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1. RESUMEN

Antecedentes

Ya desde el periodo intrauterino debemos hacer frente al estrés oxidativo y son numerosos los
estudios que demuestran que la leche materna juega un papel importante el mantenimiento de
la homeostasis oxidativa en el recién nacido. Hoy en dia sabemos que la dieta materna influye
en el estado oxidativo de la leche y, a pesar de ello, no existe apenas evidencia sobre la
importancia del aporte antioxidante de la leche de madres sanas y mucho menos sobre su
relacion con la dieta materna, de ahi que nuestro objetivo sea estudiar la variacion que pudiera
sufrir el estado oxidativo de la leche humana si la madre suplementaba su dieta con un fruto
rico en antioxidantes como es el arandano.

Métodos

Planteamos un disefio de grupo control y de intervencion en el que sélo un grupo recibiria la
suplementacion, con un tamafio muestral de 22 madres. En ambos grupos se analizé en la leche
la capacidad antioxidante total, el contenido en grupos carbonilo como marcador de dafio
oxidativo y dos antioxidantes (polifenoles y glutatién) al inicio del estudio y tras los 21 dias de
suplementacion dietética.

Resultados

En lo que se refiere al efecto del tiempo, los resultados fueron estadisticamente significativos
en la capacidad antioxidante total. Con respecto al efecto de la suplementacion, no obtuvimos
resultados estadisticamente significativos para ninguno de los parametros.

Conclusiones

Los resultados obtenidos han demostrado que la suplementacién de la dieta con ardndanos no
modifica el estado oxidativo de la leche de madres sanas dado que no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en ninguno de los pardmetros

analizados.

PALABRAS CLAVE: “estrés oxidativo”, “antioxidantes”, “lactancia”, “ardndanos”, “dieta”.



2. ABSTRACT

Background

Neonatal period is well-known to increase the oxidative stress and there is overwhelming
evidence for human milk providing antioxidative protection in the newborn. Nowadays we know
that maternal diet has an influence on oxidative state of human milk, however, there is sparse
evidence about antioxidant supply of human milk in healthy mothers and even less about their
relation with maternal diatary, this is why the aim of this study is to assess if the maternal diet
supplementation with an antioxidant-rich fruit such as cranberries affects the oxidative state of
human milk.

Methods

With a sample-size of 22 mothers, we proposed a design including control group and
intervention group where only one group would receive supplementation. We measured levels
of total antioxidant capacity, carbonyl group content as an oxidative damage marker and two
antioxidants (polyphenols and glutation) in milk of both groups at the beginning of the study
and after 21 days.

Results

According to the effect of time, results were statistically significant for total antioxidant capacity.
Regarding to cranberries supplementation effect, no statistically significant results were found
for any of the parameters.

Conclusion

Due to the results found in this is study, we conclude that diet supplementation with cranberries

does not modify oxidatve status of healthy women milk.

”n u n

Key words: “oxidative stress”, “antioxidants”, “breastfeeding”, “cranberries”, “diet”.



3. EXTENDED SUMMARY

Introduction

Oxidative metabolism has been extensively studied by the scientific community. This system is
required by anaerobic organisms to produce energy but, as a consequence, chemicals
substances such as free radicals and reactive oxygen species are inevitably produced and can be
highly reactive and lead to oxidative damage if there is an excess. Biological systems have

developed a network of antioxidants to maintain redox balance.

When the oxidative damage surpasses the antioxidant defence oxidative stress occurs. Oxidative
stress is implicated in many pathologies, but also in physiological situations like pregnancy and
labour. Therefore, neonatal period is and oxidative challenge for both the mother and her
progeny. Due to breastfeeding, the mother provides a complex antioxidant system through her
milk that helps in mantaining REDOX balance in the newborn in a period where he suffers from
an immature antioxidant system, as the human milk is a source of numoerous antioxidant
substances that contribute to its high antioxidant capacity. Among those substances we find

polyphenols and GSH and others.

It is widely reported that maternal diet influences the oxidative state of human milk and the
importance of ensuring an adequate intake of certains nutrients is well considered, but there is
weak evidence about antioxidants intake in this population group and even less about the

influence in oxidative status of their milk.

Cranberries are considered as one of the highest sources of natural antioxidants with a high
content in polyphenols, this is why they seem an appropiate option to enhace oxidative status

of human milk.

Objectives
The main objective is to study if the maternal diet supplementation with an antioxidant-rich fruit

such as cranberries affects the oxidative state of human milk.



Methods

This is an planned, observational and experimental study that belongs to a major project with
an initial sample of 60 mother that was reduced to 22 mothers. Selection criteria were based in
healthy women with healthy newborns that consult pediatrics for post-natal monitoring and

breastfeeding support between January 2017and December 2017.

We planned a desing containing a control group and an intervention group where only one group
would receive supplementation. We evaluated the total antioxidant capacity, carbonyl group
content as an oxidative damage marker and two antioxidants (polyphenols and glutation) in milk

of both groups at the beginning of the study and after the 21 days of diet supplementation.

A first descriptive analysis was carried out and afterwards, we proceeded with the inferential

analysis using the SPSS Statistics program.

Results

Analyzing all the data, it was observed a higher total antioxidant capacity increase in the
intervention group comparing to the control group, but differences were not statistically
significant. According to total content of polyphenols, this content increases in both groups after
21 days, being this increase bigger in the group that was supplemented. However, statistical
analysis shows that this difference is not statistically significant in comparison with the milk of
the mothers of the control group. Regarding to glutation content, an increasing was observed in
both groups after 21 days, being this increase higher in the control group, but the differences
were not statistically significant. Finally, concerning to carbonyl groups, their contentincreases
in both groups after 21 days, being this increase higher in the control group, which may confirm
cranberries antioxidant power. However, those differences between groups were not

statistically significant.

Conclusions
Regarding to the effect of maternal diet supplementation with cranberries on oxidative status
of breast milk we conclude that there is not a significant improvment given the absence of

statistically significant results.

10



4. INTRODUCCION

4.1. JUSTIFICACION

Ya desde el nacimiento debemos lidiar con la amenaza de la oxidacién. Es necesario un estricto
control que evite una situacidon de estrés oxidativo, pues derivado de este estrés pueden
producirse dafios a biomoléculas y alteraciones de funciones que participan en el
envejecimiento celular y en la génesis de enfermedades en la edad adulta. La leche materna
juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis oxidativa en las primeras
épocas de la vida mediante el aporte de sistemas antioxidantes. Estos sistemas son un conjunto
de diversos compuestos, algunos de los cuales necesitan ser repuestos por via exdgena
mediante la alimentacién. Asimismo, la composicion de la leche materna varia en relacion a su
dieta. Los arandanos son frutos muy ricos en polifenoles y estan considerados como una de las
mayores fuentes de antioxidantes naturales. No existe apenas literatura sobre los efectos de la
ingesta de arandanos en la mujer durante la lactancia. Por lo tanto, se plantea explorar la
posibilidad de mejorar la capacidad y el contenido antioxidante de la leche humana mediante la

adicion de arandanos a la dieta materna habitual.

4.2. METABOLISMO OXIDATIVO

El oxigeno es un elemento indispensable para la vida, pues mediante el metabolismo oxidativo
los organismos aerobios son capaces de llevar a cabo los procesos metabdlicos vitales. Este tipo
de metabolismo se basa en un conjunto de reacciones donde el O, actla como aceptor final de

electrones, generandose una elevada eficiencia energética. (1)

No obstante, derivado de estas reacciones se generan sustancias que pueden resultar
potencialmente tdxicas y que pueden inducir el dafio oxidativo y, en consecuencia, el estrés
oxidativo. Estas sustancias son los radicales libres (RLs) y especies reactivas del oxigeno (ROS),

entre otras.(2)

4.3. RADICAL LIBRE Y ESPECIE REACTIVA
El concepto de radical libre se define como como toda aquella molécula o &tomo que presenta
un electrén desapareado en el orbital mds externo de su estructura atdmica, volviéndose asi

altamente inestable y, por tanto, muy reactivo.

La mayoria de los radicales libres proceden de la respiracion aerobia y contienen oxigeno. Junto
con los derivados del nitrégeno son los de mayor importancia bioldgica y pertenecen a lo que
denominamos especies reactivas del oxigeno (ROS) (3). Asi pues, las ROS incluyen tanto a los

11



radicales libres derivados del oxigeno, como a los no radicales que siguen siendo moléculas muy

reactivas (como el perdxido de hidrégeno o el 4cido hipocloroso).

Tabla 1. Principales especies reactivas del oxigeno.

Radicales ROS Anién superdxido Oz.-
Radical Hidroxilo OH.
Radical alcoxilo RO.
Peroxilo ROO.
NOS Oxido Nitrico NO.
No Radicales |ROS Perodxido de Hidrégeno |H20:2
Oxigeno singlete 102
NOS Peroxinitrito ONOO-

43.1. DANO OXIDATIVO A BIOMOLECULAS
Aunque los RLs y ROS pueden oxidar cualquier tipo de biomolécula, sus principales dianas son

los lipidos, las proteinas, los glucidos y los dcidos nucleicos (4).

