En estos sistemas estdn

incluidos los siguientes subsistemas:

» Sistema reparador directo: un grupo de enzimas reparadoras como las
proteasas y las fosfolipasas, que actuan sobre proteinas y fosfolipidos, una vez
se produce el dafio en la molécula y éstas deben ser reemplazadas via sintesis
de novo (Davies, 1995; Sartor & lJiricny, 2003). Otro grupo de enzimas actuan
mediante la reduccién de los grupos (S-S) de los aminoacidos azufrados de las

proteinas, como son la disulfuro reductasa y la sulféxido reductasa.

» Sistema reparador indirecto: este sistema conlleva, en primer lugar, el
reconocimiento del dafio molecular (siendo este eliminado o degradado) y, en
segundo lugar, la sintesis de la parte eliminada. Esto puede ocurrir tanto en
proteinas oxidadas y en perdxidos lipidicos de las cadenas carbonadas, como
en oxidaciones de ADN y ARN (Mataix, 2002). En el caso de la reparacion del
ADN, se identifica en primer lugar el sitio dafiado sobre el ADN y entonces se
inicia el proceso de reparacién de varias maneras, dependiendo de la
estructura de la lesiéon y su impacto en el ADN. Por ejemplo, las lesiones
voluminosas son reparadas por las proteinas NER (reparacién de escision del
nucledtido), mientras que las lesiones mas simples de ADN se reparan por las
proteinas BER (reparacion de escision de base). A diferencia de las proteinas

NER y BER, las proteinas BR (inversiéon de base) reparan, por inversidon
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completa de las bases dafadas, las lesiones producidas por alquilacién (Jena,

2012).

1.4.2.2 Tipos de antioxidantes desde un punto de vista bioquimico

Desde un punto de vista bioquimico, los antioxidantes se pueden clasificar en

antioxidantes enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos.

1.4.2.2.1 Antioxidantes enzimdticos

Las principales enzimas antioxidantes celulares que forman parte de los
sistemas de defensa son la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation

peroxidasa (GPx).

a) Superoxido dismutasa (SOD)

La superoxido dismutasa (EC.1.15.1.1.) cataliza la reaccion de dismutacién del
radical superdxido a perdxido de hidrégeno, el cual puede ser reducido, de nuevo,
por la catalasa o por la glutatiéon peroxidasa (McCord & Fridovich, 1969; Fridovich,

1974):

SOD
0.2_ aF 02_ aF 2H+ b H202 aF 02

Es importante destacar que aproximadamente del 1 al 2% del oxigeno que se
consume por la mitocondria en estado respiratorio 4, se transforma en la cadena de
transporte electrénico en radical superdxido, el cual es detoxificado por esta enzima,

la superoxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn). Otra funcién de la
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superoéxido dismutasa consiste en proteger a las dehidratasas frente a la inactivacion

por el radical superéxido.

Existen diferentes formas de esta enzima antioxidante, segun el grupo
prostético ligado a ella. Asi, en eucariotas se han definido las siguientes: la
manganeso SOD (Mn-SOD) en la matriz mitocondrial y el citosol; la extracelular SOD
(EC-SOD) y cobre/zinc SOD (CuZn-SOD) que se localiza en el citosol (Zelko et al.,
2002).

b) Catalasa

La catalasa (EC 1.11.1.6.) participa en la detoxificacién del peréxido de
hidrégeno para dar lugar a agua y a una molécula de oxigeno (Chance et al., 1979).
También es capaz de catalizar reacciones de peroxidacién en presencia de peréxido
de hidrégeno, actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos o dcidos organicos como

sustratos, protegiendo a las células del perdéxido de hidrégeno interno:

CAT
2H202 — ZHzo + 02

CAT
ROOH + AH, — H,0 + ROH + A

La catalasa es una enzima tetramérica con cuatro subunidades idénticas de 60
kDa que contienen un grupo de ferriprotoporfirina por subunidad, alcanzando una
masa molecular de 240 kDa. Requiriendo para su actividad que el Fe** se una al sitio
activo de la enzima. La catalasa es abundante en células de mamiferos y se localiza
principalmente en los peroxisomas (Tolbert & Essner, 1981), donde destruye el
peréxido de hidrégeno generado por las oxidasas localizadas dentro de estos

organulos (Halliwell, 1996).
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c) Glutation peroxidasa (GPx)

La glutatién peroxidasa es fundamental en la detoxificacion del perdxido de
hidrégeno y los peréxidos lipidicos que se generan en las células (Chance et al.,
1979), por lo que es muy importante para el mantenimiento de la estructura y la
funcién de las membranas bioldgicas (McCord, 2000). Aparece en los organismos
superiores, con el fin de reemplazar la necesidad de la catalasa. La glutatiéon
peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion del perdoxido de hidrégeno y los
hidroperéxidos organicos hasta agua y alcohol, respectivamente, utilizando como
donador de electrones, al glutatién reducido. Existen dos tipos de glutation
peroxidasa, una independiente del selenio (GPx, EC 2.5.1.18) (Sheehan et al., 2001) y
otra que es selenio dependiente (Se-GPx, EC 1.11.1.9). En humanos se han
identificado ocho isoformas diferentes de GPx: GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx5, GPx®6,
GPx7, y GPx8 (Brigelius-Flohé, 2006; Styskal et al., 2012).

Ambas requieren glutatién reducido (GSH) para catalizar la siguiente reaccion:

Se—GPx
H,0, + 2GSH—— 2H,0 + GSSG

Se—GPx,GPx
ROOH + 2GSH ——— ROH + H,0 + GSSG

La mayor parte de la actividad glutation peroxidasa se encuentra en el citosol,

aunque también esta presente en la matriz mitocondrial (Ketterer, 1986).

Hay otras enzimas importantes que también participan en el sistema de
defensa, incluidas en las reacciones de la regeneracion del glutatién, como son la
glutation reductasa o la NADPH-quinona oxidoreductasa (DT-diaforasa). Esta Gltima
cataliza la reduccién de quinona a quinol y participa en la reduccién de drogas de

estructura quindnica (Davies, 1995).
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1.4.2.2.2. Antioxidantes no enzimdticos o “scavengers” de radicales

libres

El sistema de defensa antioxidante no enzimdtico presenta una gran
diversidad de moléculas antioxidantes. Por una parte, las lipofilicas, tales como el B-
caroteno, la ferritina, la ceruloplasmina, el selenio, el manganeso, la ubiquinona, el
zinc o el acido urico. Y, de otra parte, las hidrofilicas, destancando el glutatién, la
vitamina C, la vitamina E o los flavonoides, entre otras. Los principales antioxidantes

no enzimaticos son:

a) Glutation (GSH)

El glutation fue descubierto por Hopkins en 1921 y se trata de un tripéptido
compuesto de acido glutdmico, cisteina y glicina. Se sintetiza principalmente en el
higado y es transportado por la circulacién sanguinea hasta los tejidos. Se considera

la molécula antioxidante endégena mds importante.

Su estructura quimica (Figura 8) le confiere muchas posibilidades para
desempeiiar sus funciones fisiolégicas, ya que el grupo tiol (-SH) de la cisteina le
proporciona capacidad para intervenir en reacciones redox, mediante el intercambio
de electrones a través del azufre de la cisteina y por otro lado, el enlace y-glutamilo
le confiere resistencia frente a la degradacién por las peptidasas (Meister y

Anderson, 1983).

SH
o o) 0
H
N\)J\
HO N OH
NH, o)

Figura 8. Estructura quimica del glutation.

Se denomina sistema glutation al conjunto formado por el glutatién y los

enzimas relacionados con su metabolismo, que son ademas responsables del
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mantenimiento de su estado redox en condiciones fisiolégicas (Meister & Anderson,

1983).

El glutation se puede encontrar en dos formas: como glutatién reducido o
GSH, o bien como glutation oxidado o GSSG al estar compuesto por dos moléculas
de GSH unidas por un puente disulfuro entre las cisteinas. Principalmente, se
encuentra en las células en su forma reducida, y gran parte de sus funciones se
deben a la presencia del grupo tidlico reducido que le confiere la cisteina. Su
distribucién es universal al estar presente tanto en plantas como en animales y juega
un papel importante en la proteccién celular contra los efectos téxicos de los

radicales libres, asi como frente a los efectos nocivos de las radiaciones.

La sintesis del GSH (Figura 9) se produce en dos etapas donde intervienen dos
enzimas. En la primera etapa se da lugar a la y-glutamilcisteina a partir del acido
glutamico y la cisteina, mediante la reaccién catalizada por la y-glutamilcisteina
sintetasa. El paso limitante de la sintesis del GSH es la disponibilidad de la cisteina.
En la segunda etapa, la glutatidn sintetasa cataliza la reaccién donde la -
glutamilcisteina se une con la glicina para formar el tripéptido. La sintesis del GSH se
encuentra regulada por retroalimentacidn, ya que el GSH inhibe la y-glutamilcisteina

sintetasa. (Griffith, 1999).

~ J

N

SH

mstema glicina |
\W ® 9 o
W m y-glutamilcisteina c NH— C— C — N — C‘
m ‘ ‘ coo
Glutamato aEEdl ATP  ADP+Pi CH2 °
CH,
Glutation

—C—— NH*
@ y-glutamilcistein sintetasa
COO

@ Glutatién sintetasa

Figura 9. Sintesis de GSH
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Ademas de participar en diversos procesos fisioldgicos, tales como la
detoxificacion de xenobidticos o la sintesis de ADN de un modo indirecto a través de
proteinas tidlicas (glutarredoxina y tiorredoxina) que dependen del GSH, éste ultimo
se caracteriza por su papel antioxidante ya que es capaz de interaccionar con los
radicales libres y estabilizar radicales como el hidroxilo, el superdéxido y los
perdxidos, lo puede hacer reaccionando directamente con los radicales libres, o bien
por medio de la glutation peroxidasa para reducir los perdxidos formados (Wefers &

Sies, 1983; Sies, 1999, Masella et al., 2005).

La glutation peroxidasa es la enzima clave del ciclo redox del glutatién (Figura
10): cuando se produce una agresion oxidativa, el GSH se oxida a glutation oxidado
(GSSG) mediante la reaccidn catalizada por la glutatién peroxidasa. El GSSG formado
se reduce inmediatamente a GSH por medio de la glutatiéon reductasa, la cual es
dependiente de NADPH, que serd suministrado por la glucosa-6-
fosfatodeshidrogenasa. De esta manera, el glutatiéon es un factor esencial para la
glutatidon peroxidasa, por lo que su disminucion puede deteriorar la accion de la
enzima, con el consiguiente freno a los mecanismos limitadores de la peroxidacion

lipidica (Ameen et al., 2004; Sahin & Gumuslu, 2004; Sener et al., 2005).

Para algunos autores como Waly, el equilibrio entre GSH y GSSG, es el principal

determinante del estado oxidativo del organismo humano (Waly et al., 2012).
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Figura 10. Representacion del sistema glutation.

b) Vitamina E

Este término es una descripcién genérica para una familia de compuestos
fendlicos llamados tocoferoles y tocotrienoles. Se acumula en las membranas
biolégicas y en las lipoproteinas plasmaticas, puesto que se caracteriza por ser
altamente lipofilico. Se considera el antioxidante natural mds potente, capaz de

bloquear la cadena de lipoperoxidacion en la membrana celular.

La vitamina E se compone mayoritariamente de a-y-tocoferol, estando las

formas ingeridas en estado libre o formando ésteres (Figura 11). La principal fuente

61



I. Introduccidén. 1. Metabolismo oxidativo Cristina Abad Garcia

de vitamina E son los aceites vegetales (girasol, maiz, soja) y productos elaborados a
partir de estos aceites (margarinas, mayonesas, reposteria). También se encuentra
presente en frutos secos como las almendras, nueces y las avellanas. Otros
alimentos como legumbres, lacteos y cereales pueden contribuir significativamente

a la ingesta total de la vitamina E.

CH
? o CH CH; CH; CHy

H,C (CHa)3— CH—(CHy)5— CH— (CHy)3— CHCH;
HO

CHs

Figura 11. Estructura quimica del a-tocoferol.

La vitamina E puede reaccionar con ‘0, 05", OH" y ROO". Una de sus funciones
mds importantes es la inhibicién de la peroxidacién lipidica, actuando de
“scavenger” del radical peroxilo y dando como producto hidroperéxidos y radical
tocoperoxilo, el cual puede transformarse en quinona en presencia de O,. Si bien la
cantidad de quinona que se forma es minima y ésta se elimina por orina o bilis
(Figura 12). Lo que suele ocurrir es que la forma oxidada se reduce nuevamente en
presencia de acido ascorbico, de ubiquinol (QH;) o de GSH, pudiendo actuar
nuevamente de antioxidante (Figura 13) (Brigelius-Flohé & Traber, 1999; Abudu et
al., 2004).

a-tocoferol

" E.L a

quinona
Radical tocoferoxilo

J A=
&
!

Orina, bilis

Figura 12. Reaccion del a-tocoferol con los perdxidos.
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Por tanto, la generacién de la vitamina E va a depender de las condiciones
existentes: se consume en primer lugar el acido ascdrbico cuando los radicales se
forman en fase acuosa, mientras que se consume primero el coenzima Q cuando los
radicales se forman en la membrana. La vitamina E también puede actuar de
prooxidante, produciendo peroxidacién en las LDL, facilitando la transferencia de la
reaccion de los radicales de la fase acuosa al interior del ambiente lipidico. Para
inactivar esa peroxidacion mediada por el tocoferol, son necesarios unos adecuados
agentes reductores, llamados coantioxidantes, siendo los mas eficaces el acido
ascorbico en ambientes hidrofilicos y el coenzima Q en ambientes hidrofébicos

(Figura 13) (Kontush et al., 1996).

Ascorbato
a-tocoferol
Radical
dehidroascorbato

ROO -
GSH
ROOH
GSSG
Radical o,
tocoferoxilo QH -
Prooxidante
Acido ascérbico
QH,

Figura 13. Esquema de la actividad antioxidante y prooxidante de la vitamina E.
Valls-Bellés, 2001

c) Vitamina C

La vitamina C o acido ascérbico (Figura 14) es una vitamina hidrosoluble. Las
plantas y la mayoria de los animales pueden sintetizarla a partir de la glucosa, sin
embargo los humanos, otros primates superiores y las cobayas no poseen la ultima
enzima para su biosintesis, la L-gluco-y-lactona oxidasa, que tiene que ser

incorporada con la dieta.

Ademas, como la mayoria de las vitaminas hidrosolubles, no se almacena en el

cuerpo por un largo periodo de tiempo y se elimina en pequefas cantidades a través
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de la orina, de ahi la importancia de su administracién diaria para evitar que se
agoten sus reservas. La vitamina C muestra una amplia distribucion en los tejidos, y
es maxima su concentracién en aquellos con un intenso metabolismo como son las
glandulas suprarrenales, la hipdfisis, el higado, el pancreas, el encéfalo y los ojos

(Rumsey & Levine, 1998).

CH,OH
HO-C-H

HO OH

Figura 14. Estructura quimica del dcido ascdrbico.

La vitamina C se absorbe mayoritariamente en el duodeno y en el yeyuno
proximal mediante un mecanismo de transporte activo dependiente del sodio. Las
principales fuentes son las frutas, especialmente los citricos, el kiwi, las fresas, el
melén y los ardndanos. También se encuentra en determinadas verduras y hortalizas
como tomate, pimiento, espinacas, coles de Bruselas, coliflor, repollo y brécoli. Y,
entre los alimentos de origen animal, aun teniendo siempre una importancia

minoritaria, cabe destacar Unicamente el higado (Mataix, 2002).

La vitamina C es uno de los antioxidantes mas potentes en fase acuosa, que
actda a nivel extracelular y citosélico. Presenta unas caracteristicas estructurales que
le permite reaccionar con las especies oxigénicas reactivas, tales como: 0,", H,0,
ROO", OH" y '0, oxidandose a dehidroascorbato y siendo nuevamente reducido a
acido ascérbico por accién de la dehidroascorbato reductasa (Ashton et al., 1999;
Dhremer et al., 2001) (Figura 15). Esta reduccidn puede ocurrir por via no enzimatica
por la glutatién o por via enzimatica por la actuacién de proteinas que muestran

actividad dehidroascorbato reductasa incluyendo la tioltransferasa. El glutation es

necesario para la reduccién del DHA, y se obtiene probablemente de la reaccién
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catalizada por la glutation reductasa requiriendo NADPH como cofactor (Figura 15).

Por otro lado, la vitamina C desempefiaria otro papel como antioxidante,

regenerando la vitamina E, donde se consume la forma nativa de la vitamina C. La

vitamina C en presencia de metales de transicién como Fe** o Cu?** posee actividad

prooxidante, que puede

tener efectos importantes in vivo dependiendo de la

disponibilidad de los iones metalicos (Figura 15) (Young & Woodside, 2001; Du et al.,

2012).

NADPH

GSSG

NADP

H,0 + ROH
W] 1,0, ROOH
DHA
DHA reductasa
NAD o
AT 2° ROO:
HZOZ
2GSH Fe+
Fel+
OH:

ASC
DHA

antioxidante

prooxidante

Figura 15. Esquema de la actividad antioxidante y prooxidante de la vitamina C.

d) Polifenoles

Valls-Bellés, 2001.

Estos compuestos se agrupan segun su estructura quimica en dos grandes

grupos: no flavonoides y flavonoides.

Los no flavonoides, abarcan los acidos fendlicos, divididos en acidos benzoicos

(C6-C1) y acidos cinamicos, portadores de una cadena lateral insaturada (C6-C3),

pero también a otros derivados fenélicos como los estilbenos.
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Los flavonoides son derivados benzo-y-piranos, caracterizados por un
esqueleto base de 15 dtomos de carbono (C6-C3-C6) de tipo 2-fenil-benzopirona, es
decir, estan formados por dos anillos bencénicos unidos por una cadena de 3
carbonos, que se cierra en heterociclo oxigenado compuesto de 6 eslabones. Estos
compuestos estan divididos en varias subclases que se distinguen por el grado de

oxidacion de su nucleo pirano (Figura 16) (Bravo, 1998).

OR,

Rs

Figura 16. Estructura quimica bdsica de los flavonoides.

Hoy en dia ya se conocen mas de 5.000 flavonoides diferentes; pueden
destacarse entre las familias mas importantes las siguientes (Beecher, 2003):
flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas y procianidinas. Se
caracterizan por presentar un gran variabilidad estructural, ya que pueden aparecer
desde simples moléculas fendlicas hasta compuestos muy polimerizados con pesos
moleculares superiores a los 30.000 Da (Bravo, 1998). Los flavonoides comprenden
un grupo de compuestos polifendlicos ampliamente distribuidos en la mayoria de
alimentos de origen vegetal, especialmente en las frutas (uvas, fresas, granadas y
arandanos), en las verduras como cebollas, puerros, brécoli y tomates cherry, asi

como en el té, la cerveza y el vino tinto (Valls-Bellés et al., 2005).

Actualmente, se carece de estudios concluyentes con respecto a absorcion,
metabolismo y secrecién de los flavonoides. En los alimentos, la mayoria de los
flavonoides excepto flavanoles se encuentran en forma glicosilada, siendo con
mayor frecuencia los azucares ligados la glucosa o la ramnosa (Harborne, 1994).
Estos compuestos son resistentes a los acidos del estdbmago y pasan intactos al
intestino. Y en el intestino delgado solamente se absorben las agliconas y algunos

glicdsidos mientras que el resto son hidrolizados por la microflora del colon (Pietta,
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1998; Scalbert & Williamson, 2000). Tras su absorcién son conjugados en el higado y
participan en la circulacién enterohepatica lo que puede aumentar su tiempo
disponible en plasma (Manach et al.,2004). Los que mejor absorbe el intestino
humano son las isoflavonas y el acido galico, seguido por catequinas, flavononas y

guercetinas (Manach et al., 2005).

Los polifenoles parecen ser mas eficaces para inhibir la oxidacion del colesterol
LDL y las lipoproteinas transportadoras del colesterol LDL que el acido ascérbico, el
alfa tocoferol o el betacaroteno, segun los estudios de Vinson (Vinson et al., 1999).
Se ha descrito para los polifenoles presentes en la dieta acciones tan importantes
como la prevencién de la rotura de la doble hélice del ADN o de la toxicidad por la
guelacién de metales (Garcia-Alonso et al.,2007), el secuestro de radicales libres por
inhibir la accidn de los ROS (Aboul-Enein et al., 2007) y la reduccidon de la accién del
radical tocoferoxilo (Pazos et al., 2007). Ademas se han descrito acciones
antitumorales, antiinflamatorias y preventivas de tumores (Shoeb et al., 2007; Busch

Cetal,, 2015).

De hecho, la estructura quimica de los flavonoides es precisamente la que les
confiere su capacidad para actuar como captadores de radicales libres (Heim et al.,
2002). De hecho, existe un consenso de que la actividad antioxidante de los
flavonoides (Figura 17) resulta de una combinacién de sus propiedades
secuestradoras de radicales libres y quelantes de hierro y cobre, impidiendo la
formacién del radical hidroxilo (Bohm et al., 1998; Bravo, 1998; Russo et al., 2000;

Middleton et al., 2000; Mira et al., 2002; Ozgova et al., 2003).
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Figura 17. Actuacion de los polifenoles como “scavenger” de los radicales libres.
Valls-Bellés, 2001

Por otro lado, diversos estudios ponen de manifiesto que presenta mayor
poder antioxidante la combinacion de polifenoles que los mismos aislados. Los
polifenoles aislados, como el galato de epigalocatequina, la quercetina, la
diosmetina y el pignogenol, ejercen una proteccidon parcial ante la peroxidacidn
lipidica inducida en la retina bovina y porcina, mientras que la combinacién de todos

ellos aumenta muchisimo el efecto protector (Valls-Belles et al., 2004).

e) Carotenoides

La vitamina A la obtenemos a través de la dieta en forma lipdfila (retinol) e
hidroéfila (carotenoides):

> El derivado lipdfilico (retinol) lo contienen alimentos como el higado de

animales, las carnes, la yema de huevo, la leche y sus derivados con contenido

graso.

» Carotenoides: son los pigmentos responsables del color amarillo, naranja o

rojo de frutas y verduras y los encontramos en tomates, calabazas, mangos,

zanahorias o espinacas.
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Los carotenoides son hidrocarburos poliénicos sintetizados por las plantas a
partir de ocho unidades de isopreno. Se conocen unos 600 carotenoides aislados, de
los cuales unos 50 son precursores de la vitamina A o retinol, siendo el mas activo, y
cuantitativamente mas importante, el B-caroteno.

Los carotenoides se pueden clasificar en dos grandes grupos, los carotenoides
hidrocarbonados o carotenos y los oxicarotenoides o xantofilas. Los carotenos son
carotenoides que no contienen oxigeno, como los o o B-carotenos o el licopeno,
mientras que las xantofilas, como la criptoxantina, cantaxantina y la luteina, son
carotenoides oxigenados que contienen grupos carboxilos y/o hidroxilos en sus
grupos sustituyentes (Figura 18). Existen datos procedentes de estudios clinicos,
experimentacién con animales y cultivos celulares que demuestran el papel de Ia
luteina en la proteccién de diversas enfermedades en las que el estrés oxidativo esta
implicado como mecanismo fisiopatoldgico, como es el caso de la diabetes (Muriach

et al., 2006; 2008).

B-caroteno

) Jé:m&wwﬁ@

B-criptoxantina

Figura 18. Estructura quimica de los carotenoides.

La ingesta de grasa favorece la absorcidn de los carotenoides de los alimentos,
pero la biodisponibilidad de los diferentes carotenoides viene condicionada también

por el procesado, el alimento que lo contiene y las estructuras terciaria y
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cuaternaria de la molécula del carotenoide (forma fisica) (De Pee & West, 1996;

Stahl et al., 2002).

Los carotenoides son absorbidos, mayoritariamente en el intestino delgado
por difusion pasiva (Erdman, 1993; Parker, 1996), incorporados a los quilomicrones y
transportados por la linfa hasta el higado. Alli son almacenados y posteriormente
distribuidos cuando son requeridos. Estos precursores de vitamina A son
mayoritariamente transformados en retinol en el enterocito aunque también, en
parte en el higado y en otros tejidos. La absorcidn de los carotenos procedentes de
la dieta, puede verse afectado por la presencia de grasa en la dieta, por otros
componentes que inhiben su absorcidn, y por practicas de cocinado que aumentan
las perdidas. Las infecciones parasitarias inhiben su absorcién. Ante un exceso de
carotenoides en la dieta, se saturan los puntos de difusién hacia el interior de los
enterocitos y los enterocitos cargados de carotenos, son eliminados a la luz
intestinal. La eliminacién de carotenos parece hacerse fundamentalmente a través
de la bilis pero no por orina (Bowen et al., 1993; Leo et al., 1995). En la bilis se
excreta un 1% de la fraccion plasmatica diaria y esta posiblemente es reabsorbida

con posterioridad (Stahl et al., 2002).

