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Objetivo

Todos los organismos internacionales de nutricion y muy especialmente la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomiendan la leche de mujer como el alimento idoneo para los
lactantes humanos dadas sus especiales caracteristicas de composicion que no solo cubren los
requerimientos nutricionales del recién nacido, sino que aportan otros componentes favorecedores

del crecimiento y factores de proteccion inmunologica.

Las formulas licteas son una buena opcion para aquellos nifios que no pueden ser
alimentados con la leche de sus madres. Entre los distintos componentes de las formulas para
lactantes, los lipidos han recibido menos atencion que las proteinas, los carbohidratos o incluso
que los minerales debido a su papel fundamentalmente energético. Sin embargo, el descubrimiento
de la esencialidad o semiesencialidad de determinados acidos grasos y las relaciones entre cllos
la centrado la atencion sobre la calidad de la grasa de la dieta del recién nacido. Entre los
diferentes aspectos relacionados con e! aporte 6ptimo de lipidos en las formulas, la ingesta y el
metabolismo de los dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL) han recibido un

trato especial en los ultimos afios.

Durante el ultimo trimestre de gestacion se produce una acumulacion importante de
AGPI-CL en los tejidos ncurales. Este proceso se ve interrumpido o perjudicado en los nifios
prematuros o con retraso del crecimiento intrauterino debido a que tanto los acidos grasos
esenciales (AGE) como una parte significativa de los AGPI-CL de la dieta se transfieren al feto

a través de la placenta.

Los AGPI-CL presentan importantes funciones fisiologicas, estando implicados, sobre
todo el acido docosahexaenoico, en cl desarrollo del sistema nervioso central y de la funcion
visual. El aporte de AGPI-CL en la dicta durante el desarrollo postnatal temprano parece ser

beneficioso para el recién nacido muy especialmente para el recién nacido de bajo peso.

Un 15% de los recién nacidos de todo el mundo son de bajo peso y aunque la mayoria de
ellos se encuentran en paises subdesarrollados el problema afecta también a los paises

desarrollados en los que su nimero se esta incrementado debido al consumo de drogas, tabaco

y otros toxicos. El numero de recién nacidos de este tipo que sobrevive es cada vez mayor por




Objetivo

lo que una buena nutricion condiciona su calidad de vida.

La leche humana contiene AGPI-CL que estan auscntes en la mayoria de las formulas para
lactantes. Se han encontrado diferencias tanto en ia composicion en acidos grasos tisulares como

funcionales entre los recién nacidos prematuros alimentados con leche humana o con formulas.

Por ello, se han incrementado los estudios que tratan de analizar los efectos de la suplementacion

de AGPI-CL a la dieta sobre la composicion y funcionalidad tisular en el periodo postnatal

temprano.

Existen dos tipos de enfoqucs en los estudios que contemplan la adicion de AGPI-CL para

los lactantes:

Estudios bioquimicos dedicados a la evaluacion de la suplementacion de
AGPI-CL a la dicta sobre la composicion en acidos grasos de plasma y

tejidos.

Estudios fisiologicos dedicados a la evaluacion de la suplementacion a la
dieta sobre el desarrollo de determinadas funciones neuronales a corte y

a largo plazo.

Nuestro estudio se encuadra dentro del primer enfoque por lo que el objeto del trabajo ha

sido:

Evaluar si la adicion a una formula para lactantes de AGPI-CL de las
series n-6 y n-3 es capaz de mejorar el estatus de AGPI-CL en piasma y
eritrocitos de recién nacidos de bajo peso sin perjudicar su crecimiento asi

como su capacidad de defensa antioxidante.
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Antecedentes Bibliograficos

ACIDOS GRASOS ESENCIALES EN NINOS PREMATUROS

Acides linoleico y a-linolénice

En un principio, ¢l acido linolcico (18:2n-6) fue considerado como el tinico dcido graso
esencial (AGE) que se debia suministrar a las dictas infantiles para prevenir anormalidades
funcionales. Los primeros casos descritos de deficiencia en acido linoleico fucron publicados por
Von Groer en 1919. Este autor describio a dos niflos de bajo peso de 1900 g y 2400 g que fueron
alimentados con una formula casi libre dc grasa, los cuales después de 3 y 6 meses
respectivamente, presentaron una disminucion del crecimiento, infecciones scveras, vomitos
repetidos y anorexia. Los sintomas se¢ normalizaron en el transcurso de un mes cuando se
administré una dieta con grasa. Algunos afios mas tarde, Burr y Burr (1929) observaron sintomas
similares, asi como una dermatitis cscamosa, en ratas recién nacidas alimentadas con una dieta sin
grasa en las que se identificé posteriormente la deficiencia de acido linoleico como la causa de

esta alteracion (Burr y Burr, 1930).

El 4cido a-linolénico (18:3n-3) también se utilizo para curar el sindrome de deficiencia en
grasa, aunque su eficacia terapéutica en los cambics de la piel de los animales s6lo fue un décimo
de la del acido linoleico (Thomansson, 1953). La existencia de deficiencia de acido linoleico en
nifios fue confirmada en los afios 50 por Hansen ef al. (1963); sus principales sintomas clinicos
también fueron bajo crecimiento, dermatitis escamosa y seca con una alta incidencia y severidad

de infecciones.

De acuerdo con estas y otras obscrvaciones, ¢l acido linoleico se convirtio en ¢l acido
graso esencial por excelencia para los nifios prematuros. Los Comités de Nutricion Pediatrica de
Canada y Estades Unidos recomendaron un suministro del 4cido linoleico para los nifios de bajo
peso de al menos un 3% de la ingesta energética, pero no recomendaron nada en relacion al acido
a-linolénico (CPS, 1981; AAP, 1985). Sin ecmbargo, Holman et al. (1582) describicron
alteraciones visuales y neuroldgicas en una nifia de seis aos que habia sido alimentada durante
5 meses mediante nutricion parenteral, con una fuente lipidica rica en acido linoleico y muy pobre

en acido a-linolénico. Los sintomas desaparecieron rapidamente cuando se incluy6 en la formula
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una cantidad adecuada de a-linolénico. Bjerve er al. (1987; 1989) también han descrito casos de
deficiencia de este acido graso en humanos, aunque estos datos han sido puestos en tela de juicio
(Koletzko, 1987; Koletzko y Cunnane, 1988), presentindose normalmente deficiencias
combinadas de ambos dcidos grasos (Levy ef al., 1990) que hacen que sea dificil distinguir

claramente los sintomas de una y otra deficiencia.

El interés por el 4cido a-linolénico aumentoé desde ¢l momento en que sc descubrio la
existencia de una competencia cntre las serics n-6 y n-3 (Holman, 1986) y la mayor afinidad de
este acido graso por la delta-6 desaturasa (Brenner y Peluffo, 1966), atribuyéndole a él y a sus
derivados de cadena iarga, un papel modulador de la desaturacion y elengacion de derivados de
la serie n-6 y por tanto de su incorporacion a tejidos (Budowski y Crawford, 1985). Asimismo,
los derivados del dcido a-linolénico, especialmente ¢l dcido docosahexaenoico (DHA 6 22:6n-3),
juegan un papel primordial en la composicion y funcion de determinados organos especializados
como ¢l cerebro y la retina (Ncuringer y Connor, 1986). Por 1ltimo, el hecho de que los
esquimales, un grupo con alimentacion muy definida rica en pescado con alto contenido en acidos
grasos de la seric n-3, presentara una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares, ha
sugerido un papel importante de los derividos del 18:3n-3 como antiagregantes y antitrombdticos
(Budowski y Crawford, 1985).

Asi. ei Comité de Nutricion del Nifio Prematuro de la ESPGAN (1987) recomendo,
ademas de una ingesta superior al 4.5% de la encrgia en acido linoleico, la suplementacion en
acidos grasos de la serie n-3 bajo la forma de acido a-linolénico (> 0.5% de la ingesta encrgética).
Todas estas recomendaciones estan basadas en la suposicion que el nifio pretérmino no requeriria
los derivados de cadena larga de los dcidos linoleico y linolénico, sino que éste podria sintetizarios
adecuadamente de sus precursorcs dictarios en cantidades suficientes para mantener las
necesidades para el crecimiento tisular. Esta suposicién ha cambiado en los ultimos estudios de
forma que la ESPGAN en sus titimas recomendaciones del afio 1991, indic6 la conveniencia de
suplernentar las formulas para recién nacidos de bajo peso con AGPI-CL de cadena larga de las
serics n-6 y n-3 hasta proporciones similares a las presentes en leche humana (AGPI-CL n-6, 1%
y AGPI-CL n-3, 0.5%). Iguaimente, la Comision de las Comunidades Europeas (1996) ha

especificado que los AGPI-CL podran afiadirse a las formulas para lactantes en cantidades no

superiores al 2% y 1% del total de la matcria grasa para los derivados de las series n-6 y n-3,
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respectivamente. Ademas, dicho Organismo también especificé que ¢l contenido en dcido
araquidonico (AA 6 20:4n-6) no podria superar el 1% del total de la materia grasa y que el
contenido en dcido cicosapentacnoico (EPA 6 20:5n-3) no podria ser superior al del acido

docosahexacnoico.

Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

El acido linoieico y ¢l dcido a-linolénico compiten por la union a un sistema de cnzimas
del reticulo endoplasmatico que permite la desaturacion y elongacion dc estos AGE a AGPI-CL
de las series n-6 y n-3 como ¢l 20:4n-6 y ¢l 22:6n-3. Las enzimas delta-5 y delta-6 desaturasas
implicadas en la sintesis de 20:4n-6 y 20:5n-3 han sido bien caracterizadas (Brenner, 1971). Las
reacciones implicadas cni la insercion de un doble enlace en ia posicion delta-4 para la sintesis de
22:5n-6 y 22:6n-3 son mas complicadas. Al principio sc considero la existencia de una delta-4
desaturasa que actuaria por un mecanismo semejante al de las otras dos enzimas. Sin embargo,
hoy dia se sabe que la sintesis del 22:6n-3 se realiza mediante un proceso en el que cstarian

implicadas la delta-6 desaturasa y una rezccion de retroconversion (Voss ef al., 1991).

La sintesis de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL) depende de
la presencia de ambos sustratos y de los productos de la reaccion. Ademas, debido a que las
enzimas son comunes tanto para la seric n-6 como la n-3, ¢l balance de sustratos y productos de
cada serie es también importante (Innis, !991). La competencia por ¢l uso de los sistemas
enzimaticos de desaturacion y clongacion depende de los niveles relativos de AGE en la dicta. La
delta-6 desaturasa, enzima limitante en la sintesis de AGPI-CL, presenta mayor afinidad por el
acido e-linolénico (Brenner y Peluffo, 1966), si bicn la mayor abundancia relativa en la dicta de
18:2n-6 hace que los derivados de la seri¢ n-6 estén cn mayor concentracion cn la mayoria de los
tejidos. Asimismo, la cnzima presenta mayor afinidad por los dos AGE que por el acido oleico
(Brenner y Peluffo, 1966), por lo que la sintesis ¢e derivados de cadena larga a partir del oicico

esta normalmente inhibida.

La cantidad de las desaturasas estd regulada por diversos factores nutricionales,
hormonales y ambientales. Los productos de reaccion de la delta-0 y delta-5 desaturasas producen

una retroinhibicion de la actividad de estos enzimas (Christiansen et al., 1991), en tanto que una
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proteina aislada del citosol produce un aumento de la actividad de la delta-6 desaturasa por un
mecanismo que parece estar relacionado con la eliminacion de! 18:3n-6, producto de la reaccion
del medio (Leinkin y Brenner, 1986). Una dicta rica en proteinas produce un aumento de la
actividad de la delta-6 desaturasa y una disminucion de la deita-9 (Peluffo et al., 1971). El tipo

de proteina también tiene cierta influencia sobre ¢l enzima (Lindholm y Eklund, 1991). La insuiina

produce un aumento de la actividad de la delta-9, delta-6 y dclta-5 desaturasa en animales de

experimentacion, mientras que el glucagon, la adrenalina y los corticoides producen una inhibicion
de la dchta-6 y delta-5 desaturasa mediante un mecanismo mediado por ¢l AMP, (Brenner, 1990)
o mediante la induccién de una proteina inhibidora citosélica como se ha demostrado con el uso
de dexametasona (Marra er al., 1986, 1988). Las desaturasas presentan ademas un ritmo
circadiano y su actividad varia con la época del afto y con la edad (Ulmann et al., 1991). Otro
factor a tener en cuenta es la fluidez de la membrana, puesto que son cnzimas situadas en la
membrana y que sintctizan AGPI, factores importantes cn la regulacion de la misma. Un aumento
de! contenido de! colesterol de la membrana produce un aumento de la actividad de las
desaturasas in vitro (Garda y Brenner, 1984). En cambio, en posteriores experimentos realizados
in vivo, s¢ ha observado que el aumento de colesterol de la membrana, produce una disminucion
de la actividad de la delta-6 y delta-5 desaturasas y un aumento de la delta-9 (Leikin y Brenner,

1987), y la eliminacion de colesterol, el efecto contrario (Leikin y Brenner, 1988).

Los cambios en la composicion de acidos grasos tisulares, después de la ingesta de
diferentes tipos de grasa, sugiere que la tasa de sintesis de 20:4n-6 y 22:6n-3 esti mas relacionada
con los requerimientos tisuiares determinados por la sintesis y ¢l recambio de membranas que con
la cantidad de 18:20-6 y 18:3n-3 en la dicta (Innis, 1991).

El metabolismo de los acidos grasos esenciales (AGE) difierc en algunos aspectos
importantes del metabolismo de los AGPI-CL n-6 y n-3. Aunque el 18:2n-6 y 18:3n-3 pueden ser
desaturados y clongados a 20:4n-6 y 22:6n-3 respectivamente, la desaturacion es sélo uno de los
pasos de las distintas rutas potenciales para i metabolismo de estos acidos grasos. La B-oxidacion
tanto para <l 18:2n-6 como para ¢l 18:3n-3 se produce facilmente en la mitocondria (Innis, 1951).
El acido linoleico (18:2n-6) también se utiliza en la sintesis de fosfolipidos y ésteres de colesterol
y se encuentra en el tejido adiposo en cantidades relacionadas con el aporte dietético (Widdowson

et al., 1975; Field et al., 1985). Por el contrario, el 20:4n-6 y 22:6n-3 generalraente tienden a ser
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menos oxidados, s¢ encuentran sélo cn pequeiias cantidades en los depdsitos lipidicos y forman
parte preferentemente de los fosfolipidos tisulares. Estas diferencias en el metabolismo son

facilmente explicadas por varias razones:

1) La conocida especificidad de sustrato de las aciltransferasas implicadas en
la sintesis y remodclacion de los fosfolipidos (Innis, 1991).

2) Las diferencias en la oxidacion implicadas cn cl acortamiento inicial de la
cadena cn los peroxisomas (Innis, 1991).
La baja actividad de las aciltransferasas mitocondriales dependientes de
carnitina para los AGPI-CL de 20 y 22 carbonos (Norum et al., 1989,
Innis, 1991).

El uso de 18:2n-6 y 18:3n-3 para la oxidacion y acilacion también explica porqué
cantidades equimoleculares de 20:4n-6 y 22:6n-3 son mejores fuentes de AGPI-CL para las
membranas que sus precursores. Los factores que controlan o influyen en el reparto del 18:2n-6
y del 18:3n-3 entre las rutas potenciales de desaturacion, acilacion directa y oxidacion, son

desconocidos.

Los AGPI-CL, acido dihomogammalinolénico (20:3n-6), AA y EPA, son considerados
como precursores indispensables para la sintesis de diferentes grupos de prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos que actian como potentes reguladores de varias actividades cclulares
y tisulares. Ademas, se necesitan cantidades relativamente altas de AGPI-CL en el desarrollo
perinatal para la incorporacion a los fosfolipidos de membrana en todos los tejidos. La calidad y
cantidad del contenido en AGPI-CL en las membranas tienen una relevancia estructural y
funcional modulando las propiedades de membrana tales como la fluidez, permeabilidad, actividad
de los receptores y enzimas ligados 2 membranas y transporte de las sefiales numorales y eléctricas
(Koletzko, 1986; Clandinin et al., 1991).

Transporte placentario de dcidos grasos al feto

La placenta es el organo que lleva a cabo cl transporte activo de nutrientes al feto. Se

conoce bastante mencs del transporte de lipidos a través de la placenta que del transporte de otros
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nutrientes como aminodcidos o glucosa. Esto s¢ dcbe principalmente a que la mayor parte de los

modelos animales han demostrado poca capacidad para ¢l almacenamiento y/o transporte de
lipidos y a que la placenta humana no ha sido estudiada in vivo, obteniéndose la mayor parte de
la informacion de estudios in vitro de cultivos celulares o 10bulos perfundidos de placenta (Booth
et al., 1981). Aun asi, la placenta humana parece tener una capacidad considerable para cl
transporte de lipidos usando transportadores especificos para acidos grasos 0 mecanismos mas
complejos de disociacion de lipoproteinas mediante la lipoprotein lipasa placentaria, captacion de
triglicéridos, oxidacion, sintesis ¢ interconversion de acidos grasos, asi como liberacion al plasma

fetal de dcidos grasos libres o lipoproteinas (Coleman, 1986).

La placenta adems juega un papel importante cn la transferencia de AGE que al no poder
ser sintetizados deben proceder necesariamente de la dicta materna. Asi, la transferencia selectiva
de AGE ha sido demostrada en primates ancstesiados (Portman et al., 1969) y en placenta
humana aislada in vitro (Dancis et al., 1973; Dancis et al., 1974). Otro aspecto interesante es la
capacidad de la placenta para transferir AGPI-CL al feto. Ruyle er al. (1990) encontraron una
diferencia arteriovenosa significativa para cl DHA (22:6n-3) tanto en plasma como en critrocitos
de cordon, sugiriendo un papel importante, no solo del plasma materno sino de los eritrocitos, en
la transferencia de este acido graso al feto. En el mono Rhesus, se ha demostrado que los
neonatos de madres alimentadas con una dicta deficiente cn acidos grasos de la serie n-3,
presentan concentraciones de 22:6n-3, aunque inferiores a las normales, superiores a las de sus

madres, indicando un transporte selectivo a través de la placenta (Neuringer ef al., 1984).

En cuanto a la c~~acidad de desaturacion y elongacion de la placenta, se encuentran datos
contradictorios en la bibliografia. Ravel ef al. (1985) no encontraron actividad desaturasica en
microsomas de placenta de rata, asi como tampoco Chambaz et al. (1985) encontaron actividad
en microsomas de placenta humana. Sin embargo cn placenta humana perfundida, sc ha
demostrado la transformacion de acido linoleico en AA (Zimmerman et al., 1979), por lo quc este
mecanismo podria ser esencia! para ¢l mantenimiento de la alta produccion de prostaglandinas que
ocurre cn la placenta. Estos datos contradictorios se pucden deber a diferencias metodologicas
y probablemente a la presencia de desaturasas en la placenta humana pero con baja actividad. Por
otra parte, la administracion de 18:3n-3 marcado a concjas de indias gestantes, produjo una

disminucion de 18:3n-3 y un incremento de 22:6n-3 marcado durante ¢l paso de higado materno
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a la placenta, al higado fetal y al cerebro, indicando que tanto los tejidos maternos como los

fetaies contribuyen a la desaturacion y elongacion de 18:3n-3 en el utero (Crawford er al., 1976).

La posibilidad de que ¢l feto humano sca capaz de producir AGPI a partir de sus
precursores ha sido puesta en duda, si tenemos en cuenta que la disminucion de AGPI de las
series n-6 y n-3 en plasma y eritrocitos encontrada en nifios recién nacidos a término y pretérmino
alimentados con formulas artificiales, sugiere una baja actividad de las desaturasas y clongasas en
el recién nacido y por tanto en el feto (Koletzko et al., 1989; Carlson e al., 1986). Sin embargo,
hay que mencionar que sc ha demostrado actividad delta-6 y delta-5 desaturasas en higados de
fetos humanos (Chambaz et al., 1985) y muy recienternente Salem er al. (1996) utilizando
isotopos estables ha demostrado que el recién nacido prematuro cs capaz de convertir AGE en
AGPI-CL, aunque el grado de conversion puede ser limitado para las necesidades corporales. En
resumen, parecen existir cicrtas evidencias de la existencia de actividad desaturasa en la placenta
y el higado fetal humano, sin embargo el mecanismo principal de aporte de AGPI al feto seria la

transferencia selectiva a través dc la placenta.

Captacion de acidos grasos poliinsaturados en el periodo perinatal

Durante el ultimo trimestre de gestacion sc produce una acumulacion de AGPI-CL en los
tejidos fetales, muy especialmente cn los del sistema nervioso central, que continia en ¢l periodo
postnatal. Los estudios dedicados a la incorporacién tisular de acidos grasos en el feto son de
especial interés debido a que a partir de ellos se pueden establecer los requerimientos de los recién
nacidos pretérmino para conseguir un crecimicnto y un desarrollo funcional en estos nifios que

se asemeje, en la medida de lo posible, al desarrollo intrauterino.

Se ha podido estimar ¢! acumulo de acidos grasos en el cerebro de nifios que fallecieron
a diferentes cdades gestacionales. Clandinin et al. (1980) estudiaron un grupo de 14 nifios con
edades gestacionales entre 26-44 semanas que murieron antes de los 3 dias de vida. La cantidad
de AGPI en e! cerebro tendié a incrementarse conforme avanzaba la gestacion. Se estimo que
aproximadamente 31.3 mg de dcidos grasos de la serie n-6 y 14.5 de la serie n-3 se depositaban
cada semana en los tejidos cerebrales de los cuales el 98%-99% cran derivados de larga cadena

de ambas series. Martinez (1991) realizo un estudio en nifios con edades gestacionales
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comprendidas entre 26 y 42 semanas que muricron durante las primeras horas de vida sin haber
recibido alimentacion. En estos cstudios se pudo observar que la acumulacion de AGPI de las
series n-6 y n-3 en la parte anterior del cerebro fue de 85 mg y 30 mg, respectivamente, por
semana. Estas cantidades fueron superiores a las del estudio de Clandinin, aunque ambos
coinciden en sefialar que la mayor parte de estos acidos grasos eran AGPI-CL y que la
acumulacion de derivados de la serie n-6 fue dos veces superior que la de n-3. En ¢l mismo
estudio de Martinez se analizaron tejidos de nifios hasta 2 afios de edad, indicando que los acidos
grasos de las series n-6, n-3 y n-9 aumentaban de forma exponencial en el cerebro durante el

desarrollo prenatal, incrementandose tan s6lo de forma lineal durante el postnatal.