4.3.1.1. DANO OXIDATIVO A LIPIDOS

La oxidacién o peroxidacion lipidica afecta especialmente a los acidos grasos poliinsaturados y,
en consecuencia, puede alterar la permeabilidad de la membrana celular. Ocurre habitualmente
cuando el radical hidroxilo (¢OH) se genera cerca de los fosfolipidos de membrana y ataca a
estos acidos grasos poliinsaturados. Esto genera unos productos denominados hidroxiperdxidos
que son altamente inestables y que reaccionan entre ellos, pudiéndose producir nuevos RLs en
una reaccién en cadena que aumenta la propagacidn del dafio oxidativo. Entre los diferentes
hidroperdxidos que se producen en la peroxidacion, destaca el malondialdehido (MDA) al haber
sido ampliamente estudiado y al haber sido aceptado por la comunidad cientifica como un buen

marcador de la peroxidacién de lipidos (4,5).

4.3.1.2. DANO OXIDATIVO A PROTEINAS
Puede haber oxidacién de todos los aminoacidos de las proteinas, sobre todo a nivel de grupos

carbonilo. Dicha oxidacidon provoca cambios en su estructura terciaria o cuaternaria con la
consiguiente modificacién o pérdida de funcion bioldgica. No todas las proteinas son igual de
susceptibles a la oxidacidn, cabe destacar que aquellas que contienen metionina y cisteina son
particularmente sensibles a la oxidacién. El marcador utilizado para medir la oxidacién de las

proteinas son los grupos carbonilos (GC) derivados de este proceso (6).

12



4.3.1.3. DANO OXIDATIVO A GLUCIDOS

El dafio oxidativo a glucidos adquiere importancia cuando se trata de polisacaridos de funcién
estructural, ya que estos son despolimerizados por los RLs dando lugar a procesos degenerativos
(7).

4.3.1.4. DANO OXIDATIVO A ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)

El oxigeno es capaz de adicionarse a las bases del ADN formandose el radical peroxilo. Las
posteriores reacciones de estas especies radicales sobre el ADN dan lugar a un gran nimero de

productos (4).

4.4, ANTIOXIDANTES
El concepto de antioxidante se define como cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina

el dafio oxidativo sufrido por una molécula diana (1).

En condiciones normales se mantiene un equilibrio en lo que respecta a la produccién de RLs
con la defensa antioxidante del organismo, aunque no es un equilibrio perfecto y existen dafios
oxidativos constantemente. Asi pues, el organismo posee mecanismos para tratar de mantener
un equilibrio REDOX que en conjunto de denominan “sistema antioxidante”. Este sistema
compone de un grupo de compuestos moleculares, sistemas enzimaticos y compuestos
antioxidantes y pro-antioxidantes que controlan el equilibrio REDOX a nivel celular, retrasando,

previniendo o eliminando el dafio oxidativo causado a una molécula diana (8).

En cuanto a su clasificacidn, desde un punto de vista fisioldgico distinguimos los antioxidantes
primarios (previenen la formacién de nuevos radicales), secundarios (actuan cuando existe una
superproduccién de RLs y los sistemas enzimaticos estan desbordados) y terciarios (reparan las

biomoléculas dafadas por los RLs).
Por otra parte, se clasifican desde un punto de vista bioquimico:

e Antioxidantes enzimaticos:

- Glutatién peroxidasa (GPx): es esencial para mantener la integridad y la funcién de las

membranas al ser indispensable en la detoxificacion del perdxido de hidrégeno y de los
peréxidos lipidicos. Es la responsable de catalizar la reduccion del perdxido de hidrégeno
y los hidroxiperéxidos organicos hasta agua y alcohol, utilizando como donador de

electrones al glutation reducido (GSH).
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Catalasa: es abundante en el organismo humano. Tiene dos funciones basicas: catalitica
y peroxidativa y pertenece al sistema antioxidante catalasa-superdxido dismutasa

(CAT/SOD) que obra en condiciones de alta concentracion de peroxido de hidrégeno (4).

Superéxido dismutasa (SOD): cataliza la reaccién de dismutacién del radical superdxido

a peroxido de hidrégeno, que podrd volver a ser reducido por la catalasa o por la

glutatidn peroxidasa.

e Antioxidantes no enzimdticos o “scavengers” de radicales libres:

Glutation (GSH): es considerada como la molécula antioxidante enddgena mas

importante. El glutatién junto con las enzimas relacionadas con su metabolismo
conforman el sistema glutatién (9). Mas alla de participar en procesos fisiolégicos como
la sintesis de ADN o la detoxificacién de xenobidticos, tiene un papel significativo como
antioxidante al ser capaz de estabilizar radicales libres como el hidroxilo, el superdxido
y los perdxidos, de manera directa o mediante la glutation peroxidasa. El glutation se
puede encontrar reducido en la mayoria de los casos u oxidado (GSSH). Asi pues, cuando
se produce una agresion oxidativa, el GSH se oxida a GSSG por medio de una reaccidn
catalizada por la glutatién peroxidasa. El GSSG formado se reduce rdpidamente a GSH

gracias a la glutation reductasa (GRd) que, a su vez, es dependiente de NADPH.

GSH

H20; NADP*

GPx GRd

H20 NADP*H*

GSSG

Figura 1. Sintesis del sistema glutation.

Vitamina E: es considerado el antioxidante natural mds potente. Tiene especial
importancia en el mantenimiento de la integridad de las membranas por su papel en la
inhibicidn de la peroxidacion lipidica. Es capaz de desactivar el radical el radical peroxilo
dando como producto hidroperdxidos y radical tocoperoxilo, que son nuevamente

reducidos por el acido ascdrbico.
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- Vitamina C o acido ascérbico: es un potente antioxidante capaz de reaccionar con

numerosos RL, oxidandose a dehidroascorbato y siendo posteriormente reducido de
nuevo a acido ascérbico por la dehidroascorbato reductasa, para lo que se requerira el
glutation.

- Polifenoles: dentro de este grupo los que poseen mayor capacidad antioxidante son los
flavonoides. Su capacidad antioxidante se debe a su estructura quimica, la cual le
permite captar facilmente RLs, asi como de su papel como quelantes de hierro y cobre,
impidiendo la formacién del radical hidroxilo (10).

- Carotenoides: su accidén antioxidante se debe a su riqueza en dobles enlaces, lo que les

confiere gran capacidad de control de RLs.

4.4.1. PAPEL DE LA DIETA EN LA DEFENSA ANTIOXIDANTE

La dieta tiene un papel fundamental en el mantenimiento de un buen estado de salud a lo largo
de todas las etapas de la vida, pues el ser humano obtiene de los alimentos sustancias cuyas
propiedades pueden influir en la salud de manera beneficiosa o, por el contrario, causar un
perjuicio. Cada vez hay mas evidencia de su relacién directa con enfermedades crénicas, el
envejecimiento celular y el dafio oxidativo, siendo de esta manera un elemento fundamental en

la prevencién (11,12).

Mas concretamente, de los alimentos de la dieta se adquieren moléculas antioxidantes y otros
elementos que son necesarios mantener para la correcta actividad de los sistemas
antioxidantes, asi como para la reparacién del dafio oxidativo, es decir, para el mantenimiento
del equilibrio REDOX (13). Por medio de los alimentos vegetales como frutas, verduras, frutos
secos y bebidas derivadas de vegetales (como la cerveza y el vino), entre otros, somos capaces
de adquirir antioxidantes constituyendo asi una importante fuente exdgena que aumenta la

respuesta del organismo frente al estrés oxidativo (14).

Por tanto, cada vez hay mas evidencia cientifica que recomienda una dieta variada y rica que
incluya alimentos con capacidad antioxidante que participen en la prevencién de enfermedades

relacionadas con el dafio oxidativo y el envejecimiento celular (15,16)

4.5. ESTRES OXIDATIVO
Como hemos comentado anteriormente, los RLs son moléculas inestables y muy reactivas.

Tratando de buscar el equilibrio intercambian electrones con otras moléculas de su entorno
reduciéndose y oxidandose entre ellas, dando lugar a una reacciéon en cadena que puede

conducir a la aparicion de estrés oxidativo, una situaciéon de desequilibrio entre agentes
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oxidantes y antioxidantes a favor de los primeros. En condiciones normales, hay una formacion

continua de prooxidantes compensada por la formacién de antioxidantes (1).

oxidativo
conservado

. Balance
]

\/
* Estrés
oxidativo
causando danho
sistémico.

Figura 9. Modificacion del equilibrio entre los antioxidantes y las especies reactivas
del oxigeno.

