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RESUMEN

La leche materna se caracteriza por presentar una serie de componentes y
propiedades importantes para el correcto desarrollo y crecimiento de los recién nacidos.
La Asociacion Espafiola de Pediatria recomienda amamantar a los bebés al menos
durante 6 meses, pero la incorporacion de las madres a la vida laboral o el ingreso de
neonatos dificultan esta actividad. Si bien, el almacenamiento de la leche facilita a las

madres continuar con la lactancia.

Su importancia nutricional recae principalmente en su perfil lipidico que aporta
energia, destacando su contenido de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-
PUFA; Long Chain Polyunsaturated Fatty Acids) n-6 y n-3, los cuales son de gran

relevancia en el desarrollo de la retina y el cerebro del bebé.

Los antioxidantes presentes en la leche materna juegan un papel importante en
su conservacion, evitando la oxidacion de sus componentes (principalmente los lipidos)
y la perdida de sus propiedades. Ademas de contribuir a la dotacion de antioxidantes al

recién nacido.

El objetivo de esta revision bibliografica fue estudiar las propiedades de los
antioxidantes contenidos en la leche materna, y la gran importancia que presentan en la
conservacion de su calidad mediante la prevencion de la peroxidacion lipidica de los
LC-PUFA. Ademas, se estudia como estas propiedades pueden verse alteradas por el

almacenamiento prolongado, ya sea por refrigeracion o congelacion.

PALABRAS CLAVES: Leche materna, almacenamiento, propiedades antioxidantes,
peroxidacion lipidica, LC-PUFA (long chain polyunsaturated fatty acids).



ABSTRACT

Breast milk provides several components with important properties for the
correct newborn development and growth. The Spanish Association of Pediatrics
recommends breastfeed the babies for at least 6 months, but the return to work of
mothers or newborns hospitalization may limit this activity. However, milk storage

makes easier to continue breastfeeding the baby.

Human milk nutritional value is linked to its lipid profile which provides energy,
and especially important is its content of n-6 and n-3 long-chain polyunsaturated fatty

acids (LC-PUFA) due to its essential role in brain and retinal development.

Moreover, human milk antioxidants have an important role in their conservation
mainly by preventing oxidation processes (mainly lipids) and therefore preserving their

properties. Also, it provides the newborn with antioxidants.

The objective of the present review was to study the human milk antioxidant
system, and its relevance by preventing LC-PUFA lipid peroxidation. The effect of
prolonged storage (refrigeration or freezing) of human milk on its antioxidant properties

was also studied.

KEYWORDS: Breast milk, storage, antioxidants properties, lipid peroxidation, LC-
PUFA (long chain polyunsaturated fatty acids).



COMPOSICION DE LA LECHE MATERNA

La leche materna es un producto de gran complejidad bioldgica, con propiedades
protectoras e inmunomoduladoras que aseguran el correcto desarrollo del lactante (1).
La composicion de este fluido es muy dinamica y esta controlada por mecanismos de

regulacién neuroendocrina, donde intervienen células, nutrientes y sustancias quimicas
(2).

Durante la lactancia se pueden diferenciar tres tipos de leches: la leche
pretérmico (en caso de parto prematuro), el calostro (durante los 3 a 4 dias después del
parto), la leche de transicidn (entre 4° y 15° dias postparto) y la leche madura a partir de
15° dias postparto (3).

El calostro se trata de un liquido amarillento y espeso de alta densidad y poco
volumen. Este produce unas 67 kcal/l00 ml y es rico en proteinas, vitaminas
liposolubles (E, A, K), carotenos y algunos minerales como sodio y zinc. Su principal
funcién es inmunoldgica, pues transfiere inmunidad pasiva al recién nacido mediante
absorcion intestinal de componentes inmunolégicos (linfocitos, macrofagos, IgA),
ademas de oligosacéridos y lactoferrina. La IgA y la lactoferrina presentan una
produccién diaria de 2-3 g. Mientras que, los oligosacaridos se encuentran en una
concentracion de 20g/L (3). EIl lactante puede consumir mas de 1.000 leucocitos
maternos por dia, de los cuales alrededor del 80% de las células del calostro son
macrofagos, originados a partir de los monocitos de la sangre periférica que sale del
torrente sanguineo, y migran a la leche a través del epitelio mamario. Ademas, los
complejos IgA-antigeno de la leche humana son procesados por las células dentriticas
del intestino del recién nacido, permitiendo el reconocimiento del antigeno y el

mantenimiento de un entorno no inflamatorio. (4).

Una mujer puede producir de 700 a 900 ml/dia de leche madura durante los 6
primeros meses postparto, aportando 75 Kcal/100 ml. Esta se estructura en tres
fracciones: emulsién, suspension y solucion, y su composicién varia por muchos
factores. Por ejemplo, al inicio de la toma el lactante recibe una leche elaborada
principalmente por compuestos hidrosolubles, que posteriormente daran paso a los
constituyentes liposolubles de la fraccion de emulsion. De este modo, el recién nacido
recibe un alimento dindmico con caracteristicas distintas y ajustadas al momento en el

que ocurre la toma (1).



La fraccion suspension estd compuesta por proteinas, asi como calcio y fosforo
(1); y la fraccidon solucion presenta un 88% de agua, vitaminas liposolubles (A, D, E 'y
K), carbohidratos (oligosacaridos, glucopéptidos, glucosa, galactosa y lactosa) y
proteinas del suero (alfa-lactoalbimina, seroalbumina, beta-lactoglobulinas,
inmunoglobulinas, glicoproteinas, lactoferrina, lisozima, enzimas, moduladores del

crecimiento, hormonas y prostaglandinas) (3).