Otro estudio realizado también por Clandinin er al. (1981b) demostré que durante las 5
primeras semanas de vida no se produce una acumulacion significativa de AGPI-CL en higado y
en cerebro sugiriendo que la sintesis cstaria limitada y como consccucencia la velocidad maxima
de acumulacion de estos acidos grasos en los tejidos ne ocurriria hasta varias semanas después

del nacimiento.

La retina como otros tcjidos ncurales, presenta un contenido excepcionalmente alto de
22:6n-3 especialmente localizado en ¢l segmento externo de los fotorreceptores (Bazan y Scott,
1990). Al igual que en ¢l cerebro, la mayor parte de los AGPI-CL presentes en los tejidos de la

retina s¢ depositan entre la 24* semana de gestacion y el nacimiento.

Los requerimientos de 20:4n-6 y 22:6n-3 cn el sistema nervioso central pueden ser

cubiertos mediante diferentes mecanismos (Innis, 1994):

Desaturacion y clongacion de 18:2n-6 y 18:3n-3 en el propio sistema
nervioso central.

Captacion de 20:4n-6 y 22:6n-3 formados en cl higado y secrctados al
plasma.

Captacion de 20:4n-6 y 22:6n-3 transferidos al plasma a través de la

placenta o aportados por la dicta después del nacimiento.

La importancia relativa del mecanismo de captacion de AGPI-CL del plasma y ¢l de
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sintesis in sitw a partir de sus precursores, ¢s un problema fundamental que necesita ser resuelto
para establecer los requerimientos de AGPI-CL de las serics n-6 y n-> del sistema nervioso central
en desarrollo. Varios estudios han mostrado que el cerebro maduro y en desarrollo puede
desaturar y clongar AGE en animales de experimentacion (Cook, 1978; Sanders y Naismith, 1980,
Moore et al., 1990; Moore et al., 1991; Green y Yavin, 1993). Las células endoteliales del
sistema vascular del cerebro pueden desaturar y clongar 18:2n-6 y 18:3n-3 a 20:4n-6 y 20:5n-3,
pero no completan la sintesis la sintesis de 22:5n-6 y 22:6n-3 (Moore et al., 1990). Por otro lado,
los astrocitos pucden sintetizar 20:4n-6 y 22:6n-3 que tras ser liberados pueden incorporarse a
las neuronas del cerebro y del cerebelo (Moore er al., 1991). El ojo también posee los sistemas

enzimaticos de conversion del 18:3n-3 a 22:6n-3 (Wetzel et al., 1991). Estudios recientes han

demostrado que la sintesis de 22:6n-3 se da en epitelio pigmentario retiniano (Wang y Anderson,

1993). Asi, el endotelio capilar del cerebro, junto a los astrocitos y al pigmento pigmentario
retiniano, podrian sintetizar y aportar 22:6n-3 a las células neuronales. Cerebro y retina también
pueden captar ¢ incorporar 20:4n-6 y 22:6n-3 del plasma (Sinclair, 1975; Li et al., 1992; Green
y Yavin, 1993). Parece ser que ¢l 22:6n-3 producido en el higado puede ser transfundido al
cerebro mediante lipoproteinas plasmaticas (Scott y Bazan, 1989; Bazan y Scott, 1990), pero la
importancia cuantitativa de este proccso en diferentes estadios del desarrollo no esta clara.
Estudios recicntes en ratas han sugerido que el 20:4n-6 y 22:6n-3 producidos en el higado
contribuyen muy poco al pool de AGPI-CL del cercbro durante la ultima parte de la gestacion
(Green y Yavin, 1993). Se ha sugerido un papel importante de la o-fetoprotcina en la
transferencia de AGPI-CL del plasma al sistema nervioso central ya que s una proteina presente
en el plasma durante el desarrollo fetal y que contiene grandes cantidades de 20:4n-€ y 22:6n-3
no esterificado (Lamprcave et al., 1982; Calvo er al., 1988). Por otro lado, también se ha
especulado con la posibilidad de que la 2-acil-lisofosfatidilcolina intervenga en cl transporte de
AGPI-CL al cerebro (Thies et al., 1992; Brindley, 1993).

Estado de acidos grasos esenciales maternales y fetales durante la gestacién

En los wltimos 50 afios, la influencia de la nutricion materna sobre el crecimiento fetal ha
sido ampliamente estudiada en relacion al establecimiento de estados de malnutricion proteico
energética en el feto. Ha sido recientemente cuando se ha examinado en hurnanos el papel de los

acidos grasos n-6 y n-3 durante la gestacion.
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Crawford et al. (1981) estimaron que el incremento de acidos grasos en ia mujer gestante
es del 1% de la energia con respecto a la mujer no embarazada y calcularon un aumento del 0.5%
aproximadamente en AGPI-CL de las series n-6 y n-3. Asi, Houwelingen et al. (1993c)
cncontraron una corrclacion positiva entre la cantidad de dcido linoleico de los eritrocitos
maternos y los tejidos fetales. Asimismo, existio una correlacion positiva entre el porcentaje de
22:6n-3 en ¢l plasma materno y fetal. La relacion entre los tejidos matemnos y fetales fue mas

pronunciada a partir de la 10* scmana de gestacion.

Foreman-van Drongelen et al. (1995) han estudiado la influencia del aporte prenatal de
AGPI-CL en el crecimiento prenatal y en los niveles postnatales de AGPI-CL, indicando que el
estado de AGPI-CL de nifios pretérmino en ¢l nacimiento esta relacionado con ¢l crecimicnto
prenatal. Ademas, demostraron que a una edad postconcepcional equivalente a la de un nifio a
término, el estado de AGPI-CL esta determinado no sélo por la dicta, sino también por ¢l nivel

de AGPI-CL que los nifios presentan cn el momento del nacimiento.

Segtin trabajos recientes, la dicta materna no contienc suficiente DHA para garantizar un
adecuado aporte al feto. Estudios realizados por Monique et al. (1995) indican que durante el
embarazo cxiste un deterioro progresivo del estado de DHA cn la madre, por lo que la capacidad
materna para suministrar DHA al fcto podria ser insuficiente. Estos autores han indicado que este
hecho podria estar relacionado con el habito de ingerir una dicta rica en 18:2n-6. La idea de que
la dieta de la mujer gestante pucda cstar desequilibrada en cuanto al contenido en acidos grasos
de las series n-6 y n-3 ha sido también indicada en otros trabajos (Jaarsveld et al., 1994). En cllos
se ha sugerido que seria bencficioso para la madre y para ¢l hijo incrementar la ingesta materna
de DHA, bien fomentando ¢! consumo de pescado o incluso suplementando la dieta de la madre

especificamente con DHA.

Yonekubo et al. (1994a) encontraron una mayor capacidad de aprendizaje en las crias de
ratas que habian sido alimentadas con una dieta rica en aceites de pescado. Posteriormente, el
mismo grupo de trabajo describio que los fetos y las crias de ratas que habian sido alimentadas
durante la gestacion con una dicta rica en aceites de pescado presentaron cambios ¢n las

actividades desaturasas a nivel hepatico y una disminuciéon de la concentracion de 20:4n-6

(Yonekubo et al., 1994b). Puesto que ¢l 20:4n-6 es un acido graso gue ha sido correlacionado
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con ¢l crecimiento durante el periodo postnatal temprano (Koletzko y Braun, 1991; Carlson et
al., 1993) se necesitan mds estudios para llegar a una conclusion valida sobre la conveniencia de

suplementar la dieta de las madres con acidos grasos de la serie n-3 durante la gestacion.

LECHE HUMANA

El gran triunfo de los mamiferos ha sido la ventaja evolutiva que ha supuesto la sintesis
por la propia madre de un alimento adecuado para la descendencia, evitando asi una dependencia
directa de la cantidad y calidad de alimentos. En el caso de la especie humana, ésto es sobre todo
especialinente importante porque permite continuar el desarrollo del recién nacido de forma
extrauterina. Por eso, todos los organismos internacionales de nutricion y muy especialmente la

OMS (1981) recomiendan la leche matema como el alimento idoneo para los lactantes humanos

dadas sus especiales caracteristicas de composicion que no s6lo cubren los requerimientos

nutricionales, sino que aportan otros componentes favorecedores del crecimiento y factores de

proteccion inmunologica.

Composicion de la leche humana

La leche humana s¢ compone fundamentalmente de proteinas, lipidos ¢ hidratos de
carbono, los cuales aportan un valor energético medio de 67-75 Kcal/dl (Macy y Kelly, 1961;
Tsang y Nichols, 1988). Tamnbién, existen otros componentes en menor proporcion tales como
minerales, inmunoglobulinas, enzimas, vitaminas, células y otros de los que a veces se desconoce
su utilidad fisiologica. Los lipidos de la leche humana suministran el 60-68% de la cnergia total
y estan formados por triglicéridos (98%), fosfolipidos (1.3%), colesterol (0.4%) y otros lipidos
traza derivados de la molécula de glicerol (Jensen et al., 1992a). Estos lipidos se encuentran
emulsionados en globulos grasos, con triglicéridos y dcidos grasos ¢n su micleo, rodeados de una
membrana procedente de las células de la glandula mamaria. compuesta de fosfolipidos y ésteres

de colesterol en igual proporcién (Bitman et al., 1983; Bitman et al., 1984; Jensen et al., 1990).
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La composicion de los lipidos de la leche materna es variable dependicndo del grado de
maduracion. La cantidad de grasa va aumentando desde las secreciones en el preparto o
precalostro, calostro, leche de transicion y leche madura desde de 1.1-1.3 hasta 4.1 g/dl (Hamosh

et al., 1985; Bitman et al., 1986). Los triglicéridos aumentan su concentracion desde 2.# g/dl en

¢l calostro, a 3.5 g/dl en la leche de transicion y 3.9 g/dl en la leche madura (Harzer et al., 1983).

En el caso dc los fosfolinidos, su concentracion permanece practicamente constante para Harzer
et al. (1983), mientras que para Bitman er al. (1983) su contenido en la leche del preparto oscila
alrededor de un 3% de los lipidos totales, sicndo un 1.1% en ¢l calostro y menos del 1% en la
leche de transicion y madura (Bitman et al., 1983). En relacion al colesterol, su concentracion
disminuye conforme avanza la lactacion, oscilando cntre 36 mg/dl en calostro y 19 mg/di en leche

madura (Boersma et al., 1991).

La mayoria de los lipidos presentes cn cualquier tipo de leche son triglicéridos, desde el
93% cn las primeras secreciones hasta un 98% en la leche madura, si bien después del parto se
observa un incremente de algunos diglicéridos (Bitman et al., 1986). En relacion a los acidos
grasos se han llegado a detectar hasta 185 en la leche humana (Jensen et al., 1990). Otro aspecto
¢s que los acidos grasos esterificados con el glicerol son de isomeria cis, aunque cxiste entre un
2 y un 18% de la forma trans, procedentes de la grasa parcialmente hidrogenada de la dieta
(Hundrieser et al., 1983). La grasa saturada conticne acidos grasos desde ¢l acido butirico (4:0)
hasta el 26:0 en algunos casos, destacando la cxistencia de pequefias cantidades de acidos grasos
de numero impar de atomos de carbono (Tomareili, 1988). Los acidos grasos estearico, palmitico,
oleico y linoleico forman la mayoria de los triglicéridos, presentando ademas una distribucion
asimétrica. El palmitico sc localiza preferentemente en la posicion 2, mientras que cl estedrico,
oleico, linoleico y a-linolénico aparecen en la posicion 1 6 3 (Hundrieser et al., 1983; Wall et al.,
1992: Clark y Hundrieser, 1993).

Con respecto a los fosfolipidos sus principales fracciones son: fosfatidilcolina (PC, 30%),
fosfatidiletanolamina (PE, 28%) y esfingomiclinas (SM, 32%) (Jensen, 1989a; Jensen, 1989b),
aunque también sc han detectado pequeilas cantidades de fosfatidilserina (PS) y fosfatidilinositol
(PI), junto a cercbrosidos y gangliosidos. Bitman er al. (1984) describicron resultados similares,

aunque indicando una menor proporcion de PE.
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Conforme avanza la lactacion, ia composicion en dcidos grasos de los fosfolipidos
permanece practicamente constante ¢n ¢l calostro, en la leche de transicion y en la leche madura
(Bitman et al., 1983). En relacion al tipo de dcidos grasos presentes en dichos fosfolipidos s¢ ha
descrito que el 11.3% son AGPI-CL frentc a tan soio ci 1.5% en los triglicéridos (Kohn, 1992).
Pero puesto que entre ¢l 96 y ¢l 99% de los lipidos totales de la leche humana son triglicéridos,

alrededor del 90% de los AGPI-CL cstarian contenidos en la fraccion de lipidos neutros.

El colesterol es el principal componente de los estcroles de la leche (10-20 mg/dl). La

mayor parte sc localiza en las membranas dc los globulos grasos de la misma, cuya cantidad no

se ve afectada por la dieta (Jensen, 19892; Jenscn, 1989b). La mayoria se encucitra cn forma libre
y tan solo entre un 10-20% se encuentra esterificado, principalmente con AGPI. El colesterol va
cambiando progresivamente su concentracion conforme la leche va madurando. Asi, de un 3.4%
del total de los lipidos disminuyc a un 0.5% en la lechc madura, aproximadamente. Los ésteres
de colesterol también disminuyen aunque no en la misma proporcion. De un 27-40% del colesterol
tota! descienden a un 20% (Bitman et al., 1983). La composicion en acidos grasos esterificados
a la molécula de colestero! es variable y puede ser afectada por la sintesis lipidica de la glandula

mamaria (Clark y Hundrieser, 1993).

Koletzko er al. (1992) han descrito que en el caso de paiscs curopeos, la proporcion de
acidos grasos saturados varia entre un 41-48% y la de monoinsaturados entre un 37-41%, siendo
el acido palmitico (16:0) y oleico (18:1n-9), respectivamente, los acidos grasos que contribuyen
mayoritariamente. Para el caso del acido linoleico, los valores oscilan entre ¢l 7-8% cn paises
cemo Polonia y Reino Unido, entre ¢l 9-13% cn los paises nordicos y en otros como en Espafia
entre el 15-16%. El contenido en acido linolénico se encuentra en un rango comprendido entre
0.7-1.3%. Los AGPI-CL mas importantes, el AA y DHA, representan el 0.4-0.6% y 0.2-0.4%,
respectivamente (Koletzko et al., 1992). Si comparamos cstas cifras con la leche materna de una
poblacion americana, el acido linoleico, linolénico, araquidonico y docosahexacnoico se

encuentran entre el 8-16%, 0.5%, 0.5-0.7% y 0.2-0.4%, respectivamente (Innis, 1992).

En ¢l caso de los estudios realizados ¢n los paises africanos, todos coirciden en que el
contenido de saturados excede del 50% del total de los acidos grasos debido sobre todo al 12:9

(20%) y al 14:0 (30%). Por cl contrario, la proporcién de monoinsaturados es inferior ¢n la

19




Antecedentes Bibliograficos

poblacion africana con respecto a la europea, no excediendo del 30% en la mayoria de los
estudios. Para los AGE y sus derivados de cadcna larga, las cifras son muy semejantes a las
encontradas para las madres europeas, con la posible excepcion de un mayor contenido de AGPI-

CL n-6 en las poblaciones africanas.

Con respecto a Ia composicion en acidos grasos del calostro en relacion a la leche madura,
¢ésta presenta un contenido inds bajo en dcidos grasos de cadena corta y media (Gibson y
Kneebone, 1981). Entre los acidos grasos mayoritarios, ¢l 16:0 es el que presenta una menor
variabilidad (Villacampa et al., 1982), aunque su proporcion suele ser mayor que en la leche
madura. En estos estudios, el 18:1n-9 se encuentra en mayor proporcion en el calostro junto con
cl contenido total en monoinsaturados. En el caso de los AGE, su concentracion en el calostro
(18:2n-6, 7.82%; 18:3n-3, 0.41%) es inferior a la de la leche madura (18:2n-6, 10.75%; 18:3n-3,
0.59%) (Gibson y Kneebone, 1981), resultados que son también semejantes a los encontrados por
Villacampa et al. (1982). Por ¢l contrario, el contenido en AGPI-CL del calostro es un 4% mayor
que er la leche de 21 dias. Los AGPI-CL derivados del 18:2n-6 representan el 2.6% frente al
1.4% de la leche madura, micntras que los derivados del 18:n-3 constituyen el 1.4% para el
calostro v el 0.7% en la leche de 3 semanas (Gibson y Kneebone, 1981). Asi, los AGPI-CL mas
representativos son el 20:4n-6 con 0.71% y 0.40% y el 22:6n-3 con 0.64% y 0.32% para el

calostro y la leche madura, respectivamente.

Las principales diferencias de composicion entre la leche de madres de nifios nacidos a
término y pretérmino se localizan en los dcidos grasos de menos de 14 atomos de carbono y en
los AGPI-CL. Para el caso del nifio nacido a término, éste recibe de su madre un 10% de los
acidos grasos de cadena media frente a un 17% si fuera pretérmino (Bitman ef al., 1983). Si
comparamos los AGE, la leche de madres de nifios pretérmino presenta un contenido en 18:2n-6
igual o ligeramente inferior con respecto a la leche de madres a término. Sin embargo, la presencia
del 18:3n-3 es marcadamente inferior en la leche del pretérmino. Con respecto a los niveles de
AGPI-CL tanto de la serie n-6 como de la n-3, éstos muestran un mayor contenido en la leche de
ias madres de nifios pretérmino o muy pretérmino en el calostro y la leche de transicion en

relacion a la leche de un nifio a término (Bitman et al., 1983), aunque esas diferencias tienden a

igualarse cuando la leche es madura. De esta manera, los nifios pretérmino pueden recibir los

AGPI-CL necesatios para completar su desarrollo, especialmente del cerebro y de la retina
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(Clandinin et al., 1982).

Modificacién de la composicién en acidos grasos de la leche materna por la
dieta

Diversos estudios realizados en muieres parecen indicar que la composicion en acidos
grasos de la leche es un estrecho reflejo de la grasa de la dicta. Asi, cuando la dicta materna
presenta un contenido bajo en grasa y alto en carbohidratos, la glandula mamaria sintctiza los
acidos grasos a partir de éstos, presentando una grasa mas saturada (Hamosh er al., 1992). De
la misma mancra, la composicion en monoinsaturados (Koletzko er al., 1992) y cn AGE dc la
leche humana varia en funcion de la composicion de la dicta (Jensen, 1989a; Koletzko et al.,
1991; Koletzko et al., 1992). Por ¢jemplo, ¢l consumo de accites vegetales en Estados Unidos
incremento ¢t contenido en dcido linoleico de un 8% cn los afos 60 y 70 hasta un 15% cn los 80
(Bitman er al., 1983; Jensen, 1989a). Sin embargo, la cantidad en AGPI-CL de la leche esta
menos afectada por la region geogrifica y por los habitos dictarios (Koletzko er al., 1991,
Koletzko et al.. 1992).

Como indicador de la procedencia de los AGPI-CL de la leche humana se ha propucsto
ia relacion de acidos grasos de la leche y del plasma materno (Hamosh et al., 1992). Asi, una
relacion proxima a | indicaria un paso desde la circulacion materna, bicn procedentes de la dicta
o de los depositos de grasa; por cl contrario una relacién superior a 1 indicaria una sintesis por
parte de la glandula mamaria. Hamosh e al. (1992} analizaron los lipidos del calostro y del plasma
de 30 madres de nifios nacidos a término en los dos primeros dias después del parto y observaron
que la relacion cra superior a 1. De esta mancra, estos autores mostraban que hay una clongacion-
desaturacion en la glindula mamaria después de dar a luz. Por otro lado, la clevada concentracion
de AGPI-CL en el calostro de madres de nifios pretérmino, indicaria que las células mamarias son
capaces de elongar y desaturar los acidos linoleico y linolénico después del parto, sicndo csto

independiente de la duracion del embarazo (Hamosh er al., 1992).

Se ha podido comprobar que cxiste una regulacion distinta de la concentracion de AGE

o sus derivados de cadena larga. Para cl caso del 18:2n-6 y del 18:3n-6 se ha observado que en

leche madura ¢l cocficiente de variacion ¢s mas de dos veces superior al encontrado para sus
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derivados n-6 de larga cadena (Koletzko et al., 1992). Mas aun, los AGPI-CL de la leche no

parecen tener relacidn alguna con sus precursores (Gibson y Kneebone, 1984; Koletzko er al.,

1988). Por el contrario, los AGPI-CL n-6 y n-3 estin correlacionados entre cllos, lo que hace
suponer que ambas series comparten una misma ruta de secrecion en la ieche, ya que en la mayor
parte de los estudios realizados en paises con distintos hdbitos dietarios, la proporcion entre ellos
suele ser muy constante, alrededor de 2 aproximadamente (Koletzko et al., 1992) y muy
semejante a la encontrada en el cercbro neonatal y en otros tejidos ricos en membranas
(Svennerholm, 1968; Martinez, 1991).