45.1. ESTRES OXIDATIVO DURANTE LA GESTACION Y LA LACTANCIA

El estrés oxidativo ya aparece en las primeras semanas de embarazo tanto en la madre como en
el feto en procesos fisiolégicos como la regulacién de la angiogénesis de la placenta y en
patologias como la preeclampsia. EI momento del parto supone el paso de un ambiente
intrauterino con una presion de oxigeno baja a un ambiente extrauterino aerobio con una
presion de oxigeno mucho mayor, lo que supone una exposicion del recién nacido (RN) a una
elevada concentracion de RLs (17). Por otra parte, el crecimiento y maduracion de drganos y
sistemas propios de la etapa neonatal suponen requerimientos oxidativos elevados que no

suceden en otras etapas de la vida.

Sin embargo, en estas etapas y especialmente al nacimiento el neonato carece de un sistema
antioxidante maduro que sea capaz de hacer frente al estrés oxidativo propio de esta fase.
Durante la gestacidn, la proteccion del estado oxidativo la realiza la madre aportando
antioxidantes al feto a través de la sangre del corddn en la etapa intrauterina. Tras el nacimiento,
gracias al amamantamiento la madre contribuye de manera considerable al mantenimiento del
estado oxidativo de su hijo con el aporte de un sistema antioxidante a través de su leche que

consigue suplir los déficits antioxidantes del neonato y le ayuda a combatir el estrés oxidativo
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propio de esta época y a reparar los dafios producidos (18). Esto le supone a la madre

necesidades dietéticas extra que debe suplir con sus propias reservas o con aportes exdgenos.

4.5.2. ALIMENTACION DURANTE LA LACTANCIA
Como hemos visto en el apartado anterior, embarazo, parto y nacimiento suponen retos

oxidativos muy significativos tanto para la madre como para su descendencia.

La infancia es un periodo de alto riesgo nutricional y un dafio oxidativo continuado puede tener
consecuencias a largo plazo. Hoy en dia existe evidencia de que la dieta y el aporte de
antioxidantes de la misma influyen en el estado de salud ya desde el periodo intrauterino y los

primeros afos de la infancia.

La dieta materna es, pues, determinante no solo para su propia salud, sino para la de su
descendencia, tanto en el correcto desarrollo y crecimiento adecuados del feto durante el
embarazo como en el aporte adecuado de antioxidantes que evite el estrés oxidativo a ambos
(13). Una adecuada dieta pre-gestacion, durante el embarazo y durante el periodo puerperal y
la lactancia permiten a la mujer hacer frente adecuadamente a las necesidades antioxidantes
tanto propias como en su progenie. Sabiendo que un desequilibrio en el equilibrio REDOX y el
estrés oxidativo resultante de este puede dafiar tanto a la madre como al bebé (19), se
recomienda incluir en la dieta de la mujer embarazada y lactante alimentos ricos en

antioxidantes.

Mediante la lactancia, se consigue el mantenimiento de un estado oxidativo adecuado gracias
al paso de un complejo sistema antioxidante a través de la leche materna. Esta, en condiciones
normales, le aporta todos los nutrientes necesarios para su normal desarrollo, asi como todo
tipo de antioxidantes que son imprescindibles mientras que no hay otro aporte exdgeno y hasta
que el propio sistema alcanza un nivel de madurez apropiado. No obstante, en ocasiones la
madre parte de una situacién de reservas bajas y el aporte nutritivo de la dieta durante la
lactancia no es adecuado; esto puede generar carencias nutricionales que se agudizan en etapas
de mayor exigencia como es la lactancia (19). Existen estudios que indican que un estado
oxidativo insuficiente en la madre es muy probable que pueda ser transmitido a su progenie
(20). Por ello, es fundamental evitar en la madre una ingesta deficiente o una carencia previa de

antioxidantes por la influencia que ello pudiera tener en el lactante.
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4.6. LECHE MATERNA

Actualmente existe un creciente interés hacia la lactancia materna en los paises desarrollados
debido a la evidencia de los numerosos beneficios que proporciona a corto, medio y largo plazo
(20). En este sentido, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda la lactancia
materna exclusiva hasta los 6 meses y continuar hasta los 2 afios o hasta que la madre y el nifio
lo deseen (21).

4.6.1. COMPOSICION

Se distinguen tres tipos de leche basados en la diferente composicién lactea:

El calostro producido durante los primeros dias postparto, de la que destacamos su elevado
contenido en factores antiinfecciosos y antioxidantes como los betacarotenos,
inmunoglobulinas A, lactoferrina, linfocitos y macréfagos. La leche de transicién es producida
entre el 42 y el 15 dia y su composicion varia a lo largo de los dias aumentando gradualmente el
contenido en agua, lactosa y grasas y disminuyendo el de proteinas. Finalmente, se habla de
leche madura a partir de los 15 dias después del parto, aunque su composicion continda
variando durante la lactancia. Sus principales componentes son agua, lactosa, galactosacaridos,

proteinas y compuestos nitrogenados, grasa, minerales y vitaminas.

En este trabajo se aborda la composicidn de la leche humana principalmente desde el punto de

vista de su contenido y funciones antioxidantes

¢ Hidratos de carbono (HC): el principal es la lactosa, necesaria para la absorcién de calcio,
hierro y magnesio y como aporte energético. Ciertos oligosacdaridos participan en la defensa
antiinfecciosa y antiinflamatoria, pues promueven la colonizacién intestinal por flora
bacteriana bifidégena que inhibe el crecimiento de bacterias patdgenas, parasitos y hongos.
e Fraccidn nitrogenada: dentro de la fraccidon proteica, un grupo representativo son las
inmunoglobulinas, siendo la IgA la mas abundante y estando presente en mayor cantidad
en el calostro (22). La caseina es destacable debido a su capacidad para inhibir la
peroxidacidn lipidica, probablemente a través de un incremento de la auto-oxidacion del
hierro. Asimismo, los péptidos resultantes de la digestién de la caseina poseen una notable
capacidad para secuestrar el anidn superdxido (23). La lactoferrina es también un potente
antioxidante que limita la produccion de RLs. La lisozima brinda proteccidon contra la
oxidaciéon aguda y crénica por medio de modificaciones genéticas que determinan la
respuesta al estrés oxidativo, lo que da como resultado mayores niveles de reservas

antioxidantes y resistencia frente a los RLs y ROS. También abundan los aminodcidos libres
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como la cisteina, que actia como precursor del glutation. Se han hallado niveles
significativos de enzimas antioxidantes, como la catalasa, la superdxido dismutasa o la
glutatidn oxidasa. La leche materna contiene también polifenoles y flavonas e isoflavonas y
algunas prostaglandinas como la PGE1 y PGE2 tienen importantes propiedades
antioxidantes. Otros componentes presentes con menor importancia antioxidante son las
poliaminas, las tiorredoxinas, diversos factores del crecimiento (24).

Lipidos: es el componente con mayor variabilidad interpersonal. La proporcidn de acidos
grasos varia en funcion de la dieta materna, de los depdsitos maternos y en menor medida
de neosintesis en la glandula mamaria.

Vitaminas: el aporte exdgeno a través de la leche materna de vitamina A y carotenoides es
imprescindible y los niveles estdn directamente relacionados con la ingesta dietética
materna. Los niveles de vitamina E en el RN son muy bajos al nacimiento y menores todavia
en los RN pretérmino que son mas susceptibles al dafio oxidativo al sufrir de una baja
relacidon de vitamina E con respecto al contenido en lipidos; es por ello que el su aporte a
través de la leche materna es crucial para la proteccidon antioxidante del neonato. La
vitamina E se compone de tocoferoles y tocotrienoles, de estos, el contenido en alfa-
tocoferol esta directamente relacionado con la capacidad antioxidante total de la leche
humana madura y el resto tienen una importante actividad antioxidante, previenen la
peroxidacién lipidica, la oxidacion de la vitamina A y de muchas enzimas, proteinas y del
ADN (25). La concentracidn de vitamina D es baja. El contenido de vitamina K es mayor en
el calostro y en la leche de transicién comparado con el de la leche madura. La leche materna
aporta el complejo vitaminico B y sus niveles son muy dependientes del estado nutricional
de la madre, asi como del aporte dietético durante la lactancia. En cuanto a la vitamina C,
sus niveles dependen también de la dieta materna y el estadio de la lactancia. Se ha visto
gue por encima de un determinado nivel de saturacién el incremento en suplementos no se
traduce en un aumento de los niveles en leche. Esto sugiere la existencia de un mecanismo
intrinseco de regulacion que prevendria de cargas excesivas, probablemente para proteger
al RN de los efectos pro-oxidantes del exceso de vitamina C (26).