Los carotenoides presentan una pronunciada actividad antioxidante (Stahl et
al., 1993; Olson & Krinsky, 1995), debida a un extendido sistema de dobles enlaces
conjugados. Son eficientes antioxidantes contra el oxigeno singlete, el radical
peroxilo, aniéon superdxido, acido hipocloroso y otras especies reactivas. Sin
embargo, esta actividad depende en gran medida de la concentracidon de oxigeno
existente: en presencia de radicales peroxilos, el B-caroteno es un eficaz finalizador
de la cadena oxidativa, siempre y cuando se mantengan las presiones parciales de O,
bajas; en cambio, si la presién parcial no es baja, prosigue el proceso oxidativo,
actuando en este caso de prooxidante. Por tanto, segln cuales sean las
caracteristicas fisioldgicas actuard de antioxidante o prooxidante (Young & Lowe,

2001) (Figura 19. Apartado a).

Ademas, la actividad antioxidante también depende de la estructura quimica

de los carotenoides y el efecto acompafiante de otros antioxidantes. De hecho, se ha
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observado que los carotenoides con ocho o mas dobles enlaces son mil veces mas
eficaces a la hora de reaccionar con el oxigeno singlete. En este caso, actua
mediante la transferencia de energia de excitaciéon al B-caroteno, con posterior
eliminacion de dicha energia en forma de calor (Figura 19. Apartado b). Igualmente,
la accidn sinérgica de a-tocoferol y B-caroteno aumenta la capacidad antioxidante
de este ultimo, seguramente por proteccion frente a la autooxidacién y también por
inhibicion de los posibles efectos oxidantes del radical peroxilo de B-caroteno,
formado durante la accién antioxidante del mismo. Por ultimo, habria que destacar
la eficacia de los carotenos en la disminucidn directa de la peroxidacién lipidica, asi
como la habilidad de estas moléculas para modular los niveles de otros

antioxidantes (Bohm et al., 2012).

a) Frente al radical peroxilo

. PO
ROO ¥ ¢0: B- Caroteno

2

T1102

ROOH B-caroteno-O0* (prooxidante)

B- Caroteno-

Producto final no reactivo

ROO"

b) Frente al oxigeno singlete

10, + Carotenoide » 30,+ 3Carotenoide

3Carotenoide » Carotenoide + calor

Figura 19. Mecanismos de actividad antioxidante de carotenoides.

1.4.3. Papel de la dieta en la defensa antioxidante

La dieta es muy importante para promover y mantener la buena salud a lo
largo de toda la vida. Su funcidn esta bien establecida como factor determinante de

enfermedades no transmisibles crdénicas, convirtiéndose en un componente
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fundamental en la prevencidn. En concreto, es la composicidon de la dieta la que
desempeiia un papel primordial en el estrés oxidativo, tanto en el dafio oxidativo
como en los mecanismos de defensa antioxidante. La dieta, a través de los
vegetales, frutas y verduras, frutos secos y bebidas procedentes de vegetales tales
como la cerveza y el vino, aporta antioxidantes como vitaminas y otros fitoquimicos,
los cuales son una importante fuente exdgena capaz de aumentar la respuesta
celular al estrés oxidativo. Por tanto, los sistemas de defensa antioxidante, o bien
dependen de la dieta o bien estan directamente relacionados con esta (enzimatico y
reparadores), ya que dependen de otros nutrientes para su correcta funcionalidad

(Valls-Bellés et al., 2005; Li, 2009) (Figura 20).
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Figura 20. Esquema del metabolismo oxidativo y su relacion con la dieta. Valls-Bellés,
2001

Por tanto, cada vez hay mas evidencia cientifica de los efectos beneficiosos de
una dieta variada y rica en estos alimentos con capacidad antioxidante para la
prevencidn de enfermedades relacionadas con el dafo oxidativo y el envejecimiento

celular (la OMS recomienda una ingesta de frutas y verduras de unos 400g/dia)
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(McCall, 1999; Williamson, 1999; Gardner, 2000; Van Duyn, 2000; Block, 2001;
Schieber, 2001; John, 2002; Burns, 2003; Cassano, 2003; Sanchez-Moreno, 2003;
Brandt, 2004; Steffen, 2005; Pan, 2008; Vioque, 2008; Ellingsen, 2009; Herrera,
2009; Nagura, 2009; Riccioni, 2009; Zhang, 2009; Epplein, 2010; Poiroux-Gonord,
2010; Yamada, 2011; Andriantsitohaina, 2012, OMS, 2004; O’Neil, 2012; Polesel,
2012; Wang, 2012; Isa, 2013). Es importante recordar, no obstante, que el aporte de
antioxidantes debe ser equilibrado, como el que ofertan los alimentos, ya que
cuando el aporte aislado de un solo tipo de antioxidantes (como cuando se aportan
en forma de suplementos) puede conducir a situaciones de pro-oxidacién que

provoquen efectos contrarios a los deseados (Herrera, 2009).
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2. ALIMENTACION Y ESTRES OXIDATIVO

2.1 ALIMENTACION DURANTE LA LACTANCIA

En el momento actual, como hemos visto en el apartado anterior, se concibe
como alimentacién adecuada aquella que asegura no solo la ausencia de
enfermedad por déficit, sino la que procura la mejor salud fisica y psiquica vy
previene enfermedades futuras. Y por ello, la dieta sana serd aquella que contenga
ademads de una cantidad determinada de macronutrientes y micronutrientes, una
cierta cantidad de componentes funcionales como los antioxidantes, los compuestos

prebidticos y los probiéticos, entre otros (Silvestre, 2013).

La composicién de la dieta materna es, pues, determinante no solo para un
desarrollo y crecimiento adecuados del feto durante el embarazo ( Borowczyk et al.,
2006) sino también para asegurar un aporte adecuado de antioxidantes que evite el
estrés oxidativo a ambos. Una dieta adecuada pre-gestaciéon, durante el embarazo y
durante el periodo puerperal y la lactancia permiten a la mujer hacer frente
adecuadamente a las necesidades antioxidantes tanto en la madre como en su
progenie. Cuando se produce un desequilibrio REDOX, el estrés oxidativo resultante
es capaz de dafar tanto a la madre como al nifio (Al-Gubory, 2010), por tanto, se
recomienda incluir en la dieta de la mujer embarazada y lactante alimentos ricos en
antioxidantes como la vitamina E (presente en huevo y mantequilla, aceites
vegetales y legumbres), la vitamina C (abundante en citricos, pifia y determinados
vegetales como el pimiento o el tomate), los carotenoides (abundantes en
zanahoria, calabaza y frutas de color anaranjado o amarillento, como el mango o el
kiwi amarillo) y los polifenoles (presentes en vegetales y frutas o frutos como la uva

o los arandanos) (Zeisel, 2009).

En la actualidad, muchas mujeres toman dietas poco sanas, por defecto
(pobres en frutas, verduras, hortalizas o legumbres) o por exceso (demasiadas

calorias, grasas, sal y exceso de grasas saturadas) que ponen en riesgo su estatus
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nutricional. Y esto genera déficits nutricionales que se agudizardn en etapas de

mayor exigencia como la lactancia.

La lactancia sucede en el primer periodo de la vida y comprende varios meses
durante los cuales el recién nacido se alimenta solo de leche, la cual le aporta todos
los nutrientes necesarios para su normal desarrollo. La dieta y el estatus nutricional
de la madre pueden afectar la salud presente y futura de sus descendientes y una
deficiencia o desequilibrio nutricional en estas etapas de la vida tendra mayor

impacto ya que afectardn la salud de dos seres (Silvestre, 2013).

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

algunas vitaminas (Allen, 2005).

Hay pocos estudios sobre la ingesta dietética de las madres durante el
embarazo y menos aun durante la lactancia, y las recomendaciones nutricionales
para las mujeres en estas épocas se basan en extrapolaciones y en algunos pocos
estudios, la mayor parte de ellos observacionales (Pcciano, 2009). Pero se sabe que
durante la lactancia, el estatus nutricional materno y/o la ingesta de determinados
nutrientes, como las vitaminas del grupo B (excepto el dcido félico), la vitamina A, el
selenio y el iodo, se relacionan con los niveles en leche. Algunos de ellos, por
ejemplo el iodo, son nutrientes esenciales durante la primera infancia cuyas

necesidades no siempre son adecuadamente cubiertas por una dieta normal, y en
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algunos paises existen politicas de enriquecimiento de suelos o de alimentos (sal

iodada) (Pallas, 2014).

La proteccion del estatus oxidativo la realiza la madre aportando antioxidantes
al feto a través de la sangre de cordén en la etapa intrauterina y con la leche
materna al lactante, tras el nacimiento. El aporte de antioxidantes de todo tipo a
través de la leche materna es importante mientras no existe otro tipo de aporte
exogeno y hasta que el sistema propio alcanza un adecuado nivel de madurez. Por
ello es esencial evitar en la madre una ingesta pobre o un déficit previo de
antioxidantes por la influencia que ello pudiera tener en el lactante que pudiera
consumir menos de la cantidad requerida para un desarrollo adecuado (Allen, 2005;
Valls & Codofier, 2011; Erdem, 2012). Los estudios en lactantes son muy escasos
siendo muy probable que un estatus oxidativo deficiente de la madre pueda ser

trasmitido a su progenie (Hoppu, 2005).

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

intestinal durante la lactancia.

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

investigacion, especialmente en el campo de los lactantes a término.
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2.2 ESTRES OXIDATIVO DURANTE LA LACTANCIA

El estrés oxidativo ya se pone de manifiesto en el embarazo, tanto en el feto
como en la madre, en las primeras semanas a través de la regulacidon de la
angiogénesis de la placenta y mas adelante con patologias como la preeclampsia.

(Valsamakis et al., 2006; Bernardi et al., 2008 y 2012; Mutinati et al., 2014).

En el momento del parto, el paso de un ambiente intrauterino con una presién
de oxigeno baja a un ambiente extrauterino aerobio con una presién de oxigeno casi
cinco veces superior, hace que el recién nacido se enfrente a una elevada
concentracion de radicales libres (Mutinati et al.,, 2014). Esta incrementada
produccién de radicales libres debe ser controlada por el sistema de defensa
antioxidante del neonato, cuyo desarrollo sucede de forma paralela al desarrollo

dado durante la gestacién ( Bernardi et al., 2012; Diaz-Castro et al., 2014).

Con el amamantamiento la mujer contribuira de modo significativo al
mantenimiento del estado oxidativo de su hijo, con el aporte de un complejo
sistema antioxidante a través de su leche (Ryan & Hay, 2016). Esto le supone
necesidades extras a la mujer que debe suplir con sus reservas o con aportes de
novo a través de la dieta. Para el lactante, este aporte supondra la proteccién frente
al estrés oxidativo para el que su organismo no estd todavia adecuadamente

preparado.

Este aporte antioxidante de la leche suple los déficits de antioxidantes del
neonato y le ayuda a combatir el estrés oxidativo propio de esta época y a reparar
los dafios producidos (Li, 2009). La capacidad antioxidante de la leche humana se ha
relacionado con efectos tan importantes como la proteccién del desarrollo de la
funcién cognitiva y el desarrollo psicomotor de los lactantes (Griffiths, 2002). Se ha
demostrado que la capacidad antioxidante total (CAT) medida en el plasma de los
lactantes amamantados es mas elevada que la CAT de los recién nacidos no

amamantados (Aycicek, 2006).
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3. LECHE HUMANA, COMPOSICION Y PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Cada vez hay mayor evidencia de que la alimentacién en la infancia influye
sobre diferentes procesos fisioldgicos y metabdlicos a corto, medio y largo plazo e

influye a futuro sobre la aparicién de algunas enfermedades.

Durante la etapa neonatal, la leche materna es el alimento mas completo para
cubrir las necesidades especificas del recién nacido y lactante. Y, esta etapa es la
Unica en la que el ser humano dispone de nutrientes especificos (de especie) y por
tanto idoneos para el organismo inmaduro y en pleno proceso de formacién de

érganos y tejidos.

3.1 TIPOS DE LECHE MATERNA

Clasicamente se habla de tres tipos de leche, basados en la diferencia de

composicidn lactea que ocurre en las primeras semanas de lactancia:

El calostro que la mama produce durante los primeros dias después del parto
es un fluido espeso y de color amarillento debido a la alta concentracién de
betacarotenos. Su volumen puede variar entre 2-20 mL por toma en los 3 primeros
dias, lo que es suficiente para cubrir las necesidades nutricionales del recién nacido.
Su valor caldorico medio es de 67 Kcal/100 mL y contiene mayor cantidad de
proteinas (inmunoglobulinas) (Ballard & Morrow, 2013), vitaminas A, E, K, acido
sidlico, colesterol y algunos minerales (sodio, hierro, zinc, azufre, potasio,
manganeso, selenio) que la leche madura (Lawrence, 2005). Es fundamental para el
recién nacido por su composicién nutricional y por su elevado contenido en factores
defensivos:  antiinfecciosos y antioxidantes como los betacarotenos,
inmunoglobulinas A, lactoferrina, linfocitos y macrdfagos. Contiene gran cantidad de
flora bifiddgena para colonizar el intestino neonatal y prebidticos que la favorecen y
gue, junto a los factores de defensa, son capaces de evitar la adherencia de
microorganismo patégenos en el tubo digestivo neonatal. Asi, aporta enzimas que

ayudan al funcionamiento y maduracién del sistema digestivo del lactante, facilitan
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la evacuacién del meconio y disminuyen el riesgo de hiperbilirrubinemia en el recién
nacido (Lawrence, 2007). Y es la que aporta gran cantidad de células madre

pluripotenciales (Hassiotou, 2014).

Se llama leche de transicion a la leche producida entre el 42 y 152 dia
posparto y cuyo volumen aumenta progresivamente hasta alcanzar alrededor de los
600-700 mL/dia entre el 82 y 152 dia posparto. Se llama asi porque su composicidn
varia a lo largo de los dias aumentando progresivamente el contenido en agua,
lactosa y grasas y disminuyendo proporcionalmente el de proteinas (incluyendo el
de inmunoglobulinas) hasta que por aspecto y composicién, alrededor de los 15

dias, la leche pasa a ser llamada leche madura (Ballard & Morrow, 2013).

Finalmente, a partir de los 15 dias postparto, se habla convencionalmente de
leche madura, aunque su composicién continua evolucionando a lo largo de la
lactancia (Ballard & Morrow , 2013; Andreas et al., 2015). La produccién media de
una madre con un solo lactante se sitla alrededor de 700-900 mL/dia (Lawrence

2005).

Los principales componentes de la leche madura son: agua, lactosa,
galactosacéridos, proteinas y compuestos nitrogenados, grasa, minerales vy
vitaminas. También contiene elementos traza, enzimas, aminodacidos, hormonas,
células vivas, mRNA vy flora bacteriana. Con un pH=7, su aporte energético oscila
entre 70 y 76 Kcal/100mL. Contiene un 88 % de agua, lo que asegura un aporte
suficiente al lactante durante los primeros 6 meses de vida (Lawrence, 2005; Wojcik,

2012).

3.2 COMPONENTES DE LA LECHE HUMANA

Para el propdsito de esta tesis se aborda la composicién de la leche humana,
principalmente desde el punto de vista de su contenido y funciones antioxidantes,
campo este en el que aun queda mucho por investigar hasta caracterizar
completamente todas las sustancias antioxidantes presentes en la leche humana y

sus funciones.
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- Hidratos de carbono (HC)

El principal HC de la leche humana es la lactosa (6-7 g/100 mL). Es sintetizada
en la glandula mamaria a partir de glucosa y galactosa y contribuye al 40% de las
calorias de la leche materna. Es necesaria para la absorcion del calcio, hierro,
magnesio y otros elementos y como aporte energético (Ares et al.,, 2016). La
galactosa obtenida del desdoblamiento a nivel intestinal de la lactosa y otros
azucares como glicoesfingolipidos son imprescindibles para la formacion entre otros
de los galactolipidos, indispensables para el desarrollo del sistema nervioso central
del recién nacido. La leche humana contiene glucosa, galactosa, L-fucosa y acido
sialico en concentraciones de 1-40 mg/I. El contenido total en oligosacaridos oscila
entre 600-900 mg/dL. Ademas de la importancia de los oligosacaridos como parte de
glucolipidos (esfingolipidos y gangliésidos) y glicoproteinas, para la formacion de
tejido nervioso y en la defensa antiinfecciosa, cada vez cobra mayor interés la
capacidad antiinflamatoria que aportan al recién nacido que puede contribuir a la
baja incidencia de enfermedades inflamatorias en el neonato amamantado
(Newburg, 2014). A ello probablemente contribuye el aporte de otros oligosacaridos
y amino azlcares que promueven la colonizacidn intestinal por flora bacteriana
bifidégena (Lactobacillus Bifidus), que inhiben el crecimiento de bacterias

patdégenas, hongos y parasitos (Lawrence & Lawrance, 2010; Newburg, 2014).

- Fraccion nitrogenada

La leche madura contiene compuestos nitrogenados (la llamada fraccién
nitrogenada) en una concentracién de 0,9 gr/100 mL. La fraccién proteica
(principalmente caseina, seroproteinas y mucinas) procede tanto de secrecion
glandular como de ultrafiltracién del suero materno. La proporcién
lactosuero/caseina es de 80/20 en calostro, pero esta proporcidn va cambiando para
ser de 60/40 a las pocas semanas y finalmente se mantiene en 50/50 la mayor parte
de la lactancia (Lonnerdal, 2003). La alfa-lacto albumina constituye el 10 a 12% del

total de las proteinas, interviene en la sintesis de lactosa y es especifica de la leche
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materna. Otras proteinas representativas del lactosuero son la seroalbumina, la

lactoferrina y las inmunoglobulinas A, G y M (Lonnerdal, 2010).

La leche materna contiene gran cantidad de inmunoglobulinas. La IgA es la
mas abundante (constituye el 90 % de todas las inmunoglobulinas de la leche
materna) y estd presente en mayor cantidad en el calostro. Tanto IgA como IgM son
segregadas en la glandula mamaria y tienen una importante funcién defensiva, ya
gue la produccidn propia en el lactante no alcanza niveles maduros antes de los 2

anos (Lawrence, 2007).

La caseina constituye el 30-40% de las proteinas de la leche humana, y esta
presente en una concentracion media de 3,4 + 0,97 g/L que no varia a lo largo de la
toma (entre leche de inicio y del final) aunque si es variable entre madres. Su
funcién principal es el aporte de aminodcidos, fésforo y calcio. La fraccion beta-
caseina es la mas abundante y es bien digerida por el intestino neonatal al formar
coagulos mas pequefios que los de la caseina de la leche de otras especies animales,
como la vaca. Practicamente ausente de la leche humana en los primeros dias,
empieza a sintetizarse a partir del 3-4 dia y las concentraciones aumentan
progresivamente a medida que la leche es madura. La leche de mujer contiene solo
2 fracciones de caseina: la beta y la kappa caseina (no contiene ni alfa ni gamma
caseina) (Cervato, 1999). La beta caseina es la mas abundante, de elevada
fosforilacién, forma complejos fosfopeptidicos mas solubles, con el Ca,+ que
contribuyen a la elevada biodisponibilidad del calcio en la leche humana. La K-
caseina, es una glicoproteina que contiene residuos de acido sidlico cargados
negativamente, estd presente en menor cantidad que la beta caseina y su principal
funcidn es estabilizar la micela de caseina, asegurando en su interior al fosfato
calcico. Inhibe la adhesidon de patégenos a la mucosa intestinal neonatal al actuar
como un receptor analogo, por ejemplo del Helicobacter Pylori (Lonnerdal, 2010). La
importancia antioxidante de las caseinas radica en su capacidad para inhibir Ia
peroxidacion lipidica, posiblemente a través de un aumento de la auto-oxidacién del
hierro. Ademas los péptidos resultantes de la digestién de la caseina tienen una

elevada capacidad para secuestrar el anion superoxido. (Lonnerdal, 2003; Li, 2009).

81



I. Introduccidn. 3. Leche humana, composicion y propiedades antioxidantes Cristina Abad Garcia

La lactoferrina estd presente en concentracidon elevada en calostro (hasta 7
g/L) y su concentracidn se estabiliza en 1-3 g/L de los 6 a los 24 meses. Su contenido
es proporcional al de proteinas totales en leche y varia a lo largo de la lactancia. Las
madres con recién nacidos a término tienen mayor concentracion de lactoferrina en
calostro (54%) que en leche madura (28%) (Lonnerdal, 2010). Esta relacién se
invierte tras un parto prematuro (en los que se ha observado un 28% en calostro e
incrementos de hasta un 34% en leche madura) (Ronayne, 2000). Se han descrito
niveles bajos de esta proteina en la leche de madres desnutridas, pero no en
relacién con el déficit materno de hierro (Sanchez, 1992). Esta proteina es un
potente antioxidante capaz de limitar la producciéon de RLs y prostaglandinas,
bloquear el factor de transcripcién NF-Kb, la produccidon y suelta de citoquinas, de
NO vy de factor estimulador de granulocitos (GCSF) (Lonnerdal, 2010). Inhibe el
crecimiento y colonizacién por diversas bacterias patdgenas (accion bacteriostatica)
en el tracto gastrointestinal (E. Coli), bloquea la adhesién/penetracion de bacterias y
virus, favorece el crecimiento de bifido bacterias y disminuye la patogenicidad de
muchas bacterias, virus y hongos (Hanson, 2009). También estimula el crecimiento y
la proliferacion de la mucosa intestinal neonatal y disminuye la respuesta
inflamatoria local. La lactoferrina de la leche se ha asociado a diversas acciones
antiinflamatorias y anti-infecciosas mas alla del tracto digestivo (Lawrence, 2007;

Hanson, 2007).

La lisozima constituye una importante fraccidn de las proteinas del lactosuero
de la leche humana y su concentracion es mayor en el calostro. El contenido de
lisozima en la leche humana es mas estable y 3000 veces mas elevada que en la
leche de vaca. Tras los primeros dias, los niveles bajan de 85 a 90 mg/mL en calostro,
a 25 mg/mL entre las semanas 22 y 42, con una elevacion progresiva posterior
durante los primeros 6 meses hasta alcanzar un nivel meseta de 250 mg/mL que se
mantiene durante los primeros 24 meses de vida. No se ha demostrado que las
madres malnutridas tengan menores niveles de lisozima en su leche (Lawrence,
2010). La lisozima ofrece proteccion contra la oxidacion aguda y crénica por

mecanismos que abarcan desde la supresién de ROS hasta la modificacion de
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respuesta genética. Esta molécula es capaz de elevar los niveles normales de
reservas antioxidantes y confiere resistencia frente a los RLs y ROS al disminuir Ia
expresion de los genes p66 y cJUn que determinan la respuesta al estrés oxidativo
(Liu, 2006). Ademas participa en la detoxificacion de los productos de glicacidon
avanzados (AGEs); secuestra, recicla y disminuye sus actividades proinflamatorias, y

mejora la defensa antioxidante.

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

amamantados (Miner, 2000).

Se han detectado niveles significativos de enzimas antioxidantes en leche
humana hasta los 12 meses al menos (Lindmark-Masson, 2000; Friel, 2011), aunque
los estudios son escasos y no se sabe bien cémo influyen otros factores (como la
dieta, el tabaquismo o el uso de suplementos) en su contenido. La catalasa presente
en la leche humana puede modular la respuesta oxidativa, reduciendo el citocromo
Cy consumiendo agua oxigenada (Grazioso, 1996). La superoxido dismutasa cataliza
la desactivacion del radical superdxido y su actividad esta positivamente
correlacionada con la ingesta de cobre en los prematuros. Su concentracidn en leche
materna es mayor en la leche de madres de RN a término y aumenta en los primeros
3 meses de lactancia tanto en madres de RN a término como en las madres de
prematuros. Se han observado niveles en leche que multiplican de 10 a 25 veces los
niveles plasmaticos (L'’Abbe, 2000). El contenido en leche materna de glutation
oxidasa (GPx) puede llegar a quintuplicar los niveles séricos maternos. Su contenido
continua aumentando desde los primeros dias y al menos durante las primeras 12
semanas postparto y es mayor en la leche de madres de lactantes a término en
comparacion con madres de prematuros (L’Abbe, 2000). Se ha observado una

relacion positiva entre los niveles de esta enzima y los de acidos grasos
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poliinsaturados en la leche humana, habiéndose especulado sobre el papel

protector de la misma frente a la oxidacion de estas moléculas (Ezaki, 2008).