Solo en el caso de vegetarianos estrictos y mujeres que consumen una gran cantidad de
pescado habitualmente en la dicta, prescntan diferencias en ¢l contenido de 22:6n-3 en la leche
con respecto a los grupos controles (Koletzko er al., 1991; Sanders y Reddy, 1992). El contenido
de 20:4n-6 cs similar cn leche de mujeres vegetarianas estrictas, vegetarianas y omnivoras, pero
el contenido de 22:6n-3 en el grupo de vegetarianas estrictas cs menor que en los otros dos,
indicando que diferencias extremas cn los habitos dietarios pueden cambiar la composicion de la
leche humana en cuanto al contcnido en AGPI-CL (Sanders y Reddy, 1992). La cantidad de
22:6n-3 es mayor en la leche de madres con un consumo alto de pescado (Koletzko et al., 1991)
y en aquellas mujeres que reciben una supiementacion con aceite de pescado en la dieta (Jensen
et al., 1992b). Sin embargo, a pesar de la concentracion clevada de 20:5n-3 en ¢l aceite de
pescado, el acido graso mayoritario de la seric n-3 en la leche es ¢l 22:6n-3, sugiriendo que existe
un mecanismo regulador para suministrar una cantidad relativamente constante de este icido

graso al recién nacido.

Estudios realizados en animales de experimentacion y en humanos indican la relacion
existente entre la dieta matemna. la composicion en acidos grasos de la leche y la de los tejidos de
la descendencia. En un estudio realizado en ratas, se ha observado que una dicta suplementada
con accites de pescado incrementa marcadamente los niveles de DHA en la leche (Yeh er al.,
1990). Ademas, se ha comprobado que ¢l incremento del DHA en la leche es transmitido al
plasma de la descendencia (Yeh er al., 1990) y. a su vez, a la PE dc todas las fracciones
subcelulares del cerebro de las crias (Yeh er al., 1993). Resultados similares han sido descritos

por otros investigadores (Galli ez al., 1971; Foote et al., 1990; Arbuckle et al., 1991).
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Arbuckle e Innis (1993) también han podidc comprobar que la suplementacion de la dicta
materna de cerdos con un 1% de aceite de pescado permite un aumento del contenido en DHA
de la leche hasta un 1.5% frente al 0.1% de la leche de cerda de aquellas madres que no recibicron
suplementacion. Estos autores mostraron ademas que los cerdos recién nacidos alimentados con
la leche rica en DHA (1.5%) presentaban niveles superiores de este dcido graso en higado,
eritrocitos, fosfolipidos plasmaticos, retina y en la membrana sinaptica que aquellos nconatos

alimentados con leche materna mas pobre en éste (0.1%).

Sanders y Reddy (1992) han publicado que las proporciones de DHA en los lipidos totales
de los eritrocitos de nifios de madres vegetarianas estrictas alimentados al pecho es de 1.9%
comparado con 6.2% ¢n los nifios alimentados por madres omnivoras como consecuencia del
menor contenido de DHA en la leche debido a una dieta vegetariana (0.14% frente a 0.37% en
los controles). Iguaimente, la suplementacion de aceite de pescado a la dieta materna produjo un

incremento de DHA en los lipidos eritrocitarios del 4.5% al 6.1% en los nifios alimentados al

pecho (Jensen e al., 1992b). Ademas, se ha podido comprobar que el DHA de la leche y de los

eritrocitos de los recién nacidos alimentados al pecho esta positivamente correlacionado con el
DHA de la dieta matema.

Estos y otros estudios han provocado que organismos internacionales como el Comité
para Grasas y Aceites en Nutricion Humana de la FAO/WHO (1994) recogieran la importancia
de un adecuado aporte de DHA a la madre no solo durante la gestacion, como se ha comentado

previamente en esta memoria, sino también durante la lactacion.
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EFECTO DE LA DIETA SOBRE EL ESTADO DE ACIDOS GRASOS
POLIINSATURADOS DE CADENA LARGA

Comparacion entre leche humana y formulas para lactantes

Como se ha descrite en el Apartado sobre composicicn de la leche humana, ésta presenta
cantidades relativamente constartes de AGPI n-6 y n-3 de 20 y 22 atomos de carbono, aun
considerando la variabilidad observada en la composicion de la misma. Sin embargo, este tipo de

derivados estan ausentes en la mayor parte de las formulas adaptadas.

Segun un estudio realizado por Clandinin ez al. (1981a), la cantidad de AGPI-CL que
aporta la leche humana seria suficiente para cubrir los requerimientos que para estos acidos grasos

presentan tanto nifics a término como pretérmino.

Independientemente del tipo de alimentacion recibida, después del nacirniento se produce
una disminucion del porcentaje de AGPI-CL cn plasma y eritrocitos de recién nacidos (Pita et al.,
1989; Ponder et al., 1992). Esta disminucion es debida a la introduccion de una dieta de
composicion muy diferente a la recibida intraltero, con una alta concentracion de lipidos
especialmente ricos en 18:1n-9 y 18:2n-6. Sin embargo, la cantidad absoluta de AGPI-CL en
plasma disminuye muy poco al no estar influida por otros acidos grasos mayoritarios en la dicta
(Ramirez, 1992).

En cualquier caso, es un hecho conocido que los recién nacidos a término y pretérmino
alimentados con leche humana presentan niveles superiores de AGPI-CL en plasma y eritrocitos
(PC y PE) que aquellos que reciben una formula para lactantes (Sanders y Naismith, 1979;
Putnam et al., 1982; Carison et al., 1986; DeLucchi ¢f al., 1988; Clandinin ef al., 1989; Pita er
al., 1989; Koletzko et al., 1989; Ponder et al., 1992). Carison indico que ¢l aporte de AGPI-CL
por la leche humana proporcionaria una diferencia del 5% del nivel de DHA y el 15% del nivel
de AA en los fosfolipidos de los eritrocitos con respecto a nifios alimentados con una formula

estandar (Carlson, 1993). Ademas, algunos trabajos han demostrado que los nifios que toman
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leche hurnana presentan concentraciones significativamente superiores de DHA en los fosfolipidos
de la coiteza cerebral que los alimentados con diferentes formulas convencionales sin AGPI-CL
anadidos (Farquarson et al., 1992; Makrides et al., 1994).

Estos estudios han sugerido un cierto déficit de actividad desaturasa en ¢l recién nacido,
muy especialmente en el pretérmino debido a su mayor inmadurez y a la menor reserva dc AGE
(Warshaw y Kimura, 1973). En efecto, estudios in vitro han demostrado que la actividad
desaturasa en higado fetal humano a las 22 semanas de gestacion es solo la mitad que en ¢l adulto
(DeGomez Dumm y Brenner, 1975). Asimismo, la actividad delta-6 y delta-5 desaturasa en
higado de cerdos nacidos pretérmino es menor que en los nacidos a término (Clandinin et al.,
1985).

Recientemente, dos grupos dc trabajo han medido in vivo la actividad desaturasa en recién
nacidos mediante ¢l empleo de isotopos cstables. Ambos estudios concluyen que existe actividad
desaturasa incluso en ¢l nifio pretérmino ya durante la primera scmana de vida (Camielli et al.,
1994b; Salem er al., 1996). Si esta actividad desaturasa esta mal regulada o es insuficiente para
mantener las aitas demandas tisulares es un hecho que por ¢l momento no se¢ ha podido
determinar. De igual forma, las implicaciones que ésto tenga sobre los requerimientos en acidos

grasos de los recién nacidos no han sido determinadas.

Oftro aspecto interesante, ¢s que ¢l efecto observado sobre el metabolismo de los AGPI
en los nifios alimentados al pecho parece ser diferente para los derivados de la serie n-3 que para
los de la n-6 (Innis, 1993). Los niveles mas clevados de 18:2n-6 en los sfolipidos plasmaticos
de nifios alimentados con formulas se explican en parte per ¢l mayor contenido de este acido
graso en las mismas (Carlson et al., 1986, DeLuchi et al., 1988, Pita et al., 1989). Sin embargo,
los niveles de 18:2n-6 siguen siendo altos en nifios que han recibido formulas con contenido en
este acido graso escncial similar al de la leche humana (Putnam er al., 1982). Un incremento en
18:2n-6 desde el 8% al 23% del total dc acidos grasos en la leche de cerda. obtenido mediante

modificacion de la dicta materna, no produjo un efecto significativo en la cantidad de 18:2n-6 de

plasma y eritrocitos en las crias. Sin embargo, cerdos alimentados con formulas artificiales que

contenian 16% de 18:2n-6, mostraron niveles superiores de este acido graso que los alimentados

con la leche de sus madres (Arbuckle et al., 1994), indicando que ¢! efecto de la alimentacion con
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leche materna sobre los derivados de la scric n-6 podria estar relacionado con el metabolismo de

las lipoproteinas plasmaticas ricas en fosfolipidos.

Para intentar corregir las altcraciones en los niveles de AGPI-CL encontrados en los nifios
alimentados con formulas se han scguido varias cstrategias. La primera de ellas consiste en la
adecuacion de los niveles de AGE en las formulas cuidando tanto la cantidad de los mismos como
la relacion entre 18:2n-6 y 18:3n-3. La segunda consiste cn la adicion de AGPI-CL preformados
de diferentes fuentes de origen animal o vegetal para imitar en la medida de lo posible la

composicion en dcidos grasos de la leche humana.

Relacion ideal de los acidos linoleico y a-linolénico en la dieta

Actualmente se cree que ¢l contenido medio en acido linoleico y e-linolénico y la relacion
entre clos de fa leche humana es lo ideal para el recién nacido y es el patron a seguir en el disefio
de formulas infantiles. Los recién nacidos son capaces de desaturar y clongar los precursores hasta
derivados de 20 y 22 atomos de carbono (Camielli er al., 1994b; Salem et al., 1996), pero se

desconoce hasta que punto los AGE cubririan por si solos los requerimientos de AGPI-CL n-6

y n-3. Cuando el recién nacido es alimentado con leche humana posiblemente la relacion entre los

AGE resulte menos relevante al contener ésta AGP1-CL preformados. En cambio, cuando recibe
una formula lictea sin AGPI-CL, la relacion entre los AGE cobra especial importancia porque de
clla depende la adecuada sintesis de AA y DHA. Sin embargo, la relacion entre 18:2n-6 y 18:3n-3

para una formula adaptada no ha sido bien definida.

Durante los tltimos afios se han publicado numerosos trabajos, especialmente en animales
de experimentacion para determinar cudl es la cantidad necesaria de 18:3n-3 en la dieta y su
relacion con otros acidos grasos de 1a misma como ¢l 18:2n-6, para mantener una acumuiacion
maxima de DHA en los tejidos neurales (Bourre er al., 1989; Hrboticky er al., 1990; Rioux ¢
Innis, 1992; Arbuckle ¢ al., 1994). Sc le ha prestado menos atencion a la cantidad de AA en los
tejidos debido al papel preponderante del 22:6n-3 a nivel del sistema nervioso central y de la
retina y a que la modificacion del contenido en 18:2n-6 de las formulas no conduce a un mayor
nivel de 20:4n-6 en los lipidos eritrocitarios de los recién nacidos (Putnam er al., 1982). En cerdos

alimentados con una dieta rica en 18:2n-6 tampoco s¢ produjo un aumento de 20:4n-6 ¢n los
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tejidos aunque si de otros acidos grasos de la scrie n-6 como 22:4n-6 y 22:5n-6, ademas de la
consiguiente reduccion del contenido en los derivados de la serie n-3 (Arbuckle ef al., 1994). Por
otro lado, un incremento de 18:3n-3 en la dieta siempre produce una disminucion de 20:4n-6 a
nivel tisular (Rioux e Innis, 1992; Clark et al., 1992). Este cfecto también s¢ observa cuando se
inciuyen en la dieta derivados de cadena larga de la seric n-3 y es debido a Ia inhibicion de la
desaturacion del 18:2n-6 asi como a la competencia en las reacciones de acilacién entre 20:4n-6
y 20:5n-3 (Innis, 1993).

Arbuckle et al. (1994) alimentaron varios grupos de cerdos recién nacidos con dietas que
contenian diferentes relaciones de AGE y compararon los datos obtenidos con un grupo
alimentado con leche de cerda. Los resultados de este estudio mostraron que la formula que
contenia un 4% de 18:3n-3 (2.1% de la cnergia) proporcionaba una cantidad adecuada de acidos
grasos de la seric n-3 para permitir una acumulacion de DHA de los fosfolipidos del sistema
nervioso central similar a la de los arimaies alimentados con leche ac cerda desde el nacimiento.
Los niveles de DHA en el cerebro parecian estar mas inflicnciados por la cantidad absoluta de
18:3n-3 que por la relacion 18:2n-6/18:3n-3 en la dicta. Sin embargo, csta relacion era mas
importante cuando la formula presentaba un contenido de 18:3n-3 mas bajo. Las dictas con mayor
contenido de 18:3n-3 produjeron una disminucion de 20:4n-6 en los tejidos, mas marcada en los

fosfolipidos del higado que en los del cercbro (Rioux e Innis, 1992; Arbuckle et al., 1994).

Con respecto a la determinacion de la relacion optima entre 18:2n-6/18:3n-3 en formulias
para recién nacidos, no existe un acuerdo en los diversos trabajos realizados y no siempre arrojan

conclusiones comparables a las encontradas en animales de experimentacion.

Clark et al. (1992) estudiaron varios grupos de recién nacidos a término alimentados con
distintas relaciones dictéticas de AGE observando que una relacion de 18:2n-6/18:3n-3 de 4:1 6
3:1 permitia una mayor incorporacion de 22:6n-3 en los lipidos eritrocitarios con respecto a una
relacion de 19:1. Ademas, con ia relacion mas baja (3:1), el contenido de 20:4n-6 plasmatico
disminuia en relacion al resto de los niftos alimentados con formula. Estos autores compararon

los resuitados con otro grupo que tomoé leche humana, encontrando que los recién nacidos

alimentados con cualquier formula presentaban un peor estado de 20:4n-6 y 22:6n-3 plasmatico

y eritrocitario. Este estudio sugiere que, al contrario de lo que ocunia en cerdos (Arbuckle er al.,
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1994), el factor determinante de los niveles de DHA en recién nacidos alimentados con férmulas
es la relacion 18:2n-6/18:3n-3 mas que la cantidad absoluta de estos acidos grasos en la dieta
(Clark et al., 1992). Sin embargo, estudios realizados por Ponder ef a/. (1992) han indicado que
nifios alimentados con dos formulas con relacion 18:2n-6/18:3n-3 39:1 frente a 7:1, presentaban
niveles similares de 22:6n-3 y tainbién de 20:4n-6 en plasma y eritrocitos y que dichos niveles en

ambos grupos eran también inferiores a los nifios que recibieron leche humana.

Los estudios de Uauy et al. (1990) y Billeaud et al. (1993) arrojan nuevos resultados
coniradictorios al indicar que formulas con una relacion 18:2n-6/18:3n-3 de 8:1 y 6:1
respectivamente, produjeron niveles de 22:6n-3 y 20:4n-6 en plasma y eritrocitos comparables a

los encontrados en recién nacidos alimentados con leche humana.

Otra serie de trabajos realizados también en humanos han empleado formulas con diferente
contenido de acidos grasos esenciales pero manteniendo relaciones 18:2n-6/18:3n-3 mas proximas
al valor considerado como medio en la ieche humana (10:1). Putnam er al. (1982) estudiaron
nifios a término que fueron alimentados con formulas con relaciones de AGE similares (9:1 y
12:1) pero una de ellas conteniendo 3 veces mas linoleico y 4 veces mas linolénico que la otra.
Ambos grupos presentaron niveles similares de AA y DHA en los fosfolipidos eritrocitarios ¢
inferiores a los de un grupo control alimentado con leche humana. Este estudio indica que el

aumento de AGE en la dieta no produce un incremento paralelo de AGPI-CL.

Por el contrario, Innis et al. (1990) encontraron que una formula con un 2% de 18:3n-3
y una relacion 18:2n-6/18:3n-3 similar a la de la leche humana permite una incorporacion de
acidos grasos de la serie n-3 en los tejidos de nifios de bajo peso similar a la que presentan los

recién nacidos alimentados con leche humana.

Efecto de la suplementacion con acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

a las formulas adaptadas

a) Estudios bioquimicos

Como se ha discutido en ¢l apartado anterior, el 22:6n-3 de la dieta es mucho mas efectivo
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para conseguir niveles superiores de este acido graso en los tejidos que su precursor, el 18:3n-3
(Hoffman y Uauy, 1992). Tampoco ¢l 18:2n-6 de la dicta consigue en nifios alimentados con
formulas los niveles de AA encontrados en los que reciben leche humana (Putnam ez al., 1982;
Ponder er al., 1992; Clark et al., 1992). La otra altemativa para corregir las diferencias en la
composicion en AGPI-CL relacionadas con el tipo de alimentacion parece ser suplementar las

formulas directamente con AGPI-CL preformados.

Carlson et al. realizaron varios estudios a corto y a largo plazo para determinar si el aceite
de pescado como fuente de DHA podria sustituir al DHA de la leche humana en la nutricion de
los nifios prematuros. El propésito de estos trabajos consistia por un lado en determinar el nivel
de suplementacion con accites marinos para mantener ¢l estado de DHA sin que los valores de
los acidos grasos de la seric n-6 fueran alterados, y por otro lado, conocer la mejor forma de
administracion de los aceites de pescado. Liu er al. (1987) establecieron que la adicion de 11 mg
DHA/Kg/dia como aceite de pescadec microdisperso en una formula proporcionaba una
concentracion de DHA en la misma semejante a la observada cn leche materna (0.2%}) y que era
mucho mas eficaz que una monodosis de aceite (Carlson ef al., 1986). Asi, a las dos semanas de
suplementacion, los niveles de DHA plasm:ticos de los recién nacidos fucron superiores con
respecto a un grupo control {Liu e7 al., 1987). Posteriortnente, estos autores observaron que una
variacion de la ingesta dietaria de DHA entre 0.2-0.4% no suponia una modificacion de la
concentracion de este dcido graso en los fosfolipidos plasmaticos y en los eritrocitos de los niftos
de bajo peso, pero en cualquier caso sc obscrvaban niveles superiores de DHA en plasma y
eritrocitos en los nifios alimentados con la formula suplementada en comparacion con aquelios
que recibieron una formula convencional. Estas diferencias aparecieron en plasma entre 1-2
semanas y en eritrocitos a las 3-4 semanas después de iniciarse la alimentacion (Carlson et al.,
1991).

En un estudio a largo plazo realizado por este mismo grupo de trabajo en recién nacidos
de bajo peso, se eligio ¢l nivel mas bajo de suplementacion de DHA en las formulas (0.2% del
total de acidos grasos) (Carlson et al., 1991). EL porcentaje de DHA en la fosfatidiletanolamina

de los eritrocitos disminuyo en los nifios controles alimentados con la formula sin suplementar

desde el inicio del estudio hasta las 57 semanas postconcepcionales (6 meses después del

nacimiento) manteniéndose después constante durante las proximos 8 meses. Por el contrario, en
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los nifios alimentados con la formula suplementada con aceite de pescado, ei nivel de DHA fue
superior, alcanzando niveles similares a los descritos previamente en recién nacidos pretérmino
(Carlson er al., 1986) y a término a los 4-6 meses de edad alimentados con leche humana desde

¢l nacimiento (Putnam et al., 1982).

Ademads del DHA, estos estudios también centraron su atencion en los efectos de la
suplementacion con aceites marinos sobre el contenido en AA y EPA. El nivel de AA en los
fosfolipidos plasmticos y etitrocitarios no s¢ modifico en los estudios a corto plazo sicmpre que
la ingesta total de AGPI-CL n-3 procedentes de aceites marinos no excediera ¢l 0.5% del total
de los acidos grasos. A largo plazo, el nivel de AA descendio significativamente en ¢l grupo
suplementado con aceite de pescado. En el caso del EPA, éste aumento sus valores en los recién
nacidos que recibicron la formula suplementada, descendiendo la relacion AA/EPA en los

fosfolipidos circulantes en comparacion con los nifios que recibieron una formula sin suplementar.

Otros autores analizaron la composicion en acidos grasos sanguincos en nifios de bajo
peso alimentados con varias formulas de distinto contenido en AGE, junto a una férmula
suplementada con aceitcs de pescado y un grupo control de leche humana. Los resultados
obtenidos fueron similares a los de Carlson et al. (1991), indicando que la suplementacion con
0.35-0.40% de DHA a una formula permitia alcanzar en los recién nacidos de 7-10 dias de vida
una coacentracion similar de DHA en plasma y eritrocitos a los que recibieron leche humana
(Uauy er al., 1990; Birch et al., 1992a; Birch et al., 1992b; Hoffman y Uauy, 1992). A las 57
sernanas postconcepcionales, estos estudios demuestran que los recién nacidos alimentados con
la formula que contenia aceite de pescado fueron capaces de mantener los niveles de DHA ¢

incluso llegaron a superar los niveles de aquellos que fueron alimentados con leche humana.

Estos estudics también han demostrado un mejor desarrollo retiniano en los nifios que
recibieron los AGPI-CL de la seric n-3 en la dieta, indicando quc estos acidos grasos se
incorporarian no solo a eritrocitos sino a membranas del tejido nervioso. Por razones obvias, este
dltimo aspecto no ha podido ser comprobado en recién nacidos humanos por lo que solo se
pueden obtener conclusiones claras a partic de los estudios realizados en animales de

experimentacion. Arbuckle ef al. (1991) suplementaron una formula para cerdos con diferente

contenido en aceite de pescado (0.3% y 0.8% de DHA) en comparacion con otro grupo que
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recibio leche de cerda (0.1% de DHA). Los resultados obtenidos en plasma y eritrocitos en el
perfil de AGF{ fueron similares a los estudios mencionados anteriormeate en humanos. En ¢l caso
del DHA, sus niveles fueron superiores en los sinaptosomas del cerebro de cerdos que recibieron
un suplemento de aceite marino que cuando fueron alimentados con leche de cerda, posiblemente
debido al menor contenido de este acido graso en la misma. A pesar de la mayor incorporacion
de acidos grasos de la serie n-3, ¢l cerebro no sufrié un descenso de AA y un incremento en EPA
como ocurria en los fosfolipidos plasmaticos y hepaticos. Estos datos sugieren que el cerebro
retiene poco EPA y mantiene los niveles de AA (Arbuckle et ai., 1991). Fueron propuesios dos
mecanismos para justificar estos resultados. Por un lado, el EPA puede sufrir una 3-oxidacion
peroxisomal hepitica o una rapida elongacion-desaturacion hasta DHA, lo que explicaria el bajo
contenido en EPA en el cerebro. Por otro lado, la presencia de un transportador especifico para
el AA ligado a la a-fetoproteina justificaria ¢l mantenimiento de este dcido graso del sistema

Nervioso.

