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INTRODUCCION

(1.1. ESTRES OXIDATIVO Y CONSECUENCIAS BIOLOGICAS )

El oxigeno estad asociado a las condiciones de vida aerobia y representa la fuerza
motriz para el mantenimiento del metabolismo y la viabilidad celular. No obstante,
al mismo tiempo es muy peligroso debido a las especiales caracteristicas paramag-
néticas de este gas, responsable de la formacion de intermediarios parcialmente
reducidos y dotados de una alta reactividad, conocidos como especies oxigénicas
reactivas (ROS). Estas especies oxigénicas reactivas son radicales libres (RL), es
decir, especies moleculares activadas, dotadas de un electrén desapareado en un
nivel energético superior y, por ende, dotadas de propiedades paramagnéticas, lo

que les confiere una alta e indiscriminada reactividad (Davies, 1995).
1.1.1. RADICALES LIBRES Y FUENTES

Entre los principales radicales libres o especies reactivas del oxigeno (ROS), pero

también del nitrogeno (RNS), cabe destacar:

m Radicales: i6n superdxido (0,°7), radical hidroxilo (-OH), alcoxilo (RO-), peroxi-
lo (ROO-) y 6xido de nitrdgeno (NO-).

m No radicales: peroxido de hidrégeno (H,0,), oxigeno singlete (10,) y peroxini-
trito (ONOO").

Junto a los radicales derivados del oxigeno y del nitrégeno, existen otros a partir
de atomos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, azufre, cloro, etc., que también con-
tribuyen a la propagacion y mantenimiento de nuevas reacciones que conducen a la
formacion de radicales.

Es importante subrayar que las especies oxigénicas reactivas tienen un origen
tanto endégeno, de la propia célula, como exdgeno. Asi, por un lado, entre las fuen-

tes enddgenas se encuentran:
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1. La cadena respiratoria: en ella, la reduccién monovalente de la molécula de oxi-
geno da lugar a la formacion de la mayoria de estos compuestos. Hay que tener
en cuenta que el 95% del oxigeno que respiramos es reducido a H,0 por la accién
de la citocromo oxidasa-a-3, Gltimo eslabon de la cadena de transporte electro-
nico, mediante un mecanismo en el que participan cuatro centros redox propor-
cionando, ademas, la principal fuente de energia (ATP) al organismo. También, a
nivel del complejo I y del complejo quinona-semiquinona-ubiquinol (Qy),

actuando como aceptor de electrones, se puede formar el 0,°".

2. Transporte electrénico microsomal (reacciones de hidroxilacion). Los peroxisomas,
organulos responsables de la degradacion de acidos grasos, también pueden ori-
ginar la formacion de radicales libres, produciendo como subproducto H,0,, que

es degradado por la enzima catalasa.

3. Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macréfagos), utilizan el siste-
ma de la NADPH oxidasa generando directamente 0,". Por otra parte, dichas célu-
las también generan 6xido nitrico (NO), por accién de la 6xido nitrico sintasa
sobre la arginina intracelular, como mecanismo de defensa. La combinacion del
0, con el NO da lugar a la formacién del ONOO", capaz de inducir peroxidacion

lipidica en las lipoproteinas.

4. la autooxidacion de compuestos de carbono reducido (como son aminoacidos,
proteinas, lipidos, glicidos y &cidos nucleicos) dan lugar a la formacion de estos

compuestos.

5.- La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo intermediario como
la hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamino oxidasa, cicloo-

xigenasa, lipoxigenasa, etc., son fuentes representativas de esta produccion.



Entre las fuentes exdgenas cabe destacar:

1. Ambientales (radiaciones, tabaco,...)
2. Farmacolégicas (xenobidticos, drogas,...)

3. Nutricionales (aditivos, contaminantes,...), etc.

Hay que tener en cuenta, sin embargo, que a bajas concentraciones, estos radica-
les libres son necesarios para el buen funcionamiento celular, pudiendo actuar
como segundos mensajeros, estimulando la proliferacién celular y/o actuando
como mediadores para la activacion de las células.

Frente a la accion toxica de los radicales libres, los organismos han desarrolla-
do numerosos mecanismos de defensa, conocidos como antioxidantes, que permi-
ten su eliminacién o transformacién en moléculas mas estables (Davies, 1995).
Asi, los sistemas bioldgicos estan en un estado de equilibrio aproximado entre
fuerzas prooxidantes y la capacidad antioxidante de estos sistemas bioldgicos
(Sies, 1985): el desequilibrio a favor de la accion prooxidante es lo que se conoce

como estrés oxidativo.
1.1.2. ACCIONES BIOLOGICAS DE LAS ESPECIES OXIGENICAS REACTIVAS

Son muchas las especies oxigénicas que actlian como oxidantes bioldgicos. La capa-
cidad de cada radical o especie oxigénica reactiva viene determinada, desde el punto
de vista quimico, por cuatro caracteristicas basicas, como son: reactividad, especifi-
cidad, selectividad y difusibilidad. EL 0,'~ es el de mayor capacidad reductora, la sim-
ple adicién de un protén a esta molécula da lugar a la formacién de HO,*, convir-
tiéndose en un agente oxidante muy activo, selectivo y especifico. EL 0,*~ no es par-
ticularmente reactivo frente a lipidos, glicidos o acidos nucleicos y exhibe reactivi-
dad limitada con determinadas proteinas, mientras que reacciona, sobre todo, con
las proteinas que contienen metales en su grupo prostético. EL OH-, sin embargo,

reacciona con cualquier molécula en proximidad, sin especificidad alguna y la alte-
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racién que produce radica en la importancia funcional del compartimiento celular en
el que se origina o la molécula a la que ataque. Asi, si ataca al DNA, puede producir
0 generar graves alteraciones. Por el contrario, si la produccién del radical tiene lugar
en un entorno como el plasma y la molécula dafiada es una enzima que se encuentra
presente en gran cantidad, el dafio bioldgico real sera practicamente imperceptible.
Las tres moléculas con mayor capacidad de difusién son, en este orden: OH-> H,0 >
0,, las cuales son capaces de reaccionar con moléculas que se encuentran alejadas
del lugar de origen e, incluso, con capacidad de atravesar membranas celulares.

Las especies oxigénicas reactivas producen diversas acciones sobre el metabolis-
mo de los principios inmediatos, que pueden ser el origen del dafio celular (Figura 1).

Asi, actdan:

1. Sobre los lipidos poliinsaturados de las membranas, produciendo pérdida de flui-
dez y lisis celular como consecuencia de la peroxidacion lipidica, que se inicia tras
la abstraccién de un atomo de hidrégeno en la cadena hidrocarbonada de los aci-
dos grasos poliinsaturados, cuya estructura vinilo-metano representa la diana y
lugar de iniciacién del proceso peroxidico. En un ambiente aerobio se produce una
interaccion del radical carbonilo (R*) con el 0, dando lugar a la formacién del
ROO-. Posteriormente, se puede sustraer un nuevo H (reaccién secuencial) y dar
lugar al ROOH que por descomposicion formara el radical alcoxilo (RO-). Este pri-
mer proceso se sigue de una serie de reacciones de propagacién y terminacion
para dar finalmente productos mas estables, como el malondialdehido (MDA) y

otros productos carbonados que son eliminados de las células.

2. Sobre la molécula de colesterol, produciendo hidroperéxidos de colesterol y oxis-

teroles que estan implicados en la aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares.

3. Sobre los glicidos, alterando las funciones celulares de moléculas que los contie-
nen, tales como las asociadas a la actividad de las interleuquinas y la formacion

de prostaglandinas, hormonas y neurotransmisores.
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4. Sobre las proteinas y los aminoacidos, causando su fragmentacién quimica y
aumento en la susceptibilidad al ataque proteolitico, originando, por tanto, cam-
bios en la funcién celular. Un ejemplo de la importancia de la oxidacién de pro-
teinas lo representan las lipoproteinas de baja densidad (LDL), donde las modi-
ficaciones oxidativas de histidinas y lisinas causan una alteracién en el recono-

cimiento de los receptores de estas lipoproteinas (Griffiths et al., 2002).

5. Sobre los acidos nucleicos modificando sus bases y pudiendo producir mutagé-
nesis y carcinogénesis. EL ADN es susceptible de modificacion por radicales OH.
Esta modificacion, que puede afectar a cualesquiera de sus bases nucleotidicas,
se produce frecuentemente sobre la guanina, dando lugar a la base modificada
8-0x0-2'-deoxiguanina (8-oxo-dG) cuyo interés radica en su potencial mutagéni-
co. Su presencia en las estructuras de ADN induce a errores en la incorporacién

de bases nucleotidicas durante su replicacién por la ADN polimerasa.

En la actualidad, son muchos los procesos relacionados con la produccion de radi-
cales libres, tales como mutagénesis, transformacion celular, cancer, diabetes, ate-
rosclerosis, infarto de miocardio, procesos de isquemia/reperfusion, retinopatia neo-
natal, enfermedades inflamatorias (artritis reumatoide, lupus), alteraciones en el
sistema nervioso central (enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer),
envejecimiento, etc. En numerosas patologias, se han observado niveles reducidos

de las enzimas antioxidantes o de antioxidantes totales.
1.1.3. DEFENSA ANTIOXIDANTE

Ante el estrés oxidativo, el organismo responde con la defensa antioxidante.
Halliwell y Gutteridge (1989) definieron el término antioxidante como “cualquier
sustancia que, presente a bajas concentraciones, cuando se compara con su sustra-
to oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidacién”. De este modo, un

buen antioxidante se caracteriza por su alta efectividad, su variabilidad operativa y

10)



versatilidad para poder combinarse con una importante variedad de radicales libres.

El organismo posee unos sistemas de defensa antioxidante, tanto a nivel fisiol6-
gico como bioquimico. Asi, a nivel fisioldgico destaca el sistema microvascular, cuya
funcion es mantener los niveles tisulares de 0,. A nivel bioquimico, la defensa antio-

xidante puede ser mediante:

m Sistema enzimatico: Enzimas antioxidantes como: superdxido dismutasa (SOD),

catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y DT-diaforasa.

m Sistema no enzimatico: Las células utilizan compuestos antioxidantes, tanto
enddgenos (ferritina, ceruloplasmina, glutatién reducido, acido Grico, ubiquino-
na, etc.) como exdgenos o procedentes de la dieta (vitamina E, vitamina C, beta-

caroteno, selenio, manganeso, zinc, flavonoides, melanoidinas, etc.).

m Sistemas reparadores: A su vez, éstos se subdividen en dos grandes grupos, los
directos y los indirectos:

1. Directo: Reduccién de los grupos (S-S) de los aminoacidos azufrados de las
proteinas por enzimas especificos, tales como la disulfuro reductasa y la sul-
foxido reductasa.

2. Indirecto: En primer lugar, se reconoce el dafio molecular, siendo éste elimi-
nado o degradado; y, en segundo lugar, se sintetiza la parte eliminada. Esto
ocurre tanto en las proteinas oxidadas y peroxidos lipidicos de las cadenas car-

bonadas, como en las oxidaciones del DNA y RNA.

k1.2. ALIMENTACION Y ESTRES OXIDATIVOJ

La dieta contiene una variedad de diferentes compuestos que poseen actividad antio-
xidante o que pueden eliminar estas ROS a través de sus propiedades estructurales.

Los principales representantes de estos antioxidantes dietéticos son el ascorbato
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(vitamina C), tocoferoles (vitamina E), carotenoides y flavonoides. Se han realizado
estudios con suplementos farmacologicos de estos antioxidantes para valorar su
efecto beneficioso. En el ser humano, en contraste con los datos obtenidos en la
experimentacién animal, no muestra una evidencia consistente sobre el beneficio de
esta suplementacion. Por otra parte, estudios llevados a cabo en la Comunidad
Europea en el proyecto "Investigacion Europea sobre los efectos funcionales de los
antioxidantes de la dieta" (European research on the functional effects of dietary
antioxidants) EUROFEDA (Lindsay and Astley, 2002), en el cual se han llevado a tér-
mino o/y recopilado muchos estudios epidemioldgicos sobre los antioxidantes, con-
cretamente sobre vitaminas antioxidantes como la vitamina E, C y beta-caroteno, se
plantean problemas en cuanto a la relacién, causa y efectos, ya que la mayoria de
estudios son a largo plazo y estan interferidos por patologias cronicas o agudas.
Ademas, hay que tener en cuenta que el abuso de suplementos es peligroso debido
a su posible papel como elementos prooxidantes, y faltan, en este sentido, estudios
prospectivos y controlados. Por tanto, la falta de datos no permite la recomendacion
de forma "sistematica" de suplementos de antioxidantes.