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

2007).

Los nucleétidos, nucleésidos y Aacidos nucléicos, constituyen
aproximadamente entre el 15-20% de la fraccién nitrogenada no proteica de la leche
materna. Aunque pueden ser sintetizados endégenamente y reciclados durante los
procesos metabdlicos, su presencia en la dieta neonatal es importante
especialmente en situaciones de demanda y actividad metabdlica elevadas, como
enfermedad, infeccién, crecimiento rapido y otros estrés fisioldgicos (Lawrence,
2007). Estos factores favorecen el crecimiento de las bifidobacterias, mejoran el
crecimiento, desarrollo y reparacién de la mucosa gastrointestinal y pueden

potenciar la secrecién de inmunoglobulinas y otros factores antiinflamatorios.

Las poliaminas participan en el crecimiento y maduraciéon del sistema
digestivo y son sintetizadas activamente por la glandula mamaria durante la
lactancia. En la leche humana se ha aislado espermidina, espermina y putrescina. Los
niveles en la leche aumentan bruscamente (de 8 a 12 veces) en los primeros dias de
lactancia y luego se estabilizan a niveles mas bajos, a lo largo de todo el periodo de
amamantamiento. Aunque se han observado variaciones inter madres, se
desconocen los factores que influyen sobre las mismas (Larqué, 2007). Espermina y
espermidina tienen acciones antiglicacién significativas y es muy probable que
contribuyan al bajo nivel de compuestos glicados presentes en el plasma de los

lactantes amamantados (Dittrich, 2006). Una concentracidon de espermina en leche
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por debajo de 2 nmol/mL se ha relacionado con un aumento de riesgo del 80% para
el desarrollo posterior de alergia, mientras que el riesgo disminuyd a 0% con

concentraciones superiores a 13 nmol/mL (Dandrifosse, 2000).

La concentracién de tiorredoxinas es mayor en leche que en el suero materno.
Las concentraciones en calostro llegan a ser entre 7 y 10 veces mayores y son aun

mas elevados en la leche de madres con recién nacidos pretérmino (Todoroki, 2005).

La leche materna contiene diversos factores de crecimiento (IFG-1, EGF, EFV,
HGF y FGF entre otros), mas abundantes en el calostro que en la leche madura que
estimulan la proliferacion celular, la sintesis de ADN y ARN y el crecimiento vy
maduracién de ciertos drganos pero también y como resultado provocan un
aumento de sustancias oxidadas como el glutation o la metilacion del ADN (Murphy,

1998; Ozgurtas et al., 2010; Waly et al., 2012)

La leche humana contiene polifenoles, como la daidzeina y genisteina (Li,
2009) y flavonas e isoflavonas cuyos niveles se han incrementado hasta 14 veces

tras la ingesta materna de una bebida de soja (Frankee et al., 2006).

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

importantes propiedades antioxidantes.

- Lipidos

La leche materna contiene entre un 3 y un 5 % de lipidos y es el componente
sujeto a mayor variabilidad interpersonal. La grasa aporta entre un 40 a 50 % del
total de calorias de la leche materna, aporta vitaminas y acidos grasos esenciales y
favorece su absorcion. La absorciéon de la grasa de la leche en el intestino del

lactante supera el 90% (Lawrence, 2005).

La grasa en la leche materna se encuentra en forma de micelas. Las micelas de
grasa estan formadas por una tricapa externa formada por fosfolipidos, triglicéridos
y lipasa y una pequefia cantidad de citoplasma del lactocito. Esta tricapa se forma
debido a los procesos, primero de endocitosis (para la captacidn de lipidos desde el

plasma materno hacia el interior del lactocito) y después de exocitosis al segregar la
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grasa hacia la luz del alveolo mamario (Abrahamse et al., 2012). En los repliegues de
la tricapa micelar se encuentran importantes cantidades de lipasa (Michalski, 2013;
Delplanque et al., 2015) que, al activarse en el tracto intestinal neonatal, contribuye
a la hidrdlisis de los triglicéridos contenidos en el interior del gldobulo graso. Esta
hidrdlisis facilita la absorcién de acidos grasos libres y glicerol. Dichos acidos grasos
libres juegan un papel importante en la proteccién antiinfecciosa y antiinflamatoria

del neonato (Pfaender et al., 2013; Delplanque et al., 2015).

Los principales lipidos de la leche materna son los triglicéridos, fosfolipidos,
acidos grasos y esteroles. Los triglicéridos representan el 99% del total de los lipidos
de la leche y estdn compuestos por acidos grasos y glicerol. El aporte de acidos
grasos esenciales de la leche humana proviene de los lipidos circulantes en el suero
materno. Pero estos, a su vez, provienen de la dieta, de los depdsitos maternos y en
menor medida de neosintesis en la glandula mamaria. Y, debido a todo ello, la
proporciéon de acidos grasos varia en relacidon a la dieta materna (Delplanque et al.,

2015)

La leche humana es también rica en acidos grasos poliinsaturados de la familia
omega-3 como el 4cido linolénico (precursor del acido docosahexaendico (DHA)) y el
acido eicosapentaendico (EPA), ambos con un importante papel en el desarrollo del
sistema nervioso central y de la agudeza visual (principalmente el DHA). También
contiene acidos grasos omega-6 como el 4cido linoléico (este representa entre el 8 a
16% de los acidos grasos) que también, participa en el desarrollo del sistema
nervioso y es precursor del acido araquiddnico (a su vez precursor de hormonas,

prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos) (Delplanque et al., 2015).

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

lactante (Kamelska, 2012).
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- Vitaminas

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

estado nutricional y el aporte dietético.

Durante los primeros afos las necesidades de vitamina A y carotenoides son
elevadas respecto a otras épocas de la vida y al nacimiento ni siquiera los recién
nacidos a término tienen suficientes depdsitos de vitamina A, cuyo aporte exdgeno
(a través de la leche materna) es imprescindible. La leche materna contiene vitamina
A en forma de esteres de retinol (60% en forma de palmitato y estearato) y de
carotenoides. Ademas de carotenoides precursores de vitamina A, se han aislado en
la leche humana mas de 30 carotenoides adicionales que aunque carecen de

actividad pro-vitamina A poseen importantes cualidades como antioxidantes.

Los carotenoides presentes en la leche son fundamentalmente a-caroteno, B-
caroteno, B-criptoxantina, luteina/zeaxantina y licopeno y los tres primeros
constituyen mas del 50% (Gossage et al., 2002). Tanto carotenoides como vitamina
A son transferidas directamente a la glandula mamaria via quilomicrones o
lipoproteinas. Los niveles son mas elevados en el calostro (Haskell & Brown, 1999) y
disminuyen en las primeras semanas tras el nacimiento, aunque el descenso no es
igual para todos los compuestos (Macias & Schweigert, 2001). El contenido medio se
sitia en 236,7 + 121,9 ng/mL de carotenoides, 1,02 * 0,56 pug/mL de vitamina A y
0,08 + 0,01 pg /mL de trans-retinol. No obstante, se ha descrito que el contenido de
retinol y de carotenoides en la leche humana puede presentar grandes variaciones,
cuando se comparan poblaciones de diferentes paises. Estas variaciones se
atribuyen en gran parte a variaciones dietéticas (Olafsdottir et al., 2001; Canfield et

al., 2003, Ares et al., 2016).

Parece que a partir del primer mes postparto, los niveles se estabilizan incluso
en mujeres malnutridas, pero en estas el contenido de vitamina A es inferior (50
pg/dL frente a 75-60 pg/dL). Si la madre carece de fuentes dietéticas adecuadas de

vitamina A, la elevada tasa de trasferencia de la misma hacia la leche podria originar
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una deplecidn de sus propias reservas. Las mujeres multiparas y vegetarianas tienen
niveles mas elevados de carotenoides (Haskell & Brown, 1999) y también se ha
descrito que es posible que si la madre aumenta la ingesta de alimentos ricos en
vitamina A (por ejemplo, higado de bacalao, alimentos ricos en carotenoides o
alimentos fortificados) es posible observar un aumento en los niveles de vitamina A

de su leche (Olafsdottir et al., 2006; Mello-Neto et al., 2009).

El aporte de vitamina E de la leche materna es critico para la proteccién
antioxidante del neonato especialmente del RN pretérmino o del RN enfermo (Lee &
Davis, 2011). Los niveles de vitamina E en neonatos son muy bajos al nacimiento
(Baydas et al., 2002) y menores aun en los recién nacidos pretérmino que adolecen
de una baja relacién de vitamina E con respecto al contenido en lipidos y por tanto
tienen una elevada susceptibilidad al dafio oxidativo. Todos los tipo de is6meros de
tocoferoles y tocotrienoles que constituyen la vitamina E se encuentran presentes
en la leche humana. El a-tocoferol de la leche se encuentra asociado a los lipidos de
la membrana del glébulo de grasa en cantidades tres veces superiores a las del
interior del glébulo lo que podria indicar la importancia de proteger dicha
membrana de la oxidacién. Es el compuesto mas abundante con niveles entre 2,32 +
0,11 pg /mLy 11,8 + 6,3 pug/mL (Macias & Schweigert, 2001) y representa el 76,5%
del total. Ademas contiene y-tocoferol (19,8%) y 6-tocoferol (4,7%) (Szlagatys-
Sidorkiewicz et al., 2012).

Aunque la capacidad antioxidante total de la leche humana madura esta
directamente relacionada con su contenido en alfa-tocoferol, el resto de los
compuestos tienen una importante actividad antioxidante, previenen Ia
peroxidacidn lipidica (especialmente de los acidos grasos saturados de la membrana
celular), la oxidacién de la vitamina A y de muchas enzimas, proteinas y del ADN
(Romeu, 2006). Los niveles de vitamina E en leche materna estan fuertemente
relacionados con la ingesta materna de vitamina E (dieta o suplementos) y con los
niveles de carotenoides. Algunos autores han observado que a lo largo de la

lactancia la concentracidn de estos compuestos en la leche disminuye: los niveles de
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vitamina E en calostro son de 1.5 mg/dL, de 0.9 mg/dL en leche de transicion y de

0.25 mg/dL en leche madura (Szlagatys-Sidorkiewicz et al., 2012)

La concentracién de vitamina D en la leche materna es baja, pero es mayor
gue la concentracién hallada en la leche de vaca sin suplementar. El contenido en
vitamina K es mayor en el calostro y en la leche de transicién en comparacién con la

leche madura.

La leche materna aporta complejo vitaminico B en forma de cobalamina (B12),
piridoxina (B6), tiamina (B1), acido fdlico (B9), niacina (B3) y acido pantoténico (B5).
Los niveles en leche de estas vitaminas son muy dependientes del estado nutricional
materno, y del aporte dietético durante la lactancia. Por esto por ejemplo las
mujeres veganas deben suplementar su alimentacidn con este complejo vitaminico,

especialmente vitamina B12, para asegurar aportes adecuados en su leche.

La leche materna contiene alrededor de 4-5 mg/100 mL de vitamina C. Los
niveles de vitamina C en la leche humana dependen de muchos factores entre otros
de la ingesta materna de vitamina Cy el estadio de lactancia. Se ha descrito que las
madres, con dietas pobremente equilibradas o muy restrictivas pueden tener niveles
de vitamina C en su leche demasiado bajos para asegurar un aporte adecuado para
sus hijos (Romeu, 2006). Y se ha observado que es posible aumentar los niveles de
vitamina C en la leche con suplementos cuando los niveles séricos maternos son
bajos. Sin embargo, por encima de un determinado nivel de saturacién aumentar los
suplementos no se traduce en un aumento de los niveles en leche. Todo ello sugiere
la existencia de un mecanismo de regulacion intrinseca para la trasferencia de
vitamina C desde la dieta a la leche, que prevendria cargas excesivas,
probablemente para proteger al neonato de los efectos pro-oxidantes de cantidades

elevadas de vitamina C (Hoppu, 2005).

El contenido medio de vitamina C en el calostro es 70 mg/L, en leche de
transicion de 60 mg/L y en la leche madura de 40 mg/L. Durante los primeros 6
meses de lactancia el contenido en la leche de la madre varia de 115 a 35 mg/L con

una media de 50 mg/L y el contenido al final del primer afio es un 10% menor (I0M,
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2000). En lactantes con lactancia materna exclusiva desde el nacimiento hasta los 6
meses no se han observado niveles inadecuados de vitamina C y si se ha descrito
una relacién inversa entre niveles elevados de vitamina C en la leche materna y el
riesgo de atopia del lactante amamantado (Hoppu et al., 2005). La vitamina C de la
leche ayuda al mantenimiento de la barrera natural frente a la infeccién, estimula las
actividades fagociticas y antibacterianas de los leucocitos, aumenta la produccién de

Igs y estimula la secrecion de interferdn (Li et al., 2009).

- Minerales

La leche materna contiene los minerales que necesita el lactante y ademas su
biodisponibilidad (especialmente para el calcio, el hierro, el magnesio, el cobre y el
zinc) es muy alta por lo que no son precisos niveles elevados de minerales, lo que
evita la sobrecarga renal de solutos, promueve el buen funcionamiento renal, y

favorece la capacidad metabdlica del recién nacido (Mello-Neto et al., 2010).

La relacion calcio/fésforo en la leche humana es de 2:1 y en esta forma son
ambos facilmente absorbidos por el lactante. Respecto al hierro presente en la
leche humana, su biodisponibilidad es de aproximadamente el 50% como resultado
de la presencia de lactoferrina, la acidez del tracto gastrointestinal del lactante y la
presencia de zinc y cobre. La lactosa y la vitamina C también favorecen su absorcion
(Mello-Neto, 2010). El contenido de zinc en la leche materna tampoco es elevado

gracias a su elevada biodisponibilidad.

La leche humana es rica en selenio y los lactantes amamantados tienen niveles
séricos de selenio mas elevados que los alimentados con férmula. Casi el 30% del
selenio de la leche forma parte de la glutation peroxidasa que con ella protege a sus
acidos grasos omega-3 de la oxidacion. Pero, ademas, esta enzima constituye una
excelente fuente de seleno-cisteina y tras ser captada a nivel intestinal, pasa a
integrar las reservas antioxidantes del RN (Watts et al., 2009). De forma aislada el

selenio puede ser considerado como un elemento traza en la leche humana al estar
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presente en cantidades minimas, aunque los niveles de este mineral en leche
humana parecen variar seglin la poblacion estudiada, habiéndose descrito una
concentracién media de 16,3 + 4,7 ng/mL en Espafia. Esta concentraciéon en leche
estd claramente relacionada con la dieta materna y se ha observado que los niveles
en leche aumentan si la madre suplementa su dieta con levadura enriquecida en
selenio o seleno-metionina, consume pescado fresco, en mujeres con dietas ovo-
lacto-vegetarianas o aquellas que habian enriquecido su alimentacién con selenio
(Valent et al., 2011). Los niveles de este mineral, también varian a lo largo de la
toma y la leche del final es mas rica en selenio (16,7 ng/mL) que la del principio (15,7
ng/mL) (IOM, 2000). Las recomendaciones de aporte diario segln el Instituto de
Medicina de los EEUU (IOM) serian de 15 pg/mL (basada en la ingesta observada

entre los lactantes amamantados (I0OM, 2000).

Se conoce muy poco sobre las necesidades de manganeso de los lactantes,
(Matos et al., 2009). Los niveles de manganeso en la leche humana disminuyen a lo
largo del primer mes, desde 5,4 + 1,6 pug/dL en los primeros dias a 2,7 + 1,6 pug/dL en
la leche del dia 28. Se ha calculado una ingesta media de alrededor de 2 mg/dia con
una tasa de absorcidn del manganeso a partir de la leche humana (8,2% + 2,9%) muy

superior a la observada en otras leches (Lawrence & Lawrence, 2010).

3.3 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA LECHE HUMANA

La leche humana posee una elevada capacidad antioxidante vy contiene
sustancias antioxidantes que no aporta ningln otro alimento en ninguna otra época
de la vida. Todo este contenido antioxidante tiene la misién de ayudar a proteger el

estado oxidativo del neonato.

Esta protegida de la oxidacion y del enranciamiento de sus componentes, muy
probablemente, debido a que estd destinada a ser consumida casi a la par que es
producida. Hoy en dia, esto no siempre puede ser, debido a la incorporacion de la

mujer al trabajo y el almacenamiento y refrigeracién/congelacion de leche puede ser
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una ayuda para mantener la lactancia. En estos casos, hay estudios que aconsejan
minimizar el tiempo de almacenamiento a menos de 24 horas antes de su consumo
(Miranda et al., 2011) y la congelacién antes que la refrigeracién para prevenir la
peroxidacidn de lipidos en la leche almacenada (Miranda et al., 2004). De hecho, hay
un estudio en el que se evaliua la actividad de la glutatién peroxidasa y la
concentracion del malondialdehido en muestras de leche materna congeladas a -202
y a -809 durante varios periodos de tiempo. El estudio concluye que para conservar
al maximo las propiedades antioxidantes de la leche es aconsejable congelarla a -802

y durante un periodo inferior a 30 dias (Silvestre et al., 2010).

Los antioxidantes de la leche humana, una vez ingeridos por el RN, son capaces
de actuar a nivel local, protegiendo el tracto respiratorio e intestinal (proteccion de
las células epiteliales) y a nivel general (reduccién espontanea del citocromo C)

(Davis et al., 2010, Davies 1995; Ezaki et al., 2008).

Se han observado niveles mayores de antioxidantes en calostro y se ha
observado que disminuyen en los dias y meses posteriores al nacimiento (Gossage et
al., 2002). Esto ha sido interpretado por algunos autores, como una respuesta del
organismo materno a las necesidades mas elevadas de su hijo, en los primeros dias

de vida ( Ochoa et al., 2003).

Con la leche, el nifio recibe un aporte de antioxidantes mayor y mas variado
gue el que cualquier dieta podria ofrecerle. Compuestos antioxidantes que en otras
épocas de la vida dependen de la produccién propia, como enzimas, coenzimas,
prostaglandinas o factores inhibidores de enzimas pro oxidantes, son aportados por
la leche materna. Esta caracteristica contribuye a la importantisima proteccién que
el amamantamiento confiere, superior a la de cualquier substituto (Friel et al.,
2011). Este aporte, se adapta ademads a necesidades especiales, como demuestra el
hecho de que la capacidad antioxidante y la presencia de algunos antioxidantes (alfa
tocoferol y glutation peroxidasa) son mayores en la leche de la madre de

prematuros (Lindamrk-Mansson, 2000; Li et al., 2009).
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Por otra parte, la leche humana posee también capacidad bactericida,
proporcionando defensa y proteccion contra las infecciones al neonato. Esta
capacidad antimicrobiana puede verse alterada durante su almacenamiento.

(Silvestre et al., 2006; Silvestre et al., 2008).
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4. MASTITIS

En la actualidad, la lactancia materna esta siendo objeto de un renovado
interés en los paises desarrollados, debido a los beneficios que este tipo de
alimentaciéon proporciona al binomio madre-hijo a corto, medio y largo plazo
(Schack-Nielsen L et al., 2005). De hecho, en plena era de la nutrigendmica, la leche
humana se ha convertido en una inagotable fuente de sorpresas. Actualmente se
sabe que ciertos componentes de la leche materna ejercen efectos beneficiosos a
largo plazo, pero solo cuando el individuo tiene contacto con ellos durante los
primeros meses de vida (Picé C et al., 2007). Por otra parte, todavia desconocemos
la funcion de gran parte de los mas de 100 compuestos bioactivos que contiene la
leche humana y que no estan representados en las férmulas infantiles. En este
sentido, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda la lactancia materna
exclusiva hasta los 6 meses y que, llegada esta edad, el destete se realice de forma
gradual, de manera que la lactancia se mantenga durante un tiempo no inferior a los

2 afios (OMS, 2001).

Hoy en dia, es dificil encontrar a un profesional de la salud, un padre o una
madre que no reconozcan que la leche materna es «lo mejor» para el recién nacido.
Sin embargo, con demasiada frecuencia cualquier problema surgido al inicio o
durante la lactancia como es el caso de las mastitis, supone el primer paso hacia el

abandono de esta (Garcia Casanova et al., 2005).

Las dos principales causas de la mastitis son el estancamiento de la leche y la
infeccién. El estancamiento de la leche es habitualmente la causa primaria y esta
puede acompafarse o progresar hacia la infeccién o no hacerlo (Hughes et al.,

1989).

Gunther reconocid a partir de la observacion clinica que la mastitis resultaba
del estancamiento de la leche dentro del pecho y que la extraccién eficaz de la leche
conforme se producia podia prevenir en gran parte esta afeccién. Esta autora sugirié

gue la infeccién, cuando ocurria, no era primaria, sino que se producia a partir de la
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leche estancada, la cual proporcionaba un medio de cultivo para el crecimiento

bacteriano (Gunther et al., 1958).

Thomsen y cols. aportaron en 1984 pruebas adicionales de la importancia del
estancamiento de la leche. Realizaron un recuento de leucocitos y bacterias en la
leche de las mamas con signos clinicos de mastitis y propusieron la siguiente

clasificacion:

Leucos < 10°/mL leche | Leucos > 10°/mL leche

Bacterias < 10°/mL leche ESTANCAMIENTO DE MASTITIS NO INFECCIOSA
LECHE

Bacterias > 10°/mL leche

Tabla 2. Clasificacion segun Thomsen

Thomsen y sus cols. también relacionaron los recuentos de células y bacterias
con los hallazgos clinicos y encontraron que era imposible averiguar a partir de los

signhos clinicos, si habia o no habia infeccion. (Thomsen et al., 1984).

a) estancamiento de leche (leucos <10°/mL leche y bacterias <10%/mL

leche)

El estancamiento de la leche ocurre cuando la leche no se extrae del pecho
eficazmente. Esto puede ocurrir cuando los pechos se ingurgitan
precozmente después del parto, o en cualquier momento cuando el bebé no
extrae la leche que se produce bien de una parte o de todo el pecho. Las
causas incluyen mal agarre del nifio al pecho, succién ineficaz, restriccion de
la frecuencia o duracion de las tomas y bloqueo de los conductos lacteos. Los

signos clinicos son una masa dolorosa en el pecho, a menudo con
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enrojecimiento de la piel en dicha zona y habitualmente las mujeres no

tienen fiebre y se encuentran bien (Minchin et al., 1998).

b) mastitis no infecciosa (Leucos >10°/mL leche y Bacterias <10°/mL leche)

Cuando no se vacia la leche de parte o de todo el pecho, dicha leche
acumulada puede originar una respuesta inflamatoria (Lawrence et al., 1999).
La leche normalmente contiene citoquinas tanto inflamatorias como
antiinflamatorias. Se cree que las citoquinas antiinflamatorias y otros
factores protegen al nifio (Dinarello, 1984; Soder, 1987). Pero las citoquinas
inflamatorias, tales como la interleuguina 8 (IL-8), pueden ser mas
importantes para proteger al pecho de la infeccion. Durante la mastitis se ha
encontrado un aumento de los niveles de IL-8 en el pecho, y es un signo de
que estd ocurriendo una respuesta inflamatoria. (Filteau et al.,, 1999;
Willumsen et al., 2000). Esta inflamacidn es la responsable de los signos y
sintomas de la mastitis: parte del pecho estad doloroso, enrojecido, hinchado
y endurecido; y la mujer a menudo tiene fiebre y se siente enferma (Amir et

al., 1999).

c) mastitis infecciosa (Leucos >10°/mL leche y Bacterias >103/mL leche)

La mastitis infecciosa se produce si no se resuelve el estancamiento de la
leche y se vence la proteccion proporcionada por los factores inmunitarios de
la leche y por la respuesta inflamatoria. La leche humana fresca no es
habitualmente un medio adecuado para el crecimiento bacteriano (Novy et
al., 1984) y para que ocurra la infeccién deben existir condiciones que
impidan al pecho destruir y eliminar bacterias. Podria esperarse que la
direccion natural del flujo de leche a lo largo de los conductos, cuando se
extrae eficazmente, eliminase cualquier organismo hacia el exterior del

pecho. El vaciamiento ineficaz de la leche, que conduce a la acumulacién de
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ésta, crea las condiciones favorables para el crecimiento bacteriano y permite

gue se superen los procesos antiinfecciosos.

En un estudio controlado (Thomsen et al., 1984) observaron que el problema
de estancamiento de la leche mejord solo con el amamantamiento continuado, la
mastitis no infecciosa requirié tratamiento mediante la extraccion adicional de leche
después de la toma, y la mastitis infecciosa se trato eficazmente solo mediante la
extraccion de la leche y antibidticos sistémicos. Sin la extraccidn eficaz de la leche, es
mas probable que la mastitis no infecciosa progrese a mastitis infecciosa y la mastitis
infecciosa hacia la formacién de un absceso. Una reciente revision pone de
manifiesto que no existe una evidencia cientifica sobre la eficacia de los antibidticos

en las mastitis (Jahanfar et al., 2013 y 2016).