Lin et al. (1994) analizaron la composicion de los fosfolipidos de la retina cn monos y
observaron que aquellos que recibieron 0.3% de DHA en la dieta mejoraron el estado para este
acido graso en relacion a un grupo control. Igualmente, Anderson y Connor (1994) comprobaron
en gallinas que un 2.1% de DHA en la dicta mejoraba los valores de este acido graso en cerebro
¢ higado de estos animales en relaciér a los que habian recibido un 2.2% en la formula como
18:3n-3.

A pesar de las ventajas que la suplementacion con aceites de pescado pueda suponer sobre
la funcion retiniana y el desarrollo del sistema nervioso central, son muchos los inconvenientes
que presenta su administracién. En primer lugar, los accites de pescado contiencn cantidades
elevadas de dcidos grasos de la serie n-3 pero no de la n-6, que representados por el AA sc
encuentran en concentraciones clevadas en todos los tejidos incluido el cercbro y que son
desplazados de fos mismos cuando la cantidad de n-3 es muy alta en la dieta (Carlson y Salem,
1991). El AA ademas de comportarse como precursor de prostaglandinas y lcucotrienos, se ha

correlacionado positivamente con ¢l crecimiente durante los primeros meses de vida, sugiriecndo

que este acido graso podria actuar como promotor del mismo durante la vida postnatal temprana

(Koietzko y Braun, 1991; Carlson et al., 1993). Carlson y Salem (1991) también mostraron una

asociacion entre el AA de los fosfolipidos sérices ¢ indices de desarrollo mental en niftos
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pretérmino, aunque para otros autores (Bjerve et al., 1993) dicha asociacion no parece cstar
suficientemente clara. En segundo lugar, los aceites de pescado contienen cantidades elevadas no
solo de DHA sino también de EPA. Este dcido graso se encuentra en bajas cantidades en los
tejidos pero aumenta cuando se supicrenta la dicta con aceites de pescado pudiendo producir
trastornos cn la coagulacion a través de la formacion de prostaglandinas de la serie 3, y
alteraciones de la incorporacion de acidos grasos no solo de la serie n-6, sino también de la n-3
en iejidos neurales. Ademas, el aumento de EPA en los tejidos neurales se ha relacionado con
retraso del crecimiento y el desarrollo psicomotor en nifios pretérmino (Carlson y Salem, 1991;
Carlson et al., 1992a). A menudo los aceites de pescado contienen componentes indeseables
como productos de oxidacion, impurczas de varias clases, componentes organicos menores
diferentes de los acidos grasos y algunos dcidos grasos con efectos nocivos como el 22:1 (Carlson
y Salem, 1991). Asimisme, en humanos adultos se ha podido ver que la administracion de aceite
de pescado produce alicraciones de la funcién inmune como reduccion de los leucocitos
polimorfonucleares y de la quimiotaxis mediada por monocitos, asi como reduccion de la
capacidad para generar agentes oxidantes implicados en la destruccion de bacterias (Carlson y
Salem, 1991). Sin embargo, Uauy ef al., 1994 no encontraron efectos perjudiciales sobre el
crecimiento, tiempo de coagulacion y niveles de antioxidantes de nifios de bajo peso alimentados

con dictas que contienen aceites marinos.

Finalmente, se han realizado varios cstudios en ios que se suplementaron formulas
infantiles para nifios pretérmino con AGPI-CL dec la serie n-3 y tambiéa de la n-6, en relacion
semejante a la de la leche humana. Los resultados obtenidos por Koletzko er al. (1989) indican
que los nifios pretérmino de 21 dias de edad que recibieron una formula suplementada con 0.5%
de AGPI-CL n-6 y n-3 presentaban un mejor estado de AGPI-CL en los fosfolipidos plasmaticos
que aquellos que se alimentaron con una formula convencional. Sin embargo, estos valores fueron
inferiores a los de nifios alimentados al pecho que recibieron un 1.7% de AGPI-CL de sus propias
madres. Posteriormente, Clandinin er al. (1992) suplementaron una dieta para nifios pretérmino
con 0.8% y 0.7% de AGPI-CL n-6 y n-3 respectivamente, y observaron que después de 4

semanas de alimentacion, los niveles fueron similares a los de los nifios que recibieron leche

humana y ademads, estos valores fucron claramente superiores a los de aquellos nifios que

recibieron una formula cstandar. Para otros autores, niveles dietéticos de 0.60% de DHA y 0.75%

de AA para nifios pretérmino serian suficientes rara mantener los lipidos séricos de forma
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semejante a los alimentados al pecho, sin mostrar ningtn tipo dc deficiencia (Kyle er al., 1996).

En otro estudio la suplementacion de la dieta con AGPI-CL en cantidades similares a las
encontradas en leche humana de niftos a término mejord ¢l estado de AGPI-CL de estos nifios sin
apreciar efectos adversos sobre el crecimiento o los niveles de antioxidantes (Decsi y Koletzko,
1995).

b) Estudios fisiologicos

Desde hace algunos afios, sc sabe que la deficiencia en acidos grasos puede provocar
serias alteraciones en humanos y en animales de experimentacion tales como cambios cn cl
comportamiento y en el aprendizaje (Bourre et al., 1989), empeoramicento de la agudeza visual
(Neuringer et al., 1984) y alta mortalidad perinatal (Pax et al., 1992). Con el fin de conocer las
implicaciones de un peor estado de AGPI-CL sobre ¢l desarrollo del cerebro y la retina en recién
nacidos se han realizado diversos estudios fisiologicos. La mayor parte de ellos se han centrado
en la evaluacion de la alimentacion con leche humana o con formulas suplementadas o no con
AGPI-CL sobre tests de agudeza visual y desarrollo mental. Bajo este punto de vista, nifios a
término y pretérmino se han tratado como dos entidades separadas debido a la mayor inmadurcz
de estos ltimos y 3 que presentan menores niveles de AGPI-CL (Carlson, 1993). Ambos aspectos
han sido corroborados en un estudio reciente en el que se ha observado que el estado de AA y
DHA es inferior en nifios pretérmino que en a término durante la vida postnatal temprana y que
los niflos pretérmino presentan menor agudeza visual a los 4 meses y menor desarrollo psicomotor

alos 4, 8 y 18 meses de edad (Rioux er al., 1995).

Un estudio descrito en varias articulos por Birch et al. mostrdé peores respuestas en los
electrorretinogramas de los bastones a las 36 semanas y peor agudeza visual preferencial y
potenciales visuales evocados a las 57 semanas postconcepcionales, en recién nacidos de muy bajo
peso alimentados con una formula que contenia 0.5% de 18:3n-3 en relacion a los que recibieron
leche materna o una formula suplementada con 0.35% de DHA procedente de aceites marinos
(Uauy et al., 1990; Birch et al., 1992a; Birch et al., 1992b). Ademas, cstos autores destacaron
que un aumento del 18:3n-3 (2.7%) en la formula no mejoraba la agudeza visual a las 57 semanas
(Birch et al., 1992b). Recientemente, Werkman y Carlson (1995) también han encontrado que un

0.1% de DHA puede mejorar la actividad visual cn un grupo de nifios pretérmino con respecto
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a otro alimentado con dictas estindar conteniendo 1.5% y 2.5% del total de acidos grasos como
18:3n-3.

Parece por tanto, que el 22:6n-3 ¢s capaz de influir en la maduracion de la retina y mejorar
la agudeza visual en los nifios pretérmino, aunque no cxisten resultados claros en cuanto a su
influencia sobre ¢l desarrollo mental. Asi, Lucas et al. (1994) no encontraron diferencias en el
indice psicomotor ni en el indice de desarrollo de Bayley relacionado con el aprendizaje del
lenguaje a los 18 meses de edad entre nifios prematuros alimentados con leche humana o con una
formula estandar sin 20:4n-6 6 22:6n-3. En cambio, Carlson y Wilson (1994) indicaron quc los
nifios prematuros alimentados con una formula que contenia AGPI-CL de ia serie n-3 presentaron

mejor indice de desarrollo de Bayley.

En el caso de los recién nacides a término se han encontrado resultados también
contradictorios. Cuando estos neonatos fueron alimentados con una formula adaptada sin AGPI-
CL (17.9% de 18:2n-6 y 2.1% de 18:3n-3), no presentaron diferencia alguna en la agudeza visual
a los 3 0 a los 9 meses de edad con respecto a aquellos que recibicron leche humana (Innis et al.,
1994a; Innis et al., 1994b). por lo que la agudeza visual no se relacionaria con la dicta o ¢l 22:6n-
3 de ios lipidos sanguineos en nifios a término (Innis et al., 1994b). Estos y otros autores
obtuvieron también datos similares posteriormente (Innis er al., 1995a; Innis et al., 1995b; Friel
et al., 1995; Auestad et al., 1995; Rioux et al., 1995; Neuringer et al., 1995; Hartmann y

Neuringer, 1995).

Por el contrario, otros investigadores han observado menor agudeza y potencial visual
evocado en nifios a término alimentados con una férmula sin suplementar en comparacion con un
grupo que recibio leche materna (Birch ez al., 1993; Makrides et al., 1993; Makrides e al.,
1995a; Makrides et al.. 1995b; Carlson er al., 1995, Jorgesen et al., 1995; Gibson et al., 1995).
Cuando sc suplementaban las formulas con 0.43% de 20:4n-6 y 0.10% de 22:6n-3 mejoraba la
agudeza visual a los 2 meses de edad presentando respuestas similares a las de un grupo de leche
humana (Carlson et al., 1995). En cambio para Auestad ef al. (1995) y Neuringer et al. (1995)

suplementar las férmulas con AA y DHA no suponia una mejora de la agudeza visual con

respecto a los nifios que habian recibido unicamente 18:2n-6 y 18:3n-3.
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La causa de las discrepancias de estos estudios es desconocida, aunque podria explicarse
en base a la diferente metodologia empleada por los distintos grupos de investigacion en la medida
de la agudeza visual o al diferente contenido en acidos grasos cn las formulas. En este sentido,
Innis (1994) indicé que la ausencia de diferenzias entre los grupos de alimentacion era debida a
una elevada ingesta de dcido linolénico. Asi, un 1% de la energia como 18:3n-3 en la dieta podria
ser suficiente para mantener una adecuada acumulacion de 22:6n-3 en la retina y favorecer un

desarrollo normal de la agudeza visual en nifios a término sanos.

Por lo que respecta a los estudios cognitivos también se han encontrado discrepancias en
la bibliografia. Un reciente estudio indica que no se han detectado diferencias en el indice de
desarrollo mental y psicomotor de Bayley en los nifios a térmiuo alimentados con formula, al
pecho (Temboury ez al., 1994) o con una formula supiementada con AA y DHA (Janowsky et al.,
1995). Sin embargo, estos estudios contrastan con los resultados obtenidos por otros autores en
los que la alimentacion con leche humana o con una dieta conteniendo AGPI-CL (0.44% de AA

y 0.30% de DHA) produjo un mejor indice del desarrollo mental en nifios a término que cuando

éstos fueron alimentados con una formula sin AGPI-CL (Agostoni et al., ]995a; Agostoni et al.,

1995b) .

Recomendaciones actuales en acidos grasos para las formulas infantiles

La mayor parte de las formulas europeas contienen acido linoleico y a-linolénico en
cantidades comparables a las presentes en la leche humana (Carrol, 1989; Koletzko y Bremer,
1989). Por el contrario, las formulas estiandar no contienen cantidades apreciables de AGPI-CL,
aunque existen ya en el mercado formulas que los contienen procedentes de diferentes fuentes.
En el resto de las formulas el DHA esta casi ausente y solo se encuentran pequefias cantidades

de AA aportado por la grasa lactea empleada en la preparacion de las mismas.

En vista de la crecw.:tc informacion sobre la importancia de la composicion lipidica de la
dieta para el recién nacido, el Comité de Nutricion de 1a ESPGAN decidio en 1991 realizar unos
comentarios sobre la composicion lipidica de las formulas infantiles en Europa. Las lineas
generales de este organismo sobre ¢l contenido cn AGE en todos los tipos de formulas incluyendo

las formulas para recién nacidos de bajo peso y las de continuacion, recomiendan que el contenido
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en acido linoleico esté comprendido entre 4.5-10.8% de la energia, estableciendo por primera vez
un limite maximo para este acido graso en las formulas ¢ indicando los efectos nocivos de un
contenido clevado de 18:2n-6 en la dicta de los lactantes. Otro aspecto importante tratado en este
informe es la relacion 18:2n-6/18:3n-3 de la quc ¢! Comité opina que debe ser del mismo crden
que la presente en la mayor parte de las muestras de leche matema evitando valores extremos, por
lo que establece un rango comprendido entre 5 y 15. E! Comité también considerd que seria
deseable enriquecer las formulas para recién nacidos de bajo peso con metabolitos de larga cadena
del acido linoleico y linolénico para proporcionar en las formulas niveles similares a los
encontrados en la leche humana (AGPI n-6 1%, AGPI n-3 0.5% del total de acidos grasos). El
limite maximo establecido fue del 2% y 1% del total de acidos grasos para los derivados de la
serie n-6 y n-3 respectivamente, con objeto de evitar un aporte elevado de AGPI-CL que pudiera
aumentar el riesgo de peroxidacion y alterar la sintesis de eicosancides. Ademas, se recomendd
especialmente que dicha suplementacion debia proporcionar un estado de AGPI-CL en los recién
nacidos similar al que presentan al nacer o al de los nifios alimentados con leche humana,
indicando de forma expresa que no es aconsgjable aportar solo AGPI-CL n-3 con altas
proporciones dec EPA. Para los recién nacidos a término el Comité determino que la adicion de
AGPI-CL a las formulas podria ser ventajosa pero que se necesitan mas estudios para dar una
recomendacion definitiva. Por otro lado, indico que no hay necesidad de afiadir AGPI-CL

preformados a las formulas de continuacion.

Otros organismos tales como la FAO/WHO, ISSFAL o la Fundacion Britanica de
Nutricion se han sumado a dichas recomendaciones (Bristish Nutrition Foundation, 1992;
FAO/WHO, 1994; ISSFAL, 1994). Por otro lado, autores como Clandinin (1989) han indicado
no sole la conveniencia de suplementar la dieta del recién nacido con AGPI-CL, sino también han
aportado recomendaciones expresas sobre los niveles de dichos compuestos en la formulas (20
y 22 n-6, 1%; 20 y 22 n-3 , 0.7%; 18:22-6, 12% y 18:3n-3, 0.9%).

El Comité de Nutricion de Ia Sociedad Pediatrica de Canada (NCCPS, 1995) sc ha

mostrado mas conservador al expresar que aunque 20:4n-6 y 22:6n-3 son nutrientes esenciales

durante el desarrollo postnatal temprano y se dispone de fuentes de estos acidos grasos, su

inocuidad vy eficacia a largo plazo no ha sido demostrada por lo que no ve la necesidad de

recomendar la inclusion de estos nutrientes en las formulas.
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La Comision de las Comunidades Europeas en su directiva 94/4/CE de 16 de Febrero de
1996 (CCE. 1996) en la que se modifica una Directiva anterior relativa a los preparados para
lactantes de inicio y de continuacion, indica que el contenido en acido a-linolénico no sera inferior
a 50 mg/100 Kcal manteniendo una proporcion entre e! dcido linoleico y a-linolénico ni inferior
-2 5 ni superior a 15. Ademas, tomando como patron las recomendaciones de la ESPGAN,
especifica que podran afiadirse AGPI-CL (20 y 22 dtomos de carbono) en cantidades no

superiores al 1% dei total de la materia grasa para los n-3 y 2% para los n-6 (1% para el AA). El

EPA no podra encontrarse en concentraciones superiores a las quc presente ¢l DHA.

Fuentes de acidos grasos poliinsaturados para la suplementacién de las

formulas adaptadas

Uno de los problemas mas importantes en la nutricion infantil es la fabricacion de una
formula adaptada con una composicion en AGPI-CL semejante a la encontrada en leche humana.
Una formala convencional se puede conseguir mezclando aceites vegetales como el aceite de
girasol, soja, palma y coco con grasa animal de leche de vaca (Sawatzki et al., 1993). La
proporcion de estos aceites en la formula adaptada variara en funcion de la composicion en &cidos

grasos descada.

Los aceites de coco y de palma aportan acidos grasos saturados, acido oleico y pequeias
cantidades de AGE (Sawatzki, 1992). El acido linoleico es aportado por accites de semillas tales
como girasol, maiz, soja, cirtamo y colza. Si se pretende aumentar el contenido en dcido
linolénico, s¢ podrian utilizar los aceites de soja, colza o grosella (5.9-13.6%) (Sawatzki, 1992,
Ponder et al., 1992). Otros aceites como el de oliva, girasol zlto oleico y canola aportan dcidos
grasos monoinsaturados, aunque 2lguno de eilos puede contener acido erucico (22:1n-9) de
conocida toxicidad. También, se puede utilizar la grasa de mantequilla como fuente de acidos
grasos principalmente saturados y monoinsaturados, aunque ticne el inconveniente de aportar un

escaso contenido en AGE.

El resultado de esta mezcla de accites es una formula adaptada con muy pocos AGPI-CL.
Para cumplir las normas del ESPGAN sobre AGPI-CL se disponen de pocas materias primas y

en la actualidad se investiga sobre nuevas alternativas. Una de las fuentes mas conocidas es ¢l
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aceite de pescado como el arenque que contiene cantidades relativamente altas de AGPI-CL n-3
(DHA y EPA), pero no de la serie de n-6 (AA) (Ackman e al., 1989). Ademas, el alto contenido
en EPA parece ser el responsable de serios desequilibrios en nifios pretérmino. La utilizacion de
aceites de pescado exclusivamente en las formulas presenta como problema afiadido el intensc
olor, io que incita a las madres al desuso de las mismas. El proceso de desodorizacion no es
aconsejable debido a que produce la formacion de acidos grasos de isomeria trans. La existencia
de accites de pescado con bajo contenido en EPA ha planteado una nueva alternativa para el uso

de estos aceites en la alimentacion de recién nacidos.

En contraste con los aceites de pescado, la grasa de organos animales como la grasa de
higado de vaca o de cerdo muestran un alto contenido en AGPI-CL n-6, sobre todo de AA, pero
casi sin AGPI-CL de la serie n-3 (Sawatzki et al., 1993). Por consiguiente, ¢l empleo de una
combinacion de grasa animal y de aceite de pescado podria dar lugar a una proporcion de AGPI-
CL cquilibrada como en la leche humana. Desafortunadamente, los aceites de pescado son
susceptibles a la oxidacion y la grasa animal ticne el inconveniente de la existencia de
contaminantes, farmacos, pesticidas ¢ ingredientes toxicos debido a la manipulacién de los

animales.

En la bisqueda de una alternativa, varios investigadores han encontrado que ciertas
fracciones de los lipidos de! huevo conticnen una proporcion importante de n-6 y n-3 (Sawatzki
et al., 1993). Ademas, la composicion en AGPI-CL de la yema de huevo puede ser facilmente
modificada mediante manipulacion de la dicta de las gallinas para obtener mayor proporcion de
derivados de una u otra serie (Jiang y Sim, 1992). Asi, se puede preparar una mezcla de
fosfolipidos de huevo junto con diferentes aceites vegetales y grasa de leche de vaca para
conseguir un patron de acidos grasos similar a la leche humana con cierta estabilidad a la

oxidacién (Sawatzki et al., 1993).

La biotecnologia también ha podido utilizar algunos microorganismos como los hongos

del género Mortierella en la produccion de una fuente vélida de AA o Crypthecodinium cohri,
de DHA. Sin embargo, estos hongos contienen niveles elevados de EPA y suelen ser toxicos, lo
que impide su utilizacién en las formulas (Sawatzki er al., 1993). Existen ademas microalgas

marinas que producen triglicéridos con AGPI de distinto grado de insaturacion, pero ticnen el
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inconveniente de presentar un alto contenido en particulas orgaricas de carbono (Parrish, 1993).
A pesar de ello, se han realizado estudios con aceites ricos en AA y DHA procedentes dc algas
obteniendo en las formulas niveles semejantes de AGPI-CL a los encontrados en ¢l calostro
humano (Camiclli e al., 1994a). Estos estudios mostraron en nifios de bajo peso que los AGPI-
CL procedentes de dicha fuente se incorporaban a los fosfolipidos plasmaticos, sin aumentar los
niveles de EPA, aunque si descendian los del linoleico, en comparacion con aquellos que fueron

alimentados por sus propias madres.

Recientemente, también se han cmpleado los fosfolipidos de cercbro bovino (Bourre er
al., 1993) y de cerdo (Jiménez, 1992) como fuente alternativa de AGPI-CL. Los trabajos de
Bourre et al. (1993) y Jiménez (1992) han confirmado la utilidad de estas fuentcs para
proporcionar derivados de ambas series destacando ademas una posible ventaja adicional al estar
constituidos por fosfolipidos en lugar de triglicéridos. Ademas, los fosfolipidos de cerebro de
cerdo poseen una alta estabilidad frente a la peroxidacion debido a la presencia de plasmalogenos
que conficren también elevada estabilidad a las membranas tisulares de les animales de

experimentacion que recibien este suplemento (Jiménez, 1992).