La fraccion emulsion aporta aproximadamente el 50% de las calorias totales y
energia para él bebé, y estd constituida por grasas, acidos grasos libres, vitaminas y
otros componentes liposolubles como el colesterol y los antioxidantes. La grasa de la
leche materna presenta una forma globular rodeada por una membrana hidrofilica
constituida por colesterol, fosfolipidos y glicoproteinas, originada en la célula alveolar
de la gldndula mamaria. Esta estructura minimiza la saponificacion, mejora la digestion
y absorcion de los nutrientes, y permite la coexistencia de las grasas y lipasas que
permiten al recién nacido emplear los lipidos como principal fuente de energia (1).
(Figura 1). Los lipidos de la grasa lactea estdn formados en un 98% por triglicéridos
(TG) siendo el &cido oleico (18:1 n-9, 32,8%) y palmitico (16:0, 22,6%) los acidos
grasos mayoritarios que lo componen. Ademas, proporciona un aporte balanceado de
acidos grasos poliinsaturados n-6 y n-3, fundamentales para la sintesis equilibrada de

los eicosanoides. (2).
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Fig. 1 Representacion del glébulo de grasa de la leche materna. (Koletzko, 2016)



Los acidos grasos saturados representan el 42 a 47% vy los insaturados el 53 a
58%, siendo el &cido oleico (18:1, n-9) el predominante (32.8%). Los acidos grasos
polinsaturados de cadena larga, abundantes en el cerebro y retina del neonato, en
especial el &cido araquidonico (ARA; 20:4 n-6) y docosahexaenoico (DHA; 22:6 n-3),

constituyen un 0.40% y un 0.31% de la leche respectivamente (2).

ACIDOS GRASOS ESENCIALES

Los lipidos, conocidos como grasas, se han definido como un grupo de
moléculas organicas que se caracterizan por ser hidrofébicos o insolubles en agua y
solubles en disolventes organicos. Dentro de los lipidos incluimos los &cidos grasos y
sus derivados, asi como las sustancias funcionales o biosintéticas relacionadas con estos

compuestos (5).

Los lipidos mas sencillos son los acidos grasos constituidos por un grupo
hidroxilico (hidrofilo) unido al extremo de una cadena hidrocarbonada. Los acidos
grasos se clasifican en funcién de la longitud de la cadena hidrocarbonada, el grado de
insaturaciéon (numero de dobles enlaces) y la posicién de los dobles enlaces.
Habitualmente, presentan un numero par de atomos de carbono (de 12 a 24 atomos de
carbono) pudiendo ser saturados, o insaturados y contener uno o méas dobles enlaces
(monoinsaturados o poliinsaturados, respectivamente). (Figura 2)
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Fig. 2 lzquierda: acido graso saturado. Derecha: acido graso insaturado



Para referirnos a los 4cidos grasos insaturados se emplea la notacion “omega”
(w) o “n”, siendo el carbono w/n el correspondiente al Ultimo carbono de la cadena y la
posicion del primer doble enlace a partir del carbono mas cercano al metilo terminal.
Asi los &cidos grasos insaturados se denominan como n-3, n-6 y n-9, principalmente.
Dentro de los acidos grasos n -3 destacan el a-linolénico (ALA) 18:3 n-3, el &cido
eicosapentaenoico (EPA) 20:5 n-3 y el &cido docosahexaenoico (DHA) 22:6 n-3. Entre
los acidos grasos n-6 nos podemos encontrar con el acido linoleico (LA) 18:2 n-6 y el
acido araquidonico (AA) 20:4 n-6 (5). (Figura 3)
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Fig. 3 Estructura molecular de los principales &cidos grasos o -3 y o -6. (EUFIC, 2009)

LA y ALA son acidos grasos esenciales (EFA-Essential Fatty Acids) dado que el
organismo, incluido el cuerpo humano, es incapaz de sintetizarlos. Si bien, éstos
compiten entre si por las enzimas A-5 y A-6 para su conversion en acidos grasos omega
6 y 3 de cadena larga funcionalmente importantes, conocidos como LC-PUFA (Long
Chain Polyunsaturated Fatty Acids). Estos estan constituidos por 20 &tomos de carbono

0 mas, presentando mas de dos dobles enlaces (6). (Figura 4)



Ruta de sintesis de acidos grasos poliinsaturados en animales
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Fig. 4 Ruta de sintesis de acidos grasos poliinsaturados en animales. (Mourais, et al., 2015)

Entorno al 0.2% - 5% del ALA (de 18 atomos de carbono) se convierte en EPA
(de 20 &tomos de carbono) y solo 1% se transforma en DHA (de 22 4&tomos de carbono);
mientras que el LA se convierte en ARA en muy bajas concentraciones. Como
resultado, el EPA, DHA y ARA son considerados &cidos grasos esenciales y deben estar
incluidos en la dieta. A partir de los &cidos grasos de 20 atomos de carbono se forma
una familia de moléculas lipidicas bioactivas Ilamadas eicosanoides con importantes
funciones bioldgicas y, por tanto, de relevada importancia en la salud humana. A partir
del EPA se generan eicosanoides con propiedades antiinflamatorias, antitromboticas,
antiarritmicas y vasodilatadoras. Y a partir del AA se forma un grupo de eicosanoides

con propiedades proinflamatorias y protomboticas (6).

Oxidacion lipidica

Los lipidos son las biomoléculas mas susceptibles al proceso de oxidacion,
especialmente los acidos grasos polinsaturados (AGPI). La degradacion mediada por
oxigeno de estos lipidos se conoce como peroxidacion lipidica, proceso en el cual
radicales libres atacan a estos lipidos mediante la sustitucion de un hidrégeno por un
oxigeno en uno de los carbonos, dando lugar a radicales peroxilo lipidicos e

hidroperéxidos (7).