Las mastitis son mds frecuente en la segunda y tercera semana posparto
(Creasy et al., 2004), y la mayoria de los estudios indican que el 75-95% de los casos
ocurren en las primeras 12 semanas (Walker et al.,, 1999; Say et al.,, 2016). Sin

embargo, puede producirse en cualquier momento de la lactancia.

La incidencia de esta enfermedad oscila, segun los diferentes estudios, entre el
3 y el 33% de las madres lactantes (Foxman et al., 2002; Jahanfar et al., 2016). En
Espafia se estima en torno al 10% (Diaz et al., 2004), aunque se carece de datos
epidemioldgicos. Posiblemente, esta cifra sea algo mayor en realidad, segun indican
diversas asociaciones de lactancia materna. En cualquier caso, se trata de una
patologia comun entre las madres lactantes y que, con excesiva frecuencia, conduce

a un abandono precoz e innecesario de la lactancia.

Habitualmente, el pecho esta enrojecido, doloroso, hinchado y endurecido, y

puede haber sintomas generales de fiebre y malestar.

El dolor se debe a que las bacterias se disponen en forma de peliculas
bioldgicas (biofilms) en el epitelio de los acinos y los conductos galactéforos. Si la

concentracion bacteriana rebasa los limites biolégicos, la luz de los conductos se
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reduce, de manera que la presidon que ejerce la leche sobre un epitelio que estd

inflamado es considerablemente mayor.

Como consecuencia de ello, cuando se va acumulando la leche en los
conductos o cuando se produce la eyeccidn de esta, se siente un dolor intenso en

forma de «pinchazos» (Figura 21).

En ocasiones, algunos de los conductos se pueden llegar a obturar
completamente, lo que provoca una retencidn de leche que empeora los sintomas
locales (dolor, endurecimientos focales) (Figura 21). Cuando la obturacién se
produce en alguno de los conductos que drenan al exterior en el pezdn, se puede
llegar a observar a simple vista, ya que la leche fluye por un nimero menor de poros
gue en condiciones normales. En ocasiones, estas obstrucciones forman unas
estructuras caracteristicas, integradas por calcio y bacterias, conocidas como
«ampollas de leche». Conviene recordar que el calcio es un elemento que fomenta
la formacién de biofilms y, obviamente, la presencia de este catién en la leche es tan
inevitable como imprescindible para el correcto desarrollo del nifio. Desde el punto
de vista practico, los nifilos pueden mostrarse mas irritables o nerviosos durante el
amamantamiento, ya que les cuesta bastante mas esfuerzo y tiempo obtener la

misma cantidad de leche (Delgado et al., 2009).
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Figura 21. Representacion esquemdtica del epitelio y los conductos mamarios en condiciones
fisioldgicas (A) y en una situacion de mastitis (B). Las flechas rojas indican el aumento de presién de la
leche al pasar por una luz disminuida. Esta presion sobre una zona inflamada es la responsable de los
tipicos «pinchazos». Delgado, 2009.

Los principales agentes etiolégicos de mastitis infecciosas pertenecen a dos
géneros, Staphylococcus y Streptococcus (OMS, 2000), que en los Ultimos afios se
han visto sometidos a grandes cambios taxondmicos que han implicado la
identificacion de nuevas especies, la reclasificacién de otras e incluso la creacion de
nuevos géneros. Los estafilococos son, con diferencia, las bacterias implicadas en un
mayor porcentaje de casos (>75%). Entre ellos, Staphylococcus aureus se ha
considerado tradicionalmente como el prototipo de especie causante de mastitis
(Riordan & Nichols, 1990; Stafford et al., 2008; Viduedo et al., 2015; Deng et al.,
2017).

En los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto que los estafilococos

coagulasa-negativos, con S. epidermidis a la cabeza, pueden constituir la primera
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causa de mastitis desde el punto de vista cuantitativo. Este hecho se ha observado
reiteradamente en mastitis bovinas, ovinas y caprinas (Solthys et al., 1999; Thorberg
et al., 2006), y la situacion parece similar en las mastitis humanas (Jimenez et al.,
2006; Bakhshandeh-Nosrat et al., 2007). De hecho, se ha sugerido que las cepas de
S. epidermidis que causan mastitis en vacas tienen un origen humano (Thorberg et
al., 2006), ya que esta especie estd ausente o es muy rara en la piel o las mucosas

bovinas (Watts et al., 1989; White et al., 1989).

Es mas, la inoculacién de cepas de S. epidermidis aisladas de casos de mastitis
humana en las glandulas mamarias de ratonas lactantes provoca la aparicidon de
mastitis (Thomsen, 1985). A pesar de ello, en los pocos casos en que los servicios de
microbiologia hospitalarios analizan muestras de leche, S. epidermidis se considera,
por defecto, como una bacteria «saprofita» o «comensal», incluso cuando
constituye un monocultivo y se encuentra en una concentracién superior a 105/mL.
Se olvida con gran facilidad que las infecciones producidas por S. epidermidis suelen
estar asociadas al uso de catéteres y sistemas de drenaje (Aldea-Mansilla et al.,
2006; De Silva et al., 2002) y que, precisamente, la glandula mamaria durante el final

del embarazo y la lactancia constituye un complejo sistema de drenaje.

El segundo grupo bacteriano implicado en estos procesos infecciosos es el de
los estreptococos, ya que, solos o asociados a estafilococos, se encuentran en un 10-
15% de los cuadros de mastitis. El papel de los estreptococos en las mastitis
humanas deberia ser cuidadosamente reevaluado. En algunos estudios se indica que
la especie estreptocdcica que se aisla con mds frecuencia en casos humanos es
Streptococcus agalactiae (Rench et al., 1989), tal como sucede también en las
mastitis bovinas. Sin embargo, la practica revela que la presencia de tales especies
en mastitis humanas es rara y que, por el contrario, es mas frecuente la de otras
especies, como Streptococcus mitis, S. salivarius e, incluso, S. pneumoniae (Wist et

al., 1995).

Por otro lado, muchos pediatras, matronas y asociaciones de lactancia creen,
injustificadamente, que Candida albicans es una de las principales causas de mastitis

o de dolor en los pezones. De hecho, gran parte de las muestras sospechosas de
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mastitis que se analizan proceden de mujeres a las que se les ha administrado
antifingicos por via oral y/o tépica durante un tiempo prolongado sin mejoria, o
incluso con un empeoramiento del cuadro clinico (Delgado et al., 2009). En este
caso, la revisién bibliografica de los casos de mastitis atribuidos a Candida spp.
demuestra la falta de evidencias para llegar a tal diagndstico (Carmichael et al.,
2002). C. albicans es el agente causal de la candidiasis oral (muguet) en nifios. Sin
embargo, y a diferencia de lo que sucede con los estafilococos y estreptococos, la
glandula mamaria no es precisamente un ecosistema adecuado para su crecimiento.

De hecho, el aislamiento de levaduras en casos de mastitis es muy raro.

Quizas el mito de la candidiasis mamaria provenga del hecho de que en un
pequefio porcentaje de casos (5-6%) coexisten una mastitis estafilocdcica en la
madre y una candidiasis oral en su hijo. Obviamente, un nifio con muguet transfiere
levaduras a la piel del pecho de la madre, lo que explica que en la leche de estas
mujeres se pueda detectar una pequefia concentracion de levaduras (<100 unidades
formadoras de colonias [UFC]/mL). Ello no justifica que, ante una concentracion de
levaduras de 50 UFC/mL y una concentracién superior a 500.000 estafilococos/mlL,

se llegue a un diagndstico de candidiasis (Delgado et al., 2009).

Finalmente, resulta sumamente revelador el hecho de que las levaduras no se
hayan descrito hasta la fecha como causa de mastitis en ninguna otra especie de
mamiferos (Carmichael et al., 2002), a pesar de que, por su repercusién econdémica,
los estudios etioldgicos de mastitis sean mucho mas completos y complejos en

medicina veterinaria que en medicina humana.

En cuanto a estudios relacionados con la composicién de la leche y mastitis, no
hay casi bibliografia en humanos. Hay un estudio realizado a 30 mujeres (15 con
mastitis y 15 control) en el que se observa una disminucién de la produccién de
leche asi como de la grasa, los carbohidratos y la energia en la leche de las madres
con mastitis (Say et al., 2016). Por otro lado, un estudio realizado en mujeres
peruanas (38 controles y 36 mastitis) muestra que no hubo diferencias significativas
en cuanto al volumen de la leche ni tampoco en la concentracién de proteinas

totales (Zavaleta et al., 1995).
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En un estudio realizado en ratas con mastitis, se observa que las mastitis
pueden producir una alteracién en las enzimas antioxidantes (concretamente
disminucion de las enzimas superdxido dismutasa, glutatiéon peroxidasa, glutation
reducido y catalasa) y un aumento de la peroxidacién lipidica que se observa a
través de un aumento del nivel de malondialdehido (MDA) (Eslami et al., 2015).
Estos mismos resultados fueron obtenidos en otros estudios similares, uno relizado

en vacas (El-Deeb, 2013) y otro realizado en cabras (Li-Li & Qingzhang, 2009).

Tradicionalmente el tratamiento empleado en las mastitis consiste en la
eliminacidn eficaz de la leche, analgesia y terapia con antibidticos. En cuanto a dicha
terapia antibidtica, otro estudio plantea que el uso de probioticos (Lactobacillus
fermentum vy salivarius) parece ser una alternativa eficaz al uso de antibidticos
comunmente prescritos para el tratamiento de las mastitis (Arroyo et al., 2010;

Fernandez et al., 2014).
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5. PROPIEDADES NUTRITIVAS Y APORTE ANTIOXIDANTE DE LOS
ARANDANOS

5.1 ASPECTOS BOTANICOS (TAXONOMIA)

El arandano rojo, también denominado ardndano rojo americano o cranberry,
es el fruto de la especie Vaccinium macrocarpon perteneciente al género Vaccinium

L. y de la familia Ericaceae (Figura 22).

Figura 22. Vaccinium macrocarpon

La planta es un arbusto enano o enredadera lefiosa, de tipo perenne, de
crecimiento lento y con una altura de 10 a 20 cm. Es nativa del este de Estados

Unidos, aunque se han introducido plantas silvestres en la Costa del Pacifico.

El 30% de los terrenos destinados a la produccién de arandano comercial, son

selecciones de la planta silvestre de V. macrocarpon (Strik et al., 2002).

Los tallos de la planta son rastreros, delgados y presentan una longitud hasta
de un metro. Estos recorren la superficie donde se cultiva formando una estera
gruesa. A partir de las yemas axilares de estos tallos rastreros, surgen ramas
verticales rectas que tienen una altura de 5 a 7 cm. Las raices son muy finas y
fibrosas, y carecen de pelos radiculares, por lo que suelen asociarse con hongos
formadores de micorrizas. Este sistema radicular es muy superficial y permite a la

planta vivir y desarrollarse en suelos himedos y pantanosos.
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Las hojas son perennes, con una longitud de entre 1 y 2 cm, con una forma
oval-alargada y de aspecto coridceo. La lamina de la hoja tiene margenes enteros y
son ligeramente revolutas, presentan un color verde claro en el envés o cara abaxial
y verde mas oscuro en el haz o cara adaxial. Durante la etapa de crecimiento las
hojas son de color verde intenso, mientras que en la temporada de latencia donde

predominan temperaturas mas frias, las hojas se vuelven de un color marrdn rojizo.

Las flores tienen forma de campana y son de color rosado con pétalos
recurvados que dejan expuestos los estambres. En cada tallo vertical pueden
aparecer de 2 a 7 flores. Los frutos son bayas subesféricas inicialmente blancas que
tornan a color rojizo rosado o carmesi brillante al madurar. Tienen un didmetro de 9
a 14 mm y de aspecto liso. La epidermis de la baya es firme y sdlida, y debido a estas
propiedades el fruto puede aguantar varios meses después del cosechado sin
deteriorarse. Los frutos son comestibles y presentan un sabor amargo. En el interior
de la baya aparecen loculos que albergan a las semillas, suyo nimero varia de 0 a 50.

(Reduca, 2014)

5.2 UTILIZACION EN EL MERCADO O LA INDUSTRIA

La especie V. macrocarpon es comestible y la parte de la planta que se utiliza
en la industria es el fruto. El fruto es de tipo baya, y este presenta una pulpa blanca,

secay astringente.

En la industria alimentaria, los ardndanos rojos o cranberries se pueden
consumir en fresco, deshidratados o en zumo. Estas bayas también se emplean en la
industria alimentaria y farmacéutica como colorante y como conservante,
deshidratadas o en forma de polvo para formulacion en capsulas que se

comercializan como suplementos alimentarios.

En Norteamérica el 85-95% del cultivo del ardndano rojo es destinado al
procesado. La industria estima que el 90% de los ardandanos procesados son

destinados para zumo, y el porcentaje restante para salsas o para arandanos
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deshidratados. La demanda de zumo de ardndano rojo se incrementé después de
qgue un articulo en 1994 del Journal of the American Medical Association confirmara
gue beber zumo de ardndano rojo previene las infecciones en el tracto urinario

(Avorn et al., 1994; Strik et al., 2002).

5.3 COMPOSICION NUTRICIONAL Y COMPUESTOS CARACTERISTICOS

En la Tabla 3 se muestra la composicién nutricional del arandano rojo

americano.
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NUTRIENTES UNIDADES VALOR POR 100G
Agua g 87.13
Energia kcal 46
Proteina g 0.39
Lipidos totales g 0.13
(grasas)

Carbohidratos g 12.20
Fibra

alimentaria g 4.6
total

AzUcares g 4.4
AMINOACIDOS UNIDADES VALOR POR 100G
Triptéfano g 0.003
Treonina g 0.028
Isoleucina g 0.033
Leucina g 0.053
Lisina g 0.039
Metionina g 0.003
Cisteina g 0.003
Fenilalanina g 0.036
Tirosina g 0.032
Valina g 0.045
Arginina g 0.056
Histidina g 0.018
Alanina g 0.049
Acido g 0.188
aspartico

Ac.Glutamico g 0.146
Glicina g 0.048
Prolina g 0.031
Serina g 0.051
MINERALES UNIDADES VALOR POR 100G
Calcio, Ca mg 8
Hierro, Fe mg 0.25
Magnesio, Mg mg 6
Fosforo, P mg 13
potasio, K mg 85
sodio, Na mg 2
zing, Zn mg 0.10

Cristina Abad Garcia
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VITAMINAS UNIDADES VALOR
POR 100G
Vitamina C mg 13.3
Tiamina mg 0.12
Riboflavina mg 0.20
Niacina mg 0.101
Acido mg 0.295
pantoténico
Vitamina B6 mg 0.057
Folato total mg 1
Colina total mg 5.5
Betaina mg 0.2
Vitamina A mg 3
Caroteno, beta mg 36
Luteina+zeaxa mg 91
ntina
Vitamina E mg 1.20
Tocoferol, mg 0.04
gamma
Vitamina K mg 5.1
LIPIDOS UNIDADES
Acidos grasos g 0.011
saturados
Acidos grasos g 0.018
monoinsaturad
Acidos grasos g 0.055
poliinsaturados

Tabla 3. Composicion nutricional del ardndano rojo.
(Fuente: USDA National Nutrient Database for Standard Reference).

La composicién nutricional del arandano rojo se puede ver afectada por la

variedad, la region donde se cultive y las practicas culturales.

Los ardndanos presentan, ademas, un amplio espectro de sustancias bioactivas

como vitamina C, vitamina A, B-caroteno y compuestos fendlicos. Entre los
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compuestos fendlicos, los metabolitos que predominan son los flavonoides v,

particularmente, las antocianinas.

Uno de los tipos de flavonoides caracteristicos del arandano americano son las
antocianinas. Se trata de pigmentos rosas, azules, rojos o morados que se
encuentran presentes principalmente en los tejidos epidérmicos. Pueden estar
presentes en diferentes formas en base al pH, el cual, de hecho, determina si estas
son coloreadas o incoloras. El contenido en antocianinas tiende a incrementarse al
mismo tiempo que la fruta madura, en respuesta a factores climatolégicos como luz

y temperatura (Cote et al., 2010).

Suelen encontrarse glicosiladas con varios azlcares que incrementan su
estabilidad. La forma aglicén de las antocianinas, conocida como antocianidinas, es
muy inestable (White et al., 2010). Existen principalmente 6 tipos de antocianidinas
pero solo dos de ellas se encuentran de forma mayoritaria en el ardndano

americano, la cianidina y la peonidina. (Neto, 2007). (Tabla 4).

Entre los flavonoles cabe destacar la quercetina y mircetina. Al igual que las
antocianinas, los flavonoles estan normalmente glicosilados. Son tipicamente
incoloros, a diferencia de las antocianinas, pero absorben fuertemente la luz en Ila
region del UV y aparecen de color amarillo a elevadas concentraciones (White et al.,

2010; Bhagwat et al., 2014). (Tabla 4).

Otro flavonoide mayoritario presente en el arandano americano son los
flavan-3-ol. Aparecen en la naturaleza como aglicones de catequina y epicatequina,
lo suficientemente solubles para mantenerse sin glicosilaciéon (Cote et al.; 2010).

(Tabla 4).

Por ultimo, contienen (PACs) (Figura 23), compuestos polifendlicos formados
por oligédmeros y polimeros de flavanoles unidos mediante un enlace simple entre

C4y C8 o entre C4y C6 (ambos tipo B) (Feghali et al., 2012).

108



I. Introduccion. 5. Propiedades... ardndanos Cristina Abad Garcia

PROANTOCIANIDINA OH
OLIGOMERICA

Figura 23. Proantocianidina oligomérica

Las PACs con enlaces de tipo A (presentan al menos un enlace intermolecular
entre O7 y C2, ademas del enlace carbono-carbono) son menos comunes y se creen

practicamente exclusivas del ardndano rojo americano (Vaccinium macrocarpon).

Las proantocianidinas diméricas tipo A son las mas abundantes, seguidas de
las triméricas tipo A, tetraméricas tipo A y otros polimeros de mayor peso molecular

(tabla 4).
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NUTRIENTE UNIDADES  VALOR
POR 100G

FLAVONOIDES
Antocianidinas

Cianidina mg 46.4
Delfidina mg 7.7
Malvidina mg 0.4
Pelargonidin mg 0.3
Peonidina mg 49.2

Flavan-3-oles

(+)-catequina mg 0.4
(-)-epigalocatequina mg 0.7
(-)-epicatequina mg 4.7
Flavonoles

Kaempferol mg 0.1
Mircetina mg 6.6
Quercetina mg 14.8

Proantocianidinas

Dimero A mg 82,6
Dimero B mg 4,4
Trimero A mg 30,8
Trimero B mg 1,5
Tetramero A mg 22,9

Tabla 4. Composicion de compuestos fendlicos. Tabla elaborada con la informacidn procedente de:
USDA National Nutrient Database for Standard Reference.

5.4 EFECTOS BENEFICIOSOS DE LOS ARANDANOS EN LA SALUD

Existen claras evidencias que relacionan una dieta rica en frutas y verduras con
beneficios para la salud (Urquiaga et al., 2017). A lo largo de este apartado

estudiaremos los beneficios que los ardndanos aportan a la salud.

5.4.1 Actividad antioxidante

El ardndano americano se encuentra entre las frutas con mayor cantidad de

antioxidantes debido a su gran contenido en flavonoides y su abundancia en acidos

110



I. Introduccion. 5. Propiedades... ardndanos Cristina Abad Garcia

fendlicos, principalmente acidos hidroxicindmicos y acidos hidroxibenzoicos (Mullen

et al., 2007).

En la actualidad existen numerosos estudios sobre el contenido de polifenoles
en arandanos. Concretamente, en uno de estos estudios realizado en Valencia, se
analiza el contenido de polifenoles solubles totales en ardndanos frescos y derivados
(néctar, zumos, arandanos desecados y pulpa). Han observado que los arandanos
deshidratados o desecados presentan un mayor contenido de polifenoles solubles
totales que los ardndanos frescos, néctares, zumos o pulpas; asimismo, el producto
desecado de arandanos negros V. myrtillus (Finlandia) es el de mayor concentracion
con 2336.9 mg/100g. A este le siguen los ardndanos rojos desecados, V. vitis-idaea,
(Finlandia) con 2201.5 mg/100g de polifenoles totales. Destacan también, los
arandanos rojos deshidratados, V. macrocarpon, cuya concentracién de polifenoles
comprende entre 391.7 y 590.7 mg/100g; situdndose en tercera posicidon de un total
de 15 muestras analizadas (Anticona et al.,, 2016). Esta alta concentracion de
polifenoles totales en los arandanos desecados se debe a que durante el proceso de
elaboracion existe pérdida de agua concentrandose la materia sélida (Balasundram

et al., 2006).

5.4.2 Actividad antiinflamatoria

Un estudio realizado en ratones con bayas Goji (Lycium barbarum), aranddnos
azules (Vaccinium myrtillus) y arandanos rojos (Vaccinium macrocarpon) concluye
qgue los tres tipos de baya poseen propiedades antioxidantes y antinflamatorias,
aunque su mecanismo de accidn durante el proceso inflamatorio es diferente (Nardi

etal., 2016).

Otro estudio, realizado en conejos, concluye que los arandanos pueden
prevenir la pielonefritis, gracias a su efecto antioxidante y antinflamatorio que

previene el dafio a nivel renal (Han et al., 2007).
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5.4.3 Actividad protectora frente a enfermedades degenerativas y riesgo

cardiovascular

El consumo de este fruto a largo plazo podria prevenir la enfermedad del
Alzheimer. Este efecto podria estar potenciado por la gran cantidad de compuestos
fendlicos presentes en los arandanos, ya que estos compuestos han demostrado
inhibir diversos procesos oxidativos (Shukitt-Hale, 2005; Neto, 2007; Mullen et al.,
2007).

Por otra parte, hay estudios con arandanos en los que se han obtenido
mejoras significativas en la oxidacion de las LDL, en las dislipemias, en el
metabolismo de la glucosa y en la peroxidaciéon lipidica. Estas ventajas se dieron
tanto en sujetos sanos como en sujetos con riesgo cardiovascular. De ahi que los
arandanos sean recomendados en dietas saludables para el corazén (Basu et al.,

2010; Blumberg et al., 2016).

5.4.4 Actividad anticancerigena

Por otra parte, los flavonoles han demostrado contar con actividad
anticancerigena, en concreto, la quercetina. Existen numerosas referencias sobre la
habilidad de la quercetina contra la proliferacion de las células cancerigenas, siendo
clave su papel en la apoptosis de dichas células. Por tanto, la actividad
anticancerigena del arandano americano podria estar ligada a la quercetina

contenida en el fruto (Neto, 2007; Seeram, 2008).

El resveratrol, es un compuesto polifenolico que se encuentra en la piel de los
arandanos y las uvas. Este componente ademas de poseer actividad antioxidante,
cardioprotectora y anti-envejecimiento es capaz de inhibir el crecimiento de células

cancerigenas induciendo la apoptosis de éstas (Boyer et al., 2012)
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5.4.5 Actividad antiséptica y antibacteriana

Hace una década, se identificd una proantocianidina de tipo A que inhibe la
adherencia a la superficie de la pared del tracto urinario de una cepa uropatdgena
de tipo P de Escherichia coli. Esta adhesién a las células epiteliales se debe a unas
proteinas denominadas adhesinas que se encuentran en las fimbrias de la bacteria
qgue las convierte en patogénicas (Hancock et al., 2008; Dessi et al., 2011). Las
proantocianidinas de tipo A parecen ser responsables de la accidn antiséptica y
antibacteriana del arandano. Debido a la presencia de estas PACs, el consumo de

arandanos rojos contribuye a la prevencion de infecciones del tracto urinario.

En nuevos estudios, se observa que las proantocianidinas tipo A junto con
otros componentes de los ardandanos, ademas de prevenir las infecciones urinarias,
también pueden previenen infecciones gastrointestinales producidas por E. coli

(Blumberg, 2016).
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Il.Justificacion
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La leche materna, es fuente de numerosas moléculas bioactivas con funciones
diversas, siendo el alimento mas completo para compensar la inmadurez del
organismo neonatal. Entre otros, la leche humana contiene cantidades nada
despreciables de enzimas antioxidantes y diversos estudios muestran la superior
capacidad antioxidante de la leche humana frente a la leche de férmula. Ademas se
ha demostrado que los recién nacidos tienen una mejor situacién REDOX y sufren

menos daio oxidativo cuando son alimentados con leche materna.