Otra fuente fosfolipidica de AGPI-CL es la placenta humana. Bayon et al. (1993) han
estudiado su composicion y la posibilidad de su extraccion a gran escala, proceso que ademas

permitiria obtener fracciones enriquecidas en derivados de la serie n-6 y n-3 por separado.

El enriquecimiento de las formulas infantiles con aceites vegetales con altos contenidos

en 18:3n-6 y 18:4n-3, proporcionaria un mecanismo bioquimico util para alcanzar niveles

accptablés de acidos grasos de 20 y 22 atomos de carbono cn los tejidos al obviar ¢l paso limitante

de la delta-6 desaturasa (Huang et al., 1991). Dicha posibilidad ha sido solo aplicada en animales
de experimentacion y actualmente no existen resultados en recién nacidos que aconsejen este tipo

de suplementacion.
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SUJETOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Sesenta y un neonatos recién nacidos de bajo peso que nacieron en el Hospital de Clinicas
de Porto Alegre Rio Grande do Sul (Brasil) fueron inicialmente considerados en el presente
estudio, 22 de los cuales fueron excluidos del mismo por diversos motivos. Todos ellos cran
recién nacidos pretérmino de peso pequefio o adecuado para la edad gestacional y capaces de

iniciar la alimentacion enteral antes del 52 dia de vida.

Fueron excluidos del estudio aquellos nifios con evidencia o riesgo de presentar una
infeccion neonatal grave, enfermedad aguda o cronica, malformacion congénita mayor,

enterocolitis necrosante o cualquier otra enfermedad que interrumpiese o limitase la nutricion

enteral durante al menos dos dias. También se excluyeron los niflos que recibieron dictas

diferentes a las especificadas en el estudio.

El protocolo fue aceptado por el Comité de Etica del Hospital y antes de la inclusion del
nifio en el estudio se obtuvo el consentimiento de los padres una vez que se les informaba sobre

el desarrollo del mismo y de los objetivos que se perseguian.

Los nifios se dividieron en tres grupos de alimentacion:

Grupo alimentado con leche humana procedente de un banco de leche
(LH, n=8).

Grupo alimentado con una férmula adaptada para recién nacidos de bajo
peso (FA, n=13).

Grupo alimentado con una férmula adaptada suplementada con AGPI-CL
de las series n-6 y n-3 procedentes de una fuente fosfolipidica de origen
animal (FAP, n=14).

Las caracteristicas en el momento del nacimiento de los recién nacidos incluidos en el
estudio se recogen en la tabla 1. La edad gestacional fue calculada por ¢i método de Ballard ez
al. (1979) y la estimacién del peso en funcion de la edad gestacional se realizo mediante las tablas
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de Denver (Lubchenco, 1983).

El seguimiento de los nifios s¢ rcalizd mientras estaban ingresados en el Hospital. El
volumen de dieta ingerido, la tolerancia a la alimentacion y el peso fueron monitorizados
diariamente. Otros parametros como la talla o perimetro cefalico fueron controlados

semanalmente.

Se tomaron muestras de sangre ¢l dia de inicio de la alimentacion con las dietas del estudio
o en un periodo no superior a dos dias después de haber iniciado la misma y a los 15, 30 y 45 dias

después de la primera muestra, momento en que sc les daba el alta en el Hospital.

Tabla L. Caracteristicas de los recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH).
formula adaprada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) >
Jformula adaptada (FA).

LH FA FAP
Edad Gestacional (semanas) 319+23 323217 32514
Sexo M/F 6/2 8/7 10/4
Peso (gramos) 1328.8 £+ 2344  1364.6 £240.2 1282.0 £ 221.8
AEG/PEG 5/3 9/5§ 8/17
Talla (cm) 38.7+£3.2 396+24 378124
Perimetro cefalico (cm) N2+l 201 %17 26417

Inicio via digestiva (dias) 42 3+l 3+2

Los valores s¢ expresan como media £ SD. M/F: Masculino/Femenino. AEG: Adecuado para la edad gestacional. PEG:
Pequefio para la edad gestaciopal.

Los nifios fueron controlados tanto clinica como somatométricamente a lo largo del
periodo de estudio. Hasta el dia 30, el porcentaje de faltas de toma de muestras fue del 18%. A
los 45 dias el porcentaje de faltas fue muy alto, obteniéndosc muestras solo de tres nifios en el
grupo de LH, 5 en ¢l grupo de FAP y 7 en el de FA, por lo que los resultados bioquimicos que
se presentan en este trabajo incluyen sélo el seguimiento hasta los 30 dias después de iniciarse la

alimentacion.
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Cuando el nivel de hemoglobina en los recién nacidos disminuia hasta un valor inferior a
7 g/dl eran transfundidos con 10 ml/kg de un concentrado de hematies del 60%. Ei niimero de
nifios que necesitaron transfusion fue de 7 en el grupo de LH, 9 en el de FAP y otros 9 en ¢l de
FA.

ALIMENTACION

Las formulas infantiles fueron disefiadas espccialmente para recién nacidos de bajo peso,
siguiendo las recomendaciones de ESPGAN (1991) y fucron fabricadas por la empresa ABBOT
LABORATORIES (Granada). Ei contenido en macronutrientes, vitaminas y minerales de ambas

formulas se recogen en las tablas 2, 3 y 4.

Las dos formulas diluidas al 15% proporcionaban la misma encrgia, 80 kcal/100 ml y
tenian el mismo contenido en proteinas, carbohidratos, lipidos. vitaminas y minerales. Sélo se
diferenciaban en la calidad de los lipidos y en un mayor contenido de vitamina E en la formula
suplementada. Los lipidos de la formula estandar estaban constituidos por una mezcla dc grasa
lactea, grasa vegetal (oliva y soja) y triglicéridos de cadena media (MCT) er: las proporciones 235,
57.5 y 17.8, respectivamente. En la formula suplementada con AGPI-CL un 8.3% de esta mezcla
grasa era sustituida por un extracto de fosfolipides de cerebro cuya composicion lipidica y cuyo
perfil en acidos grasos se recogen en las tabias § y 6. El extracto fue obtenido mediante cxtraccion
con disolventes organicos de cercbros de cerdos y posterior liofilizacion. El uso de esta mezcla
grasa condujo al perfil de acidos grasos en la formula suplementada que figura en la tabla 7. En

dicha tabla se incluye también ei perfil de dcidos grasos de la formula sin suplementar.

Antes de iniciar la alimentacion enteral, los recién nacidos recibicron entre 60 y 90
ml/kg/dia de una solucion de glucosa al 10% via parenteral. Ese volumen fue aumentado en unos
10 ml/kg/dia a partir del primer dia de edad, momento en qﬁe pasaron a recibir 3 mEq/kg/dia de
sodin y 2 mEq/kg/dia de potasio. Con 2 dias de vida, se aftadicron 1 6 2 mEq/kg/dia de calcio.

Esta suplementacion se suspendio cuando el nifio pretérmino recibia, al menos, 100 ml/kg/dia por

via digestiva.
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Tabla 2. Composicion de las formulas adaptadas utilizadas en el estudio.

g por 100
Humedad 23
Proteinas 15.0
Carbohidratos 51.4
Grasas 28.0
Valor calérico (kcal/100 g) 521

Tabla 3. Contenido en vitaminas de las formulas adaptadas utilizadas en el estudio.

por 100 g
Vitamina A (ug) 550
Vitamina D, (ug) 15
Vitamina E (mg) 6.0/74

60
Vitamina B, (mg) 04

Vitamina K,
Vitantina B, (mg)
Vitamina B,, (ug) 1.1

Vitamina C (mg)

Niacina (mg) 6.7
Pantotenato calcico (mg) 55
Biotina (pg) 15

Acido folico (pg) 350

*: Valor en la formula adaptada suplementada con AGPI-CL,
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Tabla 4. Contenido en minerales de las formulas empleadas en el estudio.

mg por 100 g

Sodio 270
Potasio ' 610
Calcio 625
Magnesio 34

Cloro 369
Fosforo 390
Hierro 10.7
Cinc 27
Calcio/Fosforo 1.6

Tabla 5. Composicion lipidica de ia fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga.

gpor 100 g
Gangliosidos 4.6

Lisofosfatidilcolina 0.6
Esfingomiclinas 11.4
Lecitina 274
Fosfatidilinositol 33
Fosfatidilserina 14.5
Fosfatidilctanolamina y plasmalégenos 21.0
Sulfatidos 5.1
Cerebrosidos 6.0
Colesterol 5.5
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Tabla 6. Composicion en dcidos grasos de la fuente de dcidos grasos poliinsaturados de cadena
larga.

10:0 0.27
14:0 0.25

16:0 12.56
18:0 18.92
16:1n-7 0.56
16:1n-9 0.48
18:1n-7 5.69
18:1n-9 17.67
18:2n-6 0.52
18:3n-3 0.85

20:2n-6 0.16
20:3n-6 0.49
20:4n-6 7.04
22:4n-6 3.06
22:5n-6 235

22:5n-3 0.39
22:6n-3 5.67

Los resultados se expresan como porcentajes del total de acidos grasos.

Los nifios recibieron leche humana procedente de un banco de leche cuando en éste existia
cantidad suficiente de la misma para completar el estudio, aproximadamente 6 litros. Los nifios
alimentados con leche humana recibicron un suplemento proteico y mineral cuya composicion se
recoge en la tabla 8. La cantidad recibida de este suplemento fuc de 1.495 g/5 kcal/50 ml. Si no
cra posible la alimentacion con leche humana los nifios eran distribuidos al azar entre las dos
formulas del estudio. La via digestiva se inicié con 2-4 ml por toma cada 2 horas y, en caso de
no existir residuo, se incrementaron 2 mi en las siguientes tomas hasta alcanzar 10 ml. Cuando

el nifio pesaba aproximadamente unos 1700 g, las tomas se espaciaban cada 3 horas. La

preparacion de las formulas se ajusto para que los nifios recibicran una ingesta no superior a 120
kcal/kg/dia y 3.6 g/kg/dia de proteina.
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Tabla 7. Composicion en dcidos grasos de las formulas empleadas en el estudio.

8:0
10:0
12:0
14:0
16:0
18:0
16:1n-7
16:1n-9
18:1n-7
18:1n-9
18:2n-6
18:3n-3
20:2n-6
20:3n-6
20:4n-6
22:4n-6
22:5n-3
22:5n-6
22:6n-3

%

FAP*
%

4.79 £ 1.09
5.48 £1.37
0.12 £0.01
0.68 £ 0.02
15.16 £ 0.54
6.11 £0.34
0.70 £ 0.01
0.28 £ 0.01
1.55 £ 0.08
4137+ 1.87
17.19 £ 0.47
1.62 £ 0.05
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

3.04 £ 1.68
3.65+1.38
0.12+0.01
0.58 £ 0.01
16.60 + 0.94
6.66 + 0.44
0.66 + 0.04
0.29+0.17
1.55 £ 0.04
4233 +2.33
17.01 £ 0.89
1.74 £ 0.06
0.18 £0.01
N.D.
0.34 £ 0.02
0.16 £0.02
N.D.
N.D.
0.23 £ 0.01

a: Los datos se expresan como media de 2 determinaciones + SD. FA: Formula adaptada. FAP: Formula adaptada

suplementada con AGPI-CL. N.D.: No detectado.
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Tabla 8. Composicion del suplemento proteico y mineral.

_gporl0Cg
Lactoalbtimina 38.52

Maltodextrina 36.78

Caseinato calcico 19.23
CaHPO, 5.58

El tratamiento dz la leche en el banco fue el siguiente: la leche humana era recogida con
técnicas asépticas ¢ inmediatamente pasteurizada a 63.5°C durante 30 minutos. Se extraia una
muestra para realizar un examen bacteriologico y se congelaba a -4°C en frascos individuales. En
caso de no ser utilizada se volvia a pasteurizar cada 2 semanas. Al utilizar la leche se descongelaba

en un bafio a unos 40°C y se daba una toma cada 2 6 3 horas, segun prescripcion médica.

A partir de los 10 dias de vida. todos los nifios recibieron 1000 U de vitamina A, 400 U

de vitamina D y 50 mg de vitamina C, diariamente (Trivisol®, Bristol-Mayer).

PRODUCTOS

Los reactivos generales procedian de las firmas comerciales PANREAC (ESPANA),
MERCK (ALEMANIA) y SIGMA (USA).

Para los distintos analisis cromatograficos, se utilizaron disolventes del alto grado de
purcza suministrados por ROMIL (INGLATERRA) y distribuidos por TECKNOKROMA

(ESPANA). En el caso de la HPTLC de los lipidos polares eritrocitarios, el cloroformo, metanol
y etanoi empleados fueron de la marca PANREAC (ESPANA).

Los patrones de los ésteres metilicos de los acidos grasos usados en cromatografia
gaseosa, asi como los utilizados en cromatografia en capa fina fueron suministrados por SIGMA
(USA).
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El Silica Gel 60 G empleado en TLC de las fracciones plasmaticas era d¢ MERCK
(ALEMANIA). Las placas empieadas en TLC de las fracciones eritrocitarias fueron suministradas
por SIGMA (USA). Las placas para HPTLC procedian de la casa MERCK (ALEMANIA).

En la determinacion de colesterol, se utilizo un kit enzimatico de la casa BOEHRINGER
MANNHEIM MBH (ALEMANIA). El patrén de colesterol y de triglicéridos fueron comprados
a RANDOX Laboratories Limited (IRLANDA).

Los gases de gran pureza, Nitrogeno e Hidrézeno, empleados en la cromatografia de gas-
liquido fueron suministrados por Carburos Metalicos S.A. (ESPANA).

APARATOS

Para ia separacion del plasma asi como los lavados previos de los eritrocitos con tampones
y las posteriores extracciones de los mismos se utilizo ura centrifuga de mesa BECKMAN CS-6R
(USA).

Para la medida y ajuste del pH de los tampones se utilizd un pHmetro ORION
RESEARCH (USA).

Tanto el agitador de tubos como el homogenizador mecénico para la obtencion de!
extracto de cerebro fueron de la casa HEIDOLPH (ALEMANIA).

El dispositivo extensor utilizado para la fabricacion de las placas era SHANDON-
UNOPLAN con un extensor DESAGA con capacidad para regular el espesor de la capa
adsorbente. Las placas fueron activadas en una estufa HERAEUS (ESPANA). Para ¢l revelado
de las piacas con iodo se utilizé una campana saturada con vapores de iodo y para el revelado con

acetato de cobre se empled un horno de la marca SELECTA (ESPANA) con temperatura

regulable y capaz de alcanzar més de 180°C.
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Las campanas de desarrollo eran de vidrio de dimensiones 30x30x10 cm para las piacas

de TLC y 30x14x10 cm para las de HPTLC provistas de tapadera de vidrio con ajuste.

Para la evaporacion de los disolventes e incubacion de las muestras en agitacion se utilizo
un bafio SELECTA Unitronic 320-OR.

Las medidas de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro PERKIN-ELMER
modelo Lambda 2 (ALEMANIA). La medida de fracciones por fotodensitemetria se hizo en un
fotodensitometro de la marca SHIMADZU CS-9000 (JAPON).

La cromatografia de gas-liquido se realizé en un cromatografo de gases HEWLETT-
PACKARD 5890A (USA), equipado con un detector de ionizacion de llama y una columna
capilar SP-2330 de 60 m de longitud, 0.32mm de diametro interno y 0.20 pum de espesor de la
fase estacionaria de biscianopropilfenil polisiloxano, de la casa SUPELCO (USA), suministrada
por TECKNOKROMA (ESPANA). El cromatografo también estaba provisto de un inyector
automatico HEWLETT-PACKARD 7673A (USA) y controlado por un programa informatico
HP 3365 Series II ChemStation de la misma firma.

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizo el programa informatico BMDP

version PC90 de la firma BMDP Statistical Software (IRLANDA) en un ordenador IBM AT con

microprocesador 80286 y con coprocesador matematico.

METODOS ANALITICOS

Toma de muestras

1.a sangre se extrajo por puncion de la vena radial y se paso a un tubo cerrado en frio con
EDTA tripotasico para evitar la coagulacion. El volumen de sangre obtenido en cada extraccion

fue de 2-3 ml, aproximadamente.




Material v Métodos

Separacion del piasma

Las muestras de sangre se centrifugaron a 1500 g durante 15 minutos para separar el
plasma de las células sanguineas (fase inferior). El plasma se retird y se congelé a -20°C en varias

alicuotas hasta su posterior analisis.
Extraccion lipidica de los eritrocitos
Una vez obtenido ¢l plasma, s eliminaron los leucocitos y los restos plasméticos mediante

3 lavados con tampon Tris isotonico 0.172 M pH=7.6 y posterior centrifugacion segun el método

de Steck y Kant (1973). El volumen de tampon empleado en cada lavado fue aproximadamente

el doble del volumen de la muestra de partida. Los leucocitos que quedaban en la parte superior

de las células sanguineas se retiraron junto con el sobrenadante en cada lavado. La extraccion
lipidica de las células rojas se realizo con cloroformo-metanol siguiendo el método de Bligh y
Dyer (1959):

Las células se afiadieron a 4.5 ml de una solucion de cloroformo-metanol 1:2 con
BHT come antioxidante al 0.025 %. Las muestras se agitaron 3-4 veces y se
guardaron a -20°C hasta su posterior envio desde ¢! Hospital a nuestro
Laboratorio con nieve carbonica.

Las muestras se agitaron 3-4 veces cada media hora durante 4 horas a 4°C,
cuidando que el precipitado no se quedara pegado a la pared del tubo.
Posteriormente, se centrifugaron a 1500 g durante 15 minutos a la misma
temperatura.

El sobrenadante se recogio mediante decantacion en tubos de 15 ml. El
precipitado de eritrocitos se volvio a extraer con otros 4.5 ml de la solucién
extractora inicial, y ademas se le afiadié 1 ml de agua desionizada. Se volvio a
centrifugar en las mismas condiciones y el nuevo sobrenadante obtenido se mezclé
con ¢l anterior.

A continuacion se afiadieron 2.5 ml de cloroformo y 2.5 ml de agua desionizada.
Se agitd y se centrifugd separandose 2 fases, una inferior cloroférmica y otra

superior que contenia metanol y agua. En Ia fase de cloroformo se encontraba ¢l
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extracto lipidico el cual fue retirado con una pipeta Pasteur y evaporado a
sequedad en corriente de nitrogeno en un bafio a 30°C. A continuacion, se

congeld a -20°C hasta su posterior analisis.

Extraccion de los lipidos plasméaticos

El método empleado para la extraccion de los lipidos plasmaticos fue el de Kolarovic y
Fournier (1986). A 300-500 ul de plasma se les aitadio el mismo volumen de agua desionizada
y 3 ml de hexano:2-propanol en proporcion 3:2. Las muestras se agitaron y se centrifugaron
durante 15 minutos a 1500 g a 4°C, obteniéndose 3 fases: un precipitado de proteinas, una fase
intermedia acuosa y otra superior de hexano, la cual se retiré a otro tubo. La fase acuosa y el
precipitado de proteinas fueron reextraidos con 2 ml de la misma solucion anterior volviéndose
a agitar y a centrifugar en las mismas condiciones. La fase de hexano se retir6 y se mezclo con
la fase anterior llevandose a sequedad en corriente de nitrogeno. Las muestras se congelaron a

-20°C hasta su analisis.

El precipitado de proteinas y la fase acuosa se llevaron a sequedad para cuantificar el

contenido proteico del plasma.

Determinacion de la capacidad antioxidante del piasma

La capacidad antioxidante del plasma se determiné mediante el método de Caiias ef al.
(1991) modificado. Este método se basa en la capacidad que tiene ¢l plasma de evitar la formacion

de peroxidos lipidicos a partir de un sustrato facilmente oxidable.

Se utilizé un homogenado de cerebro de cerdo como sustrato. Se homogeneizaron 5 g de
cerebro con 10 mi de tampon Tris 150 mM a pH=7.4 con la ayuda de un homogenizador
mecanico. Después de centrifugar a 1500 g durante 10 minutos a 4°C, se retir6 el sobrenadante
y se desprecio el precipitado. Tras sucesivas homogenizaciones se formé un "pool” de sustrato

inducible. A continuacion, se evaiué el contenido de proteinas por el método de Bradford (1976).

Por duplicado se preparé una muestra control conteniendo un volumen de homogenado
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de cerebro equivalente a 1.5 mg de proteina completado hasta 500 pl con tampén Tris 150 mM
pH=7.4. La muestra problema se preparé también por duplicado afiadiendo la misma cantidad de
hornogenado, 50 pl de plasma y tampén Tris hasta un volumen final de 500 pl. Muestras controles
y problemas se incubaron a 37°C durante 15 minutos en un bafio en agitacion. Al cabo de ese
tiempo, se pard la reaccion con 25 pl de dcido tricloroacético al 100% y en frio. Después, se

centrifugé a 1500 g durante 15 minutos y se tomaron 350 pl de sobrenadante.

Los peroxidos lipidicos formados en el periodo de incubacion se pusieron de manifiesto
tras reaccionar con 750 pl de acido tiobarbitirico al 0.67% en écido tricloroacético al 5% en un
bafio a 100°C durante 10 minutos. Una vez enfriados los tubos, se midi6 la absorbancia dz los

controles y de las muestras a 533 nm frente a un blanco.

La capacidad antioxidante del plasma (CAP) se expresé como el porcentaje de inhibicion
de la formacion de los peroxidos lipidicos del sustrato inducible y se calculé mediante la formula,

siendo A la absorbancia medida:

v A Hest
CAP.~100- e 10

control

Anilisis de las fracciones lipidicas plasmiticas y eritrocitarias por

cromatografia en capa fina de alta resolucion

a) Activacion de las placas

Para analizar el contenido de colesterol, triglicéridos y fosfolipidos plasmaticos, asi como
los distintos fosfolipidos eritrocitarios, se empled la cromatografia en capa fina de alta resolucion.