Los radicales libres son moléculas altamente reactivas, que se originan
principalmente en la mitocondria debido a la cadena de transporte electrénico. Son la
mayoria especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), como pueden
ser anion superoxido (O2), anion hidroxilo (OH) y el perdxido de hidrogeno (H20.)
entre otros; o especies reactivas de nitrégeno (RNS, Reactive Nitrogen Species), como
puede ser el dxido nitrico (NO) y el peroxinitrito. Generalmente, los ROS pueden dafiar
proteinas o acidos grasos poliinsaturados, causar mutaciones en el ADN, oxidar la

membrana de los fosfolipidos y modificar lipoproteinas de baja densidad (8). (Figura 5)

Hydroperoxyl Superoxide

" radical pH 7.4 radical
O, +e+H— HO, s w +0,-

e +2H* | 02

A

Peroxyl

a4 " radical ViLE

Hydrogen H L: — LOO-——+ LOOH
¢ ydroxyl Lipid

peroxide radical

H,0,— OH + OH:

Fe2* + H,0, > Fe3* +OH -+ OH-

radical

OH-+¢+H* e &
H,0 + O,
/

Fig. 5 Formacion de Radicales libres. (Carocho & Ferreira, 2013)

En general, el proceso de peroxidacion de lipidos consta de tres pasos:
iniciacion, propagacion y terminacion. En la etapa de iniciacion los prooxidantes como
es el radical hidroxilo reduce el hidrdgeno alilico formando el radical lipidico (L-) en el
centro de la molécula. En la etapa de propagacion, el L- reacciona rapidamente con el
oxigeno para formar un radical perdéxido lipidico (LOO-), que a su vez extrae un
hidrégeno de otra molécula lipidica, generando un nuevo L- y un hidroperéxido lipidico
(LOOH-), dando lugar a una reaccion en cadena de oxidacion de los AGPI. Sin
embargo, este proceso puede ser frenado (etapa de terminacién) mediante la accion de

sustancias antioxidantes (7) (Figura 6).
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Fig. 6 Proceso de peroxidacion lipidica. (Ayala et al., 2014)

Rancidez

El concepto de rancidez hace referencia a los diferentes mecanismos a través de
los cuales se alteran los lipidos. Las grasas y aceites son susceptibles a distintas
reacciones de deterioro, las cuales producen compuestos volatiles que conducen a olores
y sabores caracteristicos, asi como la reduccion del valor nutritivo de estos alimentos
(9). Sin embargo, dentro de la rancidez diferenciamos dos tipos: rancidez hidrolitica y

oxidativa.
Rancidez hidrolitica

La rancidez hidrolitica se caracteriza por producir un incremento de la acidez
debido a la hidrolisis enzimética que conduce a la liberacion de acidos grasos presentes
en los triglicéridos, fosfolipidos y glicolipidos. Asimismo, estos &cidos grasos libres
modifican la fraccion lipidica, repercutiendo en las caracteristicas organolépticas

provocando aromas Y sabores tipicos (10).

En la leche, este tipo de rancidez es causada por la hidrdlisis de los
triacilglicéridos, dando como resultado la liberacion de acidos grasos libres (AGL). De
este modo, los AGL de cadena mas corta, principalmente de 4 a 12 carbonos, aportan el
sabor rancio, en comparacion con aquellos de cadena mas larga, mayoritariamente de 14

a 18 carbonos los cuales no generan sabores tan fuertes (11).



La leche humana contiene dos lipasas, una lipoproteina lipasa y una lipasa
dependiente de sales biliares. La lipoproteina lipasa interviene en el metabolismo
materno permitiendo la extraccion de los lipidos sanguineos por las células mamarias, y
sin funcién conocida en la digestion de la grasa lactea. Mientras que, la lipasa
estimulada por sales biliares es importante para la digestion y absorcion de las grasas
del lactante, una vez se activa en el intestino en presencia de sales biliares (12).

Rancidez oxidativa

A diferencia de la rancidez hidrolitica, en este tipo de rancidez estan implicadas
las grasas insaturadas, las cuales confieren unos sabores, olores, colores y texturas que
hacen al alimento desagradable y en la mayoria de los casos incomestible. Esta
rancidez a su vez puede diferenciarse en una rancidez sin intervencién de enzimas
(autooxidacion; debido a la presencia de radicales libres, los cuales se introducen en la
cadena insaturada de un &cido graso provocando la formacion de perdxidos) o la
mediada por enzimas (lipoxigenasas; llevan a cabo una oxigenacion de los &cidos
grasos) (11).

Productos de oxidaciéon de la grasa lactea

Existe una amplia variedad de productos asociados al proceso de la peroxidacién
lipidica, tales como son los hidroperdxidos lipidicos (LOOH), el malondialdehido
(MDA), el propanal, el hexanal y el 4-hidroxinonenal (4HNE). El MDA parece ser el
producto mas mutagénico, siendo empleado como biomarcador de la peroxidacion
lipidica de los &cidos grasos poliinsaturados debido a su facil reaccion con el acido
tiobarbitarico (TBA). Mientras que el 4-HNE es considerado el producto més toxico de

éste tipo de proceso oxidativo (7).