De forma diferente, en los estudios epidemioldgicos sobre el consumo de antio-
xidantes naturales procedentes de alimentos y su efecto beneficioso sobre la salud,
se observa una correlacién inversa entre el consumo de frutas y verduras y los pro-
cesos cardiovasculares y cancer. En efecto, en los estudios epidemioldgicos realiza-
dos sobre la poblacién europea por Gey et al. (WHO/Proyecto Mdnica, 1993), se
determinaron los antioxidantes plasméticos (alfa-tocoferol, ascorbato, vitamina A,
carotenoides y selenio) en 16 poblaciones por cardiopatia isquémica. La incidencia
de mortalidad mostr6 una relacion inversa con el nivel de tocoferol (p=0,002). Los
estudios realizados sobre ingestas de frutas y vegetales en Europa ponen de mani-
fiesto la alta diversidad de consumo entre el norte y sur de Europa. Estos estudios
han mostrado una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares y cancer,
entre otras patologias, en los paises del sur de Europa, donde se consume una dieta
mediterranea, en relacion a los paises nérdicos, efecto atribuido en la hipétesis de

partida a los aportes de las vitaminas. Hoy se sabe que las frutas y verduras contie-
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nen otros compuestos, incluso, con mayor actividad antioxidante que las vitaminas:
los flavonoides (Van't Veer et al., 2000).

Hay que tener presente que no todos los efectos son debidos a las vitaminas y

flavonoides, sino que en los alimentos se encuentran, ademés, otros compuestos

(micronutrientes) que contribuyen de forma indirecta en este sistema antioxidante

(Figura 1). El sistema de defensa enzimatico antioxidante esta en funcién de los

metales de transicién (Cu, Zn, Mn, Fe, Se), de los sistemas reparadores en funcion de

vitaminas y minerales, y de los scavengers de radicales libres. Estan correlacionados

unos con otros, por ello, para que este sistema funcione correctamente, necesitamos

de todos estos elementos y, estos en conjunto, en mayor o menor cantidad, solo los

podemos encontrar en los alimentos.

Figura 1. £squema del metabolismo oxidativo
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(Mg, Zn, Folato, Vit B12,
riboflavina, niacina)

Dienos conjugados

: Epoxidos
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GSSG NADPH
ROH
OH* Fe,Cu GSH NADP
0, ROO* Vit E* Vit C
Activacion 02"
SoD ROOH Vit E Vit ¢
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NO ONO0O~
Catalasa
(Fe) 1
GPx 0, DIETA
(Se) H,0 Licopeno
2 B-caroteno
Sistema Activacion
enzimatico carotenoides

antioxidante

GSSG -

Hexosas
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Acido lipbico
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En definitiva, un suplemento de un antioxidante aislado o de una mezcla de antio-
xidantes no tiene nada que ver con la complejidad de un alimento. Tradicionalmente,
la nutricién se ha reconocido como un factor importante en la modulacién de la
enfermedad y longevidad. Por ello, la OMS recomienda una ingesta de 400 g de fru-
tas y verduras al dia para poder alcanzar unos niveles dptimos de antioxidantes natu-

rales y prevenir las patologias asociadas a los radicales libres.
1.2.1. POLIFENOLES

En la actualidad, ha cobrado especial interés la capacidad antioxidante que pre-
sentan determinados polifenoles, en concreto, los flavonoides, presentes en dife-
rentes productos vegetales, principalmente frutas y verduras, y los productos deri-
vados de ellas.

La estructura quimica de los compuestos fendlicos es la que les confiere su
capacidad para actuar como captadores de radicales libres. El tipo de compuesto,
el grado de metoxilacion y el nimero de grupos hidroxilo son algunos de los para-
metros que determinan esta actividad antioxidante (Rice-Evans et al., 1995).

Se ha observado que tienen capacidad para actuar de dadores de hidrogenos o
quelar iones metalicos como el hierro y el cobre, inhiben la oxidacién de las lipo-
proteinas de baja densidad (LDL), las cuales estan implicadas en la patogénesis de
las enfermedades coronarias (Hertog et al., 1997, Martinez Alvarez et al., 2009),
inhibiendo, ademas, la agregacion plaquetaria (Hubbard et al., 2003). Asimismo,
protegen al DNA del dafio oxidativo (Park et al., 2003, Rivero et al, 2005). En expe-
rimentacioén animal, se ha estudiado el efecto de la epicatequina (flavonoide) en
hepatocitos aislados de rata, y se ha observado que inhibe la peroxidacion lipidi-
cay aumenta la viabilidad celular (Valls et al., 2001; Valls et al., 2003). Asimismo,
la catequina previene de los efectos toxicos de la adriamicina (Kozluca et al.,
1996), y la fraccion de flavonoides de la cerveza, tanto rubia como negra, inhibe
la oxidacién de lipidos y proteinas al mismo tiempo que aumenta la viabilidad celu-

lar en células hepaticas tras la induccion de un estrés oxidativo provocado por ella
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(Valls et al., 2001). También se ha comprobado que la cerveza protege ante el dafio
oxidativo inducido por la adriamicina a nivel mitocondrial (Valls-Bellés et al., 2008,
Valls-Belles et al., 2010). Los flavonoides estimulan la P-glicoproteina, la cual par-
ticipa en el mecanismo de defensa celular contra la accién de los Xenobidticos y
podria ser un mecanismo relevante en la carcinogénesis (Shtil et al., 2000; Quiles
et al., 2002). Ademas, se ha demostrado que los flavonoides tienen un importante
papel en la prevencion de la osteoporosis (Nakagawa et al., 2002; Toesca et al.,
2000).

Los flavonoides mas abundantes en la dieta son los flavanoles (catequinas, pro-
antocianidinas), las antocianinas y los productos de oxidacion derivados de ellos. La
principal fuente de polifenoles dietéticos son: frutas y bebidas (zumos de frutas,

vino, té, chocolate y cerveza) y, en menor cantidad, verduras, legumbres y cereales.

( 1.3. LA CERVEZA)

La cerveza es una bebida de baja graduacion alcohdlica, resultante de fermentar,
mediante una levadura seleccionada, el mosto procedente de la malta (usualmente
de cebada, aunque pueden participar minoritariamente otros cereales como el
arroz, el trigo y el maiz), solo o mezclado con otros productos amiléceos transfor-
mables en azdcares, por digestion enzimatica y su coccion. El mosto de la malta se
aromatiza con flores de ldpulo. En conclusion, los constituyentes de la cerveza y
su valor nutritivo y no nutritivo provienen de sus principales ingredientes: agua,

cebada y lapulo.
1.3.1. COMPOSICION DE LA CERVEZA SIN ALCOHOL

La cerveza sin alcohol es aquélla cuya graduacion alcohélica es nula en volumen.
Para la produccién de cervezas sin alcohol se dispone de varios procedimientos

posibles, entre los cuales podemos citar la evaporacion, la rectificacion al vacio, la
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6smosis inversa y métodos mas primarios como la simple detencion del proceso de
fermentacion (Mollenhauer, 1992).

Los estudios bromatoldgicos sobre la composicién de la cerveza que se encuen-
tran en la bibliografia estan reflejados en la tabla 9, en los que se destaca la cer-
veza sin alcohol es una bebida eminentemente rica en agua y pobre valor energéti-
co, proteico, lipidico e hidrocarbonado. Desde el punto de vista nutricional (Tabla
1), puede ser interesante por alguno de sus componentes como los folatos (5
1g/100 mL aproximadamente), el sodio (44 mg/L de media, lo que destaca precisa-
mente por ser una cantidad reducida) y el calcio (aproximadamente, 40 mg/100 mL).
Todo ello, ademas de la presencia de componentes con actividad reductora y antio-

xidante como los polifenoles y melanoidinas, como vemos en la Tabla 2.

Tabla 1. Composicién media de las cervezas sin alcohol fabricadas en Espafia

Determinaciones Media
Proteinas (g/100 g) 0,058 + 0,273
Carbohidratos (g/100 g) 0,326 + 2,345
Sustancias reductoras (mg/L) 29,928 + 137,983
Ca (mg/L) 39,027 + 14,379
Mg (mg/L) 71,167 + 30,799
K (mg/L) 301,333 + 96,835
Na (mg/L) 44,667 + 31,162
Alcohol (%) 0,281 + 0,144
B1 (mg/100 mL) 0,010 + 0,000
B2 (mg/100 mL) 0,020 + 0,009
Folatos (pg/ 100 mL) 4,967 + 2,093

Los resultados se expresan como media + SD de seis muestras. Martinez-Alvarez et al., 2001 en “Cerveza sin alcohol.
Sus propiedades”

Tabla 2. Determinacion de la actividad antioxidante (DMPD), polifenoles totales

(PPT), procianidinas (PRO), catequinas (CAT) y melanoidinas en cerveza sin alcohol.

DMPD PPT PRO CAT Melanoidinas
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Cerveza sin alcohol 0,87 £ 0,03 2257 + 138 1749 + 4,0 337 +12,2 577 +1,2

Los resultados se expresan en media + SD de 6 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significancia estadisti-
ca se aplico el test de ANOVA.
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Los compuestos fendlicos provienen mayoritariamente de la malta y, en menor
medida, del lGpulo, e inciden en las caracteristicas sensoriales y funcionales de la
cerveza (Sendra y Carbonell, 1999). Son principalmente acidos fendlicos como el
galico, sinapico y ferdlico asi como flavonoides de varios tipos, como los flavano-
les o familia de las catequinas, las leucoantocianidinas, las chalconas y los anto-
cianos, asi como los flavonoles (el kaempferol y la quercetina) y las isoflavonas,
como la daidzeina y la genisteina. También aparecen compuestos mas complejos,
como los taninos, siendo los més importantes, entre ellos, las proantocianidinas de
diverso grado de polimerizacién, los galotaninos y los lignanos. El contenido final
no depende sélo de las materias primas, sino que también influyen el desarrollo de
las distintas etapas de elaboracién. Las melanoidinas son compuestos formados en
los alimentos durante su tratamiento térmico. Se originan mediante las reacciones
de Maillard que se producen entre los grupos amino de los péptidos y proteinas y
los grupos aldehidos de los azlcares (Vernin y Parkanyi, 1982).

Los contenidos finales de compuestos fenélicos realizados por nuestro grupo de

investigacion se pueden observar en la tabla 2 (Valls et al., 2005).

K1'4' LA LECHE HUMANA}

La alimentacion durante la infancia es uno de los factores mas importantes que
afectan al crecimiento, la composicion y funciones corporales. Ademas, la ali-
mentacién en este periodo de la vida va a ejercer efectos a largo plazo sobre dife-
rentes procesos fisioldgicos y metabdlicos, pudiendo jugar un papel clave en la
génesis o disminucién de la incidencia de enfermedades. Pero la leche materna
contiene, ademas, una gran variedad de compuestos en la alimentacion del recién
nacido y lactante, no sélo por su papel nutricional, sino también por su caracter
funcional. Este tipo de compuestos son claves en la modulacién de rutas meta-
bélicas y en la respuesta inflamatoria e inmunitaria (Al-Gubory 2010, Arnaud

1991). Estos compuestos bioactivos se definen como constituyentes “extranutri-

[17)



cionales” y aparecen de forma normal en pequefias cantidades (Pérez-Cano et
al., 2010; Jensen and Lapillone, 2009; Aycicek, 2006; Bergmann, 2003; Benzie,
1996).

La leche humana es, sin duda, el alimento ideal para el lactante puesto que,
ademas de constituir la mejor fuente de nutrientes, también aporta una gran
cantidad de factores de defensa (Bergmann, 2003). Su composicién puede estar
influenciada por diferentes variables, como son las caracteristicas genéticas, los
habitos dietéticos, el estado nutricional y socioecondmico de la madre, la dura-
ci6n de la gestacion y el tiempo de lactancia (Grant et al., 2011; Ku and Chow,
2010; Friel et al., 2011), las cuales aumentaran o disminuiran diversos compo-

nentes nutricionales o defensivos

1.4.1. TIPOS DE LECHE MATERNA

La composicion de la leche materna varia seg(n la etapa de la lactancia.
Debemos distinguir dentro de la leche materna al precalostro, calostro, leche de

transicion y leche madura.

m Pre-calostro: es la secrecion mamaria producida durante el tercer trimestre de
gestacion. Esta compuesta principalmente por iones, inmunoglobulinas, lacto-

ferrina, seroalbiimina y algo de lactosa.

m Calostro: se secreta durante los primeros dias después del parto. Es un fluido
espeso y de color amarillento debido a la alta concentracion de beta carotenos.
Su volumen puede variar entre 2 a 20 mlL por toma en los 3 primeros dias, sien-
do suficiente para cubrir las necesidades nutricionales del recién nacido. Tiene
un valor calérico de 67 Kcal/100 mL. El calostro contiene mayor cantidad de
proteinas, vitaminas A, E, K, acido sialico, colesterol y algunos minerales
(sodio, hierro, zinc, azufre, potasio, manganeso, selenio) en comparacién con

la leche madura.