Minerales: su biodisponibilidad es muy alta por lo que no son necesarios niveles muy
elevados. Estan presentes calcio, fésforo, zinc, manganeso y selenio. De todos ellos,
destacamos el selenio por su papel antioxidante, pues casi el 30% del selenio de la leche
forma parte de la glutatidén peroxidasa que con ella protege a sus acidos grasos omega-3 de

la oxidacion (27).
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4.6.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ESTADO OXIDATIVO DE LA LECHE MATERNA

La leche humana posee una elevada capacidad antioxidante y dispone de sustancias
antioxidantes que no aporta ningln otro alimento en ninguna otra etapa de la vida. Gracias su
composicion y, especialmente, a su contenido antioxidante, la madre ayuda al recién nacido a
hacer frente al estrés oxidativo. Todo ello confiere a la leche materna un importantisimo papel
en la proteccién del neonato, superior a la de cualquier sucedaneo (28). Existe evidencia de que
la capacidad antioxidante total (CAT) en la leche humana es mayor que en los substitutos y que
la concentracion de MDA es menor. De hecho, se ha observado una peor situacion REDOX en

los neonatos alimentados con formulas artificiales, cuya CAT es muy inferior (29).

Dado que esta destinada a ser consumida casi a la par que ser producida, esta protegida de la
oxidacién y el deterioro de sus componentes. Se han observado niveles mayores de
antioxidantes en calostro y su disminucion en los dias posteriores al nacimiento como una
respuesta materna a las necesidades mas elevadas del neonato los primeros dias de vida (30).
Este aporte, ademds, se adapta a las necesidades especiales, como demuestra el hecho de que
la CAT de la leche materna es inversamente proporcional a la edad del nifio amamantado y a su
peso en el momento del nacimiento, actuando como mecanismo compensador de la deficiencia

de antioxidantes de los neonatos, especialmente de los prematuros.

4.7. PROPIEDADES NUTRITIVAS Y ANTIOXIDANTES DE LOS ARANDANOS

El ardandano rojo, también llamado arandano rojo americano o cranberry, es el fruto de la
especie Vaccinium macrocarpon y es ampliamente utilizado en la industria alimentaria y
farmacéutica. Existen numerosas evidencias que vinculan una dieta rica en fruta y verdura con
beneficios para la salud (31). Asi pues, los frutos de tipo baya, incluyendo los arandanos,

contribuyen a un buen estado de salud debido a su amplio espectro de sustancias bioactivas.

El uso de los arandanos se popularizé con el descubrimiento del papel del zumo de arandano en
la prevencion de las infecciones del tracto urinario (32). Mas alla de esa funcién antibacteriana
y antiséptica, se sabe que tienen propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes
y actividad protectora frente a enfermedades degenerativas y de riesgo cardiovascular. En este

estudio nos centraremos en sus propiedades antioxidantes.

Como ya hemos comentado, los arandanos presentan una amplia variedad de sustancias
bioactivas, entre ellas, vitamina C, vitamina A, B-caroteno y, caracteristicamente, un elevado

contenido en compuestos fendlicos (33). Estos ultimos son los que le confieren sus propiedades
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antioxidantes. Los polifenoles actian de manera directa neutralizando las especies reactivas del
oxigeno, o bien de manera indirecta al modular la expresién de genes que, a su vez, regulan la
expresion de enzimas antioxidantes como la catalasa y el glutatién, induciendo asi un aumento
en la respuesta antioxidante endégena. Entre los compuestos fendlicos presentes en el
arandano predominan los flavonoides vy, caracteristicamente, las antocianinas; se trata de
pigmentos que le aportan el color caracteristico al fruto y se ha visto que su contenido aumenta
con la maduracién y depende del cultivo y el tamafio del fruto (34). Pertenecientes también al
grupo de los flavonoides encontramos flavonoles, destacando la quercetina y la mircetina. Otro
flavonoide mayoritario en el arandano son los flavan-3-ol. Por ultimo, compuestos polifendlicos
formados por oligdmeros y polimeros de flavanoles unidos mediante un enlace simple entre C4

y C8 o entre C4 y C6, los denominados PACs (35).

Asi pues, a parte de la proteccién enddgena frente al estrés oxidativo, el aporte de antioxidante
a través de la dieta es un factor protector adicional en el mantenimiento del equilibrio REDOX.
Teniendo en cuenta la importancia de la capacidad antioxidante de la leche materna que debe
hacer frente a la carga oxidativa aumentada propia del periodo perinatal, se plantea explorar la
posibilidad de mejorar la capacidad y el contenido antioxidante de la leche humana mediante la
adicion de ardndanos a la dieta materna habitual pues, al tratarse este fruto de una de las
mayores fuentes de antioxidantes naturales, parece un candidato adecuado. A pesar de la
evidencia de sus beneficios, no existe consenso acerca de la dosis o forma adecuada de

suplementacion.

5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Con estos antecedentes, la hipdtesis que se plantea es la siguiente:

La suplementacidn de la dieta materna con arandanos mejora la capacidad antioxidante de la

leche materna en madres sanas.

Para comprobar la hipdtesis anterior, se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Valorar si la suplementacién de la dieta materna con arandanos desecados influye en el estado

oxidativo de la leche materna de madres sanas.
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Obijetivos especificos:

Estudiar la evolucién del estado oxidativo de la leche materna a lo largo del tiempo de

Comprobar si un suplemento nutricional como los arandanos es capaz de mejorar el balance

2.1.Analizar la influencia de la adicién de arandanos sobre la capacidad antioxidante total

2.2.Analizar la influencia de la adicion de arandanos sobre la defensa antioxidante de la

2.3.Comprobar la adicion de ardndanos es capaz de mejorar el dafio oxidativo a

1.
seguimiento.
2.
oxidativo en la leche de madres sanas.
de la leche materna.
leche materna.
biomoléculas en la leche materna.
6. MATERIALY METODOS

6.1. REACTIVOS

Los reactivos para las soluciones tamponadas, enzimas, coenzimas, son proporcionados por

Sigma-Aldrich Corporation (St Louis, MO, USA) y por Boehringer Mannheim (Alemania). Los

disolventes y otros reactivos de Scharlau (Barcelona, Espafia), Merck (Darmstadt, Alemania). El

agua utilizada en las determinaciones es de grado Milli-Q (Millipore Corporation, Billerica, MA,

USA).

6.2. SUPLEMENTACION DIETETICA

Arandanos desecados marca “Hacendado” comercializados por Mercadona y cuya composicién

nutricional puede verse en la tabla 5.

Tabla 2. Valor nutricional de los ardndanos marca "Hacendado" de Mercadona.

VALOR NUTRICIONAL POR 100 G DE PRODUCTO
Grasas (de las cuales) 05¢g

Saturadas 01lg

Monoinsaturadas 02¢g

Poliinsaturadas 02¢g

Hidratos de carbono (de los cuales) 83,2¢g

Azucares 68,9¢g

Fibra alimentaria 57¢g

Proteinas 0,7g

Sal 00¢g
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6.3. EQUIPOS
Los equipos utilizados en el desarrollo de este trabajo son los siguientes:

e Cromatdgrafo liquido de alta resolucién Waters compuesto por:

Bomba cromatogréfica: Agilent Technology 1100 series binary HPLC Pump.
Degasificador Agilent Technology de fases movil serie 1100

Detector de fluorescencia FLD Agilent Technology 1200 con celda de 8uL.
Detector de Diodos (DAD) Diode Array Detection Agilent Tecnology 1100 series
Inyector: Agilent Technology 1050 con loop de 100 pl.

Ordenador IBM Window 2000 Pro.

Software: HP ChemStation

e Espectofotdmetro: Kontron Instruments modelo Uvikon 922

e Centrifugas:

Centrifuga refrigerada Sorvall, modelo SS-34

Centrifuga refrigerada Heraus, Megafuge 1.0

Centrifuga refrigerada Eppendorf, modelo 5415 R
Centrifuga refrigerada Heraeus, modelo Sepatech 200
Centrifuga de mesa Heraus Sepatech, modelo Labofuge Ae
Hettich zentrifugen Universal 320 R Balanzas:

Balanza de precision Mettler, modelo AM-100

Balanza Ohaus, modelo Navigator TM

e Otros equipos:

pHmetro Crison, modelo microph 2001. Hamilton Lig-Glass

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

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

Bafios termostaticos de temperatura regulable de Selecta modelo Tectron 3471300
y Barnstead/Lab-Line modelo Max Q 7000

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

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

Ultracongeladores, congeladores y neveras

6.4. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio programado, observacional y experimental, cuyo diseifio experimental se

describe con detalle en los apartados siguientes.
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6.5. POBLACION DE ESTUDIO
Mujeres sanas, con recién nacidos sanos, que acuden a la consulta del pediatra para seguimiento

postnatal y ayuda con la lactancia materna entre enero del 2017 y diciembre del 2017.