En relacién a la cuantificacion del dafio oxidativo de los lipidos de la leche
humana se miden los niveles de peréxidos lipidicos, asi como el contenido de sustancias
reactivas al TBA mediante la cuantificacion de la concentracion del MDA (16). Esta
prueba consiste en la reactividad del TBA hacia el MDA formando aductos MDA-TBA
con fluorescencia que es cuantificada por espectrofotometria de absorcion visible o por

fluorimetria (7).
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SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son sustancias capaces de neutralizar particulas ROS e inhibir
la produccién en cadena de mas especies reactivas. Una propiedad fundamental que
presentan los antioxidantes es la capacidad de formar un nuevo radical mas estable a
través de la adiccion de enlaces de hidrogeno (13). Asi, los antioxidantes son
compuestos que pueden impedir o retardar la oxidacion de los lipidos u otras moléculas
por inhibicién de los procesos oxidativos (14). Estos se clasifican en dos grandes

grupos, los antioxidantes enzimaticos y los no enzimaticos (13). (Figura 7)

Los antioxidantes enzimaticos se dividen a su vez en defensas enzimaticas
primarias y secundarias. Asi, las defensas primarias estdn compuestas por tres enzimas
importantes que impiden la formacion o neutralizan los radicales libres, tales como la
glutation peroxidasa, la catalasa y la superoxido dismutasa. Si bien, las defensas
secundarias constituidas por la glutation reductasa y la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa no neutralizan directamente los radicales libres, sino que actian como

soporte a las defensas primarias (13).

Con respecto a los antioxidantes no enzimaticos, existen una gran variedad de
ellos como son las vitaminas (A, C, E), cofactores (Q10), compuestos nitrogenados

(&cido drico) y péptidos (glutation) (13).

Las vitaminas son un grupo de sustancias organicas con una gran variedad de
estructuras, sin valor energético propio, y que son necesarias en pequefias cantidades
para el organismo. Este es incapaz de sintetizarlas por si mismo, y por ello debe
obtenerlas a través de la dieta. Las vitaminas se clasifican en liposolubles (A, E, K, D),
las cuales tienen un papel bioquimico limitado a reacciones especificas, y las
hidrosolubles tales como la vitamina C y las del complejo B, las cuales actdan en el

metabolismo energético como coenzimas (15).

11



 Antioxidants

I

| | I Cofactors | | Vitamins & Derivatives I
Primary enzymes || Secondary enzymes
N C (Ascorbic Acid)
I Minerals | E (Tocopherols & Tocotrienols)
Zinc K
Seleni .
—— | Carotenoids
Organosulfur B-carotene
I Lycopene
compounds P
Flavonoids oo
| Allyl sulfide Zeaxanthin
Indoles . :
Flavonols | | Flavanols | | Anthocyanins | Nltrogen non-protem
: 7 e i compounds
Quercetin Catechin Cyanidin
Kaempferol Pelagonidin Pelargonidin
| Phenolic Acids |
Isoflavonoids | | Flavanones | | Flavones | I
Genistein Hesperidin Chrysin

I Hydroxycinnamic acids | | Hydroxybenzoic acids I

Ferulic acid Gallic acid

p-coumaric Ellagic acid

Fig. 7 Clasificacion de los antioxidantes naturales. (Carocho & Ferreira, 2013)

Para el correcto funcionamiento de los procesos organicos y la salud del
organismo, éste debe presentar un equilibrio entre los niveles de agentes prooxidantes y
antioxidantes (equilibrio redox) (16). Entre los factores que pueden afectar a este
balance en la leche de mamiferos esta el nUmero de gestaciones, ya que estudios previos
han observado cambios en la concentracion de antioxidantes en funcion de si se trata de
madres primiparas 0 multiparas, aunque esta diferencia sea poco significativa.
Asimismo, el riesgo de estrés oxidativo es especialmente alto en neonatos y bebes
prematuros, debido a la inmadurez de su sistema de defensa y la exposicion de sus

pulmones en temprano desarrollo a elevadas concentraciones de oxigeno (17).

Respecto a la composicién antioxidante de la leche materna, ésta contiene una
gran variedad de antioxidantes enzimaticos como la catalasa (CAT), la peroxido
dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GPx), y antioxidantes no enzimaticos
incluyendo las vitaminas A, C y E, Coenzima Q10, proteinas y enzimas y minerales
(17).
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Antioxidantes enzimaticos de la leche materna
Catalasa (CAT)

La catalasa es una enzima que se caracteriza por contener un grupo hemo
ampliamente distribuido por muchos sistemas bioldgicos. Esta cataliza la conversion

del peroxido de hidrogeno (H202) en agua.
2H202 2 2H,0 + O2
Su concentracion decrece a medida que transcurre el periodo de lactancia (8).

Peroxido dismutasa (SOD)

En la leche materna se han identificado dos tipos de peréxido dismutasa, Mn-
superoxido dismutasa y Cu/Zn-superoxido dismutasa las cuales catalizan la conversién

del anion superoxido (O2°) en perdxido de hidrogeno (H205).
207+ 2H" > 07 + H202

El contenido de SOD es de 2.0 a 2.3 veces més alta en la leche humana en
comparacion con la leche bovina. Y su actividad es mas alta en el calostro humano que
en la leche madura (18, 19). Si bien, se ha observado que la cantidad de Cu/Zn-

superdxido dismutasa decrece a lo largo de la lactancia (18).
Glutation peroxidasa (GPx)

La glutation peroxidasa es una enzima que contiene selenio como componente
esencial. Esta enzima tiene un efecto protector contra el dafio oxidativo actuando
durante el periodo de lactancia, aunque algunos estudios han corroborado una
disminucion de su actividad conforme progresa el tiempo de lactacion. La GPx cataliza
la descomposicion del perdxido de hidrogeno (H20.) y los hidroperdxidos orgénicos
(L-OOH) usando glutation reducido (GSH) en base a la siguiente reaccion (8):

H202 + 2GSH - 2H20 + GSSG
@)

LOOH + 2GSH - LOH + H20 + GSSG
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La leche materna se caracteriza por presentar un bajo nivel de GPx. Y aunque,
su funcién ain no se conoce por completo en la leche, es la Gnica enzima conocida que
fija el 30% del selenio total (19).