El calostro es fundamental para los primeros dias del nifio, debido a la eleva-
da cantidad de factores de defensa (inmunoglobulinas A, lactoferrina, linfoci-
tos, macréfagos, etc.) que contiene. Esto favorece su sistema inmune, evitan-
do la adherencia de microorganismos patdgenos en el tubo digestivo y facili-
tando la colonizacion por flora bifidogena. Asimismo, contiene numerosas
enzimas que ayudan al funcionamiento y maduracion sistema digestivo, faci-
litando la evacuacién del meconio, disminuyendo el riesgo de hiperbilirrubi-

nenia en el recién nacido (ictericia neonatal).

m Leche de transicion: se produce entre el 4° y 15° dia del posparto, en volu-
men progresivamente creciente hasta alcanzar alrededor de 600-700 mL/dia

entre el 8° y 15° dia del posparto.

m Leche madura: se produce a continuacion de la leche de transicion y hasta el
final de la lactancia. Los principales componentes de la leche madura son: pro-
teinas, agua, lactosa, grasa, minerales y vitaminas. Su pH es de 7 (neutro) y

su aporte energético esta entre 70 y 76 Kcal/100mL.
1.4.2. COMPOSICION DE LA LECHE MATERNA

Los principales componentes de la leche son: agua, proteinas, hidratos de car-
bono, grasas, minerales y vitaminas. También contiene elementos traza y ami-

noacidos.
Agua

La leche materna contiene un 88% de agua, la cantidad necesaria que el lactan-
te necesita durante los primeros 6 meses de vida. Por ello, los bebés que estan
alimentados de forma exclusiva con lactancia materna durante los primeros 6

meses de vida no necesitan beber agua de forma adicional.
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Proteinas

Constituyen el 0.9% de la leche materna (0.9 gr/100 mL). La leche humana con-
tiene caseina, lactosuero (proteinas del suero), mucinas y nitrégeno no protei-
co. Estas proteinas se producen en la glandula mamaria, excepto la seroalbimi-
na que es ultrafiltrada desde la circulacion materna. La caseina constituye el 30-
40% de las proteinas, mientras que la proteina del lactosuero el 60-70% de las
mismas. La caseina tiene como funcion principal el aporte de aminoacidos, fos-
foro y calcio. La caseina de la leche materna es mas facil de digerir que la de
vaca, ya que los codqulos que forma son mas blandos. La fraccion de beta-case-
ina es la mas abundante.

Durante la lactancia, las proteinas del lactosuero van disminuyendo gradual-
mente, siendo en principio la proporcién del lactosuero muy elevada con respecto
a la caseina. En el calostro, la proporcion es de 80:20 (80% lactosuero: 20% case-
ina), en la leche madura es de 60:40 para luego descender a 50:50, manteniéndo-
se en esa cifra a lo largo de la lactancia.

Dentro de las proteinas que constituyen el lactosuero esté la alfa-lactoalbdmi-
na que constituye del 10 a 12% del total de las proteinas. Esta proteina intervie-
ne en la sintesis de lactosa y es especifica de la leche materna. Otras proteinas del
lactosuero incluyen: lactoferrina, lisozima, seroalbdmina, e inmunoglobulinas: Ig
A, IgG, IgM. La lactoferrina favorece la absorcion del hierro en el intestino e inhi-
be el crecimiento de bacterias patégenas (accion bacteriostatica) en el tracto gas-
trointestinal (E. Coli) al secuestrar el hierro que las bacterias necesitan para su
multiplicacion. Asimismo, estimula el crecimiento y la proliferacién de la mucosa
intestinal. La lisozima en una enzima antibacteriana, la més abundante, y contri-
buye al desarrollo y mantenimiento de la flora intestinal. Posee también propie-
dades anti-inflamatorias. La leche humana contiene de 30 a 40 mg/100 mL y su
contenido es 300 veces superior al de la leche de vaca.

La leche materna contiene gran cantidad de inmunoglobulinas, destacandose

principalmente la Ig A, siendo ésta mas abundante en el calostro. La Ig A repre-
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senta el 90% de todas las inmunoglobulinas presentes en la leche materna. Es sin-
tetizada por las células de la glandula mamaria. Los anticuerpos Ig A ejercen una
funcion defensiva, uniéndose a virus y bacterias e impidiendo la colonizacion de
estos patogenos en el intestino del bebé.

Dentro del nitrégeno no proteico encontramos aminoazlcares, aminoacidos
libres (taurina, glutamina), carnitina, poliaminas, nucledtidos y péptidos. Tanto la
taurina como la carnitina son esenciales para el desarrollo y maduracién del siste-
ma nervioso central y de la retina. La taurina, ademas, contribuye a la proliferacion
celular, la absorcién de lipidos, la osmorregulacién, el transporte de calcio y es fun-
damental para la formacion de sales biliares que intervienen en la digestion.

La carnitina interviene en la sintesis de los lipidos. Los nucledtidos tienen efec-
tos sobre la inmunidad, sobre el crecimiento y la maduracién del tracto gastrointes-
tinal, aumentando la cantidad de proteinas y ADN de la mucosa intestinal. Las polia-
minas participan en el crecimiento y maduracion del sistema digestivo.

En resumen:

e (Composicion proteica de la leche humana madura:

e (aseina: beta caseina

e lactosuero (proteinas del suero): alfa-lactoalbdmina, lactoferrina, lizosi-
ma, albdmina sérica (seroalbimina), inmunoglobulinas (IgA).

e Nitrogeno no proteico: aminoaziicares, aminodacidos libres (taurina, glu-

tamina), carnitina, poliaminas, nucledtidos y péptidos.
Grasas

Las grasas o lipidos de la leche materna forman del 3 a 5% de la misma, y son el
componente mas variable en ésta. La grasa representa entre un 40 a 50% del total
de calorias de la leche materna, es vehiculo de vitaminas liposolubles, favorecien-
do la absorcion de las mismas y fuente de acidos grasos esenciales. El lactante
puede absorber muy bien las grasas de la leche materna (mas del 90% de las gra-

sas de la leche son absorbidas por el recién nacido).
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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.

En el contenido en acidos grasos pueden existir variaciones de acuerdo a la
dieta de la madre. Los acidos grasos mas abundantes son el acido oleico
(monoinsaturado), el palmitico (saturado) y al acido linoleico (poliinsaturado,
que es un acido graso esencial).

Los acidos grasos de la leche provienen de los lipidos circulantes de la madre
que, a su vez, provienen de la dieta, de los depdsitos maternos y en menor medi-
da de nueva produccién de los mismos por parte de las glandulas mamarias. La
leche humana es rica en acidos grasos esenciales (poliinsaturados) de la familia
omega 3 como el linolénico, a su vez precursor del acido docosahexanoico (DHA)
y el eicosapentanoico (EPA), los cuales participan en el desarrollo del sistema
nervioso central y en la agudeza visual (principalmente el DHA). También encon-
tramos acidos grasos omega 6 como el acido linoleico que representa entre el 8
y 16% de los acidos grasos. Participa en el desarrollo del sistema nervioso y es
precursor del acido araquidénico, el cual es, a su vez, precursor de hormonas
(prostaglandinas), tromboxanos y leucotrienos.

El contenido de colesterol de la leche materna esté entre 10-20 mg/100 mL.
No esta en relacion con la dieta ni con los niveles séricos de la madre.

La lipasa es una enzima importante de la leche materna. Se encuentra activa
en el tracto gastrointestinal y es estimulada por las sales biliares, facilitando la
digestion de las grasas, produciendo acidos grasos libres y glicerol. Asimismo,
esta liberacion de acidos grasos libres tiene un efecto protector contra bacterias,

virus y protozoos por su accion antimicrobiana.
Hidratos de carbono

La lactosa es el principal hidrato de carbono contenido en la leche materna, con

un promedio de 6-7 g/100 mL. Se produce en la glandula mamaria a partir de la
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glucosa y la galactosa. Contribuye al 40% de las calorias de la leche materna.
También se encuentran presentes en la leche humana: oligosacaridos neutros,
glucoproteinas, glucoesfingolipidos, aminoazlcares y acetilglucosamina.

La lactosa es un disacarido formado por galactosa y glucosa. Su principal fun-
cién, junto a las grasas, es el aporte de energia, necesaria para el crecimiento y
desarrollo del recién nacido. Es fundamental para la absorcion del calcio, hierro,
magnesio y otros elementos. La galactosa se utiliza en la sintesis de galactolipi-
dos, indispensables para el desarrollo del sistema nervioso central del nifio. La
lactosa, al igual que los oligosacaridos y aminoazicares, también promueve la
colonizacion en el intestino de la flora bacteriana bifidégena (Lactobacillus bifi-

dus), el cual inhibe el crecimiento de bacterias patégenas, hongos y parasitos.
Minerales

La leche materna contiene todos los minerales que el bebe necesita. Si bien la
concentracion de minerales en la leche materna es mucho menor que la leche de
vaca, el coeficiente de absorcion de los mismos (biodisponibilidad) es muy alto.
El contenido bajo de minerales (principalmente sodio, potasio y cloruros) evita
la sobrecarga renal y promueve el buen funcionamiento renal, favoreciendo la
capacidad metabélica del recién nacido.

La leche materna tiene alta biodisponibilidad de minerales (especialmente cal-

cio, hierro, magnesio, cobre, zinc) comparado con la leche de vaca.

m Calcio y fosforo. La relacion calcio fosforo es de 2:1 en la leche humana.

Ambos se absorben facilmente.

m Hierro. EL hierro presente en la leche humana se absorbe en un 50% debido a
diferentes factores: la presencia de lactoferrina, la acidez del tracto gastroin-
testinal del bebe y la presencia de zinc y cobre. También la lactosa y la vita-

mina C favorecen su absorcion.
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m Zinc. Si bien las concentraciones de zinc en la leche materna no son altas,
son suficientes para satisfacer las necesidades del bebé debido a su alta bio-
disponibilidad. Es esencial para el crecimiento, la inmunidad celular y para la

formacion de enzimas.

Existen otros minerales en concentraciones muy bajas en la leche materna pero
que, comparadas con la leche de vaca, son altamente superiores. Son suficientes
para cubrir las necesidades del recién nacido. Estos son: yodo, cobre, cobalto,

selenio, cromo, manganeso, aluminio y cadmio.

Vitaminas

Las vitaminas presentes en la leche materna cubren las necesidades del bebé pero
son variables segln el estado nutricional y el aporte de vitaminas que recibe la
madre. Es decir, existe una estrecha relacién entre la alimentacién y la concen-
tracion de vitaminas en la leche materna, principalmente para las vitaminas

hidrosolubles.

m \Vitaminas liposolubles:

e \itamina A, el calostro es mas rico (el doble) en vitamina Ay en beta caro-
teno (forma precursora de vitamina A) que la leche madura. La leche de
transicion contiene el doble de la leche madura.

e Vitamina K, los valores de vitamina K son mayores en el calostro y en la
leche de transicion en comparacion con la leche madura. A partir de los 15
dias de vida del nifio, es la flora intestinal la que sintetiza la Vitamina K.

e \Vitamina E, el contenido de vitamina presente en la leche materna cubre
las necesidades del bebé.

e Vitamina D, si bien las concentraciones de vitamina D son bajas en la leche
materna, es mucho mayor comparada a la leche de vaca, sin suplementar.

El bebé puede producirla si esta expuesto algunas horas a la semana al sol.



De todas formas, con las recomendaciones actuales acerca de la exposicion
solar, se recomienda ofrecer suplemento de vitamina D a todos los lactan-

tes amamantados o no.

m Vitaminas hidrosolubles:
Las cantidades de estas vitaminas dependen en gran parte del estado nutricio-
nal de la madre.
e Complejo vitaminico B: esta presente la cobalamina (B12), la piridoxina
(B6), tiamina (B1), acido félico (B9), la niacina (B3) y el acido pantoténico
(B5). Se recomienda a las madres vegetarianas tomar un suplemento de B12

va que la dieta vegetariana no contiene fuentes de la misma.

m Vitamina C, existe alrededor de 4-5 mg/100 mL de vitamina C en la leche

materna.
Otros componentes de la leche materna

m Hormonas
Hasta el momento se han identificado diferentes hormonas en la leche materna:
hormona liberadora de tirotropina (TRH), hormona tiroidea estimulante (TSH),
tiroxina, triiodotironina, oxitocina, prolactina, gonadotropinas, hormona libera-
dora de gonadotropinas, GnRh, corticoides, insulina, eritropoyetina, hormonas

ovaricas, prostaglandinas, relaxina y prolactina.

m Factores de crecimiento
Estimulan la proliferacion celular, la sintesis de ADN y ARN, y el crecimiento y
maduracion de ciertos 6rganos. Son factores de crecimiento: el factor estimulante
de hepatocitos (HGF), factor estimulante de fibroblastos (FGF), factor transforma-
dor del crecimiento alfa (TGF-alfa) y factor de crecimiento epidérmico (EGF). Todos

ellos se encargan principalmente del crecimiento y maduracion del tubo digestivo.
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Son mas abundantes en el calostro que en la leche madura.