Para ello, se utilizaron unas placas de 10x10 cm con Silica (el como capa adsorbente de 0.20 mm

de espesor. Las placas se lavaron con una solucién de cloroformo-metanol-agua (60:35:8), y

posteriormente se activaron en una estufa a 120°C durante 2 horas, tras lo cual se dejaron enfriar

en un desecador,
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b) Aplicacion de la muestra

Con objeto de determinar los lipidos plasmatices en valor absoluto, al extracto seco
obtenido a partir del plasma se le adicionaron 20 pl de una solucién de oleil alcohol en cloroformo
(20 mg/ml), se ilevo a sequedad y se resuspendio en 400 pl de cloroformo. Se depositaron en la
placa S plde este extracto, de modo que en cada calle existiesen 5 pg del estandar interno. En el
caso de los eritrocitos, los tipos de fosfolipidos se detcrminaron de forma relativa, para lo cual
el extracto de lipidos critrocitarios se resuspendio en una cantidad de cloroformo entre 100 y 400
ul seglin su concentracion y se aplicaron también 5 pl en cada calle de la placa. La aplicacion de
la muestra se realizé con la ayuda de una microjeringa en forma de una linea de puntos de | cm
de longitud a 2 cm del borde inferior de la placa y 1.5 cm de los bordes iaterales. Entre cada

muestra se dejaba una separacion de 0.5 cm.
¢) Desarrollo cromatogrifico

Se prepararon los siguientes liquidos de desarrollo: hexano-éter isopropilico-dcido acético
(75:25:1.5) para las fracciones plasmaticas basado en el método de Skipski y Barclay (1969) con
modificaciones y una mezcla de cloroformo-metanol-etanol-acido acético-acido formico-agua
(35:13:1.5:6:2:1) para cvaluar los distintos fosfolipidos de las membranas eritrocitarias segun el
método de Macala et al. (1983).

La campana del desarrollo cromatografico se preparo con 100 ml de fase mévil y con dos
tiras de papel de filtro pegadas a la pared para una mejor saturacion de la misma. Dicha campana
estaba completamente saturada al cabo de tres horas. La duracion de la cromatografia fue de unos
40 minutos para los lipidos neutros (fracciones plasmaticas) y S0 minutos para los lipidos polares

(lipidos eritrocitarios). Una vez desarrolladas las placas s¢ dejaron secar en corriente de aire.

d) Revelado de las placas

Una vez secas, el revelado de las placas se realizo sumergiéndolas en una solucion de

acetato de cobre monohidratado al 3% en acido ortofosférico al 8% durante 1 minuto.

Posteriormente, la placa se introdujo en un homo a 180°C durante 10 minutos.
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Las distintas fracciones obtenidas y sus Rfs respectivos fueron los siguientes:

En el caso de los lipidos plasmaticos

Fraccion lipidica

Esteres de colesterol
Triacilglicéridos

Oleil alcohol (Estandar interno)
Colesterol libre

Fosfolipidos

Para el caso de los fosfolipidos eritrocitarios

Fraccion lipidica Rf

Fosfatidiletanolamina 0.79
Fosfatidilscrina 0.68
Fosfatidilinositol 0.59
Fosfatidilcolina 0.42

Esfingomielinas 0.23

e) Cuantificacion de los lipidos mediante fotodensitometria

Las distintas bandas obtenidas fueron medidas en un fotodensitometro a 350 nm operando
en modo de reflexion. La integracion de las areas se efectud en el integrador de datos del propio
equipo. Para determinar las cantidades absolutas de los distintos lipidos plasinaticos se prepararon
soluciones patron conteniendo colesteril oleato, colesterol libre, trioleina y fosfatidiletanolamina
procedente de cerebro en concentraciones crecientes: 0.2, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg de lipido/ml.
Cada solucion contenia ademas 1 mg/ml de oleil alcohol. Cinco microlitros de las soluciones
pairon fueron aplicados en la placa y fueron tratados como se ha especificado anteriormente para
las muestras. Las curvas patrén se construyeron relacionando la concentracion del patron con el
cociente entre el area patron y el area del estandar interno (oleil alcohol). El ajuste de ias curvas

y el cilculo de la concentracién de cada lipido en la muestra fueron realizados mediante un

programa matematico de ajuste de curvas.
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Cromatografia en capa fina preparativa de lipidos plasmaticos y eritrocitarios

a) Preparacion de las placas

Las fracciones lipidicas del plasma fueron separadas mediante TLC en placas preparadas
en el laboratorio. Placas de vidrio de 5x20 cm se cclocaron en cl dispositivo extensor y s¢
desengrasaron con acetona. La capa adsorbente era de Silica Gel y se prepar6é mezclando 45 g de
este producto con 90 ml de agua sometiendo la mezcla a una agitacién vigorosa durante 2
minutos con objeto ¢ ie no s¢ formaran grumos. La mezcla se extendio sobre las piacas dejando
0.5 mm de espesor mediante un extensor graduado. Las placas se dejaron secar y para eliminar
completamente el agua se metieron en una estufa a 120°C durante 2 horas. Transcurrido dicho

tiempo se dejaron enfriar en un desecador hasta su utilizacion.

Para la separacion de los fosfolipidos eritrocitarios, se emplearon las placas comerciales
de 0.25 mm de espesor con objeto de conseguir una mejor resolucion. Dichas placas se activaron

como se ha descrito anteriormente.

b) Aplicacion de la muestra

En el caso del plasma, el extracto lipidico se resuspendio en 50 pl de cloroformo y con
la ayuda de una microjeringa se aplicaron en forma de pequeiias gotas en linea recta a 2.5 cm del
borde inferior de la placa y a 1 cm de los laterales. En el caso de los globulos rojos, el extracto

lipidico se resuspendio en 250 pl de cloroformo y se dividio en varias alicuotas:

50 pl, previa evaporacion del cloroformo, se destinaron a la determinacién de
acidos grasos totales.

50 pl para la cuantificacion de fosforo.

20 pl para la determinacion de colesterol.

80 ul para el anilisis de las fracciones lipidicas.

Esta ultima alicuota se coloco en la placa como se ha especificado para el plasma.
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¢) Desarrollo cromatogrdfico

En el caso del plasma, se preparé un liquido de desarrollo formado por hexano-éter
etilico-acido acético cn las proporciones 80:20:1 segun el método descrito por Skipski y Barclay
(1969).

Para scparar los fosfolipidos eritrocitarios se siguio ¢l método de Macala et a/ (1983),

utilizando una mezcla de cloroformo-metanol-acido acético-dcido formico-agua (35:15:6:2:1).

En ambos casos, la campana preparada con dos tiras de papel de filtro adheridas a sus
paredes y con 200 ml de fase movil s¢ dejo saturar durante al menos una hora y media. Las placas
se colocaron con el origen hacia abajo y después del desarrollo, cuya duracion aproximada fue

de 2 horas y media, se dejaron secar a temperatura ambicnte.
d) Revelado de las placas

Una vez sccas, las placas se introdujcron en una campana saturada con vapores de iodo.
El revelado consistio en una coloracion amarillenta fruto de la union del iodo a los dobles enlaces

de los acidos grasos de las distintas fraccioncs. Cada fraccion se identifico por su valor de Rf.

En cl plasma, las fracciones identificadas y analizadas fucron:

Fraccion lipidica
Esteres de colesterol
Triacilglicéridos

Fosfolipidos

En el caso de los fosfolipidos eritrocitarios:
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Fraccion lipidica Rf
Fosfatidiletanolamina 0.80
Fosfatidilserina y fosfatidilinositol 0.61
Fosfatidilcolina 0.25

Esfingomiclinas 0.20

Cada fraccion se delimito y sc raspo, una vez cvaporado ¢l iodo, para su postcrior analisis

de acidos grasos.

Transesterificacion de los acidos grasos

La determinacion tanto de los dcidos grasos totales como de las fracciones plasmaticas
y critrocitarias se realizo mediante ¢l método de Lepage y Roy (1986) por obtencion de los
ésteres metilicos de los dcidos grasos mediante una reaccion de transesterificacion dirccta en un

unico paso para su posterior identificacion y cuantificacion por cromatografia de gas-liquido.

En ¢l caso de los acidos grasos totales del plasma sc afladio acido pentadecanoico como
cstandar interno de forma que tuvicra una concentracion final de 20 mg/dl de plasma. Cada
mucstra s¢ coloco en un tubo Pyrex® con tapon de rosca y cierre hermético y sc afadicron 2 ml
dc una solucion de benceno-metanol 1:4. Scguidamente, se adicionaron 200 pl de cloruro de
acctilo en agitacion suave como agente metilante. A continuacion, se cerraron los tubos

hermiéticamente y se introdujcron en un baiio a cbullicion durante una hora.

Al cabo de dicho tiempo, sc dejaron enfriar los tubos en agua helada y se paralizo la
reaccion con 5 ml de K,CO, al 6% con objcto de neutralizar ¢l phi acido. Posteriormente, sc

agitaron los tubos y sc centrifugaron a 1500 g durante 15 rainutos a 4°C para recoger cl

sobrenadante bencénico. Despuds, se congeld a -20°C hasta su analisis por cromatografia

gascosa.

Cromatografia de gas-liquido

Las mucstras se descongelaron y se llevaron a scquedad cn corriente de nitrogeno para
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lucgo resuspenderlas en 100 pi de benceno. Los ésteres metilicos de los acidos grasos fueron
scparados y detectados en un cromatografo de gases mediante una columna capilar y un detector
de ionizacion de !llama. El cromatografo estaba dotado de un inycctor automatico, cl cual
inyectaba 2 pl para los dcidos grasos totales o 4 ul en ci caso de las fracciones. El sistema de

inyeccion era para columnas capilares en la modalidad "spliter” y con una relacion de "split" de
1:40.

Las condiciones de flujos de gases para ¢l analisis cromatografico fueron las siguientes:
Nitrégeno gas portador: | ml/min.

Nitrogeno gas auxiliar; 25 ml/min.

Hidrogeno: 30 mi/min.

Airc: 400 ml/min.

Manteniendo ¢l inyector y el detector a 275°C, ¢l programa de temperatura fuc cl
siguicntc:
- Temperatura inicial de 165°C, durante 3 minutos.
Aumento de temperatura de 2°C/min hasta 195°C, que se mantuve durante 2
minutos.
Aumento de temperatura de 3°C/min hasta alcanzar 211°C. por un periodo de 6
minutos y medio.

Firalmente, la temperatura descendio 15°C/min hasta el valor inicial de 165°C.

La duracion total de cada andlisis cromatografico fue dc 34.90 minutos. Los métodos de
cuantificacion empleados fueron de estandar interno para los dcidos grasos totales del plasma y
de porcentaje normalizado cn ¢l resto de las fracciones. La identificacion y el calculo de los
factores de respuesta se realizo por comparacion con un patron preparado a partir de soluciones

estandares suministradas por SIGMA.

Determinacion de colesterol y fosforo eritrocitarios

El cxtracto lipidico sc resuspendid cn 250 pl de cloroforme como se describio

anteriormente y se tomaron alicuotas de 10 ul para colesterol y 25 pl para el fésforo por
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duplicado.

a) Determinacion de colesterol libre

El colesterol libre de las membranas critrocitarias s¢ cuantifico mediante un kit comercial

(CHOD-PAP) dc la cmprcsé Bochringer-Mannheim, segun ¢l método de Kattermann et al.

(1984). Este sc basa en la formacion de un compuesto coloreado con un maxime de absorcion a
500 nm. La enzima colesterol oxidasa actua sobre ¢l colesterol, liberando delta-4-colestenona y
peroxido de hidrogeno. Este ultimo junto con 4-aminofcnazona y fenol, por accion de la

peroxidasa, forma 4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona que da coloracion rosa.

Las alicuotas del cxtracto lipidico en cloroformo sc cvaporaron y se resuspendicron en 30
ul de 2-propanol. A continuacion, s¢ adadio | ml del reactivo del kit y tras 20 minutos a

temperatura ambiente se midio en el espectrofotometro.

Los valores de absorbancia se llevaron a una recta patron de colesterol con 2.5, 5, 10, 15,
20 y 25 pl dec una solucion patron en 2-propanol con una concentracion de 2 mg/ml tratada de

igual forrna que las mucstras.
b) Determinacion de fosfore lipidico

Para la cuantificacion dc fosforo lipidice cn los critrocitos sc cmpleo ¢l método de Zolliner
y Eberhagen (1965). Este método se fundamenta en la formacion de un complejo de coordinacion
colorcado entre el grupo fosfato y los compucstos molibdato y vanadato ¢n presencia de acido
nitrico, previa mincralizacion de la muestra mediante tratamicento con acido perclorico y agua

oxigenada.

Las alicuotas del cxtracto cloroformico destinadas a cste andlisis s¢ cvaporaron y sc
afadicron 250 pl de dcido perclorico, para romper cl enlace éster fosforico de los fosfolipidos,
y 100 pl de peroxido de hidrogeno al 30%, como agente oxidante. Después, sc llevaron las
muestras a un bafio de arcna a 220°C durantc 30 minutos, para llevar a cabo la imineralizacion de

la muestra.
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Pasado dicho tiempo, s¢ dejaron enfriar los tubos y sc afiadio 1 mi de agua y 1 ml de una
mezcla de vanadato amonico 21 mM en dcido nitrico 0.28 N y molibdato aménico 40 mM cn
acido sulfurico 2.5 N en proporcion 1:1. Los tubos sc agitaron y sc dcjaron reposar durante 13
minutos, ticmpo durantc ¢l cual se¢ formo un compicjo de color amarillo que sc mudio
espectrofotométricamente a 465 nm. Los valores obienidos sc cxtrapolaron a una recta patron de

KH,PO, con 10, 20, 40, 60, 80 y 100 pl de una solucion maer | mM de fosforo, tratada de igual

mancra.
¢) Relacion molar de colesterol-fosforo

Teniendo cn cucnta las cantidades tomadas de colesterol y fosforo, se calculo la relacion

molar de colesterol-fosforo mediante la siguicnte expresion:

CM
R £

P.M

siendo C y P las cantidades de colesterol v fosforo referidas a un mismo volumen; My M, los

pesos moleculares del fosfato (PO,") y del colesterol, respectivamente.

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El analisis cstadistico dc les resultados se realizo con un programa informatico BMDP
version PC-90.

Los efecios de la dicta y del tiempo de alimentacion sobre las distintas variables
consideradas fucron analizados mediante un andlisis de la varianza de doble via para medidas

repetidas (programa 5V).

Se considero significativo un nivel de p<0.05 para la via dicta y la via tiempo y p<0.1 para
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la interaccion dieta x tiempo. Cuando s¢ cncontré un efecto significativo sc realizaron

comparacioncs multiples cntre las tres dictas para cada tiempo y/o entre los tres tiempos para cada
dicta mediante el método de Bonferroni.

El cstudio de los parametros antropométricos, al alta y los incrementos de fos mismos sc

rcalizo mediante un andlisis de la varianza de 1 via. La comparacion entre variables no continuas

tales como sexo, distribucion entre adecuados y pequeiios para la edad gestacional, ctc sc realizo

mediante los correspondicntes test no paramétricos.
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EVOLUCION DE LOS PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

La tabla 9 muestra los datos de la evolucion de los parametros antropométricos en los tres

grupos de recién nacidos pretérmino considerados. En la tabla 10 se recogen los parametros

antropométricos en el momento del alta y los incrementos en dichos pardmetros a lo largo del
estudio, asi como otras variables relacionadas: ingesta energética, nimero de dias de
hospitalizacién y nimero de dias que tardaron en recuperar el peso al nacer. Como se puede
observar no existicron diferencias significativas a lo largo del estudio en el peso, la talla y el
perimetro cefalico. Sin embargo, el incremento de peso expresado en g/dia fue superior en el
grupo FAP existiendo diferencias significativas entre este grupo y el LH. El incremento de talla
expresado en cm/sem tendio a ser superior también en este grupo (p=0.1085). No existicron
diferencias entre grupos para ¢l perimetro cefélico. El nimero de dias que los nifios tardaron en
recuperar ¢l peso al nacer fue ligeramente inferior en el grupo FAP aunque no llegaron a existir
diferencias significativas entre los grupos. El peso registrado en el momento del alta del hospital

fue significativamente inferior en el grupo LH con respecto a los otros dos.

Considerando sélo los nifios de muy bajo peso al nacer (<1500 g) quedarian 7 nifios en
el grupo de LH, 11 en el de FAP y 9 en el de FA. En las figuras 1y 2 se muestran los parametros
antropométiicos al nacer y los incrementos de peso talla y perimetro cefalico a lo largo del estudio
para los recién nacidos de estas caracteristicas. Las diferencias encontradas en el incremento de
peso y talla entre los tres grupos se acentian cuando se consideran s6lo los niftos de <1500 g,
existiendo diferencias significaiivas entre el grupo FAP y FA para el incremento de peso

(p=0.0458 t-Student) y para el incremento de talla (p=0.0308 t-Student).
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Tabla 9. Peso, talla y perimetro cefilico en recién nacidos pretérmino alimentados con leche
humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena

larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

(-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

Talla (cm)

Perimetro LH
Cefalico FAP
(cm) FA

1328.8 +234.4
1282.0 £ 221.8
1364.6 + 240.2

3R7+£3.2
378+24
396+1.8

21.2£2.1
26417
211217

1270.0 £ 218.2
1296.7 % 245.5
1380.7 + 281.9

41218
39318
410 1.7

300+ 1.7
28.2 £ 2.0
28614

1637.5 + 234.4*™
1641.4 + 278.2**"
1709.3 + 334.8*™"

40.6+3.2
41.6 2 1.1
41023

30824
30.0 £ 1.5
208 +1.8"

Los resultados se expresan como media + SD. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. b:

Diferencia significativa vs 15-17 dias. 1; p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 10. Pardmetros antropométricos y variables relacionadas al alta de recién nacidos
pretérmine alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

LH FAP FA

P

Pesoalalta(g)  1907.5+1340  2036.7+62.8%  2019.3 £91.9"
Talla al alta (cm) 438+1.0 43114 43714
PC al alta (cm) 328x0.6 322+1.1 323x1.1

IP (g/dia) 143+3.2 18.2 £3.3° 16429

IT (cn/sem) 0.68 £ 0.20 0.97 £9.35 0.75+0.24
IPC (cm/sem) 1.07 £0.31 1.06 £ 0.34 0.86 + 0.34
IE (Kcal/Kg/dia) 105.8 +8.1 999+11.7 96.0 £ 15.1
Dias de ingreso an+8 42 +13 40+ 14
DRPN 16%5 14+ 4 16 £ 6

0.0087
0.5331
0.6231
0.0261
0.1085
0.3037
0.1468
0.6216
0.2943

Los valores se expresan como media £ SD. PC: Perimetro cefalico. IP: Incremento de peso. IT: Incremento de talla. IPC:
Incremento de perimeiro cefalico. IE: Ingesta energética. DRPN: Dias hasta recuperacion el peso al nacimiento. N:

LH=8, FAP=135, FA=14. ¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01.
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Pese

COre Mrar Ora

Taila

COrx Wrar OFa

Perimetro cefilico

Ovra Mrapr OFAP

Rgura 1.Pardmetros antropométricos en el momento del nacimiento en recién nacidos pretérmino de muy bajo
peso (<1500 g) alimentados con leche humanc (LH), férmula adaptada suplernentada con dcidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA). N: LH=7, FAP=11, FA=9.
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Incremento de peso

Cird B FAP EFA

d;

Incremento de talla
cm/sem

Ovru Brar BFa

Incremento de perimetro cefilico
cm/sem

o iy Meapr Erar

Figura 2. Incremento de peso, taila y perimetro cefdlico en reciin nacidos pretérmino de muy bajo peso (< 1500
g) alimentados con leche humana (LH), férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados
de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA). N: LH=7, FAP= 11, FA=9. c: Diferencia significativa vs
LH. d: Diferencia significativa vs FAF. 2: p<{.01.
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COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LA LECHE HUMANA

En la tabla 11 se recoge la composicion en acidos grasos de 16 muestras de leche humana
procedentes del banco de leche del que fueron alimentados los recién nacidos del estudio. Ocho
muestras eran a término y 8 pretérmino y habia muestras tanto de calostro como de leche de
transicion (10 y 6 respectivamente). Como valores de referencia figura también la composicion
de la leche humana procedente del drea geogrifica de Granada obtenida por nuestro grupo de

trabajo.

La leche de madres brasilefias presenté un menor contenido de acido oleico y mayor
contenido de los acidos linoleico, a-linolénico y palmitoleico. Por el contrario, el grupo de
Granada contenia mayor proporcion de 12:0, 14:0 y 16:0 asi como el isomero del 18:1n-9, el

18:1n-7. Ei porcentaje de 20:4n-6 y 22:6n-3 fue similar en ambos grupos.

En relacion a la composicion de las formulas empleadas en el estudio (ver tabla 7 en el
apartado Material y Métodos) los nifics alimentados con LH ingirieron mas 12:0, 14:0 y 16:0 que
los alimentados con las formulas y menos 8:¢, 10:0 y 18:1n-9. El contenido en 18:3n-3 fue
ligeramente superior en las formulas adaptadas. Los AGPI-CL detectados en la formula
suplementada fueron 20:4n-6, 22:4n-6 y 22:6n-3, encontrandose en concentraciones inferiores
a las presentes en leche humana especiaimente el 20:4n-6. La relacion entre los derivados de
cadena larga de la serie n-6 y n-3 fuc de aproximadamente 4:1 cn la leche humana frente a 2:1 en

la formula suplementada.
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Tabla 11. Composicion en dcidos grasos de la leche humana de madres brasilefias de los nifios
incluidos en el estudio y de otras madres de nifios pretérmino de ruestro medio.