Antioxidantes no enzimaticos de la leche materna

Vitamina A

Se trata de un compuesto liposoluble, que actla contra especies ROS. Los
carotenos como los B- y a-carotenos son moléculas estructuralmente semejantes a la
vitamina A, son provitaminas. Son capaces de neutralizar al oxigeno singlete (estado
excitado del oxigeno molecular generado fotoquimicamente o quimicamente) y a
puentes disulfuros (formados por la oxidacion de los radicales tiol de las proteinas,
dando lugar a una molécula altamente reactiva con el oxigeno) y combinarse y
estabilizar radicales peroxilo, protegiendo de este modo a las células del dafio oxidativo.
Ademas, la vitamina A es capaz de inhibir la actividad de las enzimas implicadas en la
propagacion de la peroxidacion de los lipidos, asi como prevenir los trastornos

oxidativos de la glicosilacién de las proteinas localizadas en la membrana celular (8).

A nivel alimentario, la vitamina A muestra una transferencia transplacentaria
limitada, existiendo una baja reserva de esta vitamina en los recién nacidos
dependiendo, por tanto, de la ingesta de leche materna. De acuerdo con Tijerina-Saenz
et al. (2009) (20), la concentracion de vitamina A no parece contribuir a la capacidad
antioxidante de la leche materna en el primer mes de lactancia, sino ser el vehiculo de
transmision de ésta al lactante. Sin embargo, parece estar implicada en la disminucion
de la incidencia de displasia broncopulmonar (insuficiencia respiratoria) en recién
nacidos de bajo peso, pues participa en la regulacion del crecimiento de muchos
epitelios necesarios para el correcto desarrollo de los pulmones y la retina (21).

Por otro lado, los B-carotenos y la luteina son abundantes en las muestras de

leche humana, y su contenido decrece a medida que transcurre el periodo de lactancia.
Vitamina E

La vitamina E se agrupa en dos tipos: los tocoferoles (o, B, vy o 9) y los

tocotrienoles (a, B, y 0 8). Todos los isdbmeros presentan un anillo de cromanol con un

14



grupo hidroxilo, que puede donar un atomo de hidrégeno para reducir los radicales
libres, y una cadena lateral hidrofobica que permite su penetracion en las membranas
bioldgicas (19). (Figura 8)

o-Tocopherol

HO.

[-Tocopherol CH,
(o}
&H, CH, CHj CHj CH;
HO.
Y-Tocopherol CH,
H,C 0
CHJ CH; CH3 CH3

CH,

HO.

8-Tocopherol CHa

0
CH CH CH
CH, CH, 3 3 s

Fig. 8 Estructura de los tocoferoles.

El o-tocoferol presenta un elevado poder antioxidante convirtiéndolo en la
principal vitamina liposoluble responsable de la proteccion de las membranas celulares
contra la peroxidacion. Este se acumula en las lipoproteinas circulantes, membranas
celulares y los depdsitos de grasas, protegiendo a los PUFA vy las lipoproteinas del
estrés oxidativo, y por lo tanto, del enranciamiento (8). Sin embargo, estos son
sensibles a la luz, el oxigeno y la temperatura, caracteristicas que pueden afectar a su

capacidad antioxidante en condiciones de almacenamiento (22).

La vitamina E es capaz de regenerar a los f-carotenos y protege a la vitamina A
contra la oxidacién. Esta vitamina es importante desde la concepcion hasta el desarrollo
postnatal. Al igual que la vitamina A, la transferencia transplacentaria de la vitamina E
es limitada, siendo la leche materna la Unica fuente de este nutrientes para los recién

nacidos (8).

Si bien se demuestra que el contenido de vitamina E es mayor en la leche
materna respecto a las leches de formulas (23), se sefiala el calostro como el tipo de
leche que presenta una concentracion mas altas de a-tocoferol en comparacion con la
leche de transicién y madura (24). Lima et al. (2014) (25) relacionan esta reduccion con
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la disminucién de algunos de los componentes del globulo de grasa, siendo la vitamina
E uno de los constituyentes de la membrana de estos glébulos.

La cantidad de vitamina E est4 en estrecha relacion con la cantidad de acidos
grasos poliinsaturados que tiene la leche, ya que su funcién es meramente proteger a los
dobles enlaces de la oxidacion. Por eso las leches de formula son enriquecidas con
tocoferoles, incrementando el contenido de esta vitamina, previniendo la peroxidacién
de los lipidos durante la fabricacion y el almacenamiento, prolongando la vida atil del
producto (26).

La vitamina E, y en particular el o-tocoferol, parece tener una alta
responsabilidad en la capacidad antioxidante de la leche humana al mes después del
parto. Asimismo, los niveles de esta vitamina en la leche materna parecen estar
influenciados por la edad de la madre, su estado nutricional del a-tocoferol, la edad
gestacional (duracion del embarazo) y la suplementacion, pero no por el estado

nutricional antropométrico, el nivel socioeconémico o la paridad (nimero de partos) (8).
Vitamina C

La vitamina C (acido ascorbico) es un nutriente necesario en la realizacion de
numerosas funciones bioldgicas. En los seres humanos y primates se ha perdido la
capacidad de sintesis de esta vitamina siendo necesaria su ingesta a través de la dieta,

para evitar su deficiencia y mantener un estado saludable (27).

Esta vitamina se caracteriza por presentar un alto potencial antioxidante
pudiendo reaccionar con radicales y oxidantes. Esto explica su importancia en los
fluidos extracelulares, contribuyendo a la disminucion de la incidencia de atopia en
bebés de alto riesgo (8). También es importante para la sintesis de colageno, que se
desarrolla durante el periodo de la infancia. Presenta diversas funciones bioguimicas,
participa en el desarrollo de neurotransmisores, la sintesis de carnitina y mejora la

absorcion del hierro (19).