Dentro de los factores defensivos se encuentra una variedad de compuestos antio-
xidantes que pueden actuar a diferentes niveles, bien promoviendo la inmunidad
local (proteccion de las células epiteliales) o incluso a nivel general (reduccién
espontanea del citocromo C) (Fonseca et al., 2010). De esta forma, la leche huma-
na contiene moléculas eliminadoras de radicales libres como son las vitaminas E
y C (Francis et al., 2008; Dimenstein et al., 2010), aminodcidos libres (cisteina) y
carotenoides, ademas de enzimas encargados de la defensa antioxidante [superd-
xido dismutasa (EC 1.15.1.1), Catalasa (EC 1.11.1.6) y Glutatién peroxidasa (EC
1.16.1.9.)] (Garcia et al., 2010).

Sin embargo, todavia no se conocen completamente todas las sustancias antioxi-
dantes presentes en la leche humana, ni todas sus funciones. En cuanto a los
antioxidantes presentes en la leche humana, se han registrado en la literatura
datos contradictorios. Asi, aunque se ha descrito que posee actividad antioxidan-
te (Silvestre et al., 2008), se ha encontrado también un mayor nivel de peroxida-
cion lipidica (a través de la medicion de las sustancias reactivas con el acido tio-
barbitarico-TBARS) en el plasma de recién nacidos alimentados con lactancia natu-
ral, comparados con los alimentados con leche de formula. Ello podria obedecer a
un mayor aporte de acidos grasos poliinsaturados (Michaelsen et al., 2011), aun-
que también dltimamente se ha puesto en duda el que esta medida de la peroxi-
dacion lipidica sea un criterio de estrés oxidativo (Patton and Kurtz, 1951).
Recientemente, también se ha postulado un posible papel de estos antioxidantes
en la funcion cognitiva y en el desarrollo psicomotor de los lactantes (Keim et al.,
2011).

Se ha valorado la capacidad antioxidante de la leche humana, en relacién con la
leche de formula (Li et al., 2009), con la edad gestacional (Ledo et al., 2009)
y con el tiempo de lactancia (Fidanza, et al., 2002). También se han analizado
antioxidantes especificos, como es el coenzima Q (Tang et al., 2006), encon-
trando una mayor capacidad antioxidante en ella con respecto a la leche de for-

mula.



Por otra parte, la leche es una secrecién holomerocrina, lo que significa que
contiene elementos provenientes del plasma materno, que atraviesan la glan-
dula y se encuentran en la leche, asi como productos sintetizados en la pro-
pia glandula. De hecho, si la dieta materna se suplementa con ciertas sus-
tancias (vitaminas hidrosolubles), se consigue incrementar su contenido en
la leche (Martins et al., 2010).

m Leptina

Investigaciones recientes ponen de manifiesto que la alimentacién con leche
materna comparada con las formulas artificiales protege frente a la obesidad
infantil (Bergmann et al., 2003). Asimismo, se ha observado que existe una rela-
cion inversa entre los niveles de leptina y la obesidad. La leptina de la leche
materna proviene del epitelio mamario y se ha descubierto recientemente que es
un componente nutricional esencial durante la lactancia. Si la cantidad de lepti-
na no es la adecuada durante la lactancia, existe una menor proteccion frente a
la obesidad y otras alteraciones metabélicas en edad adulta. (Palou et al., 2009;
Pico et al., 2011).

Un estudio en mujeres no obesas que han alimentado a sus nifios con leche
materna durante 6 meses, mostrd que existia una correlacién positiva entre la
leptina de la leche y la leptina del plasma materno durante el periodo de la lac-
tancia y entre el peso del nifio y la concentracion de leptina en la leche duran-
te las primeras etapas de la lactancia. Asi, la leptina transmitida por la leche
materna puede proporcionar una moderada proteccion a los nifios frente a un

aumento excesivo del peso (Miralles et al., 2006).
1.4.3. INFLUENCIA DE LA DIETA MATERNA

Tradicionalmente, la nutricion se ha reconocido como un factor importante en la
modulacion de distintas enfermedades y de la longevidad. Los alimentos, ademas de

su funcién puramente nutricional, cumplen otras funciones, como el aporte de sus-
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tancias que influyen en la salud de los individuos de forma favorable o desfavora-
ble. Una de estas funciones es su papel en cuanto al aporte de sustancias antioxi-
dantes. Una dieta equilibrada, con un aporte importante de cereales, vegetales, fru-
tas frescas y frutos secos, junto con un consumo de grasas principalmente a partir
de aceites vegetales y, en concreto, el aceite de oliva, es un factor protector impor-
tante en cuanto al riesgo de enfermedades degenerativas (Lucas et al., 2011). La
hipotesis mas admitida es que ello puede ser debido principalmente al elevado con-
tenido de vitaminas y de otros fotoquimicos con capacidad antioxidante. De esta
forma, la composicion de la dieta juega un papel importante en el estrés oxidativo;
puede contribuir, por una parte, a la produccion del dafio oxidativo (consumo de
nitrosaminas con productos ahumados), como, por otra, contribuir en los mecanis-
mos de defensa antioxidante, estando estos Gltimos relacionados con una elevada
ingesta de frutas, verduras y sus derivados, como zumos, cerveza y vino. Estos pro-
ductos aportan sustancias antioxidantes, entre las que se encuentran vitaminas y
otros fitoquimicos, como los polifenoles, y entre ellos, los flavonoides, los cuales
son una importante fuente exdgena capaz de aumentar la respuesta celular al estrés
oxidativo (EL Kar et al., 2011). Los estudios epidemioldgicos realizados en los dlti-
mos 20 afios han demostrado cdmo los cambios en la alimentacion de la madre
durante el crecimiento fetal y durante el desarrollo postnatal temprano afectan sus-
ceptiblemente en los procesos cardiovasculares, obesidad, diabetes II, osteoporosis

y otras patologias en la vida adulta (Novak, 2006).

(1.5. ESTRES OXIDATIVO EN EL RECIEN NACIDO)

La transicion del periodo fetal a la época neonatal se caracteriza por cambios
metabdlicos y fisiolégicos que se acompafian de un marcado incremento en el
aporte de oxigeno. Consecuentemente, el estado prooxidante puede originar estrés

oxidativo en los recién nacidos.

2]



El proceso del nacimiento se acompafia de un aumento en la agresividad por
parte del oxigeno. El feto vive en un ambiento intrauterino que es hipdxico, con
una presién de oxigeno de 20 a 25 mm de mercurio y una presencia reducida de
radicales libres. En cuanto se produce la primera respiracion, se incrementa el apor-
te de oxigeno con una presién de oxigeno de 100 mm de mercurio, y exposicion de
las células epiteliales pulmonares a este gas, con el que no habian tenido contac-
to previo. Este cambio origina un mayor estrés oxidativo a consecuencia de nive-
les normales de oxigeno en el nuevo ambiente extrauterino. Incluso el 21% de oxi-
geno que se encuentra en el aire ambiente puede ser suprafisiolégico para el recién
nacido en ciertas circunstancias.

En circunstancias normales, existe un balance adecuado entre la produccion de
las especies oxigénicas reactivas (ROS) y las defensas antioxidantes que protegen
a las células in vivo. Sin embargo, un aumento en la generacion de ROS puede ocu-
rrir a consecuencia de muchas condiciones que afectan a los recién nacidos, como
son la hiperoxia por administracion de oxigeno exdgeno en las enfermedades res-
piratorias, o estados inflamatorios a consecuencia de infecciones perinatales. Por
otra parte, el aumento en las ROS puede ser debido a unas defensas antioxidantes
inadecuadas. En primer lugar, la concentracion de las enzimas antioxidantes (supe-
roxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) es mas baja en el periodo neo-
natal que en edades mas tardias de la vida, si bien estas enzimas presentan una
marcada maduracién en las Gltimas semanas de gestacién, como preparacion a la
vida extrauterina. Como es logico, el recién nacido prematuro va a ver todavia mas
mermada esta posibilidad defensiva ya que el mayor incremento madurativo se pro-
duce en la Gltima parte de la gestacion. Ademas, la posibilidad de incrementar la
sintesis de antioxidantes en respuesta a la hiperoxia u otros estimulos oxidativos
es deficiente en el recién nacido si se compara con el individuo adulto (Davis and
Auten, 2010; Burton and Jauniaux, 2011).

Muchas sustancias y, en particular, aquellas derivadas de los nutrientes, presen-
tan un efecto antioxidante. La transferencia a través de la placenta de sustancias

antioxidantes, como acido ascorbico, tocoferol, beta-carotenos y ubiquinona (coen-
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zima Q) es fundamental para mejorar las defensas del neonato frente a la agresion
oxidativa. Por ello, en aquellas circunstancias en que se produce una alteracion
placentaria, como la que puede dar lugar a un retraso en el crecimiento intraute-
rino por falta de paso en los nutrientes a través de la placenta, el recién nacido
presentard una menor carga de antioxidantes siendo, por tanto, mas vulnerable a
la agresion oxigénica (Myatt, 2010).

El tipo de parto va a influir del mismo modo en la posibilidad de estrés oxida-
tivo en el neonato. Se ha demostrado que los recién nacidos que nacieron median-
te cesarea realizada de forma urgente por problemas en el feto, presentaban un
mayor nivel de hidroperoxidos lipidicos y estado antioxidante total que los nifios
que nacieron mediante parto vaginal. Estos Gltimos mostraban una mayor capaci-
dad antioxidante total del suero (Mutlu et al., 2011). Otros parametros que influ-
yen son el estado nutritivo de las madres y el tipo de alimentacion de éstas. La
obesidad materna origina un incremento en la produccién de citoquinas proinfla-
matorias que, a su vez, producen un aumento en el estrés oxidativo. El aporte de
antioxidantes dietéticos maternos es fundamental para mejorar la situacion antio-
xidante del recién nacido (Rook et al., 2010). Y hay que destacar el tipo de ali-
mentacion que recibe este recién nacido. Se ha demostrado que los lactantes ali-
mentados con lactancia materna tienen mayor capacidad antioxidante en plasma
que los alimentados con férmulas lacteas a base de leche de vaca (Aycicek et al.,
2006). Como la leche humana es una sustancia holomerocrina, es decir, que pre-
senta sustancias filtradas desde el plasma materno junto a sustancias sintetizadas
en la propia glandula mamaria, el aporte de sustancias antioxidantes a la madre
repercutira en la calidad de antioxidantes de su leche, y, por tanto, en un menor
estrés oxidativo en el neonato.

Dada la posibilidad de aportar a la madre un producto rico en sustancias antio-
xidantes, como es la cerveza sin alcohol, nuestro principal objetivo en el presen-
te trabajo ha sido estudiar su efecto como suplemento dietético, en la madre lac-
tante y valorar su efecto en la leche y por tanto en el recién nacido sobre el meta-

bolismo oxidativo.
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OBJETIVOS DEL ESTUDIO

El objetivo principal de este trabajo de investigacién ha consistido en estudiar el
efecto de una bebida fermentada, como la cerveza sin alcohol, en la primera etapa

de la lactancia materna.

1. Estudiar el efecto de la ingesta de cerveza sin alcohol sobre los parame-

tros oxidantes y antioxidantes de la leche materna.

2. Comprobar el efecto de la ingesta de cerveza sin alcohol en el metabolis-

mo oxidativo de la madre lactante.

3. Estudiar el metabolismo oxidativo del recién nacido tras la suplementacién
con cerveza sin alcohol en la madre lactante.