8:0
10:0
12:0
14:0
16:0
18:0
16:1n-7
16:1n-9
18:1n-7
18:1n-9
18:2n-6
18:3n-3
20:2n-6
20:3n-6
20:4n-6
22:4n-6
22:5n-3
22:5n-6
22:6n-3

Leche Humana
Rio Grande do Sul (Brasil)

Leche Humana

Granada (Espafia)

N.D.
N.D.
230+0.14
432+0.14
19.76 £ 0.15
6.03 £ 0.06
2.11+0.07
N.D.
N.D.
27.45+0.24
2092 +£0.25
1.58 £ 0.04
N.D.
0.71 £ 0.05
0.97 £ 0.01
0.45 £ 0.01
0.32+0.01
0.14+0.01
0.34 £ 0.01

N.D.
0.08 +0.00
3.14 £0.57
6.70 £ 0.89
21.05 +£0.58
5.69+0.21
1.49 £0.10
0.76 £ 0.02
442 £0.25
38.70 £ 1.43
1259 £ 1.10
0.57+0.12
093 +£0.11
0.73 £ 0.06
091+0.12
0.45 £ 0.09
0.42 £ 0.10

N.D.
0.48 + 0.05

Los datos se expresan como porcentaje del total de dcides grasos como media + SEM. N.D.: No detectado.
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CAMBIOS EN LA COMPOSICION LIPiDICA PLASMATICA

Los datos sobre la composicion lipidica del plasma se recogen en la tabla 12. Es de
destacar la gran variabilidad encontrada debida a diferencias bioldgicas y al propio método de
medida.

Tanto el contenido de triglicéridos como la concentracion total dc lipidos plasmaticos se

incrementaron desde el inicio de la toma de muestras hasta ¢l mes del estudio, llegando a ser

significativo solo en el grupo LH.

No existicron diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de fosfolipidos,
colesterol y triglicéridos enire los tres grupos de recién nacidos estudiados, aunquc 'a cantidad

de triglicéridos tendio a ser superior en el grupo LH.

Con objeto de disminuir la variabilidad producida por ¢l uso de un estandar interno cn un
método que emplea una separacion mediante HPTLC y fotodensitometria y tratar de aclarar y
confirmar las tendencias observadas, se expresaron los resultados como porcentajes (tabla 13).

Se confirmd la inexistencia de diferencias significativas entre los tres grupos estudiados.
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Tabla 12. Composicion lipidica del plasma en recién nacidos pretérmino alimentados con leche
humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (FAP) y formula adaptada {FA).

Tiempo de alimentacion

Lipido

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

Fosfolipidos

Triglicéridos
FA
Colesterol LH
libre FAP
FA

Colesterol LH
Esterificado FAP
FA

Colesterol LH
Total
FA

LH
FAP
FA

67.63 £ 5.05
63.68 £ 6.08
7041 = 8.40

36.83 £ 5.82
4032 £8.12
38.92 + 8.02

3935+ 138
40.03 + 3.68
4560+ 6.17

84.56 £ 14.16
84.60 £ 7.02
108.62 £ 21.92

123.90 + 14.28
114.05 + 12.49
128.52 £ 19.48

202.24 + 34.81
213.00 £ 17.54
200.16 £ 17.85

78.53 £5.17
68.59 £ 6.03
68.60 + 4.63

67.61 £12.24
4930 + 4.20
63.60 = 9.43

42.78 £ 2.00
43.54 £2.46
41.10 £2.94

118.75 £ 10.50
108.80 £ 7.62
97.33+ 7.93

144.57 £ 18.92
152.34 £ 9.26
138.43 + 8.43

27139+ 27.78
259.51 £ 14.00
264.84 + 17.04

76.90 £ 7.22
65.55+3.26
63.40+4.14

91.23 = 12.37
5194 4.73
74.46 £ 10.16

4120 +2.42
38.79 £ 2.06
3520+ 1.12

112.53 £ 10.74
9458+ 5.26
101.98 £ 5.56

137.65 £ 18.60
133.37+ 6.89
137.17 % 6.13

2907542511
243.45 £10.70
260.81 £ 15.79

Los resultados se expresan en mg/dl como media £ SEM. TOTAL: Suma de los lipidcs identificados. N: LH=8,

FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. 1: p<0.05.




Resultados

Tabla 13. Composicion lipidica del plasma expresada en porcentaje en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y jormuia adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

Lipido

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

Fosfolipidos

Triglicéridos

Colesterol
libre

Colesterol

Esterificado

Colesterol

Total

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA
LH

FAP
FA

LH
FAP
FA

2892+3.12
2674234
2681 1 3.04

15.64 + 2.58
18.80 £3.15
18.63 £4.11

16.27 £ 0.42
1695+ 1.16
18.08+1.50

39.17+5.27
3751 +£243
36.48 £ 0.43

66.58 = 11.75
52,80+ 3.58
63.80 + 8.10

23.73£2.17
2509+ 1.63
2485143

22.0i £4.26
18.56 = 1.57
22.54 = 2.81

13.18 £ 0.90
15.82 £ 0.71
1505+ 0.17

41.09 £ 1.58
40.53 £ 1.31
37.56£2.10

§2.20+£4.06
5892 +2.24
52.82 + 2.06

2752171
26.46 = 1.01
2326+ 143

27.63 £3.29
21.11 £ 1.63
2608 £2.54

1281 £0.75
1520 £ 0.44
13.09 £ 0.75

36.82 242
37.23+1.08
3757+ 1.61

46.20 £ 4.47
5484 2192
52.06 £2.31"

Los resultados se expresan como media  SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. 1:

p<0.05.
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Resuliados

Tabla 13. Composicion lipidica del plasma expresada en porcentgje en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada suplementada con dacidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Ticmpo de alimentacion

Lipido

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

Fosfolipidos

Triglicéridos

Colesteroi
libre

Colesterol

Esterificado

Colesterol

Total

FA

LH

FA

LH

FA

LH

FAP

FA

2892+£3.12
26,74+ 234
2681 £3.04

15.64 + 2.58
18.80 £ 3.15
i863+4.11

16271042
1695+ 1.16
18.08 + 1.50

39.17+£5.27
3751+243
3648 £ 0.43

66.58+11.75
5289+ 358
63.80+ 8.10

23732217
2509+ 1.63
2485+ 143

2201 £4.26
18.56 £ 1.57
22.54 £ 281

13.18£0.90
15.82£0.71
15.05+0.17

41.09 £ 1.58
40.53 £ 1.31
37.56 £2.10

5220+ 4.06
5802+ 224
5282+ 206

2275177
26.46 £ 1.01
2326+ 143

27631329
2111 £ 1.63
26.08 £ 2.54

12.81+£0.75
1520 £ 0.44
13.09+0.75

36.82+2.42
37.23 £ 1.08
175 15}

46.20 + 4.47
54.84 +£1.92
52.06 +2.31"

Los resultados s¢ expresan como media + SEM. N. LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. 1:

p<0.05.
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Figura 3. Concentracién de fosfolipidos, colesterol total y triglicéridos en recién nacidos de bajo peso
alimentados con leche humana (LH), férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de
cadena larca (FAP) y férmula adaptada (FA) a los 30-32 dias de alimentacion. N: LH=8, FAP=15, FA=I4.




Resultados

CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DEL FLASMA

Acidos grasos totales plasmaticos

La composicion en acidos grasos del plasma sc ha medido en valor absoluto mediante la
adicién de un estandar interno expresando los resultados tanto en mg/dl del plasma como en

porcentaje relativo.

En las tablas 14, 15, 16 y 17 se encuentra el perfil en acidos gracos de los lipidos totales
del plasma expresados en valor absoluto. Los indices de interés relacionados con el metabolismo
lipidico. tales como la suma de los acidos grasos saturados, de los monoinsaturados, de los acidos
grasos mayores de 18 dtomos de carbono de las serics n-6 y n-3, de los dimetilacetales, del total
de los acidos grasos, la relacion entre los acidos grasos n-6 y n-3 mayorss de 18 dtomos de
carbono, la relacion entre 18:2n-6 y 20:4n-6 y entre 22:5n-3 y 22:6n-3 y el indice de insaturacion
s¢ encuentran en las tablas 18A y 18B. Los valores correspondientes a los resultados expresados

en porcentajes figuran en las tablas 19, 20, 21 y 22 y sus respectivos indices en la 23.

Las cantidades de acidos grasos saturados de cadena mas corta 12:0, 14:0 y 16:0
tendieron a incrementarse con ¢l tiempo en el grupo LH mientras que en los grupos FAP y FA se
mantuvieron casi constantes, resultando en un contenido significativamente superior en el grupo
alimentado con leche humana desde los 15-17 dias de iniciada la alimentacion para el 14:0 y 16:0

y a los 30-32 dias para el 12:0.

El acido estearico aument¢ conforme avanzaba ¢l estudic en los tres grupos considerados.
Sin embargo, los nifios alimentados con LH presentaron concentraciones significativamente

superiores de este acido graso desde los 15-17 dias.

El contenido de acido palmitoleico disminuyo significativamente en plasma al mes de
iniciarse la alimentacion para las tres dietas utilizadas, alcanzando valores que fueron la mitad de
los obtenidos a los 0-2 dias después del comienzo del estudio. El grupo LH tendi6 a presentar

conceniraciones mas altas de este acido graso siendo este hecho significativo a los 15-17 dias con
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Resuitedos

respecto al grupo FAP.

La concentracion total de acido oleico en plasma se incrementd a lo largo del estudio
aunque no cxisticron diferencias significativas. Asimismo, ¢l grupo que recibio LH tendio a

nresentar un contenido inferior de este acido graso en plasma.

En la tabla 16 se observa el perfil de acidos grasos de la seric n-6. Podemos destacar ¢l
aumento de é4cido linoleico en mas de dos veces a los 15-17 dias después de iniciarse la
alimentacion con respecto a la primera muestra, presentando el grupo de LH concentraciones

superiores a los de los nifios alimentados con formulas aunque no significativamente diferentes.

El perfil de 20:4n-6 evoluciono de forma distinta en los tres grupos estudiados después
de iniciada la alimentacion. En el grupo LH la concentracion de 20:4n-6 se mantuvo a lo largo del
estudio o incluso tendio a incrementarse. En ¢l grupo FAP la concentracion de 20:4n-6 disminuyo
ligeramente, aunque no de forma significativa. En ¢l grupo FA el contenido de éste disminuy6 de
forma drastica encontrandose ya diferencias significativas entre este grupo y el grupo LH a los
15-17 dias.

La tabla 17 presenta los valores de los AGPI plasmaticos de la serie n-3. El contenido de
acido a-linolénico tendid a incrementar con el tiempo de alimentacion cn los tres grupos
estudiados. Los valores del grupo LH tendicron a ser superiores a los de los grupos alimentados

con formulas sin existir diferencias significativas.

El perfil de 20:5n-3 practicamente no se modificé a lo largo del estudio, no existiendo
diferencias significativas entre los tres grupos de recién nacidos desde el comienzo del estudio
hasta el mes de iniciada la alimentacion. Los cambios encontrados cn las concentraciones de
22:6n-3 fucron similares a los de 20:4n-6, aunque en este caso también en el grupo de FAP el
22:6n-3 tendio a aumentar conforme avanzaba el estudio siguiendo un patrén similar al del grupo
LH. Como consecuencia, al mes de iniciada la alimentacion existieron diferencias significativas

en la concentracion de 22:6n-3 entre el grupo FA y el grupo FAP y entre el FA y el grupo LH.

Los nifios alimentados con LH presentaron un perfil significativamente superior de 22:5n-
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3 desde los 15-17 dias, al de los niflos alimentados con formulas adaptadas. El contenido de
20:3n-9 disminuyo conforme avanzaba el estudio en todos los grupos aunque se observé una
tendencia a que los grupos que recibieron formulas adaptadas presentaran contenidos superiores

de este acido graso.

Las tablas 18A y 18B, que contienen los indices y relaciones entre acidos grasos, resumen
los principaies cambios encontrados. La suma de acidos grasos saturados fue significativamente
superior en el grupo LH. En relacion a los acidos grasos de las series n-6 y n-3 de mas de 18
dtomos de carbono, se encontraron cambios similares a los de sus maximos representantes 20:4n-
6 y 22:6n-3. El grupo FA present6 una disminucion de las concentraciones de estos acidos grasos
encontrandose diferencias significativas con ¢l grupo de LH a lo largo de todo el estudio y con
el grupo FAP a los 30-32 dias. La relacion entre los AGPI-CL de ambas series fue superior en el

grupo FA siendo este hecho significativo a los 30-32 dias con respecto al grupo LH.

La relacion entre el 20:4n-6 y su precursor fue significativamente superior en el grupo FA
que en los otros dos grupos de alimentacion a los 30-32 dias de estudio. La relacion entre 22:5n-3
y 22:6n-3 fue significativamente superior en ¢l grupo LH. Los nifios alimentados con formula
suplementada presentaron el valor mas bajo para este indice a lo largo del estudio aunque no
existicron diferencias significativas entre ambas formulas. El contenido de dimetilacetales aumento
con el tiempo en el grupo FAP siendo la concentracion significativamente distinta a 1a de los otros
grupos desde los 15-17 dias. Tanto el indice de insaturacion como la suma total de acidos grasos
tendid a ser superior en ¢l grupo LH sin que existieran diferencias significativas entre grupos a

excepcion del grupo FAP con respecto al de LH a los 15-17 dias.

Cuando los resultados se expresan en porcentajes (tablas 19-23) algunos de los cambios
observados en relacion al tiempo de alimentacion para cada una de las dietas se ven afectados.
Asi, ¢l aumento del 16:0 observado en valor absoluto se convierte en una disminucion del
porcentaje relativo del mismo. Por otro lado, practicamente no se observo un efecto del tiecmpo
de alimentacion sobre ¢l porcentaje de 18:0 cuando aumento claramente su concentracion. Como

consecuencia, el porcentaje de acidos grasos saturados disminuyo a lo largo del estudio.

Es interesante destacar que el porcentaje de 18:1n-9 disminuyd en el grupo alimentado
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con LH mientras que se mantuvo en los otros dos grupos. Debido a esta diferente evolucion,
existieron difercncias significativas en ¢l porcentaje de este acido graso entre el grupo LH y los
grupos FAP y FA. El porcentaje de 20:4n-6 y 22:6n-3 disminuyo con el tiempo en relacion al
valor encontrado al iniciar ¢l estudio incluso en el grupo LH y FAP, de forma mas drastica que

cuando s¢ expresaron los resultados en valor absoluto.

Los cambios observados en el resto de los acidos grasos son similares a los descritos en

valores absolutos muy especialmente los cambios dcbidos a la dieta. Las figuras 4, 5, 6 y 7

resumen los principales cambios observados en los contenidos de dcidos grasos plasmaticos.




Resultados

Tabla 14. Concentraciones de dcidos grasos saturados de los lipidos totales del plasma en
recién nacidos pretérmino alimentados con ieche humana (LH). formula adaptada suplementada
con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaprada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.52+0.20
0.56+£0.23
0.28 £ 0.06

1.64 £0.37
1.58 £0.35
1.58 £ 0.32

41.47+2.78
40.71 £4.14
40.03 £4.91

13.81+£1.03
13.27£1.09
12.85+1.04

0.75+0.08
0.89 +0.09
0.98 £0.05

1.16 £ 0.08

1.53 £ 0.09°

1.42+0.09

1.09£0.07
1.36 £ 0.09
1.19+0.07

239 1.17
0.40 £ 0.07
0.44 £ 0.06

597+1.9%4
1.64 £ 0.15¢
1.98 £ 0.15°

54.18 £ 4.87
35.03 + 1.84%
39.71 £ 2.36%

20.69 + 1.29"
16.22 £ 0.57%
15.94 £ 0.68"'¢

0.79+0.14
0.82 £0.03
0.95 £0.06

1.21£0.20
1.27 £0.05
1.38 £0.07

0.96 £0.16
0.91 + 0.05*
0.98 + 0.06

246 £0.90
0.60 + 0.09¢
0.50 £ 0.07

552+ 1.63
2.08 + 0.30°
1.94 +0.17%

5240642
38.81+£3.42
L 15T

2242 +£2.13"
19.22 £ 1.149
16.27 £ 0.58"'

091 +0.09
1.05%0.10
0.85 £ 0.06

1.17+£0.07
1.26 £ 0.07
1.11 £0.09

0.96 £ 0.09
0.98 £0.10*
0.79 + 0.05"

Los resultados se expresan en mg/dl como media = SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2
dias. b: Diferencia significativ~ vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 15. Concentraciones de dcidos grasos menoinsaturados de los lipidos totales del plasma
en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion

_A. graso Dieta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
16:1n-7 FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH

FA

7.19 £ 0.57
8.29+1.34
8.10 + 1.64

0.94 +0.10
1.11 £0.11
1.17 £0:.17

7.04 £0.77
850+ 1.12
7.70 £ 0.87

32.88 +2.78
48.84 £ 7.95
43.49 + 6.85

0.34 £ 0.05
048 £0.11
0.36 £ 0.06

0.37 £ 0.00
0.54£0.18
0.34 £ 0.02

236+0.22
293024
2.70 £ 0.25

5.67+0.67
3.05 £ 0.249
4.66 + 0.56"

1.09£0.17
0.95 £ 0.04
1.15 £ 0.06

5.76 £0.99
5.08+021%
672+ 1.39

49.64 £ 5.67
47.71 £3.28
5643 £3.44

071 £0.13
0.54 £ 0.06
0.59 £0.05

0.58 £0.00
0.41£0.02
0.35 £0.02

257+0.19
3.10 £ 0.22
333+0.19

4.14 £ ¢.54"
2.80 £ 0.38%
3.32 £ 0.30"

105+0.18
0.98 £ 0.05
1.08 £ 0.05

5.40 £ 0.66
494 037"
504027

4740+ 942
50.17+3.39
5207237

0.73£0.24
0.58 £ 0.05
0.59 £ 0.04

0.24 £ 0.00
0.39 £ 0.01
0.35 £ 0.01

243+0.17
3.59+0.29
297+0.28

Los resultados se expresan en mg/dl como media + SEM, N: LH=8, FAP=15, FA=14, a: Diferencia significativa vs (-2
dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3. p<0.001.




Resultados

Tabla 16. Concentraciones de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-5 de los lipidos totales
del plasma en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada

suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptade
(FA).

Tiempo de alimentacion

Dicta 0-2 dias
LH 15.40 £2.97
FAP 20.01 £4.06
FA 15.69 £ 2.64

30-32 dias
57.61 £9.56"
48.79 + 3.38"
43.60 + 2.36"

15-17 dias
52.01 = 7.53"
40.40 + 2.74%
39.14 +2.26"

0.45 £ 0.04"
0.46 £ 0.04
0.67 £ 0.07%

LH 0.28 £ 0.04
FAP 0.37+0.05
FA 0.51+£0.23

0.34 +£0.04
041+0.03
0.53 £ 0.08

1.35+0.28"
0.69+0.11¢
0.73 £ 0.09

LH 0.48 £ 0.09
FAP 0.46 £ 0.06
FA 0.42 £0.06

1231 0.16
0.59 = 0.08
0.58 + 0.05°

4.33 £0.30"
3.64 £0.23"
3.43 £ 0.24%

4.18 £ 0.40"
354+0.15
362+0.13%

LH 270 £0.32
FAP 278 £0.32
FA 242 £0.24

LH 1598 £1.57
18.30%1.16
17.26 = 0.91

18.64 £ 1.14
14.49 £ 0.71¢
11.66 = 0.94

17.12 £ 1.18
15.06 £ 1.39
10.03 + 0.62"**

FA

0.85 £ 0.08
1.01 £0.13
0.85 £0.07

1.24 £0.16
1.48 £0.23
1.67 £0.22

0.82+0.11
0.82 £0.22
0.49 = 0.04

0.98 £0.18
0.76 + 0,10"
0.73 £ 0.07*

0.77 £0.10
0.76 £0.13
0.57£0.16

0.89+0.14
0.79 £ 0.09"
0.81 £ 0.18*

Los resultados se expresan en mg/dl como media £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs (-2
dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1:

p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tahla 17. Concentraciones de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 y n-9 de los lipidos
totales del plasma en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula
adaptada suplementada con acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula

adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

A. graso Dicta

LH
18:3n-3

FA

LH

FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

0.95 +0.04
097 £0.47
0.65 £0.23

0.24 £ 0.00
0.45+0.05
0.39+0.09

0.73 £ 0.04
0.82 £ 0.07
0.73 £0.07

290+0.44
358 +0.44
333024

1.22+0.16
1.42 £0.30
1.29 +0.29

1.70 £ 0.53
0.82 £ 0.08
1.14 £0.11

0.68 + 0.35
0.52 £ 0.04
0.47 £ 0.04

143 +0.31
0.67 £0.12¢
0.70 £ 0.10°'

341+032
346£0.19
2.08 £ .20

0.69 £ 0.12"
0.87 £0.09
1.17£0.11

1.72 £ 0.68
1.02 £0.09
1.20+£0.10

0.42 £0.08
0.51+0.03
0.44 £ 0.05

1.62 £ 0.20"
0.80 +£0.19¢
0.75+0.11¢

3.68 £0.39
3.83+£0.30
21520307

0.37 £ 0.09"
0.73 £ 0.07
0.81 £0.09

Los resultados se expresan en n./dl como media £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2
dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. c: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1:

1<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001,




Resultados

Tabla 18A. Indices de dcidos grasos de los lipidos totales del plasma en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con acides
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimenitacion
(-2 dias 15-17 dias 30-32 dias
60.26 + 4.14 87.22 + 8.39 87.21 £ 10.91
59.74 £5.76 56.56 + 2,58 64.40 = 5.08°'
58.03 £ 6.31 61.84 £ 3,09 59.77 + 2.23¢

50.66 =4.13 65.52 + 6.95 61.19+10.76
70.21 £9.76 61.35+3.49 6442+ 390
63.62 £9.30 7292 +£4.36 65.27+ 2.74

20.87 £ 1.96 2584 = 1.64 2424 + 1.60
n6>18C 2335+ 1.51 19.75 £ 0.99< 2042 1.77
2226+ 1.22 16.61 £ 1.11% 15.10 £ 0.90*

3.76 £ 0.49 536+0.79 5.56 £ 0.60
n3>18C 4.51 £0.46 425025 485+ 0.41
4.24 £ 031 3.14 £ 0.27"¢ 3.01 £ 0.24'9¢

593 +0.45 5.29 +0.54 4.57 £ 0.31
n6/n3> 544 +0.29 470 £0.17 427 £ 0212
FA 537 +0.23 5.47 +0.23 5.15 + 0.20°

Los resultados se expresan como media £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. SAT: Suma de los acidos grasos saturados.
MONO: Suma de los acidos grasos monoinsaturados. n6>18C; Suma de los AGPI de mas de 18 dtomos de carbono de
la serie n-6. n3>18C: Suma de los AGPI de mas de 18 dtomos de carbono de la serie n-3. n6/n3>: Relacion entre los
AGPI n-6 yn-3 de mas de 18 dtomos de carbono. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia significativa vs
15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<<0.001.