Si bien el &cido ascorbico se oxida rapidamente con el pH de la leche, la
velocidad de oxidacion esta influenciada por factores como son la temperatura, la luz, la
concentracion de oxigeno y la presencia de oligoelementos cataliticos. La leche madura
y el calostro contienen alrededor de 40 a 70 mg/l de acidos ascorbico respectivamente
(19).
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Coenzima Q10

La coenzima Q10 o ubiquinona es esencial en la fosforilacion oxidativa a nivel
mitocondrial, ayudando a estabilizar las membranas celulares. Esta se adquiere tanto
por biosintesis endégena como por ingesta dietética, siendo abundante en carnes rojas y
aves. La biosintesis endogena requiere de la presencia de coenzimas (ATP) y cofactores
(magnesio) en las diferentes reacciones enzimaticas que conduce a la formacion de
ubiquinona a partir de coenzimas esenciales (vitaminas hidrosolubles) y acetil-CoA
(28). La concentracion de coenzima Q10 se correlaciona con su capacidad antioxidante
en la leche materna. Asi, Matos et al. (2015) (8) observan una baja concentracion de
este antioxidante en la leche de madres con bebés prematuros presentando, por tanto,
una menor capacidad antioxidante. Ademas, se ha observado que hay un aumento en
los niveles sanguineos de coenzima Q10 en lactantes amamantados en comparacion con

los lactantes alimentados con leche de formula durante los primeros dias de vida.
Lactoferrina

La lactoferrina es una proteina de union al hierro, que ademas de tener funciones
antimicrobianas e inmunotréficas, tiene propiedades antioxidantes en la leche materna.
Se estructura en una sola cadena polipeptidica que se pliega en dos l6bulos homologos
(N y C), con un sitio de union al Fe** en cada l6bulo. Esta capacidad para unirse al
hierro es su principal mecanismo de accion antimicrobiano, puesto que el hierro férrico
es importante para el crecimiento de las bacterias. Ademas, juega un papel muy
importante en la modulacion de las reacciones redox, encontrandose en elevadas

concentraciones en el suero de la leche materna.

El hierro presente en la leche materna esta enlazado a la lactoferrina la cual es
resistente a la degradacion proteolitica del tracto gastrointestinal. Permitiendo, por
tanto, una mejor absorcién del hierro de la leche por los neonatos Ademas, el poder
antioxidante de esta proteina se debe a dicha capacidad para captar el Fe3* libre,
bloqueando por tanto la reaccion de Fenton implicada en la produccion de radicales

hidroxilo altamente tdxicos (8).

La reaccion Fenton fue descrita por primera vez por H.J.H. Fenton (1894) y se
considera la oxidacion de sustratos organicos mediante Fe?* y H,O2. En esta reaccion el

Fe?* se oxida con H202 a Fe**, formando un radical hidroxilo y un ion hidroxido. El
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Fe3* se reduce de nuevo a Fe?* mediante otra molécula de perdxido de hidrogeno,
forméandose un radical peroxido y un proton. EIl efecto neto es una desproporcion del
perdxido de hidrogeno para crear dos especies diferentes de oxigeno reactivo con agua
como subproducto (29). (Figura 9)

1. Fe?*/ICu* + H202 — Fe*//Cu?* + OHe + OH-
2. Fe**/ICu?*+ H,02 — Fe?*//Cu*+ OOHs + H+

Fig. 9 Reaccidn de Fenton. (Ghia, 2017)

Ceruloplasmina

La ceruplasmina (ferro-O2-oxidoreductasa, EC 1.16.3.1, hCp) es una proteina
que pertenece a la familia de multicopper oxidasas (MCOs) y constituye el 95% del
cobre del plasma humano. Se piensa que la hCp presenta un papel importante en el
metabolismo del hierro y la homeostasis, puesto que permite la incorporacion del Fe3+

en la apo-transferrina (30).

Se ha descrito que, la ceruloplasmina tiene propiedades antioxidantes gracias a
una serie de propiedades enzimaticas, como puede ser la actividad ferroxidasa (que
permite inhibir la formacion de radicales hidroxilo en la reaccion de Fenton y la
peroxidacion lipidica estimulada por el hierro) (31). Dicha actividad ferroxidasa

aumenta con la formacién de un complejo con la lactoferrina (8).

Estas propiedades hacen a la ceruloplasmina un antioxidante eficaz, capaz de
prevenir el dafio oxidativo de las proteinas, el ADN y los lipidos a través de la
descomposicion de peroxidos lipidicos o mediante la eliminacion de radicales

superdxido, hidroxilo y H20. de una manera estequiométrica.

Se ha descrito que la ceruplasmina es mucho mas efectiva como depurador de
radicales peroxilo que la superéxido dismutasa, pero ligeramente menos efectiva que la

catalasa (8).
Minerales

El sistema antioxidante puede involucrar también elementos traza, como hierro
(Fe), cobre (Cu), zinc (Zn) y selenio (Se), elementos que existen en pequefias

concentraciones pero que exhiben potenciales redox que ejercen sus efectos
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antioxidantes. EIl Fe es importante para la actividad de la catalasa, el Cu y el Zn son
cofactores en la expresion de la superoxido dismutasa de Cu / Zn, y el Se es un

componente esencial de la glutation peroxidasa (Oshiro et al., 2001) (32).

EFECTO DEL ALMACENAMIENTO DE LA LECHE
EN SU CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

A pesar del interés unanime en prolongar la lactancia materna, existen diversas
causas que conllevan a un abandono temprano de esta como es la incorporacion de la
madre a la vida laboral. En estos casos la extraccion de leche y su almacenamiento en
el hogar permite el seguimiento de la lactancia en ausencia de la madre. Asimismo, esta
practica se emplea en los sistemas hospitalarios para la alimentacion de lactantes
ingresados en UCI (Unidades de Cuidado Intensivo) con leche de madres donantes, que
son almacenadas en los Bancos de Leche (33).