Aceptar el interés de asegurar la lactancia y de prolongarla durante el tiempo
adecuado implica la necesidad de dar solucién a aquellos factores que pueden
suponer la interrupcién de la misma, como lo es la mastitis. No existe apenas
literatura que muestre los efectos de la mastitis sobre la composicién de la leche
materna. Mads en concreto, no existe ningln estudio que muestre los efectos de esta
patologia sobre el estado oxidativo de la leche humana, haciendo especialmente

relevante el trabajo planteado en esta tesis doctoral.

Asimismo, teniendo en cuenta la importancia de la capacidad antioxidante de
la leche materna es necesario buscar tratamientos que permitan mejorarla en
aquellos casos en los que se pudiera verse afectada. Los arandanos son frutos muy
ricos en polifenoles y estdn considerados como una de las mayores fuentes de
antioxidantes naturales. Por lo tanto, este fruto parece un candidato adecuado para
mejorar la posible alteracidon del estado oxidativo de la leche de madres con

problemas de mastitis.

Con estos antecedentes, la hipdtesis que se plantea en este proyecto es:
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HIPOTESIS

La suplementacion de la dieta materna con arandanos desecados durante la
lactancia modifica la capacidad antioxidante de la leche materna en madres con
mastitis.

Para comprobar la hipétesis anterior, este trabajo se plantea un objetivo
general y tres objetivos especificos.

OBJETIVO GENERAL

Valorar si la suplementacion de la dieta materna con un fruto desecado rico
en antioxidantes como es el arandano, influye en el nivel del estado oxidativo de
la leche materna de las madres con mastitis.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los habitos alimentarios del grupo de poblacidn seleccionado y
el valor nutritivo de su dieta.
2. Valorar el estado oxidativo de la leche de madres con mastitis en relacion a

madres sanas.

3. Comprobar si un suplemento nutricional como los ardndanos es capaz de

mejorar el balance oxidativo en la leche de las madres con mastitis.
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1. MATERIAL

1.1. REACTIVOS

Los reactivos para las soluciones tamponadas, enzimas, coenzimas, son
proporcionados por Sigma-Aldrich Corporation (St Louis, MO, USA) y por Boehringer
Mannheim (Alemania). Los disolventes y otros reactivos de Scharlau (Barcelona,
Espafia), Merck (Darmstadt, Alemania). El agua utilizada en las determinaciones es

de grado Milli-Q (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).

1.2 SUPLEMENTACION DIETETICA

Arandanos desecados marca “Hacendado” comercializados por Mercadona y

cuya composicién nutricional puede verse en la tabla 5.

VALOR NUTRICIONAL POR 100G DE PRODUCTO
GRASAS (de las cuales) 05¢g
Saturadas 01g
Monoinsaturadas 02¢g
Poliinsaturadas 0,2¢g
HIDRATOS DE CARBONO (de los cuales) 83,2g
Azlcares 68,9 g
FIBRA ALIMENTARIA 57¢g
PROTEINAS 0,7g
SAL 00g

Tabla 5. Valor nutricional de los ardndanos desecados marca “Hacendado” de Mercadona
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2. EQUIPOS

Los equipos utilizados en el desarrollo de este trabajo, son los siguientes:

» Cromatodgrafo liquido de alta resolucién Waters compuesto por:

Bomba cromatografica: Agilent Technology 1100 series binary HPLC
Pump.

Degasificador Agilent Technology de fases mdvil serie 1100

Detector de fluorescencia FLD Agilent Technology 1200 con celda de
8ulL.

Detector de Diodos (DAD) Diode Array Detection Agilent Tecnology
1100 series

Inyector: Agilent Technology 1050 con loop de 100 pl.

Ordenador IBM Window 2000 Pro.

Software: HP ChemStation

> Espectofotémetro: Kontron Instruments modelo Uvikon 922

» Centrifugas:

Centrifuga refrigerada Sorvall, modelo SS-34

Centrifuga refrigerada Heraus, Megafuge 1.0

Centrifuga refrigerada Eppendorf, modelo 5415 R
Centrifuga refrigerada Heraeus, modelo Sepatech 200
Centrifuga de mesa Heraus Sepatech, modelo Labofuge Ae

Hettich zentrifugen Universal 320 R

> Balanzas:

Balanza de precision Mettler, modelo AM-100

Balanza Ohaus, modelo Navigator TM
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» Otros equipos:
] pHmetro Crison, modelo microph 2001. Hamilton Lig-Glass

° Homogeneizador: Junke and Kunkel, IKA-Werk, modelo RW 20

DZM

] Sistemas de tratamientos de agua: Milli Q gradiente A10 de
Millipore

] Bafios termostaticos de temperatura regulable de Selecta modelo

Tectron 3471300 y Barnstead/Lab-Line modelo Max Q 7000

. Agitadores magnéticos Minishaker IKA, modelo MS2, Heidolph
modelo MR 3001 K y SBS modelo A-163, Lab-Line Instruments Inc. USA

] Lector de placas: Bio-Rad, modelo BENCHMAK, Microplate reader

] Ultracongeladores, congeladores y neveras

3. DISENO EXPERIMENTAL

3.1. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio de intervencién nutricional cuyo disefio experimental,
incluyendo el tamafio muestral y los grupos a comparar se describen con detalle

en el siguiente apartado.
3.2. POBLACION DE ESTUDIO Y AMBITO
Mujeres sanas, con recién nacidos sanos, que acuden a la consulta del pediatra

para seguimiento postnatal y ayuda con la lactancia materna.

En todos los grupos, las mujeres han sido captadas indistintamente en el Hospital
Dr.Peset o en el centro de salud de Benicasim, con los siguientes criterios de

inclusion y exclusion:

3.2.1 Criterios de inclusidon

a) Madres sanas de un hijo sano a término con peso adecuado para la
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edad gestacional, y mayor de 21 dias, que alimentan a su hijo/hija con
lactancia materna exclusiva, no fumadoras, no consumidoras de toxicos,

con estado nutricional normal y sin restricciones dietéticas especificas.

b) Que entendieran y hablaran espafiol y aceptaran las condiciones del

estudio:

- Acudir a dos visitas concertadas con la pediatra y aceptar una

posible suplementacidn de la dieta con ardndanos.

3.2.2 Criterios de exclusion

a) Alguna patologia asociada

b) Necesidad de ingesta de medicaciéon durante el seguimiento (a
excepcion del posible tratamiento con el antibiético indicado para la

mastitis).
c) Necesidades dietéticas especiales

d) Abandono de la lactancia materna exclusiva

Se realizd el seguimiento de las madres incluidas en los cuatro grupos que se

describen a continuacion:

- Grupo C (control): madres que cumplen los criterios de inclusiéon del

estudio y que no presentan problema de dolor en la mama ni en pezdn.

- Grupo CA (control + arandanos): madres que cumplen los criterios de
inclusidn del estudio que no presentan problema de dolor en la mama ni en
pezdn y, que acepten suplementar su dieta con 20 g de ardandanos/dia

durante un periodo de 21 dias.

128



IV. Material y métodos Cristina Abad Garcia

- Grupo M (mastitis): madres que cumplen los criterios de inclusidon del
estudio y que presentan sintomatologia dolorosa en la mama que no
mejora tras asegurar un buen enganche al pecho y que no presentan

grietas, ni abscesos.

- Grupo MA (mastitis + arandanos): madres que cumplen los criterios de
inclusidon del estudio que presentan sintomatologia dolorosa en la mama
gue no mejora tras asegurar un buen enganche al pecho y que no
presentan grietas, ni abscesos y que acepten suplementar su dietacon 20 g
de ardndanos/dia durante un periodo de 21 dias a partir de la deteccién del
problema inflamatorio, junto con el tratamiento con antibiéticos, en el caso

gue sea necesario prescribirlos.

- La asignacién a un grupo suplementado con ardndanos o sin suplemento, se
realizé6 por método aleatorio, siguiendo un sistema alterno, de tal manera
gue a la primera madre se le dieron ardndanos y a la siguiente no, excepto en
el caso de que alguna no quisiera, de modo que se les asignaba a las dos
siguientes. Los arandanos fueron proporcionados por parte del equipo

investigador.

3.3. TAMANO MUESTRAL

Realizamos el calculo del tamafio muestral en base a la diferencia esperada en
la capacidad antioxidante total de la leche materna para un error alfa del 20% y un
error beta del 10%. Se obtuvo un tamafio muestral necesario de 60 madres. Por ello,
en nuestro estudio participaron un total de 60 madres, 30 sanas y 30 con mastitis. La
mitad de las madres sanas y la mitad de las madres con mastitis fueron
suplementadas con arandanos. Al final todas las madres quedaron asignadas en uno
de los cuatro grupos descritos anteriormente: C, CA, M y MA; quedando una n de 15

por grupo.
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3.4. REQUERIMIENTOS ETICOS Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Al invitarlas a participar, las mujeres fueron informadas de las condiciones y
posibles inconvenientes derivados de su participacién en el estudio verbalmente y

por escrito y las madres firmaron un consentimiento informado (Anexo 1).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacién del Hospital

General de Castellon (Anexo 2) y por el del Hospital Dr. Peset de Valencia (Anexo 3).

3.5. SEGUIMIENTO

Durante el seguimiento del estudio hubo 2 contactos con cada madre
participante, bien en el centro de salud de Benicasim o en la unidad de Lactancia

Materna del Hospital Dr. Peset de Valencia.

a) Primera visita:

- Captacién: Informe sobre objetivos del estudio, caracteristicas y exigencias
de la participacién.

- Firma de consentimiento informado por las madres.

- Recogida de somatometria de la madre: peso y talla.

- Asignacioén a uno de los cuatro grupos.

- Entrega de 2 bolsas de arandanos deshidratados (en madres control +
arandanos y mastitis + arandanos).

- Entrega de formularios e instrucciones para recoger “3 registros dietéticos de
24 horas” (Anexo 4)

- Recogida de la 12 muestra de leche.

- Citacién para la siguiente visita.
b) Segunda visita (a los 21 dias):

- Repaso de la informacidn recogida de los registros dietéticos de 24 horas

durante tres dias.
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- Recogida de la 22 muestra de leche materna

- Fin de seguimiento.

4. METODOS

4.1. ENCUESTA DIETETICA

a) Registros Dietéticos de 24 Horas

En el primer contacto se instruyé a las madres para que recogieran 3 registros
dietéticos de 24 horas, anotando todos las bebidas y alimentos consumidos durante
tres dias (dos laborables y un festivo). Se procurd estimar con el mayor detalle
posible las cantidades mediante modelos normalizados y con medidas utilizadas
comunmente (vaso, taza, tazén, plato, cuchara) procurando identificar con mayor
precisidn los datos recogidos, estimando el tipo y cantidad de alimentos, la forma de

cocinado y el tamafio de las raciones.

Las madres entregaron los registros cumplimentados al acudir a la segunda

visita.

b) Analisis dietético

La composicidon nutricional de las dietas maternas se obtuvo mediante el
software para el cdlculo dietético ‘Alimentador 2000’ desarrollado por la Sociedad

Espafiola de Dietética y Ciencias de la Alimentacién (SEDCA).

4.2. ENSAYOS CON MUESTRAS DE LECHE MATERNA

4.2.1. Recogida, transporte, conservacion y procesado de las muestras

Se tomaron muestras de leche de las madres con y sin mastitis al principio vy final

del estudio. La recogida de la muestra se realizé bajo condiciones estandar de
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extraccion de la leche, utilizando un sacaleche eléctrico Medela, proporcionado por
la casa Medela. Cada madre recogié tres tubos o alicuotas (5-10mL/alicuota)
destinadas a las determinaciones del metabolismo oxidativo. Estas muestras se
congelaron de forma inmediata hasta su recogida por parte de la doctoranda que las
transporté en hielo seco hasta el laboratorio de la Universitat Jaume |, donde se
mantuvieron congeladas a -802C hasta su procesamiento para realizar las

pertinentes determinaciones bioquimicas.

La filiacién de los datos se mantuvo andnima y el grupo al que pertenecian las
muestras permanecié oculto para la doctoranda que realizdé los analisis de las

muestras.

4.2.2. Estado oxidativo. Analisis de laboratorio

El estudio analitico de las muestras se realizd en los laboratorios de la
Universitat Jaume |. Para el estudio del estado oxidativo de las muestras de leche
sélo se tuvieron en cuenta aquellas muestras en las que se pudo verificar, mediante
cultivo microbioldgico, la presencia de patdégenos y por tanto la necesidad de

tratamiento farmacoldgico.

4.2.2.1 Estado oxidativo

4.2.2.1.1 Estudio del dano inducido a macromoléculas en la leche

de la madre

a) Determinacion del contenido de grupos carbonilo en

proteinas

La oxidacién proteica se mide por la cuantificacién de los grupos carbonilo
formados durante la incubacién con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) en condiciones
acidas, basandose en la reaccién equimolar entre ellos, seglin procedimiento

desarrollado por Levine et al. (1980) con algunas modificaciones de Tian et al.
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(1998). La DNFH unida a proteinas se cuantifica colorimétricamente (€3~.7_:,:21.10'3 Vi

cm™) tras la separacién de las proteinas derivatizadas por precipitaciéon con &cido,

lavado y posterior solubilizacién con guanidina.

Tomamos 800 uL de leche y los centrifugamos a 13600 rpm durante 10
minutos. A 200 uL del sobrenadante se afadieron 400 mL de 24
dinitrofenilhidracina (DNFH) 10 mM /CIH 2,5 M (muestras) y a 200 uL de
sobrenadante se afiadieron 400 mL de CIH 2,5 M (blancos). Incubamos 1 hora a
temperatura ambiente, con agitacion ocasional. Centrifugamos a 12600 rpm durante
3 minutos y afladimos 1 mL de TCA al 20 %. De nuevo centrifugamos a 12600 rpm
durante 3 minutos. Recogemos el pellet y lo lavamos 3 veces con 1 mL de etanol:
acetato de etilo (1:1 v/v). Centrifugamos otra vez a 12600 rpm durante 3 minutos y
recogemos el pellet. Posteriormente, al pelet afiadimos 1 mL de Guanidina 6 N a pH:
2,3, agitamos con un vortex durante 2 minutos y centrifugamos a 12600 rpm.
Finalmente medimos el sobrenadante a una A= 373 nm frente a una solucién de

guanidina. Para los calculos restamos a la absorbancia de la muestra la del blanco.

b) MDA por HPLC

Para la cuantificacidn del malondialdehido de las muestras de suero e
hipocampo, se utiliza una modificacién del método de Richard (Richard et al., 1992)
modificada por el grupo de investigacion (Romero et al., 1998), en el cual se
determina el nivel del complejo formado entre el malondialdehido (MDA) con el
acido tiobarbiturico (TBA), en base a la reaccion de dos moléculas de TBA con una de

MDA.

La columna cromatogréfica de separacién empleada es una Kromasil C18 5 um
de 250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos S.L.). El flujo de la fase mévil es de 1 ml/min. La
longitud de onda de excitacién utilizada es de 532 nm y la de emisiéon 553 nm. El

voltaje del detector de fluorescencia empleado es de 600 y la respuesta de 2 sg.
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La fase movil se prepara con tampdn fosfato 50 mM a pH 6.0 y metanol (580
ml de tampon y 420 ml de metanol). Posteriormente, se filtra a través de un filtro-
membrana (Scheicher und Schuell) de 0,45 um de poro y 47 mm de diametro.

La solucion madre de calibraciéon se prepara diariamente. Dicha solucién
madre consiste en una concentraciéon 20 mM de 1,1,3,3-tetraetoxipropano en etanol
absoluto.

La solucién de trabajo consiste en una preparacién de acido tiobarbiturico
(0,37%) y acido perclérico (6,4%), 2:1 v/v respectivamente. La solucién de trabajo
también se prepara de forma diaria.

En tubos eppendorf de 2 ml se pipetean 0.1 ml de la muestra y 0,75 ml de la
solucién de trabajo. A continuacién se mezclan bien y se mantienen 60 min en un
bafio de agua a 952C. Pasado este tiempo se enfrian los tubos a 42C durante 10 min
con objeto de detener la reaccién. Posteriormente se centrifugan 10 min a 12.000
rpm.

Hasta su inyeccién en el equipo HPLC los tubos se mantienen a una
temperatura constante de 42C.

Puesto que el aducto MDA-TBA es inestable a pH neutro cada muestra se
neutraliza unos minutos antes de la inyeccion en el equipo de HPLC. Se afiaden
aproximadamente 0.1 ml de hidréxido potasico 0.7 M a 0.2 ml de la mezcla que
acabamos de centrifugar hasta obtener un pH de 6,0. Inmediatamente después de
neutralizar se centrifuga durante 1 min para ayudar a precipitar sales insolubles que
podrian interferir en la determinacion y se procede, previo filtrado con filtros de
jeringa no-estériles (3 mm, 20 micras, membrana de teflén, suministrados por

Corning Laboratory Sciences Company), a inyectar en el equipo de HPLC.

En cada experimento se prepard un blanco y una curva de calibracién de
estandares (0; 0,25; 0,5; 1 y 2 uM). El area del pico obtenido es directamente
proporcional a la concentracion de MDA en la muestra, que se calcula por

intrapolacion en la recta de regresion obtenida con los estandares.
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DADT B, §ig=632,% Ret=650,100, TT (DADATARO170308MDAI0023.01

N MDA Muestra V35b

Figura 24. Ejemplo de un cromatograma de la determinacion de MDA

4.2.2.1.2 Determinacién de la capacidad antioxidante en la leche
> Determinacion de la capacidad antioxidante total
a) Método del ABTS

Para la determinacion de la capacidad antioxidante total se siguid el método
ABTS"* de Miller y Rice Evans (Miller, 1997) modificado por Pellegrini (Re, 1999),
basado en la oxidacion del ABTS (2,2'azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6 sal
diaménica del acido sulfénico) por el persulfato potasico para formar el radical
ABTS"", el cual es reducido en presencia de antioxidantes donadores de hidrégeno.
El ABTS™ tiene un color verde azulado que absorbe luz a 734 nm vy pierde el color al
pasar de nuevo a su forma reducida tras la accidn de las sustancias antioxidantes
presentes en el liquido estudiado, en este caso la leche materna. Este radical
reacciona con casi todos los antioxidantes, hidrofébos o hidrdéfilos y no se ve

afectado por fuerzas iénicas.

La generaciéon del reactivo ABTS™, se realizé mezclando ABTS 7mM con la

solucién de persulfato potasico 2.45 mM en una proporcién 1:1 v/v.

Para realizar la determinacidn se afiadieron 20 uL de muestra y 980 pL de
reactivo de ABTSe". Se realizo un blanco de muestra con 20 pL de muestra + 980 uL

de agua miliQ. Porteriormente, se determiné la actividad antioxidante total
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espectrofotometricamente a 734 nm. 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.

b) Método del FRAP

Este método se basa en el estudio del poder reductor de la muestra de leche,

basado en el método de Benzie y Strain (1996).

Se fundamenta en la capacidad de reducir el Fe (lll) hasta Fe (II), mediante la

siguiente reaccion:

Fe (Ill)-TPTZ +1e- ———» Fe (II)-TPTZ
(incoloro) (azul)

Mediante un donante de electrones (antioxidante) se forma un compuesto de
color azul que presenta un maximo de absorcion a 593 nm. La medida
espectrofotométrica a esa longitud de onda es proporcional a la capacidad

reductora de la muestra.

Se preparé la mezcla de reactivo con acetato sédico 300 mM, pH: 3,6, TPTZ (2,
4, 6- Tris (2-pyridyl)-S-triazine) 40 mM, FeCl; 20 mM en una proporcién 1/1/1; v/v/v.
A 970 puL de la mezcla de reactivo se afadieron 30 pl de leche materna,
posteriormente la mezcla es incubada a 379C durante 30 minutos en oscuridad.
Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 4000 rpm y se procedid a su
determinacién espectrofotométricamente a 593 nm. Los resultados fueron
expresados como pmoles de Fe®* usando una recta de calibrado con diferentes

concentraciones de FeSO,.7H,0.
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4.2.2.1.3 Determinacion de la defensa antioxidante

a) Determinacion del contenido de POLIFENOLES TOTALES

en la leche (Método de Folin-Ciocalteau)

Para medir el contenido total en polifenoles en las muestras de leche materna,
se utilizé el método de Folin-Ciocalteu (Singleton, 1999), que se basa en la oxidacion
de los polifenoles con el reactivo de Folin (mezcla de fosfomolibdenato y
fosfotungstenato). Al mezclar la muestra de leche con el reactivo, se consigue la
formacidn de un  complejo  azul cuya absorbancia se midio
espectrofotémetricamente a 750 nm.

Las muestras de leche descongeladas se centrifugaron a 12000g durante 5
minutos. A continuaciéon se tomaron 500 plL de sobrenadante y se afadieron 100 plL
de acido metafosférico 1.32 M para precipitar completamente las proteinas, se
centrifugo a 2700 rpm durante 3 minutos y se recogiod el sobrenadante. Se tomaron
20 pl del sobrenadante y se afiadieron 80 ul de agua destilada y 500 ul del reactivo
de Folin-Ciocalteau (1/10) diluido, la mezcla se agito con un vortex durante 2
minutos. Posteriormente, se afiadieron 400 uL de la solucién de carbonato de sodio
al 7.5%, se agito y se dejo reposar durante 40 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, la muestra se midié espectrofotométricamente a 750 nm, utilizando

como estandar el 4cido galico.

b) Contenido en glutation (GSH)

La concentracion de GSH en las distintas muestras se determina por el
procedimiento descrito por Reed et al. (Reed et al., 1980). El método se basa en la
reaccion del dacido iodoacético con los grupos tioles para formar derivados
carboximetilos, seguido de una derivatizacion cromdfora de los grupos amino con el
reactivo de Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno), dando lugar a derivados N-DPN.
Estos derivados son rdpidamente separados por cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC), lo que permite la cuantificacion de niveles nanomolares de GSH,

GSSG, acido glutdmico y L-cisteina.
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Las columnas cromatograficas de separacién empleada es una precolumna de
10 x 4.0mm y columna de 250 x 4,6 mm 5um, ProntoSIL 120-5-Amino-H, (Bischoff).
Las condiciones iniciales del flujo son de 1 ml/min, 80 % de la fase mévil Ay 5 % de
la fase movil B. Estas condiciones son incrementadas linealmente hasta el 95 % de la
fase movil B durante 40 minutos y reequilibrado con las condiciones iniciales
durante 10 minutos antes del analisis de la siguiente muestra. La temperatura de

analisis se mantiene constante en un bafio a 40°C.

La longitud de onda utilizada es de 352nm. El rango del detector DAD
empleado es 8nm y linea base a 700nm con ancho de 100nm y el tiempo de

respuesta de 0.1 segundos.

La fase movil A se prepara con metanol a 80% y la fase B se prepara con
acetato de amonico 5M en metanol al 80%. Posteriormente se filtran a través de un

filtro-membrana (Scheider y Scuell) de 0,45um de poro y 47mm de didmetro.

La solucién madre de calibracién esta compuesta por GSH reducido 10mM
(Sigma, Espafia), se prepara diariamente y se mantiene a 4°C. La solucién 1 es una
preparacién de acido iodoacético 100mM (Sigma, Espafia) y m-cresol 0,2 mM
(Acros). La solucion 2 es una preparacion de DNFB (1-fluoro-2,4dinitrobenceno)
(Sigma, Espafia) 1,5 % v/v etanol puro también se prepara cada dia y se conserva a

4°C protegida de la luz.

El procedimiento parte de 100ul de muestra sobre los que se afiaden 20 ul de
solucion 1. Posteriormente cada mezcla se ajusta a un pH de 8,5-9 por adicién de
KHCOs3 2,4 M (Sigma, Espana) en KOH 2M (Sigma, Espafia). Incubamos durante 30
minutos a temperatura ambiente antes de la adicion de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno
para formar los derivados N-DNP los cuales requieren 4 horas en oscuridad a 49C
para su formacion. Posteriormente se centrifugan 10 minutos a 13.000 rpm vy el

sobrenadante se utiliza para el analisis en el equipo de HPLC.

En cada medida se prepara una curva de calibracién de estandares (0; 20; 40;

60; 80; 100uM). El area del pico obtenido es directamente proporcional a la
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concentracién de GSH en la muestra, que se calcula por interpolacion en la recta de

regresion obtenida con los estdndares.

DAD1 B, Sig=362 & Ref=700, 100 (201703161 UG SHO1Z.0)

@
Norm. - 3
&
o

Muestra V31a

B, g 0E7

%

Figura 25. Ejemplo de un cromatograma de la determinacion de GSH

c) Actividad glutation peroxidasa (GPx)

La actividad glutation peroxidasa (GPx) se determiné segin el método
propuesto por Lawrence (Lawrence et al., 1978) frente al perdxido de hidrégeno.