En todos los grupos, las mujeres han sido captadas indistintamente en el Hospital Dr.Peset o en

el centro de salud de Benicasim, con los siguientes criterios de inclusién y exclusién:

A. Criterios de inclusion:

e Madres sanas de un hijo sano a término con peso adecuado para la edad gestacional, y
mayor de 21 dias, que alimentan a su hijo/hija con lactancia materna exclusiva, no
fumadoras, no consumidoras de tdxicos, con estado nutricional normal y sin
restricciones dietéticas especificas.

e Que entendieran y hablaran espafiol y aceptaran las condiciones del estudio: Acudir a
dos visitas concertadas con la pediatra y aceptar una posible suplementacién de la dieta

con arandanos.

B. Criterios de exclusion:
e Alguna patologia asociada
e Necesidad de ingesta de medicacion durante el seguimiento
e Necesidades dietéticas especiales

e Abandono de la lactancia materna exclusiva

6.6. TAMANO MUESTRAL

Este trabajo de fin de grado se engloba en el marco de un proyecto mas amplio en el que se
contemplé un tamafio muestral mayor correspondiente a un total de 60 madres. No obstante,
el tamafio final de la muestra en este estudio se redujo ya que lo adaptamos a las condiciones

de un solo TFG, quedando finalmente una muestra de 22 madres.

6.7. REQUERIMIENTOS ETICOS Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
Al invitarlas a participar, las mujeres fueron informadas de las condiciones y posibles
inconvenientes derivados de su participacidon en el estudio verbalmente y por escrito y las

madres firmaron un consentimiento informado (Anexo 1).
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El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital General de Castellén

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

6.8. SEGUIMIENTO Y RECOGIDA DE MUESTRAS

En el proyecto principal al cual pertenece este trabajo se realizd un seguimiento mas amplio
incluyendo una recopilacién mayor de datos y un nimero mayor de variables a analizar donde
las participantes debieron recoger 3 registros dietéticos de 24 horas a partir de la primera visita.
A la hora de llevar a cabo este trabajo solo se van a tener en cuenta las extracciones de leche

materna y, concretamente, los parametros relacionados con el estrés oxidativo de la misma.

Se realizd el seguimiento de las madres incluidas en los dos grupos que se describen a
continuacién:
e Grupo C (control): madres que cumplen los criterios de inclusidén del estudio y que no
presentan problema de dolor en la mama ni en pezon.
e Grupo CA (control + arandanos): madres que cumplen los criterios de inclusién del
estudio que no presentan problema de dolor en la mama ni en pezdn y, que acepten

suplementar su dieta con 20 g de arandanos/dia durante un periodo de 21 dias.

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

investigador.

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

Valencia.

La primera visita comenzd con la fase de captacion en la que se informo a cada madre sobre los
objetivos del estudio, sus caracteristicas y las exigencias esperadas. Tras esto, firmaron el
consentimiento informado tras haber sido informadas previamente de manera verbal sobre los
posibles inconvenientes a causa de la participacidn. Se peso y midié a cada madre y, en caso de
ser asignada al grupo control + arandanos se le entregaron 2 bolsas de arandanos deshidratados.

A continuacién, se entregaron los formularios en instrucciones para recoger “3 registros
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dietéticos de 24 horas” (Anexo 4) y se procedié a la recogida de la 12 muestra de leche. La
recogida de la muestra se realizé bajo condiciones estandar de extraccion de la leche, utilizando
un sacaleche eléctrico Medela, proporcionado por la casa Medela. Se les citd para la siguiente
visita a los 21 dias. Finalmente, en esta segunda visita las madres entregaron los registros
dietéticos cumplimentados, se repasé la informacidn recogida en ellos y se realizé la recogida

de la 22 muestra de leche materna, dando por finalizado el seguimiento.

Tras las extracciones todas las muestras se congelaron de forma inmediata hasta su recogida
por parte de la doctoranda que las transporté en hielo seco hasta el laboratorio de la Universitat
Jaume |, donde se mantuvieron congeladas a -802C hasta su procesamiento para realizar las

pertinentes determinaciones bioquimicas.

La filiacién de los datos se mantuvo andnima y el grupo al que pertenecian las muestras

permanecié oculto para la doctoranda que realizd los analisis de las muestras.

6.9. PARAMETROS FISIOLOGICOS A ANALIZAR
Los pardmetros analizados en este estudio fueron:
1. Capacidad Antioxidante total en leche materna
- Método ABTS
2. Antioxidantes en leche materna
- Polifenoles totales
- GSH
3. Dafo oxidativo a biomoléculas

- Contenido en grupos carbonilo, indicador del dafo a proteinas

6.9.1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

Para la determinacion de la capacidad antioxidante total se siguié el método ABTSe+ de Millery
Rice Evans (36) modificado por Pellegrini (37), basado en la oxidacion del ABTS (2,2 azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6 sal diamdnica del acido sulfénico) por el persulfato potdsico para formar
el radical ABTSe+, el cual es reducido en presencia de antioxidantes donadores de hidrégeno. El
ABTSe+ tiene un color verde azulado que absorbe luz a 734 nm y pierde el color al pasar de
nuevo a su forma reducida tras la accidn de las sustancias antioxidantes presentes en el liquido
estudiado, en este caso la leche materna. Este radical reacciona con casi todos los antioxidantes,

hidrofébos o hidréfilos y no se ve afectado por fuerzas idnicas.
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La generacion del reactivo ABTSe+, se realizd mezclando ABTS 7mM con la solucién de persulfato

potasico 2.45 mM en una proporcion 1:1 v/v.

Para realizar la determinacidon se afiadieron 20 pL de muestra y 980 uL de reactivo de ABTSe+.
Se realizd un blanco de muestra con 20 uL de muestra + 980 uL de agua miliQ. Porteriormente,
se determind la actividad antioxidante total espectrofotometricamente a 734 nm. Los resultados
fueron expresados como TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity). La recta de calibrado

con Trolox se realizd a partir de una solucién estandar de Trolox.

6.9.2. DETERMINACION LA DEFENSA ANTIOXIDANTE

6.9.2.1. CONTENIDO EN POLIFENOLES

El contenido total de poliefnoles se midié6 mediante el método Folin-Ciocalteau. El método se
basa en la oxidacidn de los polifenoles con el reactivo de Folin (mezcla de fosfomolibdenato y
fosfotungstenato). Al mezclar la muestra de leche con el reactivo, se consigue la formacién de

un complejo azul cuya absorbancia se midié espectrofotdémetricamente a 750 nm.

Las muestras de leche descongeladas se centrifugaron a 12000g durante 5 minutos. A
continuacién, se tomaron 500 pL de sobrenadante y se afiadieron 100 L de acido metafosférico
1.32 M para precipitar completamente las proteinas, se centrifugd a 2700 rpm durante 3
minutos y se recogio el sobrenadante. Se tomaron 20 pl del sobrenadante y se afiadieron 80 uL
de agua destilada y 500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau (1/10) diluido, la mezcla se agitd con
un vortex durante 2 minutos. Posteriormente, se anadieron 400 pL de la solucion de carbonato
de sodio al 7.5%, se agitd y se dejé reposar durante 40 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, la muestra se midié espectrofotométricamente a 750 nm, utilizando como estandar

el acido galico.

6.9.2.2. CONTENIDO EN GSH

Para poder cuantificar el GSH de las muestras, se usé el método el método de Reed et al. (38)
basado en la reaccién del acido iodoacético con los grupos tioles, seguido de una derivatizacion
cromdfora con el reactivo de Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno), dando lugar a derivados N-
DPN. Estos derivados son rapidamente separados por cromatografia liquida de alta eficacia

(HPLC), lo que permite la cuantificacion de niveles nanomolares de GSH.
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Fases moviles y disoluciones de trabajo:

La fase moévil A se prepara mezclando metanol (MeOH) y H,O MilliQ en proporcidn 4:1. Para
preparar la fase moévil B se pesan 65,62 g de acetato de sodio anhidro (NaAc), los diluimos en

210 mL de H,0 MilliQ y anadimos 150 mL de acido acético (HAc) y 640 mL de MeOH.

La solucidén 1 es una preparacion de acido iodoacético (IAA) 100 mM y m-cresol 2 mM. Se pesan
0,0112 mg de m-cresol purple y se disuelven en 10 mL de H,O MilliQ. Asi, conseguimos una
disolucién de 2 mM. Posteriormente se pesan 0,1859 g de IAA, se afiade 1 mL de la disolucién

de m-cresol 2mM y se enrasan con un volumen final de 10 mL con H,0 MilliQ.

La solucién 2 es una preparacion de DNFB (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) 1,5% p/v etanol (EtOH)
puro. En nuestro caso, se trataba de DNFB sélido, por lo que pesamos 0,1125 gy los disolvimos

en 100 mL de EtOH.

Estas disoluciones deben prepararse cada dia y conservarse en la nevera hasta su utilizacién

protegidas de la luz solar mediante papel de aluminio.