MATERIAL Y METODOS

3.1.1. SUPLEMENTO

Cerveza sin alcohol (se ha optado por esta modalidad al tratarse de un grupo vul-

nerable al alcohol).
3.1.2. Reactivos

Los reactivos para soluciones tamponadas, enzimas y coenzimas fueron proporcio-
nados por Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA) y Boehringer Mannheim
(Alemania). Los disolventes y otros reactivos de ScharlLau (Barcelona, Espafa) y
Merck (Darmstadt, Alemania). Los kits y tests enzimaticos fueron de Roche
Diagnostics GMBH, BIOTECH (OXIS Health Products, Inc. 6040 N Cutter Circle, Suite
317 Portland, OR 97217- 3935 U.S.A.), Diagnostic Product Corporation (Los
Angeles, CA.), Scantibodies Laboratory (Inc. Santee, CA 92071, USA.) y Tools for
Cell biology research (R and D Systems). El agua utilizada en todas las determina-

ciones fue de grado Milli-Q (Millipore).

(3.2. D1seno EXPERIMENTAL)

3.2.1. MADRES

Se estudi6 la leche procedente de madres sanas y que dieron a luz a nifios de peso
adecuado para su edad de gestacion (AEG). Estas madres fueron reclutadas en la
Maternidad del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia, que tiene un indice de
partos cercano a los 2.500 al afio, con un porcentaje de lactancia materna inicial
del 82%, superior al del resto de los hospitales de la ciudad de Valencia. El tama-

fio muestral se establecié en 40 madres por grupo (grupo de estudio: madres que
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ingirieron un suplemento de cerveza sin alcohol de 660 ml/dia durante 30 dias; y
grupo de control: madres que tomaron Gnicamente su dieta habitual), establecien-
do una seguridad del 90% y una precision de 5%, para conseguir una diferencia sig-
nificativa de p<0,05.

En cada madre se especifican los datos antropométricos (peso y altura), pari-
dad, nivel sociocultural y econémico, dieta pormenorizada segiin encuesta dietéti-
ca, que consisti6 en registro dietético prospectivo de 7 dias y recuerdo de 24 h, y
ausencia de habitos téxicos (tabaco, alcohol u otros). Las madres, ademas del taba-
co y alcohol, no podian consumir café, chocolate ni té durante el tiempo del estu-
dio. Asimismo, no debian tomar suplementos vitaminicos ni minerales, aparte del
yodo que se administra habitualmente a las mujeres lactantes.

Las madres se comprometieron a alimentar a sus hijos con leche materna exclu-
sivamente. Para facilitar este cumplimiento, dichas madres fueron seguidas en la
Consulta de Lactancia Materna (dirigida por la Dra. M2 Teresa Hernandez Aguilar),
Centro de salud Fuente de San Luis, Departamento Dr. Peset - Agencia Valenciana
de Salud - 46007 - Valencia, donde recibieron el apoyo y la ayuda necesarios, por
parte del personal experto en lactancia.

Todas las madres firmaron un consentimiento informado y recibieron un libro

sobre cuidados y alimentacién del bebé, como obsequio por su participacion.
3.2.2. ENCUESTA DIETETICA

La encuesta se efectud tanto por método retrospectivo, como prospectivo. En el
primer caso se realizd un recordatorio de los alimentos ingeridos en las 24 h ante-
riores a la entrevista. En la recogida de datos prospectiva, se elabord un registro
de la ingesta de una semana. En el método de recuerdo de 24 horas, anotaron todos
los alimentos e ingredientes consumidos en el dia anterior a la entrevista. Se esti-
mé la cantidad ingerida utilizando modelos normalizados o, en su defecto, medidas
utilizadas comdnmente (vaso, taza, tazon, plato, cuchara, etc.). Inicialmente se

referian a las principales comidas del dia y, posteriormente, al consumo entre horas.
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Con posterioridad, se obtuvo la informacion acerca de la ingesta reflejada en el
cuestionario prospectivo, identificando con mayor precision los datos recogidos,
estimando el tipo y cantidad de alimentos, forma de cocinado y tamafio de las
raciones. A partir de los datos de la encuesta, se estimo la ingesta de energia y de
nutrientes. El proceso se realizd6 mediante una aplicacién informatica

(Alimentacion y Salud, BitASDE General Médica Farmacéutica).

3.3.1. OBTENCION Y PROCESADO DE MUESTRAS DE LECHE

La leche humana (minimo 5 mL) se extrajo mediante un extractor eléctrico
(Symphony de Medela), en la segunda toma de la mafiana, siendo la muestra reco-
gida al inicio y al final de la toma por el lactante. Estas muestras se congelaron en
alicuotas de forma inmediata (en nitrégeno liquido), y se mantuvieron congeladas

a -80°C hasta su procesamiento.
Las muestras se analizaron en tres tiempos diferentes de lactancia:

m Alinicio de la misma (leche calostral, de 0-4 dias de vida del nifio). Esta mues-

tra se extrajo en la Maternidad (H. Universitario Dr. Peset de Valencia).

m A los 15 dias de vida del nifio (leche de transicion). Esta muestra se extrajo en
el Centro de Salud.

m A los 30 dias de vida del nifio (leche madura). Esta muestra se extrajo en el
Centro de Salud.



3.3.2. OBTENCION Y PROCESADO DE MUESTRAS DE SANGRE Y ORINA DE LAS MADRES

Se realizaron tres extracciones de sangre en ayunas y recogida de orina (la prime-
ra de la mafiana), paralelamente a las extracciones de leche en los mismos Centros
de Salud. Las muestras fueron procesadas y congeladas (a -80°C) para realizar las

correspondientes determinaciones bioquimicas.
3.3.3. OBTENCION Y PROCESADO DE MUESTRAS DE ORINA DE LOS LACTANTES

Los nifios procedentes de las madres objeto del estudio se valoraron clinicamente.
Se estudiaron Gnicamente nifios de una edad gestacional a término (37-40 sema-
nas) y de peso adecuado para su edad de gestacion (AEG), sin patologia perinatal,
y que no hubieran recibido oxigeno en el momento del parto (Test de Apgar > 8 en
el primer minuto de vida). Asimismo, los nifios debian haber sido alimentados con
lactancia materna exclusiva, sin haber recibido ningln tipo de férmula lactea.

Se recogié orina en el periodo perinatal (1° o 2° dia de vida), a los 15 dias de
vida (coincidente con la muestra de leche materna), y a los 30 dias de vida (tam-
bién coincidente con la muestra de leche materna). Las muestras se congelaron a

-80°C hasta su procesamiento.
3.3.4. ENSAY0S QUIMICOS

Se procedié a determinar la actividad antioxidante total y contenido en polifeno-

les de la leche materna en ambos grupos de mujeres (control y suplementadas).

3.3.4.1. Determinacion de la capacidad antioxidante total en la leche y en
plasma

Se realizaron las siguientes determinaciones para medir los niveles de actividad
antioxidante total, tanto en la leche como en el plasma: método del ABTS®*+, méto-
do del DPPH, método del FRAP.
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m Método del ABTS

Para la determinacion de la capacidad antioxidante total, se siguié el método
ABTS*+ de Miller y Rice Evans (1997) modificado por Pellegrini et al. (1999),
basado en la oxidacion del ABTS (2,2 azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6 sulp-
honic acid) diamonium salt) por el persulfato potasico para formar el radical
ABTS*+, el cual es reducido en presencia de antioxidantes donadores de hidré-
geno. La generacion del reactivo ABTS*+ se realiz6 mezclando ABTS 7mM con la
solucion de persulfato potasico 2.45mM en una proporcion 1:1. La determina-
cién de la actividad antioxidante total se realizd espectrofotométricamente a
734 nm afadiendo alicuotas de las muestras (10 pl de plasma y 30 pul de leche
materna en 3 ml de reactivo ABTS**. Los resultados se expresan como TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity). La recta de calibrado con Trolox se

realizd a partir de una solucién estandar de Trolox.

Método del DPPH

Se sigui6 el método de Brand-Williams de 1995, usando el radical estable 2,2-
diphenil-1-picrylhydrazyl (DPPH). EL DPPH 1 mM se disuelve con etanol absolu-
to. 80 pl de leche o 100 pl de suero se mezclan con 1,420 o 1,400 ml de reac-
tivo que tiene su maximo de absorcién a 517 nm. Se incuban a temperatura
ambiente durante 30 minutos, tiempo necesario para la estabilidad de la mues-
tra, se centrifuga y se determina espectrofotométricamente a 517 nm. Los
resultados son expresados en milimoles de Trolox utilizando una curva de cali-

brado con diferentes concentraciones de Trolox.

Método del FRAP

Este método se basa en el estudio del poder reductor de la muestra de leche o
plasma, basado en el método de Benzie y Strain (1996). La mezcla de la reac-
cion se prepara mezclando 10 volimenes de acetato sédico 300 mM, pH:3,6, 1
volumen de TPTZ (2,4,6-Tris (2-pyridyl)-S-triazine) 40 mM y 1 volumen de FeCls
20 mM. A 2,970 o 3 mL de la mezcla de reactivo se le afiade 30 pl de leche



materna o 300 pl de sobrenadante (se diluye 100 pl de suero en 900 pl de meta-
nol y se toman 300 pl del sobrenadante), respectivamente. La mezcla reactiva e
incubada a 37°C durante 30 minutos en oscuridad. Se centrifuga y se lee espec-
trofotométricamente a 593 nm. Los resultados son expresados como pmoles de
Fe(II) usando una recta de calibrado con diferentes concentraciones de
FESO,.7H,0.

3.3.4.2. Determinacion de polifenoles totales en la leche

Para determinar la cantidad total de polifenoles se utiliz6 el método de Folin-
Ciocalteau. La reaccion de Folin-Ciocalteu se basa en la oxidacion de los polifeno-
les con el reactivo de Folin, formando un complejo azul que se mide espectrofoto-
métricamente a 750 nm. En un tubo se mezclan 100 pL de leche con 2 mL de ace-
tona/agua/acido acético 70/28/2 v/v/v. Se sonica 2 o 3 veces, se centrifuga, se
separa el sobrenadante (estos procesos se repiten 4 veces. Del sobrenadante se
toman 100 pl y se afiaden 500 pl de Folin-Ciocalteu y 400 pl de Na,CO; (dilucion
1/10). Se deja a temperatura ambiente durante 40 minutos y se determina espec-

trofotométricamente a 750 nm, utilizando como estandar el acido galico.

3.3.4.3. Determinacién de los niveles de coenzima Q10 en leche materna

A 1mg/mL de proteina (250 pL de suspension) se afiaden 750 pL de una mezcla de
hexano:etanol (5:2, v/v). Se agita durante 1 minuto y se centrifuga a 3000 rpm
durante 3 minutos. Se recoge la fase de hexano (400 pL) en un tubo limpio y se
repite todo el proceso 3 veces. Finalmente, se recoge la fase de hexano (400 pL) y
se afiade al tubo anterior. Se evapora el extracto de hexano con N,. Posteriormente
resuspendemos la muestra con 200 pL de etanol e inyectamos 50 pL. Para la recta
de calibrado se han utilizado Coenzima Q9 y Coenzima Q10 de SIGMA, se resus-
penden en etanol y se le aflade una pequefa cantidad de cloroformo para mejorar
su disolucién. Las condiciones cromatograficas son: columna C18 de fase reversa 25
cm x 4.6 cm, 5pm y precolumna de 15 cm x 4.6 cm, 5 pm. Fase mévil: 7.0g de
NaClO,.H,0 en 1000mL de ETANOL-METANOL-70% HCLO, (900:100:1, v/v/v).
Velocidad de flujo: 1 mL/minuto y absorbancia: 275nm. @



3.3.5. ENSAY0S EN MUESTRAS BIOLOGICAS

3.3.5.1. Determinaciones del perfil lipidico

EL perfil lipidico solicitado incluyd los niveles de colesterol total, triglicéridos,
HDL, LDL y VLDL.

m Determinacién de triglicéridos

Para la determinacion de los triglicéridos se utilizo el autoanalizador MODULAR
EDDPP-ROCHE y el test enzimatico triglicéridos GPO-PAP, comercializado por
Roche Diagnostics GMBH, D-68298 Mannheim (Alemania). Siendo el rango de
normalidad para dicho test de 50-170 mg/dL. Principio del test: EL método se
basa en las siguientes reacciones acopladas: los triglicéridos se someten a la
accion de la lipoproteina lipasa que produce una hidrdlisis rapida y completa a
glicerol. Posteriormente y, tras fosfatacion, se produce dihidroxiacetonafosfato y
peroxido de hidrégeno, el cual, en presencia de un cromdgeno, 4-aminofenazo-
na y 4-clorofenol formara un compuesto coloreado (4-fenazona) que es directa-

mente proporcional a la cantidad de triglicéridos presentes en la muestra.