Esta basado en las siguientes reacciones:

GSH Peroxidasa

H,0, +2 GSH » 2 H,0 + GSSG

GSH Reductasa

GSSG + NADPH* + H* » 2 GSH + NADP

La formacion del glutatién disulfuro (GSSG) esta catalizada por la actividad GPx
de la muestra, que es, a su vez, reducido de forma continua por un exceso de la

actividad GSH reductasa presente en el medio. Esta reduccidn requiere la oxidacidn
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de NADPH, cuya desapariciéon se registra espectrofotométricamente utilizando una

longitud de onda de 340 nm.
Las soluciones empleadas fueron las siguientes:

- Solucion A. Tampdn fosfato potasico 0.1 M, pH 7.2, que contiene EDTA 1
mM vy azida sédica 1 mM (Sigma, Espaiia)

- Soluciéon B. GSH reductasa 2.4 U/mL (Sigma, Espafia)

- Solucién C. GSH 10 mM

- Solucién D. NADPH 1.5 mM (Roche, Espafia) disuelto en NaHCO3 al 0.1%
(Sigma, Espaiia)

- Solucién E. H,0, 1.5 mM (Sigma, Espafia)

El procedimiento analitico consiste en la adicién de forma sucesiva a una
microcubeta de las siguientes cantidades de las distintas soluciones:
1. 550 ul de la solucién A (tampdn fosfato potasico).
2. 50 ul de muestra.
3. 100 pl de la solucion de GSH reductasa (solucién B).
4. 100 pl de la solucién C.

Estas soluciones se preincuban durante 5 min a 379C, tras lo cual se afiaden
100 pl de la solucién D Posteriormente el consumo de NADPH no dependiente de
hidroperéxidos es monitorizado en un espectrofotometro (Hewlet & Packard
modelo 8452A Diode Array) durante 3 min. Finalmente, se afaden 100 pl de la
solucion E, y se registra de nuevo la disminuciéon de la absorbancia a 340 nm durante

5 min, que es resultado del consumo de NADPH.

El cdlculo se realiza por la diferencia entre el consumo de NADPH antes y

después de la adicidn de hidroperéxido:
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\%i AA

c= X (mmol x L-1 x min-1)
exdxVm At
Donde:
Vf = volumen final en ml
Vm = volumen de muestra en ml

e = coeficiente de extincidon molar (para el NADPH en estas condiciones es de

6.22 mM-1 x cm-1)
d = paso de luz de la cubeta (1 cm en nuestro caso)
AA = disminucion de la absorbancia a 340 nm

At = intervalo de tiempo considerado

Los valores se expresan como nmol de NADPH consumidos por minuto y por mg

de proteina.
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Figura 26. Ejemplo de un registro de la determinacion de la actividad GPx

4.2.3 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se utilizo el programa SPSS, v 24; (SPSS

Inc., Chicago, IL.) para Windows.

Realizamos en primer lugar un andlisis descriptivo de cada variable estudiada y

estudiamos la normalidad de sus distribuciones con el test de Kolmogorov.

La medida de tendencia central utilizada en el presente trabajo fue la media
aritmética, que se define como la suma de los datos dividida por el nimero de casos.
La medida de dispersién de los datos utilizada fue la desviacidon estdndar de la

muestra.

Los resultados presentados referentes a dos grupos, control y mastitis
(objetivo 2), fueron analizados con la Distribucién t de “Student”. La prueba t para
dos muestras permite contrastar hipétesis referidas a la diferencia entre dos medias.

El nivel de significacidn utilizado es de p<0.05.
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Ademas también existe la necesidad de comparar mas de dos poblaciones, con
el inconveniente del elevado numero de comparaciones que hay que realizar
(objetivo 3). Para resolver esto, utilizamos el analisis de la varianza, que contrasta
simultdneamente todos los casos. EIl ANOVA de dos factores sirve por tanto para
comparar varios grupos en una variable cuantitativa. A las variables categdricas que
define los grupos que deseamos comparar se les llama independientes o factores,
mientras que a la variable cuantitativa en la que deseamos comparar los grupos se la
denomina dependiente. En nuestro caso tenemos dos factores (tratamiento y
tiempo), uno de los cuales es con medidas repetidas (tiempo). Para simplificar el
analisis, teniendo en cuenta que sélo hay dos medidas repetidas para el factor
tiempo, se cred una nueva variable dependiente denominada “cambio” que
representa la diferencia entre los valores obtenidos para la variable cuantitativa
dependiente al inicio y al final del estudio. Esto nos permite realizar un ANOVA de
un solo factor (tratamiento) para comparar la variable dependiente cuantitativa

denominada “cambio”.

La hipétesis que se pone a prueba es que las medias poblacionales son iguales,
si esto es asi, significa que los grupos no difieren en la variable dependiente, y en

consecuencia la variable dependiente es independiente del factor.

La estrategia para poner a prueba la hipdtesis de igualdad de medias, consiste
en obtener un estadistico, llamado F, que refleja el grado de parecido entre las
medias que se comparan. Cuanto mas diferentes sean las medias, mayor serd el

valor de F.

La interpretacién de este estadistico es la siguiente: si el nivel critico asociado
al estadistico es menor que 0,05 rechazaremos la hipétesis de igualdad de medias y
concluiremos que no todas las medias poblacionales comparadas son iguales. En

caso contrario, no podremos rechazar la hipétesis de igualdad.

En los casos en que se aplica este andlisis y se descarta la hipdtesis nula, hay
qgue utilizar lo que se denomina un contraste post hoc a posteriori para averiguar

gué medias en concreto difieren de qué otras.
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En nuestro caso, la diferencia entre las medias de los distintos subgrupos se
estimdé mediante un contraste post hoc DMS si hay homogenidad de varianzas o de

T3 Dunnett si las varianzas no son homogéneas.

144



IV. Material y métodos Cristina Abad Garcia

145



IV. Material y métodos Cristina Abad Garcia

146



V. Resultados Cristina Abad Garcia

V. Resultados

147



V. Resultados Cristina Abad Garcia

148



V. Resultados

1. CARACTERISTICAS DE LAS PARTICIPANTES

Cristina Abad Garcia

En la tabla 6 se describen los datos antropométricos de las madres

participantes en cada grupo:

edad, peso, talla,

IMC. No hubo diferencias

estadisticamente significativas entre grupos en los parametros analizados.

C CA M MA
Edad 36,5+4,1 33,8+ 3,7 33,7+3,9 36,4 +3,3
Peso 60,6 £ 7,2 64,6 8,8 66,2 £ 10,5 63,9 £ 10,5
Talla 164,6 + 4,7 165,5+6,2 163,2 + 4,8 164,6 £ 6,7
IMC 22,3+2,5 23,6 £ 2,6 24,8 +3,9 23,6 £4

Tabla 6. Caracteristicas antropométricas (los resultados estdn expresados en media * desviacion
estdndar de 60 madres lactantes)

2. INGESTA MATERNA HABITUAL ESTIMADA

2.1. MACRONUTRIENTES

A partir de los datos de los 3 registros dietéticos de 24 horas de cada madre se
calculd la ingesta habitual de energia y de macronutrientes (Tabla 7). La energia
ingerida por el grupo Control (C) fué de 1595 + 394 Kcal y la del grupo Mastitis (M)
de 1659 + 248 kcal. En los grupos suplementados con arandanos (CA y MA) la
ingesta fue de 1510 + 265 kcal y 1631 + 428 Kcal respectivamente. Al comparar la
ingesta media de macronutrientes inter grupos no se observaron diferencias

significativas.

Por otro lado, el andlisis entre las Kcal diarias consumidas y las kcal diarias
recomendadas de cada el grupo (2499 + 136 (C), 2617 + 136 (M), 2556 + 150 (CA) y

2578 + 154 (MA) no reveld diferencias significativas.
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Media diaria (o CA M MA
Kcal 1595 £ 394 1510 £ 265 1659 £ 248 1631 + 428
Kcal
2499 + 136 2556 + 150 2617 + 136 2578 + 154
recomendadas
HC (g) 166,2 £ 54,5 167,8 £ 48 191,2 £44,7 188,6 £ 40
Proteinas (g) 73,8+ 15,9 71,6 +16 82,7+ 12,5 80,8 +19,6
Grasa (g) 77,6+ 23 67 +11,2 68,9 + 16,7 68,2 + 30,1
Colesterol (mg) 227,5+£76,3 238,7 £ 109,2 249,7 £ 90,6 231,8 £+ 86,1
AGM (g) 445+ 6 37,8+7,1 42+7,3 40,5+6,3
AGP (g) 12,8+2,8 11,7 £4,2 11+2,1 10,9+4,2
AGS (g) 14,4 +4,4 12,6£2,4 14,2 +3,1 15,7+3,9
Fibra (g) 12,4+6 9,5+3,5 14,6 +7,5 11,5+5,6

Tabla 7. Ingesta de macronutrientes (los resultados estdn expresados en media + desviacion estdndar
de 60 madres lactantes. HC: Hidratos de carbono. AGM: dcidos grasos monoinsaturados. AGS: dcidos
grasos saturados. AGP: dcidos grasos poliinsaturados)

Por otro lado, la ingesta de macronutrientes se compard con la ingesta

recomendada segun el programa utilizado (Alimentador). De esta manera, por

debajo del rango inferior se podria incurrir en déficit y por encima del rango superior

aumenta el riesgo de enfermedades crénicas (Tabla 8 y figura 27). No se observaron

diferencias estadisticamente significativas.
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50-55%

10-12% 18% 18% 19% 19%

30-35% 42% 39% 36% 36%

Tabla 8. Ingesta media de macronutrientes en funcion de la ingesta caldrica. Los resultados estdn
expresados en %

% Macronutrientes en el grupo C % Macronutrientes en el grupo CA

% Macronutrientes en el grupo M % Macronutrientes en el grupo MA

Figura 27. Ingesta de Macronutrientes en los grupos C, CA, M y MA. Los resultados estdn expresados

en %
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Para evaluar la distribucién del consumo de lipidos (30-35%) en funcién de los
acidos grasos (saturados, monoinsaturados y poliinsaturados ) de las dietas de
nuestras madres, se compararon nuestros valores observados con los

recomendados por el programa utilizado (Alimentador) y se observé que no hubo

diferencias significativas entre los grupos.

AGS 7-8% 13% 12% 12% 12%
AGM 15-20% 22% 21% 19% 20%
AGP 5-7% 7% 6% 5% 4%

Tabla 9. Distribucion del consumo de grasas. Los resultados estdn expresados en %

2.2. MICRONUTRIENTES

En la tabla 10, estan representados los valores medios de vitaminas y su
correspondiente desviacion estandar. Al comparar la ingesta media de vitaminas

inter-grupos no se observaron diferencias estadisticamente significativas.

152



V. Resultados

Cristina Abad Garcia

Media C CA M MA
diaria
Vit A(ug) | 77244395 | 821,9+350,4 | 7685 +354,3 | 8683359
Vit. D (ug) 32+1,9 2,6+2,3 22421 32+1,9
Vit. E (mg) 71+3 7142 73+3,6 8,3+2,6
Vit. B1 (ug) 2,3+1,5 2,36+ 1,1 2,7+1,3 2,2+0,9
Vit. B2 (ug) 21+1 23+1,1 2,7+1,3 2,2+0,9
Vit. B6 (mg) 2,1+0,8 2,4+0,9 2,4+0,6 2,1+0,7
Niacina (mg) | 259+124 | 292+19,6 | 331+117 26,7 + 10,7
Ac. Félico (ug) | 372,2+139,5 | 422,7+193,5 | 466,1+172,3 | 451,5+144,5
Vit.B12 (ng) | 152+113 | 155+93 | 19,8+104 17+9,6
Vit. C{mg) 1145+83 |1389+134,7 | 1344+967 | 10531+82,38

Tabla 10. Ingesta de vitaminas. Los resultados estdn expresados en media * desviacion estandar
de 60 madres lactantes

En la tabla 11, estan representados los valores medios de minerales y su

correspondiente desviacién estandar. Al comparar la ingesta media de minerales

inter-grupos no se observaron diferencias estadisticamente significativas.
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el c CA M MA
diaria
Camg) | 723,3%2586 665 + 239,5 888,5+3755 | 842+1819
P(mg) | 1217,8%3322 1212 4272 1333+351,2 | 1405,2 + 205,4
K(mg) | 24066626 27294+728 | 2964,9+733,3 | 3093,2 +681,4
Na(mg) | 174815646 | 1663346473 | 18759+778 | 1771451338
Fe (mg) 89+1,38 73422 8,8+ 3,4 10,5+3,1
Zn (mg) 715+ 1,7 6,07+1,8 7,64+2,2 7,64+ 1,5
l(mcg) | 129,2+48,38 125,5 + 64,2 19234872 | 1742+70,4
Cu (mg) 0,3+0,4 1+1,9 0,2+0,4 0,7+0,4
Mg(mg) | 231,3%585 253,8 + 68,9 252+73,2 292+ 67,7
se (mg) 63+ 16,3 64,5 + 23,2 75,4 23,8 80 + 29

Tabla 11. Ingesta de minerales. Los resultados estdn expresados en media * desviacion estdndar de 60

madres lactantes

En cuanto a la cantidad consumida de frutas y verduras (sin tener en cuenta el

suplemento de arandanos) en los distintos grupos de madres, no se observaron

diferencias significativas, siendo el promedio obtenido en el grupo control de 455 +

57 g/dia y en el grupo mastitis de 470 + 68 g/dia.
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3. ANALISIS DE LA LECHE MATERNA
3.1. ESTADO OXIDATIVO DE LA LECHE MATERNA

3.1.1 Estudio del dafio inducido a macromoléculas en la leche materna

Para analizar el dafio oxidativo a proteinas se cuantificé el contenido en grupos

carbonilo (CGC) y para lipidos la concentracién de malondialdehido (MDA).

3.1.1.1 Determinacion del contenido de grupos carbonilo en proteinas

(CGC)
a) Efecto de la mastitis sobre el CGC en leche

Se observa que el contenido en grupos carbonilo al inicio del estudio es
significativamente superior en la leche de madres con mastitis, indicando un mayor
dafio oxidativo a proteinas. Sin embargo, tras 21 dias de evolucidn no existen
diferencias significativas en el contenido de CGC tal y como se observa en la figura

28.

Dia1l Dia 21
2,5 1 % 2,5 4
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‘g 2,0 - *g 2 -
o
w 1,5 - g 15 -
£ £ [
2 10 [ g 1
s =
o 05 - 9 05 -
g O

0,0 0

Control Mastitis Control Mastitis

Figura 28. Efecto de la mastitis sobre el CGC en proteinas. Los resultados estdn expresados en
media * desviacion estdndar. *p<0,05 vs Control
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b) Efecto de la administracion de arandanos sobre el CGC en leche
La variaciéon en el CGC a lo largo del estudio no presenta diferencias
significativas entre la leche de madres correspondientes a los distintos grupos,
observando que la suplementacién de la dieta con ardndanos no tiene un efecto

significativo sobre el CGC de la leche, tal y como se observa en la tabla 12 y figura

29.
CGC Variable
Dia 1 Dia 21 :
(nmol/mg prot) Cambio

C 0,96+0,2 1,17 +0,33 0,25+0,33
CA 1,03+0,34 1,20+ 0,22 0,17+0,4
M 1,37+1,20 1,31+0,71 -0,15+1,11

MA 1,24 +1,22 1,38+1,99 -0,19+1,32

Tabla 12. Contenido de grupos carbonilo en leche medido en los distintos grupos de madres al inicio y
final del estudio, y variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expresados en media *
desviacion estandar

C CA M

A CGC (nmol/mg prot)
(=)
(6,

Figura 29. Variacion del CGC en leche medida en los distintos grupos de madres a lo largo del tiempo
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3.1.1.2 Determinacion de la concentracion de MDA por HPLC

a) Efecto de la mastitis sobre la concentracion de MDA en leche

Contrariamente a lo observado con el dafio oxidativo a proteinas, al inicio del

estudio se observa que la concentracion de MDA es menor en la leche de madres

con mastitis cuando se compara frente a la del grupo control, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa. Sin embargo, tras 21 dias de evolucidn no se observan

diferencias estadisticamente significativas tal y como se observa en la figura 30.

1,8 -
1,6 -
1,4 -
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0,6
04 -
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1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4

i

U,2

Control

Dia 21

Mastitis

Figura 30. Efecto de la mastitis sobre la concentracién de MDA. Los resultados estdn expresados

en media * desviacidn estandar. * p<0,05 vs Control

b) Efecto de la administracion de arandanos sobre la concentracion

de MDA en leche

El andlisis estadistico muestra que la variacién en la concentracién de MDA en

leche a lo largo de tiempo entre los distintos grupos de mujeres no es

estadisticamente significativa. Por lo tanto, se considera que la suplementacién de la

dieta con ardndanos no tiene un efecto significativo sobre la concentracién de MDA

de la leche de madres con mastitis o controles, tal y como se observa en la tabla 13

y figura 31.
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MDA Variable
Dia 1 Dia 21
(nM) Cambio
C 1,40+0,28 0,99+0,42 -0,3+0,37
CA 1,26+ 0,34 1,16 £ 0,5 0,11+0,87
M 1,16 £ 0,36 1,08 £ 0,40 -0,01+£0,44
MA 1,19+ 0,41 1,08 £+ 0,44 -0,12+0,42

Tabla 13. Concentracion de MDA en leche medida en los distintos grupos de madres al inicio y final
del estudio y variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expresados en media * desviacion

estandar

A MDA (uM)

0,6 -

0.4 -

0.2

'U,Z 4

'0,4 4

'0;6 4

'0;8 o

CA

Figura 31. Variacion de la concentracion de MDA medida en los distintos grupos de madres a lo largo

La capacidad antioxidante de la leche, se determindé por dos métodos

del tiempo

3.1.2 Determinacidn de la capacidad antioxidante de la leche

> Determinacion de la capacidad antioxidante total (CAT)

diferentes: método del ABTS y método del FRAP.
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3.1.2.1 Método del ABTS™
a) Efecto de la mastitis sobre la CAT con el método ABTS"*

Al inicio del estudio se observa que la CAT es significativamente mayor en la
leche de madres con mastitis cuando se compara frente a la del grupo control. Sin
embargo, tras 21 dias el analisis de la leche muestra que la CAT es similar en ambos

grupos tal y como se observa en la figura 32.

Dia 1 Dia 21
800 - 800 -
— * _
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= T ey T
= 400 % 400 4
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< 200 - 200
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Figura 32. Efecto de la mastitis sobre la CAT con el método ABTS'”. Los resultados estdn
expresados en media * desviacion estdandar. * p<0,05 vs Control

b) Efecto de la administracion de arandanos sobre la CAT por el

método de ABTS"*

Se observa un aumento de la CAT en los grupos C y CA tras los 21 dias de
duracidn del estudio, asi como una disminucion en los grupos M y MA. El andlisis
estadistico muestra que los ardndanos tienen un efecto significativo sobre variacion
de la CAT de la leche de madres con mastitis o controles tras 21 dias de

suplementacion, tal y como se muestra en la tabla 14 y figura 33.
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Variable
ABTS (ug/mL) Dia 1 Dia 21
Cambio
C 467,3 £ 36,1 488,4 + 33,04 21,1+£40
*
CA 502,6 £+ 53,7 538,8+52,7 36,2 £24,72
M 577,38 +42,7 484,5 + 46,7 -92,8 £+ 60,3 0
MA 543,4 + 64,4 494,3 + 54,9 -49,1 £43,8 t

Tabla 14. CAT medida con el método ABTS™ en los distintos grupos de madres al inicio y final del
estudio y variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expresados en media * desviacion
estdndar. *p<0,05vs My MA, ¢ p<0,05 vs resto de grupos, T p<0,05 vs resto de grupos
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Figura 33. Variacion de la CAT por el método de ABTS™* medida en los distintos grupos de madres a lo
largo del tiempo *p<0,05 vs My MA, ¢ p<0,05 vs resto de grupos, T p<0,05 vs resto de grupos
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a) Efecto de la mastitis sobre la CAT con el método del FRAP

Al igual que ocurre con la CAT medida por ABTSe+, se observa que al inicio del

estudio la CAT es mayor en la leche de madres con mastitis cuando se compara

frente a la del grupo control. Sin embargo en este caso la diferencia no es

estadisticamente significativa. Tras 21 dias de evolucién tampoco se observan

diferencias estadisticamente significativas entre grupos, tal y como se observa en la

figura 34.
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Figura 34. Efecto de la mastitis sobre la CAT con el método del FRAP. Los resultados estdn
expresados en media + desviacion estandar

b) Efecto de la administracion de arandanos sobre la CAT por el

método del FRAP

Al igual que ocurre con la CAT medida por el método ABTSe+, se observa una

mayor disminucién de la CAT en los grupos de madres con mastitis con, o sin

arandanos en relacidon a la de los grupos control, y con una discreta mejora del

grupo de arandanos en relacion al de madres con mastitis que no consumen

arandanos. Sin embargo, en este caso el analisis estadistico muestra que las
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diferencias entre los grupos no son estadisticamente significativas (tabla 15 y figura

35).

FRAP Variable
Dial Dia 21
(mmol/mL) Cambio
C 1,87 +0,47 1,89+0,44 0,02+0,6
CA 1,72 +0,28 1,92 +0,25 0,2+0,34
M 1,94 +0,47 1,90+ 0,28 -0,02+0,49
MA 2,03+0,33 1,86 + 0,14 -0,27£0,3

Tabla 15. CAT medida con el método FRAP en los distintos grupos de madres al inicio y final del
estudio y variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expresados en media * desviacion

estandar
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Figura 35. Variacion de la CAT medida con el método FRAP en los distintos grupos de madres a lo
largo del tiempo

3.1.3 Determinacion de la defensa antioxidante

Para la evaluacidn de la defensa antioxidante se determinaron: el contenido en

ponifenoles totales, el glutation reducido (GSH) y la glutatién peroxidasa (GPx).
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Determinacion del contenido en antioxidantes

3.1.3.1 Determinacion de polifenoles totales en la leche (Método de

Folin-Ciocalteau)

a) Efecto de la mastitis sobre la concentracion de polifenoles totales

Al inicio del estudio se observa que la concentracién de polifenoles es mayor
en la leche de madres con mastitis frente a la del grupo control, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa. Tras 21 dias de evolucidon dejan de

observarse estas diferencias estadisticamente significativas tal y como se observa en

la figura 36.
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Figura 36. Efecto de la mastitis sobre la concentracion de polifenoles totales. Los resultados estdn
expresados en media * desviacion estdndar. *p<0,05 vs C.

b) Efecto de la administracion de arandanos sobre la concentracion

de polifenoles totales

El analisis estadistico muestra que la suplementaciéon de la dieta con
arandanos tiene un efecto significativo sobre la concentracién de polifenoles totales
de la leche de madres con mastitis, incrementando su concentracion tras 21 dias de

suplementacion. El grupo control suplementado con ardandanos también muestra un
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incremento en la concentracién de polifenoles tras 21 dias, aunque la diferencia no

sea estadisticamente significativa, tal y como se observa en la tabla 16 y figura 37.

Variable
PT (ng/mL) Dia 1 Dia 21
Cambio
C 238,2+11,9 238,8+15,9 0,62 +13,88
CA 238,4+12,9 249,9 + 25,7 11,5+ 25,9
M 258,1+24,6 255,6 +19,9 -1,24 + 20,12
MA 260,4 + 18,8 284,2 + 16,8 22,9+239 *

Tabla 16. Concentracidn de polifenoles totales medida en los distintos grupos de madres al inicio y
final del estudio y variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expresados en media +
desviacion estdndar. *p<0,05vs Cy M

APOLIFENOLES (mcg/mL )
—

Figura 37. Variacion de la concentracion de polifenoles totales medida en los distintos grupos de
madres a lo largo del tiempo *p<0,05vs Cy M
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3.1.3.2 Contenido en glutation (GSH)
a) Efecto de la mastitis sobre la concentracion de GSH en la leche

Tanto al inicio del estudio como tras 21 dias de evolucion de la enfermedad,
se observa que la concentracién de GSH es menor en la leche de madres con
mastitis cuando se compara frente a la del grupo control, sin embargo esta

diferencia no es estadisticamente significativa, tal y como muestra la figura 38.