Desde 1909, la utilizacion de bancos de leche se ha extendido por todo el
mundo, incluyendo algunos lugares de Espafia. En estos bancos la leche de la mujer
donante debe ser recolectada, procesada y almacenada de manera que se garantice la
seguridad microbioldgica y la calidad nutricional. Siendo importante el paso de

pasteurizacién para inactivar microorganismos patogenos (34).

La pasteurizacion de Holder es ampliamente utilizada en los bancos de leche
materna y consiste en calentar la leche a 62,5°C durante 30 minutos, y luego enfriar la
muestra rapidamente durante 20 minutos sumergiéndola en agua fria (35). Se ha
descrito que ésta puede producir la perdida de componentes bioactivos, describiéndose
reducciones significativas en los niveles de slIgA, lisozima, lipasa estimulada por sales
biliares, citokinas, lipasas, TGF-P y adiponectina, entre otras proteinas (36). Por ello,
actualmente se estan investigando alternativas que pudieran alterar en menor grado la
composicion de la leche materna, como puede ser la pasteurizacién a elevada

temperatura durante corto tiempo, High Temperature Short Time (HTST).

Ademas, el contenedor de almacenamiento, la temperatura de almacén y los
procesos de calentamiento pueden influenciar en los componentes nutricionales de la
leche humana (37). Por lo tanto, es importante cuidar las condiciones y el periodo de

almacenamiento con el fin de preservar las cualidades de la leche.
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El poder antioxidante de la leche se evaltia por medio de diferentes parametros
como son la capacidad antioxidante total (contenidos y actividades) y la concentracion
de MDA, entre otros. Asimismo, diversos estudios han observado una disminucion del
pH de forma creciente desde el inicio del almacenamiento, mientras que la capacidad
antioxidante permanece estable durante las primeras 24 horas. En cuanto a la relacion
entre el pH y la capacidad antioxidante total (CAT) en la leche humana, no se ha
observado una relacion significativa, pero el descenso del pH si se relaciona

inversamente con la concentracion de MDA (33).

Protocolos de almacenamiento.

Temperatura ambiente.

La leche extraida de las madres puede ser almacenada de forma segura a
temperatura ambiente (10-29°C) durante 3-4 horas, pero el tiempo de almacenamiento

varia segun la limpieza y la temperatura durante la extraccion (38).

En cuanto a la capacidad antioxidante de la leche almacenada a temperatura
ambiente, se ha observado un descenso significativo en la concentracion de la glutation
a las 2 horas de la extraccion. Ademas, Miranda et al. (2004) observan que las muestras
frescas de leche presentan una concentracion mas baja de MDA que las almacenadas
por refrigeracion o congelacion (39), lo cual indica un menor grado de oxidacion

lipidica en el primero de los casos comparativamente.
Refrigeracion

La leche humana puede ser refrigerada a 4°C entre 24-72 horas, con la posible
modificacion de su capacidad antioxidante, existiendo resultados diversos atendiendo a

la bibliografia consultada.

De este modo, se ha visto que el aumento de la acidez consecuencia de la
refrigeracion, tiene su origen en el incremento de acidos grasos libres que desencadena
la actividad de las enzimas lipasas, activas a bajas temperaturas, presentes en la leche
materna (40). En este sentido, Bertino et al. (2013) (40) si bien observan que se
produce una lipolisis tras una refrigeracion durante 96 horas, el perfil de acidos grasos

de la leche materna se ve inalterado, existiendo un balance entre la concentracién de
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acidos grasos saturados e insaturados. A su vez, indican que la refrigeracion prolongada
no modifica la capacidad antioxidante de la leche, encontrando valores constantes de
marcadores oxidativos como el MDA tras 96 horas de almacenamiento, entre otros.
(40).

Sin embargo, Aksu et al. (2014) han descrito una disminucion del 50% de la
CAT en refrigeracion durante 72 horas, asi como Gormaz (2015) (41) observa un
aumento del MDA a partir de las 36 horas, por lo que recomienda la congelacion de las

muestras antes de las 36 horas.

Por otra parte, se ha evaluado la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) en
muestras de leche materna refrigeradas durante 48 horas, observando un descenso en su
actividad enzimatica, lo que conduce a una disminucion de su capacidad antioxidante.
A su vez, Miranda et al. (2004) (39) encuentran un aumento en la peroxidacion lipidica
en muestras de leche almacenada a 4°C durante 4 dias. Demostrando que el 4-
hidroxinonenal (HNE), producto de la peroxidacion, ejerce un efecto inhibitorio sobre

GPx favoreciendo la disminucion de su actividad en la leche almacenada.

Por otro lado, se ha observado la disminucion de la vitamina C en muestras de
leche almacenadas a 4°C partir de 6 horas, aconsejando, por tanto, no superar las 3 horas
de refrigeracion con el fin de evitar la pérdida de vitamina C (42). Mientras que, la

concentracion de vitamina E se ve afectada a partir de las 24 horas de refrigeracion (22).
Congelacion

Los principios de la congelacion establecen que el almacenamiento a -18°C son
seguros contra la contaminacion bacteriana, pero los procesos enzimaticos adheridos a
los alimentos podrian persistir, con posibles alteraciones en la calidad de la leche
humana. De este modo, las muestras de leche deben ser almacenadas en recipientes
adecuados, de tal manera que se deje un espacio en la parte superior del contenedor para
permitir la expansion por congelacion. También, se recomienda poner la leche
almacenada lejos de la puerta del frigorifico evitando los cambios de temperatura y

poner etiquetas con la fecha de extraccion de la leche (43).