Para preparar el tampdn KHCO3/K,COs se pesan 2,315 g de KHCO; y 1,151 g de KOH vy se

disuelven en 10 mL de H,O0.

Patrén madre:

Los patrones son muestras de concentracidén conocida que nos permiten establecer relaciones
entre la seial que nos da el equipo y la concentracién. Para preparar las soluciones madre
partimos partimos de GSSG 10 mM, GSH mM y Glutamico 10 mM (todos en 10 mL de H,0 MilliQ),

a partir de los cuales prepararemos un patrén mix de 10 mM.

Curva patron:

La derivarizacion de los patrones es la misma que la de las muestras.

Para preparar las curvas patrones, pasamos de un patrén mix de 10 mM a un patrén de 1 mM
(dilucion 1/10). A partir de este preparamos:

e Patron mix 100 uM, diluyendo 100 pL en 900 pL de H20 MilliQ.

e Patron mix 80 uM, diluyendo 80 pL en 920 uL de H20 MilliQ.

e Patron mix 60 uM, diluyendo 60 pL en 940 uL de H20 MilliQ.
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e Patréon mix 40 uM, diluyendo 40 uL en 960 uL de H20 MilliQ.
e Patrén mix 20 uM, diluyendo 20 uL en 980 uL de H20 MilliQ.

e Patréon mix 0 uM.

Después, de cada uno de estos tomamos 180 pL y les afiadimos 20 uL de acido percldrico (PCA)
20%.

Para las muestras de leche, las concentraciones de patrones se ajustan a 0, 10, 20, 30 y 40 puM.

Procedimiento:

Se homogenizan las muestras y se les afiade PCA, segun el protocolo.

El procedimiento parte de 200ul de muestra sobre los que se afiaden 40 pul de solucién 1y se
agita en vortex. Posteriormente cada mezcla se ajusta a un pH 9 por adicion de 60 pul tampdn
KHCO3/K2C03. Agitamos despacio hasta que adoptd una coloracién morada. Incubamos
durante 30 minutos en hielo y en oscuridad para, posteriormente afiadir 200l de solucién 2 y
agitar en vértex. Volvemos a afiadir 20 pl de KOH/KHCO3 para ajustar el pH y agitamos hasta
que la muestra cambie a un color amarillo-verdoso. Incubamos las muestras en oscuridad a 42C
en nevera durante 4h ya que es el tiempo que se requiere para que se formen los derivados N-
DNP. Una vez transcurrido el tiempo, centrifugamos a 13.000 rpm durante 10 min y el

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

Procedimiento en HPLC:

Fase movil Tampon NaAc/HAc 3,45M / H.0-MeOH (20:80)
Columna Kromsil-NH2, 250 x 4,6 mm 5 um.
Bomba Gradiente

Temperatura 25°C

Flujo 1 mL/min

Injeccién 50 6 1000 uL

Detector DAD (365 nm)

Tiempo 45 min (Ac. Glut. 10,7 min; GSH 31,4 min; GSSG 37,2 min)
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El drea del pico obtenida es directamente proporcional a la concentracidon de GSH en la muestra,

que se calcula por interpolacidn en la recta de regresién obtenida con los estandares.

6.9.3. DETERMINACION DEL DANO OXIDATIVO

6.9.3.1. CONTENIDO EN GRUPQOS CARBONILO (GC)
La oxidacidn proteica se mide mediante la cuantificacién de los grupos carbonilo formados

durante la incubacién con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) en condiciones acidas, basandose en
la reaccion equimolar entre ellos, segin el procedimiento de Levine et al. (39) con algunas

modificaciones de Tian et al. (40).

La DNFH unida a proteinas se cuantifica colorimétricamente tras la separacidn de las proteinas

derivatizadas por precipitacién con acido, lavado y posterior solubilizacién con guanidina.

Tomamos 800 L de leche y los centrifugamos a 13600 rpm durante 10 minutos. A 200 pL del
sobrenadante se afiadieron 400 mL de 2,4-dinitrofenilhidracina 10 mM /CIH 2,5 M (muestras) y
a 200 pL de sobrenadante se afiadieron 400 mL de CIH 2,5 M (blancos). Incubamos 1 hora a
temperatura ambiente, con agitacién ocasional. Centrifugamos a 12600 rpm durante 3 minutos
y afladimos 1 mL de TCA al 20 %. De nuevo centrifugamos a 12600 rpm durante 3 minutos.
Recogemos el pellet y lo lavamos 3 veces con 1 mL de etanol: acetato de etilo (1:1 v/v).
Centrifugamos otra vez a 12600 rpm durante 3 minutos y recogemos el pellet. Posteriormente,
al pelet afiadimos 1 mL de Guanidina 6 N a pH: 2,3, agitamos con un vortex durante 2 minutos y
centrifugamos a 12600 rpm. Finalmente medimos el sobrenadante a una I= 373 nm frente a una

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

6.10. ANALISIS ESTADISTICO
Para el analisis estadistico de los datos se utilizé el Software IBM SPSS Statitics version 24 (IBM

Corporation).

Realizamos en primer lugar un analisis descriptivo de cada variable estudiada y estudiamos la
normalidad de sus distribuciones con la prueba de Shapiro-Wilks dado que nuestro tamaio

muestral es menor de 40 sujetos.

La medida de tendencia central utilizada ha sido la media aritmética. La medida de dispersion

de los datos utilizada fue el error estandar.
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Los resultados presentados fueron analizados con la prueba ANOVA para medidas repetidas de

un factor. Se establecieron los valores con significacién estadistica aquellos con una p<0,05.

A las variables categéricas que definen los grupos que deseamos comparar se les denomina
independientes o factores, mientras que a la variable cuantitativa en la que deseamos comparar
los grupos se la denomina dependiente. En nuestro caso, la variable independiente es el grupo
al que pertenece cada madre, en el que distinguimos grupo control (C) y grupo suplementado
con arandanos (C+A). Como variables dependientes, las medidas de los valores de los
pardmetros fisiolégicos estudiados al inicio y al final del estudio. A la hora de realizar el andlisis,

se definid el tiempo como variable intra-sujetos, y el grupo como variable inter-sujetos.

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

dependiente es independiente del factor.

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

hipétesis de igualdad.

7. RESULTADOS
7.1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE LA LECHE

Se observa un aumento de la CAT en ambos grupos tras los 21 dias de duracion del estudio.
Puesto que el nivel critico (valor p = 0,031) asociado al factor tiempo es menor que 0,05,
podemos concluir que las diferencias en la CAT de la leche en los dos momentos temporales son

estadisticamente significativas.

En segundo lugar, puesto que el nivel critico (valor p = 0,548) asociado al efecto de la interaccion
tiempo-grupo es mayor que 0,05, afirmamos que no existe efecto significativo de la interaccidn.
Es decir, a lo largo del tiempo no hay diferencias significativas en los polifenoles totales entre

los dos grupos.
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Tabla 3. CAT medida con el método ABTS en la leche de los dos grupos de madres al inicio al final del
estudio. Los resultados estdn expuestos en media * error estdndar.

CAT (pg/mL) Dia1l Dia 21
C 467,3 £ 12,04 488,4 £ 11,01
C+A 502,6 £ 15,5 538,8 + 15,2

Tabla 4. Significancia de los valores de CAT a lo largo del tiempo y de su efecto con la interaccion del
grupo.

Valor p
Tiempo 0,031
Tiempo*Grupo 0,0548
CAT
600
.
500 s T
400
-
£ 300
[eTs)
=3
200
100
0
Dia1l Dia 21
H Control Arandanos

Figura 3. Concentracion de CAT en la leche medida en los dos grupos de madres al inicio
y al final del estudio. Los resultados estdn expresados en media + error estdndar.

7.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN ANTIOXIDANTES
7.2.1. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES

Se observa un aumento de los polifenoles totales en ambos grupos tras los 21 dias de duracidn
del estudio, siendo este incremento mayor en el grupo suplementado con arandanos. No
obstante, puesto que el nivel critico (valor p = 0,095) asociado al factor tiempo es mayor que

0,05, las diferencias asociadas al factor tiempo no son estadisticamente significativas.
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En segundo lugar, puesto que el nivel critico (valor p=0,117) asociado al efecto de la interaccion
tiempo-grupo es mayor que 0,05, afirmamos que no existe efecto significativo de la interaccion.
Es decir, a lo largo del tiempo no hay diferencias significativas en los polifenoles totales entre

los dos grupos.

Tabla 5. Concentracion de polifenoles totales medida en los dos grupos de madres al inicio al final del
estudio y variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expuestos en media * error estdndar.

PT (ug/mL) Dia 1 Dia 21
C 238,2+3,8 238,8 £ 5,04
C+A 238,4+3,7 256,5+7,4

Tabla 6. Significancia de los valores de polifenoles totales a lo largo del tiempo y de su efecto con la
interaccion del grupo.