Dia1l Dia 21
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Figura 38. Efecto de la mastitis sobre la concentracion de GSH. Los resultados estdn expresados
en media + desviacion estdndar

b) Efecto de la administracion de arandanos sobre la concentracion

de GSH en la leche

Se observa un aumento de la concentracidon de GSH en la leche de madres de
los grupos Cy CA, que no se aprecia en los grupos M y MA. Sin embargo, el analisis
estadistico muestra que estas variaciones en la concentracién de GSH a lo largo de
tiempo entre los distintos grupos de mujeres no es estadisticamente significativa, y
por lo tanto se considera que la suplementacion de la dieta con arandanos no tiene
un efecto significativo sobre este parametro, tal y como se observa en la tabla 17 y

figura 39.
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GSH (pumol) Dia 1l Dia 21 Variable Cambio
C 59+6,9 7,0+£9,3 1,1+2,6
CA 3,3+1,2 34+1,9 0,19+0,63
M 24+2,2 1,9+2,0 -0,007 £ 0,177
MA 3,725 32+23 0,01+2,02

Tabla 17. Concentracion de GSH medida en los distintos grupos de madres al inicio y final del estudio
y variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expresados en media + desviacion estandar
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Figura 39.

Variacion de la concentracion de GSH medida en los distintos grupos de madres a lo largo del tiempo

3.1.3.3 Actividad glutation peroxidasa (GPx)

a) Efecto de la mastitis sobre la concentracion de GPx en la leche

Al inicio del estudio se observa que la actividad GPx es mayor en la leche de

madres con mastitis cuando se compara frente a la del grupo control, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa. Sin embargo, tras 21 dias de evolucién ya

no se observan dichas diferencias, tal y como se observa en la figura 40.
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Dia1l Dia 21
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Figura 40. Efecto de la mastitis sobre la actividad GPx. Los resultados estdn expresados en media
+ desviacion estdndar. *p<0,05 vs C

b) Efecto de la administracion de arandanos sobre la concentracion

de GPx en la leche

Tal como ocurre con la concentracion de GSH, se observa un aumento de la
actividad GPx en la leche de madres de los grupos Cy CA, que no se aprecia en los
grupos M y MA. Sin embargo, el andlisis estadistico muestra que estas variaciones a
lo largo de tiempo entre los distintos grupos de mujeres no son estadisticamente
significativas, y por lo tanto se considera que la suplementacién de la dieta con
arandanos no tiene un efecto significativo sobre este pardmetro, tal y como se

observa en la tabla 18 y figura 41.
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GPx Variable
Dia 1 Dia 21
(umol/Lxmin) Cambio
C 17,6 £5,8 23,2+13,5 6,4 +19,8
CA 18,5%+6,6 26,9+11,5 9,2+4,1
M 23,4+12,5 21,5+5,7 0,37+11,5
MA 29,2+ 18,0 24,1+13,5 -5,8+18,7

Tabla 18. Actividad de la GPx medida en los distintos grupos de madres al inicio y final del estudio y
variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expresados en media + desviacion estandar
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™
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Figura 41. Variacion de la actividad GPx medida en los distintos grupos de madres a lo largo del
tiempo
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El objetivo principal del presente trabajo es estudiar si el suplementar con
arandanos la dieta de madres con mastitis tiene algin efecto sobre el estado
oxidativo de su leche. Para ello, por un lado, hemos valorado el estado nutricional de
las madres analizando la composicién en macro y micronutrientes de sus dietas, y
por otro lado, hemos comparado el estado oxidativo (en términos de dafio a
macromoléculas, capacidad antioxidante total y contenido en antioxidantes) de su
leche tanto en las madres sanas como en madres con mastitis al inicio y al final del

estudio una vez finalizada la suplementacién dietética con arandanos.

1. VALORACION DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LAS MADRES

El promedio de edad de las participantes fue entre 33 y 37 anos. La
somatometria de las madres no objetivé diferencias significativas para ninguno de
los parametros estudiados. El IMC medio en todos los grupos esta dentro del

intervalo de normopeso (Tabla 6).

Para obtener informacién sobre el consumo dietético de las mujeres en todos
los grupos se utilizaron registros de 24 horas durante un periodo de 3 dias, técnica
avalada por otros estudios (Otten, 2006; Shim, 2014;) Por tanto, la metodologia

aplicada para analizar la ingesta de alimentos en nuestro estudio es la adecuada.

Respecto a la ingesta de macro y micronutrientes entre los distintos grupos de
estudio no hubo diferencias significativas (Tabla 7, 10 y 11). Sin embargo,
contrariamente a lo que esperabamos, y tras comparar la ingesta de
macronutrientes observada en las madres con las ingestas recomendadas, la dieta
de las mujeres estudiadas en todos los grupos era desequilibrada en lo que respecta
al aporte de estos nutrientes, con un exceso de ingesta de grasas y proteinas en
detrimento de la ingesta de hidratos de carbono (Tabla 8 y figura 27) (Bolton &
Wooddward, 1994; Astrup & Raben, 1995; Fernandez-Vergel et al., 2006; Quiles,
2006; Codofier-Franch et al., 2013; Varela-Moreiras et al., 2013).
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La ingesta caldrica media de nuestras mujeres se situé en 1600 Kcal/dia
aproximadamente. Este valor se encuentra por debajo de la ingesta caldrica
recomendada por el programa Alimentador, que se sitia en 2562 Kcal/dia. Sin
embargo, nuestros resultados estdan en concordancia con estudios realizados en
poblacién femenina por Varela y colaboradores que estudiaron el consumo medio
de mujeres adultas con edades comprendidas entre 18 y 63 afios, obteniendo como

resultado un promedio de 1675 Kcal/dia (Ruiz et al., 2015).

En relacién a otros estudios realizados en madres lactantes, aunque no existen
muchos datos en la literatura sobre la dieta en este tipo de poblacidn, hemos
encontrado algunos estudios realizados en paises con habitos dietéticos diferentes
al nuestro (Chen et al.,, 2012; Haileslassie et al.,, 2013). Sin embargo las
comparaciones se han realizado en estudios de poblacion espafiola con criterios de
inclusion similares a los de este trabajo. En concreto, hemos tenido en cuenta
principalmente los resultados de Quiles y Codofier-Franch, en los que se obtienen
aportes caldricos superiores (2446 kcal/dia (Quiles, 2006) y 2094 Kcal/dia (Codofier-
Franch et al., 2013), aunque también se encuentren por debajo de las
recomendaciones. Esimportante destacar en este sentido, que existen estudios que
indican que ingestas inferiores a 1500Kcal/dia pueden producir disminucién del

volumen de leche (Ares et al., 2016).

Los resultados del andlisis de la ingesta de macronutrientes en nuestro estudio,
mostraron que todos los grupos de madres tuvieron un consumo de proteinas entre
el 18% y 19%. Nuestros resultados estan en rango con el trabajo de Quiles (17%) vy el
de Codofier- Franch y cols. (18%) realizados en madres lactantes (Quiles, 2006;
Codofier-Franch et al., 2013). Tanto el consumo de proteinas de nuestras madres
como el de las madres participantes en los otros dos estudios estd muy por encima

de lo recomendado (10-12%), siguiendo el patron de las sociedades desarrolladas.

Con respecto a los hidratos de carbono (HC), en nuestros grupos la media se
situd alrededor del 43%, ligeramente inferior a los consumos descritos por Quiles
(45%) y Codofier-Franch y cols. (46%). Estos resultados quedan por debajo de la

ingesta recomendada de HC (50-55%). Este bajo consumo de carbohidratos vy
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especialmente de carbohidratos complejos frente a azucares sencillos ya ha sido
descrito por otros autores para la poblacion en general (Varela-Moreiras et al.,

2013).

Respecto al aporte de grasas, el consumo medio de nuestros grupos (38%)
estuvo por encima del 30-35% recomendado como saludable tanto por el programa
utilizado (Alimentador) como por la mayoria de sociedades nacionales e
internacionales y algunos cientificos (FESNAD, 2010; National Academy of Sciences,
2006; Silvestre, 2013). De hecho, todos los grupos tomaban una dieta
desequilibrada. Este desequilibrio fue algo mayor en los grupos C y CA (mayor
porcentaje de grasa y menor en hidratos de carbono) pero las diferencias entre
grupos no fueron significativas. El consumo medio de grasas en nuestros grupos
coincide con el descrito por Quiles (38%) y Codofier-Franch y cols. (36%) (Quiles,
2006; Codofer-Franch et al., 2013). Segun la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) (EFSA, 2010), considera que no existen suficientes datos para
definir un nivel inferior o superior recomendados de consumo de grasa aunque
algunos grupos han propuesto un nivel inferior del 20% y superior del 35% similares
a las recomendaciones americanas (Otten, 2006), de la OMS (OMS, 2004) y de la
FAO (FAO, 2010).

En cuanto al consumo medio de acidos grasos observamos un exceso de
acidos grasos saturados (AGS) (12%), en detrimento del consumo de 4cidos grasos
poliinsaturados (AGP) (5%) (procedentes fundamentalmente de pescado azul y
frutos secos) entre las mujeres estudiadas en nuestro trabajo (Tabla 9). Este
comportamiento es muy similar a los resultados obtenidos en los estudios realizados
por Quiles y Codofer-Franch (Quiles, 2006; Codofier-Franch et al., 2013). Debemos
de tener presente que la grasa poliinsaturada es un componente fundamental de la
leche materna (Yahvah, 2015; Delplanque, 2015). Este incremento en los AGS puede
ser debido entre otros factores al cambio del estilo de vida en las sociedades
desarrolladas. De hecho, este patréon dietético es el que se produce con mas
frecuencia en las dietas actuales de los paises desarrollados. Esta situacidn, ya ha

sido descrita por otros autores (Fernandez-Vergel et al., 2006; Serra-Majem, 2007;
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Garcia-Arenzana, 2011) y parece reflejar el abandono progresivo, en las ultimas
décadas, en nuestra poblacion de los buenos habitos alimentarios, con un
alejamiento de la dieta mediterranea. (Varela-Moreiras, 2013). Aunque estos
autores definen este efecto para una poblacidn general, podria hacerse extensible a

la poblacién de estudio del presente trabajo.

Por otra parte, al analizar el consumo de frutas y verduras en los distintos
grupos de madres (sin tener en cuenta el suplemento de arandanos), no hubo
diferencias significativas, por lo que nuestros resultados no se ven influenciados por
una diferente ingesta de antioxidantes dietéticos. Tanto el grupo control (455 +
57g/dia) como el grupo mastitis (470 + 68 g/dia) se encuentran dentro del consumo

de futas y verduras recomendado por la OMS (400g/dia) (OMS, 2004).

En cuanto a los resultados del andlisis de la ingesta de micronutrientes de
nuestras participantes, y en concreto cuando analizamos la ingesta de vitaminas, se
observa que los cuatro grupos de estudio presentan valores inferiores a la ingesta
diaria recomendada, en los que cabe destacar, la ingesta de acido félicoy vitaminas
A, D y E (Durham et al.,, 2011). En los estudios de Quiles y Codofier-Franch, se
observa también una ingesta de vitaminas A y E inferior a la recomendada.
Actualmente, este hecho quedaria paliado por la practica habitual de suplementar la
dieta de la mujer embarazada y lactante con suplementos vitaminicos vy
especialmente con Acido Félico (Pcciano & McGuire, 2009; Lamers, 2011; Pallas et

al., 2014; Ares et al., 2016).

Por el contrario, en nuestro estudio se observa una ingesta de vitamina C
superior a la dosis diaria recomendada en todos los grupos de madres. Esto podria
haber enmascarado los resultados y no observar la efectividad de los ardndanos. Sin
embargo, Hoppu ha descrito que para la vitamina C, el contenido en leche no
aumenta a partir de un determinado nivel umbral, aunque aumente la ingesta
(Hoppu, 2005). Por tanto, teniendo en cuenta, por un lado este efecto umbral de la
vitamina C y por otro lado, que las mujeres que han participado en el estudio viven

en una zona en la que es especialmente frecuente el consumo de citricos ricos en
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vitamina C (Comunidad Valenciana), consideramos que muy probablemente, esta

ingesta haya tenido poca influencia en los resultados de nuestro estudio.

Al analizar la ingesta de los minerales, se observa en general, que esta es
inferior a la recomendada en todos los grupos de madres. Algunos autores ya han
alertado sobre el riesgo de aportes insuficientes en la dieta habitual de las mujeres
lactantes para algunos micronutrientes como las vitaminas A, B y D y minerales

como el hierro (Fe), el calcio (Ca) o el iodo () (Allen, 2005).

Las necesidades nutricionales de la mujer lactante contindan con muchos
interrogantes (Berti, 2014). La OMS recomienda durante la gestacién y la lactancia,
estados vulnerables para la mujer, un control de la ingesta de alimentos y el estado

nutricional, seguimiento que en la practica no se lleva a cabo (OMS, 2015).

Estos hechos, invitan a la reflexion y, a pesar de que el tamafio y el tipo de
muestra de nuestro estudio no permiten sacar conclusiones generalizadas, si
deberian alertar sobre la necesidad de valorar y asesorar adecuadamente a las

mujeres sobre su dieta en esta etapa de su vida.

2. VALORACION DEL ESTADO OXIDATIVO DE LA LECHE MATERNA

2.1 ESTUDIO DEL DANO INDUCIDO A MACROMOLECULAS EN LECHE
MATERNA

2.1.1 Determinacién del contenido de CGC en proteinas

La determinacién de los niveles de grupos carbonilo (CGC) esta reconocido

como un buen marcador de dafo oxidativo a proteinas (Berlett & Stadtman, 1997).

El contenido de CGC en las muestras de leche de nuestro estudio se encuentra
en el mismo rango obtenido por otros autores (Codofer & Valls, 2011; Codoiier-
Franch et al., 2013; Castillo-Castafieda et al., 2017). Sin embargo, al analizar los
resultados del CGC en la leche a dia 1 se observa que hay mas dafio a proteinas en

la leche de madres con mastitis, ya que el CGC es significativamente mayor en este
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grupo que en los controles (Figura 28). Sin embargo, a dia 21, se observa que la
situacion tiende a normalizarse, dado que dejan de observarse diferencias
estadisticamente significativas en el CGC de leche de madres con mastitis frente a

las controles.

En la actualidad no existen estudios cientificos que describan el dafio oxidativo
a proteinas en leche inducido por mastitis. Sin embargo, si se ha estudiado el efecto
de la suplementacion de la dieta de madres lactantes con antioxidantes,

observandose una disminucion en el CGC de la leche (Codofier-Franch et al., 2013).

2.1.2 Determinacion de la concentracién de MDA en leche

El MDA es el principal producto de la peroxidacion lipidica, siendo el
incremento de su concentracion indicativo de una posible situacion de estrés
oxidativo (Halliwell, 2000). Dado que el MDA se produce debido a una alteracién en
la composicion lipidica, el estudio de las variaciones en su concentracién podrian ser
utiles para conocer el grado de alteracién de la fraccién lipidica de la leche materna.
En este estudio la concentracion de MDA se ha determinado mediante HPLC dado
gue se sabe que esta técnica es la mads adecuada para reflejar el indice de

peroxidacién lipidica de una muestra bioldgica (Esterbauer H. et al., 1991).

Al igual que ocurre con el CGC, las concentraciones de MDA en las muestras de
leche de nuestro estudio son similares a las descritas en estudios previos (Miranda
et al., 2004, 2011; Silvestre et al., 2008, 2010; Codofier & Valls, 2011; Codofier-
Franch, 2013). Por otro lado, se ha demostrado que los tratamientos térmicos de la
leche inducen un incremento de la peroxidacion lipidica (Miranda et al., 2004, 2011;
Silvestre et al., 2010). En concreto, en relacion al almacenamiento en frio, se ha
puesto de manifiesto que cuando la leche es almacenada a -802C por periodos
superiores a 30 dias aumenta la concentracién de MDA significativamente con
respecto a la concentracién observada en leche fresca (Silvestre et al., 2010). Por
ello en nuestro estudio todas las muestras fueron procesadas antes de transcurrir 30

dias desde su recogida y almacenamiento a -809C, para garantizar que la
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congelacion no afectara a la concentracién de MDA y sus posibles diferencias entre

los distintos grupos.

Asi, al estudiar la concentraciéon de MDA, y contrariamente a lo observado en
el dafio a proteinas, sorprende observar que la leche de las madres con mastitis a
dia 1 tiene menor grado de peroxidacion lipidica que la leche de las madres sanas
(Figura 30). No existen estudios de la concentracion de MDA en leche de madres con
mastitis. Sin embargo, si se ha descrito un aumento de la concentracion de MDA en
la leche de otras especies animales con mastitis (Li-Li & Qingzhang, 2009; El-Deeb,
2013; Eslami et al., 2015). Es destacable, que tras 21 dias de evolucion de la
enfermedad, ya no se observan diferencias estadisticamente significativas en la

concentraciéon de MDA en leche entre los grupos mastitis y control.

Por otro lado, cuando se estudia la variacién del CGC y la concentracion de
MDA a lo largo del tiempo, se observa que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos grupos, y por tanto no se puede afirmar que los
arandanos tengan un efecto sobre el dafio oxidativo a proteinas y lipidos en leche
(Tablas 12 y 13; y figuras 29 y 31). A dia de hoy, no tenemos estudios en los que se
analice la suplementacién de antioxidantes en madres con mastitis para poder
comparar nuestros resultados. Si los hay en madres sanas suplementadas con
cerveza sin alcohol, en los que se observa una disminucién de la concentracién de
MDA en el plasma de las madres y en la orina de los lactantes (Codofier & Valls,

2011; Codofier-Franch et al., 2013).

Sorprende también, que sabiendo que los lipidos son mas sensibles al dafio
oxidativo que las proteinas, en nuestros resultados encontramos una disminucién de
la peroxidacién lipidica en madres con mastitis junto a un aumento del dafio
oxidativo a proteinas. Sin embargo, en un estudio realizado recientemente (Birgul S
et al., 2016), en el que se analiza el contenido de macronutrientes en la leche de
madres con mastitis, se observa que hay una considerable disminucion del
contenido en lipidos e hidratos de carbono frente al observado en los controles.
Aunque en este estudio no se observaron diferencias significativas en el contenido

de proteinas, estos resultados podrian implicar que el porcentaje de proteinas con
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respecto al aporte caldrico total de macronutrientes en la leche de madres con
mastitis aumenta notablemente, al haber menos lipidos e HC. Esta situacién podria
justificar que se aprecie un dafno a proteinas y una menor peroxidacion lipidica a

pesar de que los lipidos sean mas sensibles al dafio oxidativo.

2.2 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA LECHE

» Determinacion de la capacidad antioxidante total (cat)

La medida de la capacidad antioxidante total (CAT) nos permite conocer la
capacidad de la leche materna para controlar el desequilibrio REDOX. Este
pardmetro no solo recoge la suma de actividades de los diversos antioxidantes
conocidos, sino también de los desconocidos y de las interacciones entre todos ellos.
La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también depende del
microambiente en que se encuentra el compuesto, y los compuestos interactldan
entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios. Por eso la medicién de
la capacidad antioxidante se ha descrito como un indicador sensible que permite
detectar pequeiias diferencias mucho mejor que las mediciones de los antioxidantes
por separado, permitiendo tener en cuenta las interacciones entre ellos (Turoli,

2004; Cloetens et al., 2013; Cekic et al., 2015).

Existen varios métodos para determinar la capacidad antioxidante total en
muestras bioldgicas (Prior & Cao, 1999; Ghiselli et al., 2000). Cada método mide la
capacidad antioxidante de compuestos bioactivos diferentes con capacidades
antioxidantes variables, unos miden la capacidad de donar electrones a un
determinado RL, otros la habilidad para detener algun tipo de fuente de inicio de
oxidacion, la quelacién de un metal de transicién o la absorcidon de radiacién
ultravioleta. No es extrafo que los resultados obtenidos para una misma muestra
mediante distintas técnicas puedan por tanto ser diferentes ya que determinan

acciones antioxidantes diversas.
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La leche humana es rica en distintos compuestos antioxidantes con capacidad
para interaccionar entre si (Silvestre et al., 2008; Yao et al.,, 2010; Hanson et al.,
2016), y por tanto es de esperar que distintos métodos puedan obtener resultados
variables, algo que de hecho ya ha sido descrito en la literatura con anterioridad
(Janaszewska, 2002; Cekic et al., 2015). Todo esto nos llevé a utilizar dos métodos
qgue han sido ampliamente utilizados por otros cientificos para determinar la

capacidad antioxidante de la leche humana.

2.2.1 Método ABTS"*

El método ABTS™ mide la capacidad de la leche de donar electrones a un
radical libre (ABTSe+) y permite medir la actividad de compuestos de naturaleza
hidrofilica y lipofilica incluyendo flavonoides, hydroxicinamatos y carotenoides (Re
et al., 1999). Por otro lado tiene el inconveniente de obtener valores con rangos
muy estrechos, lo que limita el analisis estadistico especialmente cuando el tamafno
muestral no es grande (Ezaki, 2007). Al analizar los resultados obtenidos sobre Ila
capacidad antioxidante de la leche por el método ABTS, se observa que en el
estadio inicial (dia 1), la CAT es significativamente mayor en las madres con mastitis
(Figura 32). Aunque nuestros resultados no encajan con los descritos en otros
estudios en los que se observa una disminucidn de la CAT en leche de otras especies
animales con mastitis (Atakisi et al., 2010; Silanikove et al., 2014), podria ser debido
a que en estos estudios no se repitieron los muestreos a lo largo del tiempo vy la

recogida de muestras pudo hacerse en un estadio distinto de la patologia.

El incremento en la CAT que observamos en nuestro estudio puede ser debido,
al igual que se ha descrito en otras patologias a un mecanismo fisioldpatoldgico
compensatorio, consistente en una mayor produccién de antioxidantes como
mecanismo de defensa para defenderse de ese insulto oxidativo (Chevari et al.,
1992; Gonzalez-Parraga et al., 2003). Este mecanismo decaeria con el tiempo, de tal

forma que es esperable que a dia 21, la situacién se normalice.
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Cuando analizamos la variacion de la CAT a lo largo del tiempo (Tabla 14 y
figura 33), se observa que la CAT disminuye tanto en el grupo Mastitis (M) como en
el grupo Mastitis con arandanos (MA), siendo esto estadisticamente significativo con
el resto de grupos. Esta disminucidon estd atenuada en el grupo MA, por lo que
podemos decir que el grupo suplementado con arandanos pierde menos capacidad
antioxidante que el grupo sin suplementar, de ahi que podamos concluir que los
arandanos tiene un efecto sobre la capacidad antioxidante de la leche de madres
con mastitis. Estos resultados estan en consonancia con los descritos en otros
estudios realizados con animales, como el de Dimri y cols., en el que se observa que
un suplemento con vitaminas A y E en bufalos con mastitis es capaz de atenuar la
disminucion de la CAT en leche (Dimri et al., 2013). Aunque a dia de hoy no existe
ningun estudio sobre la CAT en leche humana de madres con mastitis con o sin
suplementos con antioxidantes, si existen numerosos trabajos que han observado
una disminucién de la CAT de la leche materna a lo largo del tiempo, (Quiles, 2006;
Ezaki, 2008; Mataix, 2008; Li, 2009; Zarban, 2009; Codofier-Franch et al., 2013;
Nykniaz, 2013).

Si nos fijamos en los grupos C y CA (Tabla 14 y figura 33), vemos que aunque
estos grupos mejoran su capacidad antioxidante tras la administracion de los
arandanos, el andlisis estadistico nos dice que la mejoria de CA es estadisticamente
significativa respecto a los grupos M y MA; y no frente al grupo Control; por lo que
no podemos concluir que los ardndanos mejoren la capacidad antioxidante de la
leche de madres sanas. Sin embargo, en un estudio realizado en madres lactantes a
las que se les suplementé con cerveza sin alcohol, rica en antioxidantes, si se
observa que la caida en la actividad antioxidante es menor en la leche de las madres
que habian sido suplementadas con cerveza (Valls & Codofer, 2011; Codofier-

Franch, 2013).
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2.2.2 Método FRAP

El FRAP mide especialmente bien la actividad antioxidante de compuestos
como el acido ascorbico, el alfa tocoferol, el acido urico, la bilirrubina y los
compuestos fendlicos pero no la de proteinas, glutation o dacido lipdico (Benzie,
1999) y se ha utilizado anteriormente para medir la capacidad antioxidante total de

muestras de leche humana (Oveisi et al., 2010).

Al analizar los resultados obtenidos sobre la capacidad antioxidante de la leche
determinada con el método FRAP, se observa el mismo comportamiento que con el
método ABTS'*, aunque en este caso las diferencias no son estadisticamente

significativas.