Segun indica el protocolo n° 8 del ABM (The Academy of Breastfeeding
Medicine) (38), la leche materna congelada (~ -20°C) es segura durante al menos 6

meses. Las vitaminas A, E y B, las proteinas totales, grasas, enzimas, lactosa, zinc,
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inmunoglobulinas, lisozima y lactoferrina se conservan durante el almacenamiento de la
leche humana por congelacion. Si bien, algunos estudios encuentran una disminucion

de los niveles de vitamina C después de 3 meses de congelacion (42).

Estudios previos demuestran que la oxidacion de los lipidos ocurre de una forma
mas débil en muestras congeladas que refrigeradas, pero lo suficiente como para
disminuir la capacidad antioxidante de la leche. (34, 39). En este sentido, Aksu et al.
(2014) (41) describen una disminucion de la CAT hasta un 50% a una temperatura de
congelacion de -20°C después de 72 horas. Este método de almacenamiento también
muestra una ligera disminucion en la actividad de la GPx, la cual es inhibida por la
accion del HNE, pero en menor medida en comparacion con el almacenamiento por
refrigeracion (39). Si bien, el almacenamiento de la leche a -80°C parece preservar

mejor la capacidad antioxidante (41)

Respecto a las variaciones que pueden sufrir las vitaminas E y C en congelacion
(-20°C), si bien la concentracion de vitamina E se mantiene estable hasta 12 meses, la
vitamina C comienza a sufrir procesos de degradacion después de los 5 meses de
almacenamiento. (42)

Recientemente, como alternativa a la congelacion se propone la liofilizacion o
deshidrocongelacion. Proceso mediante el cual se consigue eliminar practicamente la
totalidad del agua libre contenida en el producto original, preservando de este modo la
estructura molecular de la sustancia liofilizada. Asi, esta técnica previene el
crecimiento bacteriano y retrasa la oxidacion grasa. Y, si bien es un procedimiento
poco factible para uso doméstico, puede ser una buena alternativa a la congelacion,
reduciendo el espacio de almacenamiento y facilitando el transporte en los bancos de

leche humana (36).

En resumen, los resultados actuales indican que la extraccion vy el
almacenamiento de la leche materna pueden disminuir su capacidad antioxidante, lo que
podria alterar su calidad. La produccion de sustancias toxicas como MDA o HNE,
como resultado de la peroxidacion lipidica, pueden conducir a un deterioro del sistema
de defensa antioxidante. Sin embargo, de acuerdo con los resultados presentados, el
almacenamiento bajo congelacién a -20°C parece ser mejor opcion, en comparacion con

la refrigeracion, para preservar la calidad de la leche materna.
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CONCLUSIONES.

1. Las condiciones de asepsia durante la extraccion de la leche humana condiciona las
horas de su almacenamiento a temperatura ambiente. Cuanto menor sea el contenido

microbiano en la leche, mayor podra ser su periodo de almacenamiento.

2. Existe una relacion inversa entre el pH y los niveles MDA (producto de la

peroxidacion lipidica) de la leche materna.

3. El almacenamiento de la leche bajo refrigeracion durante 72 horas da lugar a una
disminucion de hasta un 50% de su capacidad antioxidante total (CAT), y un aumento
de la concentracion de MDA a partir de las 36 horas del almacenamiento.

4. En comparacién con la congelacion, la refrigeracion de la leche materna produce una
mayor inhibicion de la actividad de la GPx por la accion del HNE, un producto de la

peroxidacion lipidica.

5. La concentracion de vitamina C de la leche materna se mantiene mas estable cuando
se someten las muestras a congelacion que cuando son mantenidas en refrigeracion, 5

meses y 6 horas respectivamente.

6. Los niveles de vitamina E se mantienen invariables durante un mayor periodo de
tiempo durante la congelacion, viéndose afectada a partir de de los 12 meses, en
comparacion con la leche refrigerada la cual es estable hasta 24 horas.

7. A pesar de considerarse la congelacion el método mas efectivo de almacenamiento,
también se puede producir la oxidacion de los lipidos, aunque mas lentamente que
durante la refrigeracion. Disminuyendo, por tanto, la CAT e incrementando la

concentracion de MDA y &cidos grasos libres.

8. Aunque la leche humana no esta disefiada para su almacenamiento prolongado,
produciéndose la alteracion de sus propiedades a lo largo de este periodo, es posible el

empleo de alternativas que minimicen los riesgos de preservar su integridad.
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CONCLUSIONS

1. The conditions of asepsis during human milk extraction determine the hours of
storage at room temperature. Under lower microbial content, the storage period can be

prolonged.

2. There is an inverse relationship between the pH and MDA level (lipid peroxidation

product) of human milk.

3. Prolonged refrigeration of human milk during 72 hours produces a 50% decrease of
its total antioxidant capacity, and an increase of MDA concentration after 36 hours of

storage.

4. In comparison with freezing, human milk refrigeration produces a major inhibition of

GPx activity by the action of HNE, a lipid peroxidation product.

5. Human milk vitamin C concentration is more stable under freezing conditions than

refrigeration storage, 6 hours and 5 months respectively.

6. Human milk vitamin E levels remains stable for a longer period during freezing
storage, being affected after 12 months, in comparison with human milk refrigerated

which is stable up to 24 hours.

7. Despite the fact that human milk freezing is considered the most effective storage
method, a lower lipid peroxidation is possible compared to refrigeration storage. So, a
decrease of human milk CAT and an increase of MDA concentration and free fatty acid

levels are also possible.

8. Although human milk is not designed for being storage, due to the possible alteration
of its properties throughout this period, it is plausible to use other alternatives to

minimize the degradation of its antioxidant and nutritional components.
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