Valor p
Tiempo 0,095
Tiempo*Grupo 0,117
Polifenoles
300
250 _ -
200
p—
£ 150
[sTs)
=
100
50
0
Dia 1 Dia 21

H Control Arandanos

Figura 4. Concentracion de polifenoles totales en la leche medida en los dos grupos de
madres al inicio y al final del estudio. Los resultados estdn expresados en media + error
estdndar.

7.2.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUTATION (GSH)
Se observa un aumento del contenido de GSH a lo largo del tiempo en ambos grupos. No

obstante, puesto que el nivel critico (valor p = 0,218) asociado al factor tiempo es mayor que
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0,05, las diferencias en el contenido de GSH en los dos momentos temporales no son

estadisticamente significativas

En segundo lugar, puesto que el nivel critico (valor p=0,271) asociado al efecto de la interaccion
tiempo-grupo es mayor que 0,05, afirmamos que no existe efecto significativo de la interaccion.
Es decir, a lo largo del tiempo no hay diferencias significativas en los polifenoles totales entre

los dos grupos.

Tabla 5. Concentracion de GSH medida en los dos grupos de madres al inicio y al final del estudio y
variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expuestos en media + error estdndar.

GSH (umol) Dia1l Dia 21
C 2,6+0,6 3,9+0,8
C+A 3,3+0,3 3,38+0,5

Tabla 6. Significancia de los valores de GSH totales a lo largo del tiempo y de su efecto con la interaccion
del grupo.

Valor p
Tiempo 0,218
Tiempo*Grupo 0,271

GSH

Dial Dia 21

H Control Arandanos

Figura 5. Concentracion de GSH en la leche medida en los dos grupos de madres al
inicio y al final del estudio. Los resultados estdn expresados en media + error estdndar.
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7.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS CARBONILO EN PROTEINAS
Se observa un aumento del contenido de GC a lo largo del tiempo en ambos grupos, siendo este

aumento mayor en el grupo control. Dado que el nivel critico (valor p = 0,022) asociado al factor
tiempo es menor que 0,05, las diferencias en el contenido de GC en los dos momentos

temporales son estadisticamente significativas.

En segundo lugar, puesto que el nivel critico (valor p = 0,596) asociado al efecto de la interaccion
tiempo-grupo es mayor que 0,05, afirmamos que no existe efecto significativo de la interaccidn.
Es decir, a lo largo del tiempo no hay diferencias significativas en el contenido de GC entre los

dos grupos.

Tabla 7. Contenido de grupos carbonilo en leche medido en los dos grupos de madres al inicio al final del
estudio y variacion a lo largo del tiempo. Los resultados estdn expuestos en media * error estdndar.

CGC (nmol/mg prot) Dia 1 Dia 21
C 0,9+0,08 1,2+1,1
C+A 1,004 £ 0,09 1,1+0,07

Tabla 8. Significancia de los valores de GC totales a lo largo del tiempo y de su efecto con la interaccion
del grupo.

Valor p
Tiempo 0,022
Tiempo*Grupo 0,596
GC
1,4
1,2 I T
w1 [
o
=0,
£
S 0,6
€
<04
0,2
0
Dia 1 Dia 21

H Control Arandanos

Figura 6. Concentracion de GSH en la leche medida en los dos grupos de madres al
inicio y al final del estudio. Los resultados estdn expresados en media * error estdndar.
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8. DISCUSION
Para valorar el objetivo principal del presente trabajo hemos comparado el estado oxidativo (en

términos de capacidad antioxidante total, contenido en antioxidantes y dafio a biomoléculas)
de la leche materna en madres sanas al inicio y al final del estudio una vez finalizada Ia

suplementacién dietética con arandanos.

En primer lugar, la CAT nos permite medir la capacidad de la leche materna para controlar el
desequilibrio REDOX. Este parametro, ademas de recoger la suma de las actividades de los
antioxidantes conocidos, recoge también la de los desconocidos y de las interacciones entre

todos ellos.

En cuanto a los resultados obtenidos al medir la CAT, tal y como vemos en la Figura 3, se aprecia
un incremento tras los 21 dias de duracidn del estudio en ambos grupos y el analisis estadistico
nos indica que esta diferencia es estadisticamente significativa, por lo que podemos concluir que
el paso del tiempo tiene un efecto significativo en la CAT de la leche materna. Nuestros
resultados no encajan con los descritos en otros estudios en los que se observa una disminucion
de la CAT a lo largo del tiempo si no se realiza ninguna intervencion (42). Conviene recordar que
la leche es un liquido vivo, es muy probable que su contenido antioxidante esté dirigido a la
proteccidén antioxidante del neonato cuyas defensas son todavia inmaduras. La disminucion de
la CAT a lo largo del tiempo puede ser debida a un agotamiento de las reservas maternas
destinadas a la reparacion de su propio dafo. En nuestro caso, el hecho de contar con una

muestra muy pequefia puede que haya afectado a la significacion de los resultados.

Al estudiar el efecto de la interaccién tiempo-grupo el analisis estadistico nos muestra que no
hay resultados estadisticamente significativos, por lo que no podemos afirmar que, a lo largo
del tiempo, la suplementacién con arandanos mejore la CAT de la leche de madres sanas. No
existe ningun estudio en el que se evalie la CAT de la leche de madres sanas tras la
suplementacion de arandanos por lo que no podemos contrastar nuestros datos con los de otras
investigaciones. No obstante, en un estudio realizado en madres lactantes sanas a las que se les
suplementd con cerveza sin alcohol, si se aprecia una mejoria significativa de la capacidad

antioxidante de la leche humana (41).

Abordando nuestro siguiente objetivo, para determinar el efecto de los arandanos sobre la
defensa antioxidante se estudio el efecto sobre algunos de los antioxidantes mas importantes
de la leche.
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Al analizar los resultados obtenidos sobre el contenido de polifenoles totales, tal y como se
muestra en la Figura 4, el contenido en polifenoles aumenta en ambos grupos a tras los 21 dias
de estudio, no obstante, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las
dos medidas temporales, por lo que concluimos que el paso del tiempo no tiene un efecto

significativo sobre le contenido total de polifenoles en la leche.

En cuanto a la interaccién del grupo, aunque se observa un aumento de polifenoles totales en
ambos grupos, este aumento es mayor en el grupo suplementado con ardndanos lo cual
pareceria indicar el efecto antioxidante de los arandanos. Sin embargo, al analizar esta variacion
en el tiempo con respecto al grupo, el andlisis estadistico muestra que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre grupos, por lo que no podemos afirmar que este fruto

mejore el contenido en polifenoles de la leche de las madres sanas.

Hoy en dia, el interés acerca del estudio del contenido en polifenoles de los alimentos esta en
auge debido a su importancia en diversos procesos bioldgicos al tener propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, de inhibicién de la agregacién plaquetaria, inmunoldgicas e
incluso de proteccidn del ADN (43). A pesar de ello, existen pocos datos sobre su concentracion
en la leche humana y menos sobre su concentracion en relacion a la suplementacién dietética
materna. De hecho, a dia de hoy no hay estudios en los que se determine el contenido total de
polifenoles en la leche de madres sanas tras la suplementacién con arandanos, por lo que no
podemos comprar nuestros datos con los de otros trabajos. Existen estudios que demuestran la
presencia en leche de isoflavonas tras el consumo materno de leche de soja o tofu (44). Otro
estudio evalud el contenido en polifenoles en 6 muestras de leche materna con el fin de
comparar el aroma de la leche materna con el de las leches de férmula (23). No obstante, estos
autores no estudiaron el contenido total en polifenoles, ni tampoco la correlacién de estos con
la dieta materna. Si se ha estudiado el contenido de polifenoles en la leche de madres sanas
suplementadas con cerveza sin alcohol, y en este caso se observé que el contenido en
polifenoles disminuyé con el paso del tiempo desde la fase de calostro a leche madura (41), lo

cual apoyaria nuestros resultados.

Por otro lado, al analizar la variacion de la concentracion de GSH se observa un incremento en
ambos grupos a lo largo del tiempo tal y como se aprecia en la Figura 5, curiosamente este
incremento es mayor en el grupo control. A pesar de ello, no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas entre las dos medidas temporales, por lo que podemos concluir
37



que el paso del tiempo no tiene un efecto significativo sobre el contenido total de polifenoles

en la leche.

Por otro lado, al analizar esta variacién en el tiempo con respecto al grupo, el analisis estadistico
muestra que no hay diferencias estadisticamente significativas entre grupos, por lo que no

podemos afirmar que este fruto mejore el contenido en GSH de la leche de las madres sanas.