Con todo esto, nuestros resultados constatan que la leche humana tiene un
importante contenido de antioxidantes y una capacidad antioxidante total que es el
resultado no sdélo de la concentracidon de antioxidantes sino de las interacciones
entre los mismos. Es muy probable que la funcién de todo este contenido
antioxidante esté dirigido a la proteccién antioxidante del neonato cuyas defensas

en este aspecto son todavia inmaduras, incluso en el recién nacido a término sano.

2.3 DETERMINACION DE LA DEFENSA ANTIOXIDANTE DE LA LECHE

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la leche humana posee una
elevada capacidad antioxidante y contiene sustancias antioxidantes que no aporta
ningun otro alimento en ninguna otra época de la vida y tienen la misidon de ayudar a
proteger el estado oxidativo del neonato (Ankrah et al., 2000; L'Abbe & Friel, 2000;
VanderJagt et al., 2001; Hanna et al., 2004). Aunque se ha explicado anteriormente
la importancia de estudiar la CAT, también consideramos relevante determinar el

contenido de algunos de los antioxidantes mas importantes de la leche.
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2.3.1 Determinacién de la concentracion de polifenoles totales

Al analizar los resultados obtenidos sobre el contenido de ponifenoles totales,
se observa que al inicio del estudio (dia 1), su contenido es significativamente mayor
en las madres con mastitis (Figura 36). Este aumento de polifenoles parece estar
contribuyendo al aumento de la CAT observado en la leche de madres con mastitis
(Figuras 32 y 34) y, al igual que se ha explicado en el apartado de la determinacién
de la CAT, podria ser debido, a un mecanismo fisiopatolégico compensatorio,
consistente en una mayor produccién de antioxidantes para defenderse del estrés
oxidativo inducido por la mastitis (Chevari et al., 1992; Gonzalez-Parraga et al.,

2003). De nuevo, al igual que ocurre con la CAT, a dia 21, la situacidn se normaliza.

A pesar del interés creciente sobre el estudio del contenido en polifenoles de
distintos alimentos debido a su importancia en multiples procesos biolégicos al
poseer propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, de inhibicién de la agregacion
plaguetaria, inmunoldgicas e incluso de proteccion del ADN (Babbar et al., 2015), en
la actualidad existen pocos datos en la literatura sobre su concentracién en la leche
humana. Asi, algunos autores han demostrado la presencia en leche de isoflavonas
tras el consumo materno de leche de soja o tofu (Frankee et al., 2006). Li y cols.
también determinaron el contenido en polifenoles en 6 muestras de leche materna
con el objeto de comparar el aroma de la leche materna con el de las leches de
formula (Li et al., 2009), y Vazquez determiné el contenido en polifenoles en la
leche de diferentes especies (vacas, cabras, ovejas y leche humana) con el objetivo
de validar una nueva técnica de extraccidon (Vazquez et al., 2015). Otro estudio
reciente confirmé el contenido de diversos flavonoides (epicatequina, naringenina,
kaempferol, hesperitina y quercetina) y varios carotenoides (a-caroteno, B-caroteno,
licopeno) en la leche de 17 mujeres, madres de recién nacidos a término. En cuanto
a los flavonoides, no se observaron variaciones en sus concentraciones en la leche a
lo largo del primer mes a excepcién del kaempferol, y en cuanto a los carotenoides
se observé que su concentracién disminuia a medida que avanzaba la lactancia. No
obstante estos autores no estudiaron el contenido total en polifenoles, ni tampoco

la correlacion de estos con la dieta materna (Song et al., 2013).
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En nuestro trabajo, cuando analizamos la variacién del contenido en
polifenoles a lo largo del tiempo (Tabla 16 y figura 37), aunque se aprecia que en el
grupo CA el contenido en polifenoles aumenta a lo largo del estudio, esta diferencia
no es estadisticamente significativa frente a la leche de las madres sanas que no
consumieron arandanos. Por lo que no podemos afirmar que este fruto mejore el
contenido en polifenoles de la leche de las madres sanas. Sin embargo, es muy
importante destacar que el contenido en polifenoles en la leche del grupo de
madres con mastitis que consumieron arandanos (MA) si que incrementaron
significativamente su contenido en polifenoles con respecto a la de las madres con
mastitis que no consumieron arandanos (M), incluso con respecto a la leche de
madres sanas que no consumieron arandanos (C). Es muy posible que el efecto
diferencial de los ardandanos sobre la evolucién del contenido en polifenoles de la
leche de madres CA y MA se deba a una cuestién de tamafio muestral, unida al
hecho de que se observa una ligera disminucién del contenido en polifenoles a lo
largo del tiempo en la leche de madres con mastitis (M) que no se observa en el

grupo control (C), aunque no llegue a ser estadisticamente significativa (Figura 37).

Destacar también que a dia de hoy no podemos comparar nuestros datos con
los de otros trabajos, porque no hay estudios en los que se determine el contenido
total de polifenoles en leche con mastitis. De hecho, el nuestro es el primer trabajo
en estudiar no sélo el contenido en polifenoles de la leche con mastitis, sino su
evolucién a lo largo del tiempo y el efecto del consumo de algin suplemento rico en
antioxidantes como son los arandanos. Si se ha estudiado, el contenido de
polifenoles en la leche de madres sanas suplementadas con cerveza sin alcohol, y en
este caso se observé que el contenido en polifenoles disminuyé desde la fase de

calostro a leche madura (Codofer-Franch, 2013).

A pesar de que no hay ningln trabajo ni en humanos ni en animales que
estudie el contenido de polifenoles en leche con mastitis, si que se ha demostrado
gue los polifenoles son capaces de mejorar el proceso inflamatorio de las mastitis,
de hecho hay un estudio realizado en ratas en el que se pone de manifiesto que el

acido clorogénico (un polifenol frecuente en la dieta habitual) es capaz de inhibir la
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via de sefalizacién de NF-kB mediada por TLR4, que parece ser la encargada de
activar la produccion de citocinas inflamatorias como la IL-6, IL-8 o TNF-a (Ruifeng et
al., 2014). Con estos antecedentes, y teniendo en cuenta que nuestros resultados
indican que los arandanos mejoran el estado oxidativo de la leche de madres con
mastitis (al incrementar el contenido en polifenoles, y atenuar la pérdida de CAT),
los arandanos podrian empezar a valorarse como posible tratamiento coadyuvante

en madres con esta patologia.

2.3.2 Estudio del sistema glutation

Nuestros resultados confirman la presencia, en todas las muestras analizadas,
de componentes protectores naturales en la leche materna con propiedades
antioxidantes como el GSH o la GPx. Entre las propiedades antioxidantes de estos
compuestos cabe destacar que forman parte de un importante sistema protector
frente a la peroxidacioén lipidica (Van Vleet et al., 1981). Ademas, los resultados
obtenidos para la concentracién de GSH y actividad GPx se encuentran en el rango
de los publicados anteriormente en muestras de leche humana (Miranda et al.,
2004; Silvestre et al., 2008; Silvestre et al., 2010). Teniendo en cuenta por otro lado
gue se ha descrito que la congelacion puede afectar a la actividad GPx, tal y como
ocurria con el MDA (Silvetre et al., 2010), en nuestro estudio todas las muestras
fueron procesadas antes de transcurrir 30 dias desde su recogida y almacenamiento
a -809C, para garantizar que la congelacion no afectara a la actividad GPx y sus

posibles diferencias entre los distintos grupos.

En cuanto al efecto de la mastitis, contrariamente a lo que ocurre con el
contenido en polifenoles totales se aprecia, tanto al inicio como al final del estudio
gue la concentracién de GSH en la leche de las madres con mastitis es menor que la
de los controles, no siendo esta diferencia estadisticamente significativa (Figura 38).
Nuestros resultados concuerdan con trabajos anteriores realizados en animales, en
los que se produce también una disminucién de la concentracidon de GSH en la leche

de las vacas afectadas por esta patologia (Sadek et al., 2017).
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En cuanto a los resultados obtenidos al medir la actividad de la GPx, se observa
gue ésta es significativamente mayor a dia 1 en la leche de las madres con mastitis
frente a las de control (Figura 37). Esto podria deberse al mecanismo compensatorio
anteriormente citado para la CAT y polifenoles, en el que el organismo trata de
hacer frente a la mastitis incrementando la sintesis y/o actividad de sus
antioxidantes naturales (Chevari et al., 1992; Gonzalez-Parraga et al., 2003). Estos
mecanismos no pueden sostenerse a lo largo del tiempo y de hecho, tras 21 dias de
evolucién de la mastitis ya no se observa este aumento de actividad GPx (Figura 37).
A dia de hoy no existe ningln trabajo que valore la actividad GPx en leche humana
de madres con mastitis, por lo que no podemos hacer una valoracién de nuestros
resultados. Si existen otros trabajos realizados en leche y plasma de animales con
mastitis en los que la GPx estd disminuida (Atroshi et al., 1986; Mukherjee 2008;
Dimri et al., 2013). Posiblemente, estas diferencias se deban a un comportamiento
distinto de esta enzima en otras especies 0 a que no se recogieron las muestras en el

mismo momento de evolucion de la enfermedad.

Por otro lado, estos resultados indican que no todos los antioxidantes se ven
afectados de la misma manera o no responden de la misma forma a la mastitis, y por
eso precisamente, ademads de medir la CAT hemos tenido interés en analizar algunos

de los componentes mds importantes de la defensa antioxidante por separado.

Cuando analizamos la variacién de la concentracidon de GSH y actividad GPx a
lo largo del tiempo (Tabla 17 y 18; y figura 39 y 41), no se observan diferencias
significativas en su evolucion entre los distintos grupos por lo que, en el caso de
estos antioxidantes, no podemos decir que los ardndanos tengan un efecto
significativo sobre la leche. Curiosamente un estudio realizado en bufalos con un
disefio similar al de nuestro estudio en el que se suplementd con vitaminas A, Dy E,
concluyd que el suplemento con vitaminas si era capaz de inducir un incremento de
actividad de la GPx (Dimri et al., 2013). Teniendo en cuenta que en nuestro estudio
los ardndanos no tienen efecto sobre la actividad GPx o concentracion GSH, pero si
hemos visto un efecto significativo de los arandanos sobre la variacidon en la

concentracion de polifenoles a lo largo del tiempo, parece que el tipo de suplemento
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antioxidante escogido podria tener un efecto diferencial sobre los distintos

componentes de la defensa antioxidante.

Cabe resaltar ademas, que los arandanos si atenuaron significativamente la
disminucion de la CAT en leche de madres con mastitis aunque no consiguieron
recuperarla a valores equivalentes a los de las madres sanas, como ocurrié con el
contenido de polifenoles (Figuras 33 y 37). Dado que la CAT refleja la actividad del
conjunto de todos los antioxidantes y sus interacciones, es posible que esa
recuperacién parcial de la CAT pueda deberse al efecto positivo de los arandanos
sobre los polifenoles (que si se recuperaban totalmente,) mientras que no tienen
efecto sobre el GSH o la GPx, y posiblemente sobre otros antioxidantes que no

hemos medido en este trabajo.
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1. En relaciéon al estudio de los habitos alimentarios del grupo de poblacién

seleccionado y el valor nutritivo de su dieta se concluye que:

a. Las mujeres de nuestro estudio mostraron dietas desequilibradas y poco
sanas con un bajo consumo de hidratos de carbono y elevado consumo
de grasas y proteinas, sin que existan diferencias entre los distintos

grupos de madres.

b. No se observaron diferencias entre los distintos grupos de madres en la
cantidad consumida de frutas y verduras (sin tener en cuenta el

suplemento de arandanos).

2. En relacion al efecto de la mastitis sobre el estado oxidativo de la leche,

podemos concluir que:

a. La mastitis induce un aumento de algunos componentes de la defensa
antioxidante, como los polifenoles o la actividad GPx, que podrian ser
responsables de la mayor capacidad antioxidante total observada en la
leche de madres con mastitis al inicio de estudio. Este mecanismo

compensatorio deja de observarse a dia 21.

b. Se observa un mayor dafio oxidativo a proteinas en relacién a la leche de
madres sanas, que tras 21 dias de evolucidn de la mastitis deja de ser

significativo.

3. En relacién al efecto del suplemento con ardndanos sobre el balance

oxidativo de la leche de las madres con mastitis se observa que:

a. Los arandanos inducen un aumento de la concentracion de polifenoles
en la leche de madres con mastitis, que se ve reflejado en una
atenuacion de la caida de la CAT observada a lo largo del estudio en la
leche de madres con mastitis en relacién a la de la leche de madres

sanas.
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b. Este estudio no permite observar un efecto significativo de los
arandanos sobre el dafno oxidativo a macromoléculas en la leche de

madre con mastitis.

Conclusion final

Como resultado de este trabajo concluimos que la mastitis tiene un efecto
sobre el estado oxidativo de la leche y que la suplementacién con arandanos
permite aumentar la actividad y el contenido en antioxidantes de la leche de madres

con mastitis.
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ANEXO 1. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le invita a participar en un estudio sobre la lactancia materna titulado:
“Efecto de los arandanos sobre el estado oxidativo de la leche en madres con
mastitis”

La lactancia materna es el alimento disefiado por la naturaleza para la
alimentaciéon y crianza del bebé humano, sus propiedades Unicas de especie,
aseguran un desarrollo dptimo del nifio y protegen la salud de la madre y de su hijo
amamantado. En la actualidad se recomienda la alimentacién del lactante con leche
humana exclusiva hasta los 6 meses y complementada con otros alimentos hasta los
2 anos o mas. Los beneficios de la leche humana suponen que los lactantes
amamantados se desarrollan con todo su potencial y alcanzan coeficientes
intelectuales mds altos que los no amamantados. Ademds padecen menos
enfermedades no sélo durante el tiempo de amamantamiento sino afos después,
padeciendo menos enfermedades crdnicas como la obesidad, la arterioesclerosis, la
diabetes mellitus e incluso algunos tipos de canceres. La madre que amamanta
también protege su salud y previene enfermedades como el cdncer de mama, la
hipertensidn, la artritis reumatoide o la obesidad. Parte de estas propiedades
beneficiosas se atribuyen a la capacidad antioxidante de la leche humana, pero los
componentes especificos con esta capacidad antioxidante no son todavia bien
conocidos. Por ello, un equipo de profesionales del Departamento de Salud de
Castelldn, en colaboracién con el departamento de Medicina de la Universitat Jaume
| y la Unidad de Lactancia Materna del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia
han disefiado el estudio titulado: “Efecto de los arandanos sobre el estado oxidativo
de la leche en madres con mastitis”. Este estudio tiene como objetivo comprobar si
un suplemento nutricional como los arandanos es capaz de mejorar el balance
oxidativo de la leche.

Para ello, se realizara el seguimiento de cuatro grupos de madres:

- Grupo control: madres sanas que alimentan a su hijo o hija con lactancia
materna.

- Grupo control + arandanos: madres sanas, que alimentan a su hijo o hija con
lactancia materna y, que acepten suplementar su dieta con 20 g de
arandanos/dia durante un periodo de 21 dias.

- Grupo mastitis: madres con mastitis, que alimentan a su hijo o hija con
lactancia materna.
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- Grupo mastitis + arandanos: madres con mastitis, que alimentan a su hijo o
hija con lactancia materna y que acepten suplementar su dieta con 20 g de
arandanos/dia durante un periodo de 21 dias a partir de la deteccion del
problema inflamatorio, junto con el tratamiento con antibidticos, en el caso
gue sea necesario prescribirlos.

Solicitamos su colaboracion en este estudio y le pedimos que nos permita
obtener 2 muestras leche de unos 15ml aproximadamente (al iniciar y al finalizar el
estudio).

Si acepta participar en el estudio, usted sera asignada a uno de los grupos
anteriormente descritos, dependiendo de sus caracteristicas clinicas. En el caso de
ser asignada (esta seleccion se harda de forma aleatoria) a uno de los grupos
suplementados con ardndanos, solicitamos que acepte ingerir 20 g de ardandanos
diariamente durante 21 dias. Se le proporcionara toda la ayuda necesaria para que
usted pueda alimentar a su bebé con leche materna. La participacién en el proyecto
no conlleva ningun riesgo para su salud o la del lactante. Las muestras obtenidas
durante el estudio se destinardn unicamente a los fines de investigacién definidos en
el mismo, y los datos que se le soliciten tendran cardcter estrictamente confidencial.

El proyecto “Efecto de los arandanos sobre el estado oxidativo de la leche en
madres con mastitis” cumple con las caracteristicas adecuadas referentes a
informacién a los pacientes y cumplimiento de los criterios éticos para la
investigacion médica y biomédica establecidos en la Declaracion de Helsinki (Junio
1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica Mundial y sus revisiones (Octubre
1975, Tokio, Japdn), (Octubre 1983, Venecia, Italia), (Septiembre 1989, Hong Kong),
(Octubre 1996, Somerset West, Sudafrica), (Octubre 2000, Edinburgo), (Octubre
2008, Sell, Corea) y (Octubre 2013, Fortaleza, Brasil) y en la Declaracién Universal
sobre el Genoma Humano y los Derechos del Hombre de la UNESCO vy los acuerdos
del Protocolo Adicional del Consejo de Europa para la proteccion de los Derechos del
Hombre y de la dignidad del ser humano frente a las aplicaciones de la biologia y de
la medicina (Paris 12-01-1998, ratificado el 23-07-1999).

Su participacién en el estudio es voluntaria y en el caso de decidir no participar
esto no influird en la atencidon que usted reciba. En cualquier caso, si necesita
cualquier aclaraciéon adicional o tiene alguna duda respecto al estudio puede
contactar con la pediatra Amalia Nacher Fernandez.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO-GENERAL

Tras haber leido la hoja de informacidn al paciente y aclarado cualquier duda que
les surja a usted o su pareja, si desea participar le agradeceremos firme la siguiente
hoja de participacion con consentimiento informado.

Titulo del estudio: “Efecto de los arandanos sobre el estado oxidativo de la
leche en madres con mastitis”

Y0, ettt sttt e st st r et r e b e e ene (nombre y apellidos) he sido
informada por la Dra. Amalia Nacher Fernandez, colaboradora del proyecto de
investigacion arriba mencionado, y declaro que:

- He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
- He podido hacer preguntas sobre el estudio.
- He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

- Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del
estudio:

19- Cuando quiera
- Sin tener que dar explicaciones
39- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos
- Comprendo que todos mis datos seran tratados confidencialmente.

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

Con esto, presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha: .../.../.... Fecha: .../.../....

Firma de la participante: Firma de la colaboradora

....................................... Amalia Nacher Fernandez
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ANEXO 2 . CEIC HOPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE CASTELLON

CASTELLO

DEPARTAAENT DE SALUT

%cmfmuw
& VALENCIANA

COFSELLLRIR BY SRUEEAY

INFORME COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLfNIFA HOSPITAL GENERAL
UNIVERSITARIO DE CASTELLO

Dofla Georgina Querél Capdevila, Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica del
Hospital General Universitario de Castelld,

CERTIFICA

Que el Comité Etico de Investigacién Clinica del HOSPITAL GENERAL
UNIVERSITARIO DE CASTELLO en su reunién del dia 27 de abril de 2015, acta
4/2015, tras la valoracion de la respuesta a un primer dictamen favorable condicionado del
proyecto de investigacién “Efecto de los arandanos sobre el estado oxidativo de la
leche y el plasma en madres con mastitis”.

Servicio: C.S. Benicasim
Investigador Principal: Maria Muriach Saurif Victoria Valls Bellés. Dpto Medicina, Facultad Cc. De
la Salud. Universidad Jaume 1.

Y teniendo en consideracidn las siguientes cuestiones:

1. Cuestiones relacionadas con la idoneidad del investigador y sus colaboradores.

2. Cuestiones refacionadas con la idoneidad de las instalaciones.

3. Cuestiones relacionadas con la idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del
estudio y se consideran justificados los riesgos y las molestias previsibles para el sujeto.

4, Consideraciones generales del estudio. '

5. Cumplimiento de la normativa de aplicacién a las investigaciones clinicas con productos
sanitarios a nivel estatal y autonémico.

EMITE UN INFORME FAVORABLE.

El Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95) v con el Real Decreto 223/2004, y su composicidn actual es la siguiente:

Presidenta D? Amparo Barreda Aznar
Farmacéutica Atencion Primaria
‘Vicepresidente D. Emilio Ibafiez Benages
' Farmacéutice Hospitalario
Secretaria D? Georgina Queral Capdevila

Miembro ajeno a la profesién sanitaria.licenciada en Derecho

Vocales D? Beatriz Sanchez-Peral Sanchez
Miembro en calidad de Directora Médica.
Facultativo Especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.
D. Juan Vicente Esplugues Mota
Farmacélogo Clinico
D. Raimundo Garcia Boyero
Facultativo especialista Hematologia
D®* Amparo Ferrandiz Selles
Jefe de Servicio UCI

Avagda. Benicassim, s/n 12004 Castelld — Tel. {(+34) 964 7 26500 - Fax. (+34) 964 7 26645
www.castello.san.gva.es
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CASTELLO

DEFARTAMENT DE SALUT

%GENERALITAT [ﬁ
& VALENCIANA .

[RERTAERES

saunal

D? Pilar Mon Carro

Diplomada en Enfermeria

D. Guillermo Mena Pinilia

Facultativo, Especialista en Medicina Preventiva y Salud Publica.
D. Antonio Palau Canos

Facultativo Especialista Medicina Digestiva

D? Maria Esther Rosell6 Sastre

Facultativo Especialista Anatomia Patolégica
D. Mario Ferrer Vazquez

Facultativo Especialista Pediatria

D? Neus Rodriguez Bacardit

Facultativo Especialista Medicina Familiar y Comunitaria
D? José Alejandro Diaz Gutiérrez

Miembro lego

D. Ismael Garcia Costa

Facultativo Especialista Traumatologia

D® Berta Claramonte Clausell

Facultativo Especialista Neurologia

D. José Vicente Castell6 Carrascosa
Facultativo Especialista Alergologia

D. Carlos J. Soriano Navarro

Facultativo Especialista Cardiologia

Que en dicha reunién del Comité Etico de Investigacién Clinica se cumplié el quérum preceptivo
legalmente.

Que en el caso de que se evalle algin proyecto del que un miembro sea
investigador/colaborador; éste se ausentara de la reunién durante la discusidn del proyecto.

Lo que firmo en Castellén a 25 d ehero de 2016

eorgina Queral Capdevila
Secretaria

Avgda. Benicassim, s/n 12004 Castellé - Tel. (+34) 964 7 26500 - Fax. (+34) 964 7 26645 ~
www.castello.san.gva.es
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ANEXO 3 . CEIC HOSPITAL UNIVERSITARIO DR. PESET DE VALENCIA

. DEPARTAMENT DE SALUT DE VALENCIA

DOCTOR PESET 4

0 GENERALITAT
& VALENCIANA

CONSELLERIA DE SANHTAT

AJ/A.: Cristina Abad
C/ Sant Miquel, 39
12179 Tirig (Castellén)

Diia. Pilar Codofier Franch, Presidenta del Comité Etico de Investigacién Clinica
del Hospital Universitario Dr. Peset.

CERTIFICA:

R

Que este conité en su reunién celebrada el dia 27 de Abril de 2016 ha evaluado y ha
aprobado el estudio titulado: Efecto de los ardndanos sobre el estado oxidativo de la
leche en madres con mastitis.

Proyecto de investigacién. Tesis doctoral

Codigo Ceic: 23/16

Valencia 3 de Mayo de 2016

.

" Fdo.: Pilar Codofier Franch

JESTOREOCLNIA /o
Arenc e,

D

Avda. Gaspar Aguilar, 90 - 46017 Valéncia - Tel. 961 622 300 - Fox 961 622 501
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ANEXO 4. REGISTRO DIETETICO DE 24 HORAS

Cristina Abad Garcia

RECORDATORIO 24 HORAS

- Fecha correspondiente al dia de recuerdo:

- Nombre:
- Edad:
- Sexo:
- Peso (kg):
- Talla (m):

Despertéalas ...

Me acosté ..............

Hora en que se ingiri6 el alimento
o bebida, dénde, con quién,
ambiente emocional

Tipo de alimento o bebida ingerida,
cantidad y método de preparacion

Cuando proceda, hacer una lista l
de cualquier aspecto relacionado |
(actividad fisica, sintomas, etc.)

Tipo de alimento
o bebida

Cantidad
consumida

Método de preparacién
(incluir todos ios
ingredientes}
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Hora en que se ingiri6 el alimento
o bebida, dénde, con quién,
ambiente emocional

Tipo de alimento o bebida ingerida,
cantidad y método de preparacion

Cuando proceda, hacer una lista
de cualquier aspecto relacionado
(actividad fisica, sintomas, etc.)

Tipo de alimento
o bebida

Cantidad
consumida

Método de preparacién
(incluir todos los
ingredientes)
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