Determinacion de colesterol total

Para la determinacion del colesterol total se utiliz6 el autoanalizador MODULAR
EDDPP. ROCHE y el test enzimético colesterol CHOD-PAP, comercializado por
Roche Diagnostics GMBH, D-68298 Mannheim (Alemania), siendo el rango de
normalidad para dicho test de 70-220 mg/dL. Principio del test: el método esta
basado en la hidrdlisis de los ésteres de colesterol presentes en la muestra por
el colesterol esterasa dando lugar a colesterol libre y acidos grasos.
Posteriormente, y tras oxidacion enzimatica con la colesterol oxidasa, se forma
peréxido de hidrdgeno y colesterina. Finalmente, este peroxido de hidrégeno se
valora por la reaccién de Trinder, mediante un cromdgeno, fenol y 4-aminofena-
zona, en presencia de peroxidasa, formando una benzoquinona, cuya coloracion

es proporcional a la concentracién de colesterol presente en la muestra.



m Determinacion de HDL colesterol
La determinacion directa de colesterol HDL se realizd mediante el empleo de
enzimas modificadas por PEG (polietilenglicol) y sulfato de alfa-ciclodextrina y
dextrano, comercializado por Roche Diagnostics GMBH, D-68298 Mannheim
(Alemania). Se utilizd el autoanalizador MODULAR EDDPP. ROCHE, siendo el
rango 35-60 mg/dL. Principio del test: la PEG-colesterol esterasa rompe los
ésteres de colesterol-HDL en colesterol libre y 4cidos grasos que tras oxidacion,
formara peréxido de hidrégeno el cual, por accion del crombgeno 4-aminofena-
zona y HSDA (N-(2-OH-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina), formara un com-
puesto coloreado azul-violeta. Dicha coloracién es proporcional a la cantidad de

HDL-c presente en la muestra.

m Determinacion de LDL colesterol
Para la determinacion de las LDL-colesterol se utilizd la formula de Friedewald:
permite derivar el valor de la concentracién de LDL-c a partir de la concentra-

cion de colesterol total, de la de triglicéridos y de la de HDL-colesterol.

3.3.5.2. Determinacion de polifenoles totales en plasma

En plasma, 200 pL de plasma se centrifugaron a 12.000 g durante 5 minutos, se
tomaron 150 plL del sobrenadante y se mezclaron con 30 pL de acido metafosfori-
co 1.32 M, para precipitar completamente las proteinas, y se centrifugaron a 2.700
g durante 3 minutos y se recogio el sobrenadante. 20 uL de sobrenadante se le afa-
dieron hasta 100 pL de agua destilada. A continuacion, se afadié 500 pL del reac-
tivo de Folin-Ciocalteau (1/10) y 400 pL de solucion de carbonato de sodio al

7,5%, se incubd a temperatura ambiente durante 40 minutos y se lee a 750 nm.
3.3.5.3. Determinacion de los marcadores de estrés oxidativo

Hemos determinado tanto marcadores de dafio oxidativo, como de defensa antioxi-

dante.
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m Determinacion del contenido de grupos carbonilo en proteinas plasmaticas

y en orina

La oxidacién proteica se mide por la cuantificacion de los grupos carbonilo for-
mados durante la incubacion con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) en condicio-
nes acidas, basandose en la reaccion equimolar entre ellos, segln procedi-
miento desarrollado por Levine et al. (1980) con algunas modificaciones de Tian
et al. (1998). La DNFH unida a proteinas se cuantifica colorimétricamente
(g373=21.10-3 M-1.cm1) tras la separacién de las proteinas derivatizadas por
precipitacion con acido, lavado y posterior solubilizacién con guanidina. La
cantidad de proteina utilizada oscila entre 0,5-1 mg/mL, afiadiendo tampén de
conservacion de mitocondrias hasta 1 mL de volumen final. Centrifugamos a
13.600 rpm durante 10 minutos y al sobrenadante afiadimos estreptomicina sul-
fato 10% con tampén Hepes 50 mM pH:7,2, en una proporcién de 1/9 v/v.
Centrifugamos y cogimos 200 L del sobrenadante y afiadimos 400 pL de 2,4
dinitrofenilhidracina (DNFH)10 mM /ClH 2,5 M a las muestras y 400 pL de CIH
2,5 M a los controles. Incubamos 1 hora a temperatura ambiente, con agitacion
ocasional. Centrifugamos a 12.600 rpm durante 3 minutos y afiadimos 1 mL de
TCA al 20%. Centrifugamos de nuevo a 12.600 rpm durante 3 minutos.
Recogimos el pellet y lo lavamos 3 veces con 1 mL de etanol: acetato de etilo
(1:1 v/v). Centrifugamos otra vez a 12.600 rpm durante 3 minutos y recogemos
el pellet. Finalmente, afiadimos 1 mL de guanidina 6 N a pH: 2,3, centrifuga-
mos a 12600 rpm y medimos el sobrenadante a una A= 366 nm frente a una

solucién de guanidina.

Determinacion de MDA en plasma y orina

Para la determinacion del MDA se siguio la técnica de Mateos et al. Este método
estd basado en la determinacién con HPLC de un derivado 2,4-dinitrofenilhidra-
zona (DNPH). Se toma un volumen de 250 pL de plasma y se mezcla con 50 pL
de NaOH 6 M. Se incuba a 60°C durante 30 minutos, para que se produzca la hidré-

lisis alcalina de los enlaces del MDA con las proteinas presentes en las muestras.



Posteriormente, afiadimos 125 pL de acido perclérico 35% (V/V) y se centrifuga a
2.800 g durante 10 minutos para una mejor precipitacion de las proteinas. Se
transfieren 250 pL de sobrenadante a un eppendorf y se le afiaden 25 pL del reac-
tivo derivatizante DNPH 5 mM con acido clorhidrico 2 M. Se incuba 30 minutos a

temperatura ambiente en ausencia de luz. Finalmente se inyectan 50 pL al HPLC.

Extraccion del DNA de sangre

Partimos de 5 mL de sangre con EDTA, centrifugamos a 1.500 rpm durante 5 minu-
tos, y al pellet le afiadimos 10 mL de tampdn de lisis (Tris-ClH 10 mM pH: 7,4;
NaCl 10 mM; MgCl, 3 mM) y homogeneizamos. Posteriormente, incubamos duran-
te 5 minutos a temperatura ambiente y centrifugamos a 3.500 rpm durante 10. Al
pellet obtenido afiadimos nuevamente tampoén de lisis, incubamos durante 3
minutos a temperatura ambiente y centrifugamos a 3.500 rpm durante 10 minu-
tos. Al pellet afiadimos 3 mL de tampén (TRIS 0,2 M pH: 8,0; EDTA 0,05 M; SDS
1% y Proteinasa K 100 pg/mL, y se incubaron durante una hora a 60°C con agi-
tacion. Decantamos la incubacién a un tubo con gel y afiadimos 1 volumen de
fenol:cloroformo (1:1, v/v). Finalmente, decantamos la fase acuosa y precipitamos
afiadiendo un volumen de NaCl y 2 voldmenes de etanol absoluto. Una vez aisla-
do el DNA, se resuspende con tampén TE (TRIS-CIH 10 mM; EDTA 1 mM a pH: 7,5)
(Thomas et al., 1989; Moreno et al., 1989).

Hidrélisis enzimatica del DNA de sangre

La digestion del DNA se realizd siguiendo el método descrito por Floyd et al., en
1988 con ligeras modificaciones (Muiiiz et al., 1995). Se diluyen 400 pg de ADN
en tampodn Tris/HCL 10 pM pH: 7,0 hasta un volumen de 100 pL. Se afiade ADNasa
I (1U/mg) y posteriormente se incuba a 37°C durante 1 hora. Se afiade 10 pl CH3-
C00-Na+ 05 M a pH: 5,1 y nucleasa P1 (1U/40 pg), y nuevamente se incuba a
37°C durante 1 hora. Finalmente, se agrega Tris/ClH a pH: 7,0 para que el volu-
men final sea 200 pL y fosfatasa alcalina (1U/40 pg), e incubamos a 37°C duran-

te 1 hora.
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m Determinacién de la 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHDG) en el DNA de las
células sanguineas y en orina
Para la determinacion de la 8-OHdG se utiliz6 el kit de la 8-OHdG-EIA-BIOTECH
(OXIS Health Products, Inc. 6040 N Cutter Circle, Suite 317 Portland, OR 97217-
3935 U.S.A.), como sigue: a una placa en la cual estd fijada la 8-OHdG se afiade
el anticuerpo monoclonal de 8-OHdG y la muestra o estandar. La 8-OHdG en la
muestra o estandar compite con el 8-0HdG unido a la placa por los sitios de unién
del anticuerpo monoclonal de 8-OHdG. Los anticuerpos que se han unido a la 8-
O0HdG de la muestra son lavados, mientras que aquéllos que se han unido a la 8-
OHdG de la placa permanecen. Posteriormente, afiadimos el anticuerpo secunda-
rio marcado con la enzima, el cual se une al anticuerpo monoclonal que perma-
nece en la placa. El anticuerpo secundario marcado con enzima que no se ha
unido se elimina mediante un proceso de lavado. Finalmente, se le afiade un cro-
mogeno y la intensidad de coloracion es proporcional a la cantidad de anticuer-

po unido a la placa.

m Determinacién de marcadores de defensa antioxidante: niveles de a-Tocoferol
en plasma
Se utilizé la técnica de HPLC de Arnaud et al., 1991. Se toman 200 pL de plas-
ma y se mezclan con 100 WL de etanol, se afiaden 500 pl de hexano, se centri-
fuga y se recoge la fase orgénica, la cual se lleva a secado con N2 seco y final-
mente se resuspende con 200 pL de fase mévil (diclorometano/acetonitrilo
/metanol, 20:70:10). Se mide a 291 nm.

m Determinacién de la osteocalcina en plasma
La determinacion de la osteocalcina se basa en métodos de radioinmunoanali-

sis (RIA), kit de Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA.

m Determinacién de la parathormona (PTH) sérica

Se determina mediante el kit de la PTH (1-84) especifica. Es un ensayo inmu-



noquimicoluminicométrico que utiliza un anticuerpo policlonal PTH 1-84 con
una tendencia a unirse a la region N-terminal de la PTH 1-84 (anticuerpo mar-
cador), y un anticuerpo policlonal PTH 1-84 con una tendencia a unirse en la
region C-terminal de la PTH 1-84 (anticuerpo capturador). Scantibodies
Laboratory, Inc. Santee, CA 92071, USA.

m Determinacion de la leptina en el plasma materno
La determinacion de la leptina en plasma humano se basa en el método de
immunoensayo. Se ha utilizado el kit Quantikine de Tools for Cell biology rese-
arch (R and D Systems).

m Determinacion de las proteinas
La determinacion de la concentracion de proteinas se ha llevado a cabo median-
te la técnica de Markwell et al. (1978). Se trata de una modificacion de la téc-
nica de Lowry et al. (1951). La técnica se basa en la formacién de un compuesto
coloreado al interaccionar el reactivo de Folin-Ciocalteu con los grupos fendli-

cos e indélicos de los aminoacidos integrantes de las proteinas.

' 3.4. ANALISIS ESTADiSTICO)

Las repeticiones enunciadas en los respectivos apartados ponen de manifiesto que
se obtuvieron datos suficientes como para poder aplicar distintos tratamientos
estadisticos, los cuales se llevaron a cabo con el programa Statgraphcis Plus para
Windows (Manugistics Inc, 1997).



RESULTADOS

En primer lugar, analizamos las caracteristicas maternas de las 80 madres incluidas
en el estudio, como la edad, la talla, el peso al inicio y al final de la intervencion, y
el peso del recién nacido (Tabla 3). Como se puede comprobar, no existen diferen-
cias significativas entre el grupo de madres control (n=40) y el grupo de madres que
han sequido una dieta suplementada con cerveza sin alcohol (n=40), habiendo toma-
do éstas una Gltima cantidad de 660 mL dia, distribuida en las principales comidas,

durante un periodo de 30 dias.

Tabla 3. Edad, peso, talla de la madre y peso del recién nacido

Edad Peso inicial  Peso Final Talla Peso Recién
(afios) (Kg) (Kg) (cm) Nacido (Kg)

Madre sin cerveza 3126 £ 3'3 6196 + 6'89 7330 £ 700 1622 + 394 335+ 0'26
Madre con cerveza 2963 + 47 6139 + 6'8 7507 + 7’59 16287 + 586 3'17 + 039

A todas las madres se les realiz una bioquimica general y se comprobé que todos

los parametros analizados estaban dentro de la normalidad (Tabla 4).