El hecho de que el aumento de concentracién de polifenoles y GSH de nuestras muestras con el
paso del tiempo no sea significativo podria ser consecuencia de la adaptacién de la composicidn
de la leche a las necesidades del recién nacido. Es posible que la tendencia natural de estos
antioxidantes sea la disminucidn, de esta manera, puede que el contenido en antioxidantes sea
mayor los primeros dias para hacer frente a las necesidades del neonato en los primeros dias de
vida la ser este periodo el de maximo estrés oxidativo y de mdxima vulnerabilidad. Ademas, es
posible que los arandanos si puedan tener efecto sobre otros antioxidantes que no hemos

medido en este trabajo.

Para determinar el efecto sobre el dafio a biomoléculas se estudio el efecto sobre el contenido
en grupos carbonilo, pues este pardmetro esta ampliamente reconocido como un buen
marcador de dafio oxidativo a proteinas (6). Tras el analisis, podemos observar que su contenido
aumenta en ambos grupos tras los 21 dias de duracidon del estudio, habiendo un mayor aumento
de GC en el grupo control, tal y como se observa en la Figura 6, lo que pareceria confirmar el
efecto antioxidante de los ardndanos. A pesar de ello, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre las dos medidas temporales, por lo que concluimos que el

paso del tiempo no tiene un efecto significativo sobre el contenido en grupos carbonilo.

En cuanto a la interaccidn con respecto al grupo, tras el andlisis estadistico no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de madres, por lo que no podemos
afirmar que el grupo suplementado con arandanos presente menor dafio a proteinas que el
grupo control. No existe ningun estudio que evalte el efecto de los ardndanos en madres sanas
sobre los grupos carbonilo. Si existen estudios sobre el efecto de la suplementacion de la dieta
de madres lactantes con antioxidantes, observandose una disminucion en el GC de la leche (41).
Dado que este trabajo se encuentra enmarcado en un estudio mas amplio en el que se
determinaron otros marcadores de dafio a biomoléculas, es posible que en otros parametros si

que pudiéramos encontrar resultados significativos compatibles con los descritos en la evidencia
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previa; por ejemplo, se ha descrito que la suplementacién con ardandanos ha sido capaz de

compensar el dafio a lipidos.

Una vez analizadas todas las variables, el hecho de no haber obtenido ningun resultado
estadisticamente significativo es posible que se deba a varias limitaciones. En primer lugar, a
una cuestion de tamafio muestral dado que el trabajo principal en el que se enmarca este TFG
contaba con una n mayor, lo que posiblemente ha afectado a la significacién de los resultados.
Es posible que un estudio sobre un mayor nimero de madres y un seguimiento durante un
periodo mas largo pudiera detectar mayores diferencias. Por otro lado, este TFG se enmarca
dentro un proyecto mayor, por lo que se han seleccionado Unicamente algunas variables del
proyecto principal y en otros pardmetros que no hemos medido si se han obtenido resultados
significativos. Otra posible limitacidn podria ser el formato de la suplementacion, se trata de
arandanos desecados y procesados que acumulan mayor cantidad de grasas y azlcares en
comparacién con los arandanos frescos, lo cual podria influir en su contenido antioxidante; de
cara a futuras investigaciones seria interesante poder realizar un estudio con frutos frescos sin

ningun tipo de procesado.

Asi pues, a pesar de no haber obtenido resultados estadisticamente significativos, es posible que
en futuras lineas de investigacién con una muestra mayor, un mayor niumero de variables y
administrandose ardndanos frescos puedan obtenerse resultados significativos y de cara a la
practica clinica, podria incluirse este fruto en las recomendaciones nutricionales de las mujeres
gestantes y lactantes sanas. Asimismo, podria plantearse como tratamiento coadyuvante en

patologias propias de la lactancia que supongan un mayor estrés oxidativo como la mastitis.

9. CONCLUSIONES

Una vez analizados los resultados de este trabajo podemos concluir que:

1. El paso del tiempo tiene un efecto significativo sobre la CAT de la leche.

2. Este estudio no permite observar una mejoria significativo de los arandanos sobre la
capacidad antioxidante total.

3. En relacién contenido de antioxidantes, los arandanos no inducen un aumento significativo
de polifenoles ni de concentracién de GSH, por lo que no podemos afirmar que mejoren la

defensa antioxidante de la leche.
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4. En relacién al dafio a biomoléculas, la suplementaciéon con arandanos no induce una

disminucidn significativa de los grupos carbonilo.
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11. ANEXOS
ANEXO 1. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

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

La lactancia materna es el alimento disefiado por la naturaleza para la alimentacién y crianza del
bebé humano, sus propiedades Unicas de especie, aseguran un desarrollo éptimo del nifio y
protegen la salud de la madre y de su hijo amamantado. En la actualidad se recomienda la
alimentacién del lactante con leche humana exclusiva hasta los 6 meses y complementada con
otros alimentos hasta los 2 afios 0 mas. Los beneficios de la leche humana suponen que los
lactantes amamantados se desarrollan con todo su potencial y alcanzan coeficientes
intelectuales mas altos que los no amamantados. Ademas padecen menos enfermedades no
solo durante el tiempo de amamantamiento sino afios después, padeciendo menos
enfermedades crénicas como la obesidad, la arterioesclerosis, la diabetes mellitus e incluso
algunos tipos de cdnceres. La madre que amamanta también protege su salud y previene
enfermedades como el cdncer de mama, la hipertension, la artritis reumatoide o la obesidad.
Parte de estas propiedades beneficiosas se atribuyen a la capacidad antioxidante de la leche
humana, pero los componentes especificos con esta capacidad antioxidante no son todavia bien
conocidos. Por ello, un equipo de profesionales del Departamento de Salud de Castellén, en
colaboracidn con el departamento de Medicina de la Universitat Jaume | y la Unidad de Lactancia
Materna del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia han disefiado el estudio titulado:
“Efecto de los ardndanos sobre el estado oxidativo de la leche en madres con mastitis”. Este
estudio tiene como objetivo comprobar si un suplemento nutricional como los arandanos es
capaz de mejorar el balance oxidativo de la leche.

Para ello, se realizara el seguimiento de cuatro grupos de madres:
- Grupo control: madres sanas que alimentan a su hijo o hija con lactancia materna exclusiva.

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

- Grupo mastitis: madres con mastitis, que alimentan a su hijo o hija con lactancia materna
exclusiva.

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

Solicitamos su colaboracion en este estudio y le pedimos que nos permita obtener 2 muestras
de leche de unos 15ml aproximadamente (al iniciar y al finalizar el estudio). Por tanto, usted
deberd realizar dos visitas, una al inciar el estudio y otra al finalizarlo).

Si acepta participar en el estudio, usted serd asignada a uno de los grupos anteriormente
descritos, dependiendo de sus caracteristicas clinicas. En el caso de ser asignada (esta selecciéon
se hara de forma aleatoria) a uno de los grupos suplementados con arandanos, solicitamos que
acepte ingerir 20 g de arandanos diariamente durante 21 dias. Durante las semanas de
seguimiento se le pedird realizar 5 registros dietéticos, ademds de NO fumar, ingerir bebidas
alcohdlicas, tomar café, té o chocolate, ni estar bajo tratamientos farmacoldgicos ya que podrian
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interferir con el objetivo del estudio. Asimismo, la alimentacidn con biberones de leche artificial
supondra la exclusion del estudio. Se le proporcionara toda la ayuda necesaria para que usted
pueda alimentar a su bebé con leche materna. La participacién en el proyecto no conlleva ningun
riesgo para su salud o la del lactante. Las muestras obtenidas durante el estudio se destinaran
Unicamente a los fines de investigacion definidos en el mismo, y los datos que se le soliciten
tendran cardcter estrictamente confidencial.

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

Su participacion en el estudio es voluntaria y en el caso de decidir no participar esto no influira
en la atencion que usted reciba. En cualquier caso, si necesita cualquier aclaracién adicional o
tiene alguna duda respecto al estudio puede contactar con:

- la pediatra Dra. Maria Teresa Hernandez Aguilar en la Unidad de Lactancia Materna del
Hospital Dr. Peset

- la investigadora principal D2 Cristina Abad Garcia en el correo electrénico
abadcristina@hotmail.com

CONSENTIMIENTO INFORMADO-GENERAL

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

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

YO0, oottt ettt st et et r b et e e s e raer e s enens (nombre y apellidos)

he sido informada por la Dra. Maria Teresa Hernandez Aguilar, colaboradora del proyecto de
investigacion arriba mencionado, y declaro que:

- Heleido la hoja de informacién que se me ha entregado.
- He podido hacer preguntas sobre el estudio.
- He recibido suficiente informacién sobre el estudio.
- Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera
2. Sintener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos
- Comprendo que todos mis datos serdn tratados confidencialmente.
- He sido también informada de que nuestros datos personales seran protegidos e incluidos
en un fichero que deberd estar sometido a y con las garantias de la ley 15/1999 de 13 de
diciembre.
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Con esto, presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

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

Firma de la participante: Firma de la colaboradora

....................................... Maria Teresa Hernandez Aguilar
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