Tabla 4. Biogquimica basal de las madres

Madres no suplementadas Madres suplementadas

con cerveza con cerveza
Glucosa (mg/dL) 7212 £ 7'71 7333 £ 831
Urea (mg/dL) 22'37 £ 5'79 21'23 + 445
Creatinina (mg/dL) 065 + 0'09 065 + 0'09
Acido Urico (mg/dL) 4111073 401 + 0'66
Calcio (mg/dL) 88 + 044 87 +0739
Fosforo (mg/dL) 41+ 066 398 + 049
Hierro (pg/dL) 53'33 + 19'67 4743 + 15'92
Fosfatasa alcalina (U/L) 126'5 + 286 133 + 26'5
Proteinas T (g/dL) 592 + 0'38 559 + 049
Colesterol (mg/dL) 235’5 + 362 224'8 + 29'34
HDL-c (mg/dL) 5861 + 9'57 6168 + 11'88
LDL-c (mg/dL) 136'9 + 27'1 126'6 + 24'45
VLDL-c (mg/dL) 35'11 + 10'29 315 £ 58
Triglicéridos (mg/dL) 173'1 + 546 155’9 + 3213
GOT (U/L) 2137 + 5'63 17'86 + 8'25
GPT (U/L) 17'55 + 7'79 13+ 588
GGT (U/L) 13’09 + 599 13'8 + 384

(4]



Encuesta alimentaria

A partir de los datos de la encuesta, se estimé la ingesta de energia y de nutrientes.

La energia ingerida por el grupo control es de 2028 + 321 Kcal y la del grupo
suplementado es de 2216 + 363 Kcal, no observandose diferencias significativas entre
los dos grupos estudiados. Respecto a los macronutrientes (Figura 2), observamos que
ambos grupos toman un exceso de proteinas y grasa y un déficit de hidratos de car-
bono, siguiendo una dieta descompensada, siendo dicha descompensacién mas mar-
cada en el grupo control (mayor porcentaje de grasa y menor en hidratos de carbo-
no). Este exceso de grasa es fundamentalmente a base de grasa saturada. Este patrdn
dietético es el que se produce con mas frecuencia en las dietas actuales de los pai-

ses desarrollados.

Figura 2. Porcentaje de macronutrientes y grasas en el grupo control y en el grupo

suplementado con cerveza sin alcohol.
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4.1. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, POLIFENOLES TOTALESW
Y NIVELES DE Q10 EN LA LECHE MATERNA

4.1.1. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL POR LOS METODOS: FRAP, ABTS* Y DPPH

Determinamos la capacidad antioxidante total de la leche materna en sus diferentes
estadios (calostro, transicién y leche madura), por tres métodos diferentes: el méto-
do del FRAP, el método del ABTS* y el método del DPPH, tanto en el grupo control,
como en el grupo suplementado con cerveza sin alcohol.

Respecto al FRAP (Figura 3), observamos que, a medida que transcurre el tiempo
de maduracion de la leche, disminuye su actividad siendo esta disminucion signifi-
cativa (p<0,05) en el grupo no suplementado tanto en la leche de transicién, como
en la leche madura respecto al calostro. Sin embargo, el grupo suplementado pre-
senta una menor disminucién de actividad siendo tan sélo significativa su caida en
la leche de transicion (p<0,05) con respecto al calostro, y manteniéndose los nive-

les entre la leche de transicion y la leche madura.

Figura 3. Determinacién de la actividad antioxidante total (AAT) de la leche mater-

na por el método FRAP.
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Cuando determinamos la actividad antioxidante por el método ABTS* (Figura 4),
observamos una disminucion significativa (p<0,005) tanto en la leche de transicion,
como en la leche madura respecto al calostro y de la leche de transicion a la leche
madura. Esto sucede tanto en el grupo control, como en el grupo suplementado con

cerveza sin alcohol.

Figura 4. Determinacion de la actividad antioxidante total (AAT) de la leche mater-
na por el método ABTS™.
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Finalmente, determinamos la actividad antioxidante total por el método DPPH
(Figura 5), y comprobamos que se produce una disminucion significativa tanto en la
leche de transicion, como en la leche madura en el grupo que su dieta no ha sido
suplementada con cerveza. En cambio, el grupo que habia sequido la dieta suple-
mentada no se observan diferencias significativas entre los diferentes estadios de la

leche.



Figura 5. Determinacion de la actividad antioxidante total (AAT) de la leche mater-

na por el método DPPH.
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Con respecto al contenido en polifenoles totales (Figura 6), también observamos una

disminucion significativa a medida que la leche va madurando, siendo esta caida mas

notable en el grupo cuya dieta no habia sido suplementada con cerveza sin alcohol.

Figura 6. Determinacion del contenido en polifenoles totales en la leche materna.
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4.1.3. NIVELES DE Q¢ EN LA LECHE MATERNA

Cuando determinamos los niveles de Q,(, observamos un aumento significativo entre

la leche de transicion y la leche madura en el grupo control. Sin embargo, en el grupo

que ha seguido la dieta suplementada, podemos observar cémo la leche madura pre-

senta niveles significativamente mas elevados tanto con respecto al calostro, como

con respecto a la leche de transicién (Figura 7).

Figura 7. Determinacién de los niveles de Q;( en la leche materna.
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Segln los resultados obtenidos tanto en la actividad antioxidante total, como en el

contenido en polifenoles totales y niveles de Q;, podemos decir que la suplementa-

ci6n dietética con cerveza sin alcohol presenta un efecto beneficioso en cuanto que

favorece la actividad y calidad antioxidante de la leche materna.



4.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL Y CONTENIDO EN W
POLIFENOLES TOTALES EN EL PLASMA DE LA MADRE LACTANTE

En segundo lugar, pasamos a determinar la capacidad antioxidante total en el plas-
ma de la madre después del parto y a los 30 dias de suplementacién con cerveza por
los diferentes métodos utilizados previamente.

Observamos, empleando la técnica del FRAP, que se produce una disminucion de
la capacidad antioxidante del plasma a los 30 dias, sin significacion estadistica. En
cambio, cuando determinamos la capacidad antioxidante por el método del ABTS* se
aprecian diferencias significativas en ambos grupos, tanto el suplementado como el
no suplementado. Finalmente, cuando determinamos la capacidad antioxidante por
el método del DPPH se observa un aumento significativo (p<0,05) entre la situacion
basal y, al finalizar la intervencion, a los 30 dias, en el grupo que ha seguido una

dieta suplementada (Figura 8).

Figura 8. Determinacion de la actividad antioxidante total (AAT) por los diferentes
métodos (FRAP, ABTS* y DPPH) en el plasma de la madre lactante.

FRAP ABTS DPPH .
@ Sin cerveza
= 350 o P<0,05
£ B Con cerveza
>
S 300 -
E
a
250 o
200 +
150 .
P < 0,05 P <0,005 Los resultados estdn expresados en
= media + SD de las 80 muestras del
100 + plasma de las madres lactantes
(40 madres control + 40 madres
50 A que han recibido el suplemento).
Para los cdlculos estadisticos se ha
aplicado el test de la t de Student.

» » » P<0,005 y P<0,05 - Situacion
Control 30 dias  Control 30 dias  Control 30 dias basal vs 30 dias

Respecto a los polifenoles totales, también observamos una disminucién en sus nive-

les, siendo ésta estadisticamente significativa sélo en el grupo no suplementado, y

[50)



no en el grupo suplementado con cerveza. De estos resultados, podemos deducir que
la suplementacidn con cerveza sin alcohol esta ejerciendo un efecto positivo en cuan-

to a los niveles de antioxidantes y polifenoles totales (Figura 9).

Figura 9. Determinacién del contenido en polifenoles totales en el plasma de la

madre lactante.
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4.3. DANO INDUCIDO A MACROMOLECULAS Y DEFENSA
ANTIOXIDANTE EN PLASMA Y ORINA DE LA MADRE LACTANTE

4.3.1. EN EL PLASMA DE LA MADRE

Hemos determinado el dafio oxidativo en las proteinas mediante la cuantificacion del
contenido en grupos carbonilo. En los resultados obtenidos, observamos que no exis-
ten cambios significativos ni en el grupo control ni en el grupo que ha sequido una
dieta suplementada con cerveza sin alcohol (Figura 10). Cuando determinamos los
niveles de MDA, como indicativo de dafio oxidativo a lipidos, podemos ver como se
produce una reduccién en ambos grupos a los 30 dias, siendo ésta significativa en el

grupo que ha seguido una dieta suplementada con cerveza durante el periodo de 30

@



dias (Figura 10). En cambio, cuando determinamos los niveles de 80HdG, marcador
de dafo oxidativo al DNA, no observamos diferencias significativas en ninguno de

los grupos estudiados (Figura 11).

Figura 10. Determinacion del contenido en grupos carbonilo (CGC) y malondialde-
hido (MDA) en el plasma de la madre lactante.
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Los resultados estdn expresados en media + SD de las 80 muestras del plasma de las madres lactantes (40 madres
control + 40 madres que han recibido el suplemento). Para los cdlculos estadisticos se ha aplicado el test de la t
de Student. P<0,05 - Situacion basal vs 30 dias

Figura 11. Determinacion de la 8-hidroxi-deoxi-guanosina (8-OHdG) en el plasma de

la madre lactante.
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Como pardmetro de defensa antioxidante, hemos determinado los niveles de alfa-
tocoferol, observando un aumento significativo en el grupo que ha seguido la dieta

suplementada con cerveza sin alcohol (Figura 12).

Figura 12. Determinacion de los niveles del alfa-tocoferol en el plasma de la madre

lactante.
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4.3.2. EN LA ORINA DE LA MADRE

Respecto a la orina materna, podemos observar como el contenido en grupos carbo-
nilo disminuye (Figura 13) a medida que transcurre el tiempo, siendo significativa
esta disminucién entre TO y los 15 dias para el grupo suplementado. Cuando deter-
minamos los niveles de malondialdehido, observamos que, en el grupo que no ha
seguido la dieta suplementada con cerveza, sus niveles son significativamente supe-
riores (p<0,05) entre los TO y 15 dias, si bien, disminuyen significativamente entre
los 15 y 30 dias (Figura 14). Por otra parte, no observamos ninglin cambio significa-
tivo en el grupo que ha sequido la dieta suplementada. Respecto a los niveles de 8-
0HdG, no se observaron cambios significativos en todo el periodo estudiado ni en el

grupo control ni en el grupo suplementado con cerveza sin alcohol (Figura 15).
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Figura 13. Determinacion del contenido en grupos carbonilo (CGC) en la orina de la

madre lactante.
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Figura 14. Determinacién de los niveles de malondialdehido (MDA) en la orina de

la madre lactante.
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Figura 15. Determinacion de la 8-hidroxi-deoxi-guanosina (8-0HdG) en la orina de

la madre lactante.
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Los resultados estdn expresados en
media + SD de las 80 muestras de
las orinas maternas (40 madres
control + 40 madres que han
recibido el suplemento). Para los
cdlculos estadisticos se ha
aplicado el test de la t de Student.

De los resultados observados, tanto en plasma como en orina, podemos deducir que

la suplementacion con cerveza sin alcohol reduce el dafio inducido a lipidos y prote-

inas provocado tras el parto.

( 4.4, MARCADORES DE REABSORCION OSEA EN LA MADRE)

Como marcadores de reabsorcion 6sea, hemos determinado los niveles de osteocalci-

na y hormona paratiroidea (PTH) en el plasma de la madre. Respecto a los valores de

osteocalcina observamos un aumento significativo (p<0,005) a los 30 dias tanto en

el grupo control, como en el grupo que ha seguido la dieta suplementada con cerve-

za sin alcohol (Figura 16). Sin embargo, cuando determinamos los niveles de PTH, no

observamos diferencias significativas ni en el grupo control ni en el suplementado
(Figura 17).



Figura 16. Determinacion de los niveles de osteocalcina en el suero de la madre lac-

tante.
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Figura 17. Determinacion de los niveles de la paratohormona (PTH) en el suero de

la madre lactante.
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En este sentido, la suplementacion con cerveza sin alcohol no modifica los parame-

tros de reabsorcion ni de formacion 6sea en las mujeres lactantes.
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k4.5. NIVELES DE LEPTINA EN EL SUERO MATERNO)

Finalmente, con respecto a la madre, hemos determinado los niveles de leptina, en
los cuales no hemos encontrado cambios significativos entre antes y después en nin-
guno de los grupos estudiados (Figura 18), lo que se corrobora por la ausencia de
diferencia en el aumento de peso en las madres suplementadas con cerveza con res-
pecto a las madres no suplementadas, es decir, la suplementacién con cerveza sin
alcohol no induce un mayor aumento de peso en las madres lactantes. Por otra parte,
tampoco existe ninguna relacién con los pesos de los nifios y niveles de leptina
maternos, si bien hay que resefiar que todas las madres presentaban un estado nutri-

cional normal.

Figura 18. Determinacion de los niveles de leptina en el suero de la madre lactante.
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( 4.6. DANO INDUCIDO A MACROMOLECULAS EN LA ORINA DEL NINO)

En el nifio, hemos determinado el dafio inducido a proteinas mediante la cuantifica-
cién de los grupos carbonilo al dia de nacer, a los 15 y a los 30 dias de vida. Hemos

observado como, a medida que transcurre el tiempo, disminuye el contenido en gru-
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pos carbonilo tanto en el grupo de nifios que sus madres han seguido la dieta habi-
tual, como en el grupo de nifios de las madres que su dieta ha sido suplementada
con cerveza sin alcohol, siendo significativo p<0,05 en este Gltimo entre el primer

dia y los 15 dias de nacer (Figura 19).

Figura 19. Determinacién del contenido en grupos carbonilo (CGC) en la orina del
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Cuando determinamos los niveles de MDA, observamos exactamente lo mismo, a
medida que transcurre el tiempo, disminuye el contenido de MDA, siendo ésta sig-
nificativa p<0,005 entre el primer dia y los 15 dias tanto para el grupo suplemen-
tado, como no suplementado (Figura 20). En cambio, es significativo entre los 15
y 30 dias solo para el grupo suplementado. Cuando determinamos los niveles de la
80HdG no observamos diferencias significativas en ninguno de los grupos estudia-
dos (Figura 21).



Figura 20. Determinacion de los niveles de malondialdehido (MDA) en la orina del
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Figura 21. Determinacion de la 8-hidroxi-deoxi-guanosina
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Respecto al nifio, podemos concluir que su estrés oxidativo, que se produce al pasar

el nifio de un ambiente sin oxigeno, como es el Gtero materno, a un ambiente con

el 21% de oxigeno, como es el aire ambiente, disminuye en mayor medida en el

grupo que sus madres han seguido una dieta suplementada con cerveza sin alcohol.

59)



DISCUSION

Dado que el embarazo es un estado fisiolégico que se acompaiia de una demanda
energética elevada y un incremento en los requerimientos de oxigeno, adn en el

embarazo normal se podria esperar un aumento de la carga prooxidante. Durante el

embarazo, se requiere de energia suplementaria para el crecimiento del feto, la pla-
centa y los tejidos maternos. El coste energético adicional medio de un embarazo
se ha calculado en unas 80.000 Kcal para un periodo de 9 meses, lo que lleva apa-
rejado el incremento gradual de consumo de oxigeno. Debido a que aumenta la pro-
duccion de muchas hormonas durante el embarazo, entre ellas la tiroxina, hormo-
nas corticosuprarrenales y hormonas sexuales, el metabolismo basal de la madre se
incrementa en un 15% durante la segunda mitad del embarazo y, poco tiempo antes
de nacer el nifio, el consumo de oxigeno suele encontrarse en un 20% por encima
de lo normal en una mujer no embarazada. En consecuencia, tanto la madre como
el nifio, durante el parto y los primeros dias de vida estan sometidos a un elevado
estrés oxidativo, con hiperproduccion de especies oxigénicas reactivas.

La forma de nacimiento es otro factor que se debe considerar, ya que se han
encontrado niveles mas altos de lipoperdxidos en sangre arterial de nifios que nacie-
ron por via vaginal normal, en comparacién con aquellos de cesarea electiva, por lo
que sugirieron que el fenémeno de isquemia reperfusién durante el parto se podia
asociar con un incremento en la produccién de radicales libres (Fogel I et al., 2005).
Sin embargo, las células de mamiferos tienen una gran variedad de sistemas antioxi-
dantes para controlar estas especies oxigénicas reactivas. De todas formas, todo pare-
ce indicar que el feto nacido a término, pero no el pretérmino, puede responder al
estrés oxidativo con un incremento de su capacidad antioxidante como lo indica el
hecho de que se logra mantener durante el parto el contenido de glutation eritroci-
tario y el potencial total de atrapamiento de radicales libres del plasma en venas y
arteria umbilical. Si se produce un desequilibrio entre ambos sistemas antioxidante y
oxidante, es cuando se podria producir un estrés oxidativo que dafiaria tanto a la
madre como al recién nacido (Al-Gubory et al., 2010).

Los factores que agravan esta situacion mediante un incremento de los factores

prooxidantes (tabaco, alcohol) o reduccion de los antioxidantes (débil actividad enzi-
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matica antioxidante, dietas pobres en vitaminas C, E, carotenos y en otros antioxi-
dantes) seran también factores de riesgo. Es sabido que los factores nutricionales pue-
den contribuir a controlar este dafio oxidativo. De hecho, los antioxidantes de la dieta
juegan un importante papel en la proteccion de las células frente al dafio que gene-
ran las ROS. (Al-Gubory et al., 2010). La composicién de la dieta de la madre es un
determinante muy importante no sélo para el desarrollo y crecimiento del nifio (Moore
et al., 2004; MacLaughlin et al., 2005; Borowczyk et al., 2006), sino también para la
prevencion del estrés oxidativo.

Asegurar el aporte en la dieta de vitaminas antioxidantes como la E (cuyas princi-
pales fuentes son el huevo y la mantequilla, entre las de origen animal y, entre las de
origen vegetal, los aceites vegetales y legumbres), vitamina C, (muy abundante en fru-
tas citricas, pifia y vegetales, como el pimiento o el tomate) y carotenoides (muy
abundantes en la zanahoria, calabaza y frutas de color anaranjado o amarillento) y
polifenoles (presentes en vegetales y productos derivados de ellos) tendria como jus-
tificacion adicional a las ya existentes para estos nutrientes, la de prevenir un desba-
lance a favor del incremento del estrés oxidativo durante el embarazo.

En el presente trabajo hemos suplementado la dieta con cerveza sin alcohol, la cual
contiene cantidades importantes de polifenoles (flavonoides) con actividad antioxi-
dante demostrada (Valls-Bellés et al., 2008; Martinez Alvarez et al., 2007; Martinez
Alvarez et al., 2009; Valls-Bellés et al., 2010), en un intento de mejorar la situacion
de estrés oxidativo tanto en la madre, como en su hijo recién nacido.

Hemos determinado la capacidad antioxidante del total de la leche materna por
diferentes metodologias (ABTS*, FRAP y DPPH) y hemos comprobado que a medida que
transcurre el tiempo de vida del nifio la leche pierde actividad antioxidante. Los valo-
res mayores de actividad antioxidante estan presentes en el calostro y los menores en
la leche madura, habiéndose obtenido resultados similares por otros autores (Fidanza
et al., 2002; Quiles et al., 2006; Mataix y Lopez-Frias, 2008; Ezaki et al., 2008; Zarban
et al., 2009), los cuales han observado que disminuye la cantidad de antioxidantes
presentes en la leche materna con el tiempo de lactancia (Li et al., 2009). Sin embar-

go, en nuestro estudio podemos observar como el grupo en el que su dieta ha sido
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suplementada con cerveza sin alcohol, la caida en la actividad antioxidante en la
leche de transicion y madura es menor que en la leche de las madres que no habian
sido suplementadas. Resultados similares hemos obtenido cuando determinamos el
contenido de polifenoles totales. En cuanto al contenido de la coenzima Q10 (CoQ10)
en la leche, se aprecia que disminuye durante las dos primeras etapas de la lactancia
(calostro y leche de transicion), hecho también apreciado por otros autores (Quiles et
al., 2006), lo cual coincide con los momentos de mayor estrés oxidativo para el recién
nacido, como seria el parto y los primeros dias de vida (Ochoa et al., 2007). De forma
diferente, observamos que la leche madura contiene niveles significativamente supe-
riores de Q10, lo que podria interpretarse como que la madre, tras un periodo de 30
dias, ha vuelto a la estabilizacion y utiliza una menor cantidad de antioxidantes como
defensa ante el estrés oxidativo.

Con respecto a la madre, hemos determinado la capacidad antioxidante total en el
plasma materno, la cual aumenta a los 30 dias del parto, siendo este aumento mayor
en el grupo que ha recibido el suplemento con cerveza sin alcohol. Asimismo, hemos
cuantificado los niveles de &-tocoferol y ocurre exactamente lo mismo, siendo esta
diferencia significativa para el grupo suplementado. Los niveles de polifenoles tota-
les disminuyen a medida que aumenta el tiempo de lactancia, siendo esta diferencia
significativa con respecto al nivel basal en el grupo en el que su dieta no ha sido
suplementada, no ocurriendo asi en el grupo suplementado. Paralelamente a la acti-
vidad antioxidante, hemos determinado el dafio oxidativo inducido a lipidos median-
te la determinacion del MDA, a proteinas mediante la determinacion del contenido en
grupos carbonilo, y al DNA con la cuantificacion de la 80HdG, y hemos observado
como estos biomarcadores disminuyen en todos los casos, siendo el descenso mas sig-
nificativo en el grupo que ha recibido el suplemento con cerveza sin alcohol, tanto
en el plasma, como en la orina materna (Schnitzer et al., 2007). Estos datos nos indi-
can que, a medida que transcurre el tiempo, 30 dias del parto, el estado fisiolégico
de la madre va volviendo a la normalidad con lo cual aumentaria la defensa antioxi-
dante y disminuiria el dafio inducido a las macromoléculas, siendo ambos efectos mas

patentes en el grupo que ha seguido una dieta suplementada con cerveza sin alcohol.
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Durante la transicion fetal-neonatal se produce un aumento en la biodisponibilidad
del oxigeno del neonato respecto al feto y la consiguiente formacién de radicales
libres. Estos radicales producen un estrés oxidativo, con la posibilidad de un dafio tisu-
lar por roturas en las membranas celulares. De hecho, existen algunos estudios que
muestran que, en el nacimiento, los neonatos presentan un incremento de los marca-
dores de estrés oxidativo y una disminucion de las defensas antioxidantes (Neefjes et
al., 1999; Roblers et al., 2001).

Nuestros resultados en la orina del nifio, muestran que en el momento del parto los
niveles de marcadores de estrés oxidativo estan aumentados y van descendiendo a
medida que avanza la lactancia. Este descenso es significativo en el caso de los nive-
les de MDA en el grupo de nifios cuyas madres han suplementado su dieta con cerve-
za sin alcohol. Algunos investigadores también encuentran altas concentraciones de
MDA y de grupos carbonilo en la sangre umbilical durante el primer dia después del
parto, mostrandose, por tanto, un incremento de los marcadores de dafio oxidativo en
el neonato (Schmidt et al., 1996; Winterbourn et al., 2000). Se ha demostrado tam-
bién que los niveles de 8-0HdG, que es un marcador sensible para el estrés oxidativo
al DNA, son menores en los lactantes alimentados con leche materna en comparacion
con los alimentados con férmula (Shoji et al., 2003).

Por lo tanto, podemos concluir que alimentar al recién nacido con la leche mater-
na, especialmente con el calostro, puede ser Gtil para neutralizar los radicales libres y
mejorar el sistema antioxidante en el recién nacido. Ademas, de acuerdo con estudios
epidemiolégicos, existe una correlacién inversa entre la alimentacion con lactancia
materna y algunas enfermedades degenerativas en la vida adulta como la diabetes
mellitus, cancer y enfermedades cardiovasculares. Puesto que en la patogenia de estas
enfermedades esté involucrado el estrés oxidativo. Proporcionar un producto rico en
antioxidantes y que mejore este aspecto de la leche humana seria positivo para la
salud del lactante y para la prevencién de enfermedades posteriores. En este sentido,
el aporte de cerveza sin alcohol cumple los requisitos de ser un producto natural, que
incrementa el poder antioxidante de la leche humana y que disminuye el estrés oxida-

tivo en el nifio lactante.
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CONCLUSIONES

1. Se ha observado un descenso progresivo de la actividad antioxidante de la leche
humana, comparando la muestra basal con la tomada a los 15 y a los 30 dias, sien-
do dicho descenso menor en las madres con una dieta suplementada con cerveza

sin alcohol.

2. La madre que ha seguido la dieta suplementada con cerveza sin alcohol presenta
un menor dafio oxidativo y un aumento en la defensa antioxidante tanto en plas-

ma, como en orina.

3. Los niveles de CGC y MDA son inferiores en la orina de los nifios cuyas madres han

seguido la dieta suplementada.

En definitiva, la suplementacién con cerveza sin alcohol reduce el estrés oxida-
tivo al que esta sometida la madre tras el parto, aumenta la actividad antioxi-
dante en la leche materna y, por tanto, reduce el estrés oxidativo del niiio tras el
nacimiento.
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