Resultados

Tabla 18B. /ndices de dcidos grasos de los lipidos totales del plasma en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adapiada suplemenzada con acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adapreda (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LA/AA

FA

LH

FA
LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

1.15 £ 0.41
1.04 £0.14
091£0.16

0.30 £ 0.07
0.26 £ 0.02
0.23+0.03

0.75 £ 0.09
136+ 0.132
0.29 £ 0.10°

18841 £ 11.18
233.01 £25.40
213.10 % 19.00

153.15+ 9.88
180.23 £ 20.71
166.74 £ i9.10

2.81 +0.48"
280 £0.16
3.55+0.27"

0.40 £0.07
0.20 £ 0.05
0.35 £ 0.06

1.37+0.33
3.75 £ 0.54°°
1.68 £ 0.54%

305.24 £ 27.16
248.14 £ 12.67
24040 £ 12.40

239.59+23.14
185.39 + 8.81¢
197.01 £ 9.72

3.36 £ 0.82"
3.74 £ (.39
5.30 £ (.45

044 +0.02
0.20 + 0.03
0.38 £ 0.05"

1.32 = 0.11
§23 = B9
1.08 + 0.10

305.23 £ 37.50
273.90 + 18.60
23342+ 11.42

239.30 £ 32.63
206.58 = 13.57
189.87 + 7.75

Los resultados se expresan como media £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14, LA/AA: Relacion entre los dcidos grasos
linoleico y araquidénico. DPA/DHA: Relacion entre los acidos grasos 22:5n-3 y 22:6n-3. SDMA. Suma de los
dimetilacetales. UNID: Indice de insaturacion. SUMA: Suma total de los dcidos grasos. a: Diferencia signiticativa vs
(-2 dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. c: Diferencia significativa vs LH. d: Difcrencia significativa vs FAP.
1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 19. Perfil de acidos grases saturados de los lipidos totales del plasma en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) v formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

i5-17 dias

30-32 dias

FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH

FA

0.29+£0.10
0.22+£0.05
0.13£0.02

1.03£0.17
0.82 +£0.07
0.88 £ 0.06

27.15+0.90
23.00 £ 0.70¢
2391 £ 0.41¢

903+0.35
7.63 £ 0.23°
8.00 £ 0.40

0.48 £ 0.06
0.56 £ 0.04
0.51+0.06

0.78 £ 0.08
0.92 £0.06
0.21 £0.07

0.74 £ 0.08
0.81 £0.05
0.76 = 0.06

0.82+£0.34
0.20 £ 0.03
0.22 £ 0.04

217+0.53
0.87 £ 0.05%
1.00 £ 0.05°

22.76 £ 0.54"
18.94 £ 0.474¢
20.11 £ 0.61"

8.96 £ 0.61
8.82 +0.18%
R.15+0.25

0.34 £ 0.06
0.50 £ 0.02
0.48 £0.03

0.54 £0.12
0.70 + 0.03*
0.72 £ 0.04"

0.46 £ 0.10
0.50 + 0.02"
0.50 £ 0.03"

0.88 £ 0.21
0.26 + 0.03°
0.27 £ 0.03¢

207 +0.28
1.00 £ 0.14¢
1.02 £ 0.08

22.18 £ 0.65"
18.61 £ 0.50”¢
19.82 £ (.41

9.68 +0.47
9.38 + 0.20*
R.63+0.24

0.40 £ 0.02
0.52 £0.02
0.46 £ 0.02

0.58 £ 0.06
0.73 £ 0.04
0.62 £ 0.04%

0.43 £ 0.05"
0.47 £ 0.03"
0.42 £ 0.02"

Los resultados se expresan como media £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. b:

Diferencia significativa vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 20. Perfil de dcidos grasos monoinsaturados de los lipidos totales del plasma en recién
nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con
dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH

FA

4.69 +£0.25
461051
464 +£0.39

0.62 £ 0.06
0.65 £ 0.05
0.71 £ 0.06

4,55+ 034
472 +0.37
4.81 +£0.38

27.37£0.98
25.80 £ 1.18¢
25.19+£0.99

0.20 £ 0.02
0.22 £0.02
0.20 £0.02

0.25 £0.00
0.26 £ 0.02
0.22 + 0.01

1.58+£0.17
1.75+0.14
1.69 £ 0.15

2.40 £ 0.27*
1.67 £0.12%
2.31+£0.19%

0.45+0.06
0.52+0.01"
0.58 £ 0.02"'<

2.32+£0.30¢
219 £0.12°
3.38 £+ 0.49"

20.53 £ 0.91
25.57 £0.78%
28.47 + 0.62**°

0.26 £ .03
0.29 £ 0.02
0.30 £ 0.02

0.23 £0.00
0.21 £0.01
0.17 £ 0.02

1.18 £ 0.16
1.70 £ 0.12
1.74 £ 0.14

1.79 +0.18"
1.31£0.10°
175 £0.14°

0.44 £ 0.03
0.48 + 0.02"
0.57 £ 0.02"'<*

2.32 £ 0.20"
2.39 + 0.06"
2.66 £0.10

19.05 = 1.26
24,30 £0.77°
27.44 £ 0.50°

0.26 £ 0.05
0.28 £ 0.01
0.31£0.02

0.05 £ 0.00
0.19 £ 0.01
0.18 £ 0.02

1.i2+0.12
i80+0.17
1.57+£0.14

Los resuliados se expresan como media = SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14, a: Dilerencia significativa vs 0-2 dias. b:
Diferencia significativa vs 15-17 dias. c: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 21. Perfil de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 de los lipidos totales del
plasma en recién nucidos pretérmino alimentados con leche hunana (LH), formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion

Dieta 0-2 dias 15-17 dias 30-32 dias
LH 979 x1.27 21.16 £ 1.34* 23.74 + 1.64"
FAP 10.68 £ 1.00 21.56 £0.73" 23.56 + 0.35%
FA 9.13 £0.83 19.85 = 6.70" 22.84 + 0.43""

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.17 £0.02
0.21 £0.02
0.25 £0.07

0.29 £ 0.04
0.26 £ 0.03
0.25 £ 0.04

1.78 £ 0.08
1.66 £ 0.23
153+0.14

10.71 £ 1.15
10.87 £ 0.65
11.16 £ 0.83

0.54 £ 0.06
0.59 £ 0.08
0.54 £ 0.05

0.79 £ 0.09
0.83 £0.08
1.06 £0.12

0.20 £0.02
0.25+0.02
0.34 £ 0.03°

0.51 £0.6"
0.31 £0.03¢
0.30 +0.03

1.86 £ 0.25
1.94+£0.10
1.88£0.10

8.19 £ 0.82
7.89 £ 0.33"
5.93 +0.39"!

0.34 £ 0.04"
0.41 +£0.08
0.24 £ 0.02“

0.41 £ 0.08"
0.39 + 0.04%
0.36 = 0.04*

0.15£0.02
0.20 £ 0.02
0.28 £ 0.04°

0.54 + 0.03*
0.32 £ 0.03%
0.38 + 0.04

1.96 £ 0.20
1.80 £ 0.10
1.81 £0.13

7.59 £0.59
7.26 034"
$27 2023500

0.33 £ 0.032
0.236 £ 0.05
(.30 £ 0.08"

0.41 £ 0.09"
0.35 +0.02"
0.40 + 0.08

Los resultados se expresan como media + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. b:
Diferencia significativa vs 15-17 dias. c: Diferercia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1. p<0.05.
2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 22. Perfil de dacidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 de los lipidos totales del
plasma en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada

(FA).

A. graso Dicta

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
18:3n-3 FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

0.58 £0.07
039+0.11
033+0.11

1.i70.01
.24 £0.03
0.20 £0.03

0.49 + 0.04
0.51 £0.04
044 £0.03

1.95 £ 0.28
204+0.13
2.14+0.18

0.79 £0.11
0.79+0.12
0.75 £0.10

0.62+0.13
043 +0.03
0.57+£0.05

0.33+£0.20
0.29 £ 0.02
0.24 £ 0.02

0.61£0.16
035+£0.01
0.35+0.05

147 +£0.14
1.87 £ 0.08
1.05 £ 0.074193

0.31 £0.07%
0.49 + 0.06"
0.61 +£0.07

061+0.14
049 +£0.03
0.63 £ 0.05

0.18 £0.04
0.26 £0.02
0.23+£0.02

0.68 + 0.04
0.38 £ 0.06“
0.40 £ 0.06%

1.59+0.14
1.85 £ 0.08
1.12 £ 0,08

0.19 £ 0.06"
0.38 + 0.04*
0.43 £ 0.05"

Los resultados se expresan como media £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia signilicativa vs 0-2 dias. b:
Diferencia significativa vs 15-17 dias. c¢: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1. p<0.05.

2: p<0.01. 3: p<0.001,
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Tabla 23. Indices de dcidos grasos de los lipidos totales del plasma en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Dieta

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
FAP
FA

LH

FA
LH

FA
LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

3942+ 1.19
33.85 £ 0.79¢
35.00 = 0.42°

3296+ 1.54
3774 £ 1.36
3726 £ 1.31

13.89 £ 1.30
13.82£0.79
1432 £ 1.02

248 £0.33
2.60+0.18
2.67x0.16

0.50 £ 0.07
0.86 £ 0.10
0.76 £0.10

123.72 £ 4.61
130.90 £ 3.14
130.61 + 3.20

36.50 £ 0.88
30.61 £ 0.56"
31.46 + 0.64°

27.22 + 1.08"
33.07 £0.77"
36.79 + 0.66¢

11312 1.10
10.71 £ 038"
8.48 £ 0,484

232+043
230+0.10
]58 + 0 lonjcldl

0.61 £0.19
2.33 £0.36°
0.60 * 0.06"

128.46 +4.57
133.66 + 2.01
121.87 +2.18

36.77 £ 0.65
31.04 £0.75"
31.60 + 0.58

24.98 + 1.35%
31.30 £ 0.69*
34.41 £ 0.40°%

10.73 £ 0.77
9.86 + 0.41"
703 £ 039

238 +0.18
236+0.12
1.58 £ 0,10

0.58 £ 0.05
2.79 £ 0.47
0.59 + 0.06*

128.70 £ 2.78
132.60 £2.19
122.52 + 2.01

Los resultados se expresan como media = SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. SAT: Suma de los dcidos grasos saturados.
MONO: Suma de los acides grasos monoinsaturados. n6>18: Suma de los AGPI de mas de 18 dtomos de carbono de
la serie n-6. n3>18; Suma de los AGPI de mas de 18 dtomos de carbono de la serie n-3. n6/n3>: Relacion entre los
AGPI n-6 yn-3 de més de 18 dtomos de carbono. SDMA: Suma de los dimetilacetales. UNID: Indice de insaturacion.
a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. d:
Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01, 3: p<0.001.
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Acido oleico plasmatico
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Figura 4. Acido oleico plasmdtico en recién nacidos de bajo peso alimentados con leche humana (LH),
foérmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y férmula adaptada
(FA). N: LH=8, FAP =15, FA= I4. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia significativa vs LH.
I: p<0.05. 2: p<0.01 3: p<0.001

Acido linoleico plasmatico

mg/dl
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Figura 5. Acido linoleico plasmdtico en recién nacidos de bajo peso alimentados con leche humana (LH),
férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y férmula adaptada
(FA). N: LH=8 FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Acide araquidénico plasmatico
mg/di
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Figura 6. Acido araquidénico plasmatico en recién nacidos de bajo peso alimentados con leche humana (LH),
férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinseturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA). N: LH=8, FAP=15, FA= 14. a: Diferencia significativa vs (-2 dias. c: Diferencia significativa vs LH.
d: Diferencia significativa vs FAP. I: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.

Acido docesahexaenoico plasmatico
mg/dl
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0-2d 15-17 d 30-32 d
Tiempo de alimentacion

Figura 7. Acido docosahexaenoico plasmdtico en recién nacidos de bajo peso alimentados con leche humana
(LH), férmula adapteda suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y férmula
adapiada (FA). N: LH=8 FAP= 15, FA = 14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dfas. c: Diferencia significativa
vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP, 2: p<0.01. 3: p<(0.001.
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Fracciones plasmaticas

Los lipidos plasmaticos fueron separados en fosfolipidos, ésteres de colesterol y
triglicéridos, con objeto de cuantificar el perfil de dcidos grasos de los mismos. Dada la dificultad
que entrafia ¢l uso de un estandar interno, cuando la muestra esta muy manipulada en varios pasos
de cromatografia, desestimamos la utilizacion de éste y tan solo los datos se expresaron en

porcentaje del total de acidos grasos analizados en cada fraccion.

a) Fosfolipidos

Los valores relativos a los acidos grasos de los fosfolipidos y sus principales indices se
encuentran en las tablas 24-28B. Con respecto a los saturados, observamos que el 14:0 mantuvo
sus proporciones en el grupo LH con valores superiores a los de los nifios que recibieron formula
(tabla 22). También, se aprecio un descenso significativo del 16:0 en los fosfolipidos desde los 15-
17 dias de iniciarse la alimentacion en los grupos LH y FAP, aunque fue mas acusado para este
ultimo. En el caso del 18:0, sus proporciones tendieron a aumentar para esta fraccion en los
grupos de LH y FA, y para el caso del 22:0 y del 24:0, ambos presentaron una disminucion de sus
valores que fueron significativos para el 22:0 en el grupo alimentado con FAP desde los 15-17
dias después de iniciarse la alimentacion y para el 24:0 a los 30-32 dias en los grupos alimentados

con formula.

Con respecto al palmitoleico (16:1n-7) recogido en la tabla 25, sus perfiles descendieron
a lo largo del periodo de estudio en los tres grupos de alimentacion, aunque el descenso fue mayor
en el grupo FAP. El 4cido oleico disminuyé con la edad postnatai desde los 15-17 dias en ¢l grupo
alimentado con LH, manteniendo sus proporciones en los grupos alimentados con formula. Cabe
destacar el alto contenido del 24:1n-9 (icido nervonico) en esta fraccion, aunque no se

encontraron diferencias dignas de mencion entre los diferentes grupos.

La tabla 26 muestra los valores de los AGPI-CL n-6. El acido linoleico aumento su

contenido desde el inicio de la alimentacion hasta los 30-32 dias. En este tiempo, el grupo LH

tendié a presentar un menor contenido de dcido linoleico. Las proporciones de 20:2n-6 se
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incremen’ aron conforme avanzaba el estudio en los 3 grupos, aunque el porcentaje de este acido
fue inferior en los nifios que recibicron formula. En el caso del 20:4n-6 no se aprecié una
disminucion significativa de sus porcentajes con el tiempo de alimeniacion en los grupos LH y

FAP. Sin embargo, en ¢l FA descendieron desde los 15-17 dias.

Con respecto a los poliinsaturados de la serie n-3, es de destacar la tendencia a presentar
mayor contenido de 20:5n-3 que presentaron los grupos alimentados con las formulas, aunque

no existicron difcrencias significativas. La cantidad de 22:6n-3 dismiruy6 de forma progresiva en

el grupo de FA, mientras que se¢ mantuvo o incluso tendio a incrementarse con el grupo FAP,

encontrindose diferencias significativas a los 30-32 dias de iniciada la alimentacion entre el grupo

de formula estandar y el de formula suplementada.

El grupo LH presenté un mayor contenido de dcidos grasos saturados y menor contenido
de dcidos grasos monoinsaturados que los nifios que recibieron formulas (tabla 28A). Con
respecto a los AGPI-CL de las series n-6 y n-3, se encontr6 que a los 15-17 dias de edad habia
mas cantidad de estos acidos grasos en los fosfolipidos de los nifios alimentados con LH que en
los alimentados con las formulas, a pesar de que a los 0-2 dias de iniciada la alimentacion el
contenido de AGPI en el grupo LH era incluso inferior al de los otros dos grupos. Sin embargo,
a los 30-32 dias, los nifios que recibicron la formula suplementada con AGPI-CL tenian una
cantidad de AGPI de mas de 18 itomos de carbono similar al grupo de LH y superior al grupo
FA. Como consecuencia, las relaciones entre el 20:4n-6 y su precursor y entre el 22:5n-3 y 22:6n-
3 tendieron a ser superiores en ¢l grupo FA. La suma de los dimetilacctales presentes en esta

fraccion fue superior en el grupo FAP, incrementandose desde 1.5% a un 5%, aproximadamente.

Por ultimo, el indice de insaturacion de los fosfolipidos se vio escasamente modificado por
el tipo de alimentacion, aunque el grupo FAP mostré un valor mas alto para este indice a los 30-
32 dias.




Resuliados

Tabla 24. Perfil de «cidos grasos satirados de los fosfolipidos del plasma en recien nacidos
pretérmino alimentudos con leche humana (LHj, formula adaptaca suplementada con dcidos
grasos pcliinsaiurados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH

FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

0.25 £ 0.06
0.14 £ 0.06
0.07 £0.00

0.76 £ 0.16
057+0.11
041 +£0.04

3267097
2882+ 1.11

26.72 £ 1.17¢

16.72 £ 0.92
16.42 £ 0.62
1449 £ 0.91

0.82+0.14
0.92 +0.05
0.89 £ 0.07

1.65+0.18
1.78 £ 0.11
1.71 £ 0.18

1.70 £ 0.19
1.89+£0.14
1.70 £ 0.18

0.17 £ 0.05
0.11 £0.04
0.09 £ 0.01

0.60 £0.11
0.34 £ 0.03"'!
0.43 £0.05

2421118
22.45 +0.94"
23311.03

19.13 £ 0.76
18.05 + 0.65
18.12 £ 0.60"

0.78 £ 0.07
0.89 £ 0.03
0910.11

149+0.18
1.40 £ 0.06"
1.66 + 0.21

141 £0.17
1.17 £ 0.07*
1.37+0.13

0.18 £ 0.04
0.11 £0.05
0.10 £0.02

0.74 £ 0.11
0.34 £ 0.03"¢
0.41 £0.04%

2473 £1.01%
19.70 + 1.02%¢
23.17+£0.76

21.19 £ 1.01*
18.20 £ 0.55“
19.43 £ 0.61"

0.66 £ 0.06
0.73 £ 0.05
0.74 £ 0.03

142 £0.11
1.27 £0.07¢
1.32 £ 0.06

133+£0.11
0.97 £0.108
1.06 £ 0.05*

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14, a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.
¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 25. Perfil de dcidos grases monoinsaturados de los josfolipidos del plasma en recién
nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formuia adaptada suplementada con
acidos grasos peliinsaturades de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Ticmpo de alimentacion

A. graso Dieta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
16:1n-7 FAP
FA

LH

FA

LH

FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

1.78 £0.17
1.12£0.19
1,10+ 0.21

0.36 £ 0.05
0.46 £ 0.05
0.40 £ 0.07

438 £0.25
426+0.29
346+0.11

13.19+£1.03
1442 £ 0.93
13.96 + 1.47

0.23£0.06
0.19£0.03
0.19 £ 0.01

N.D.
0.14 £ 0.01
0.09 £ 0.01

3401032
345020
3.25 £0.31

0.72+0.11%
0.35 £0.03"'!
0.57+0.10*

029+0.03
041 £0.03
0.43 + 0.04°

2.51 £0.13*
2.94+0.15
2.76 £0.10¢

9.48 + 0.31%
15.78 £ 1.32¢
15.86 £ 0.92¢

0.21£0.02
037+0.03
038 £0.03

0.07 £0.00
0.12£0.01
0.15+0.06

291024
3.28%0.19
381 +£0.39

0.60 £0.11"
0.29 + 0.05'¢
0.38 + 0.06"

0.35+£0.07
0.39+0.03
0.50 + 0.05°

2.18+0.18"
2.37 £ 0.09"
2.62+0.07"

8.73 £ 0.36"
12.55 + 0.46°*
14.89 + 0.33¢

023 £0.04
0.33 £ 0.01
042 +£90.02

N.D.
0.08 + 0.01
0.09 £ 0.01

283028
300+0.14
347+0.17

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.. No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14, a: Diferencia
significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. c: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia
significativa vs FAP. 1. p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 26. Perfil de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 de los fosfolipides del plasma
en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada

~uplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempe de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

18:2n-6

FAP
FA

LH
FAP
FA

7.11£1.29
7.52+£0.99
8.77+0.95

0.09 £ 0.01
0.11£0.03
0.12 £ 0.06

0.34 £ 0.07
0.28 £ 0.02
0.28 £ 0.02

1.70 £ 0.27
1.80 £ 0.28
234025

8.02 £ 1.4%
083 %152
13.12+1.76

0.37 £0.02
0.40 £ 0.07
0.56 £ 0.10

0.44 £ 0.05
0.59 £0.14
0.81 £0.15

15.63 £ 0.81*
15.64 £ 0.43"
15.31 + 1.00*

0.08 = 0.01
0.15 £ 0.02
0.09 + (.01

0.65 £ 0.09
0.40 £ 0.03%

0.41 £ 0.03*'<

292 £0.40
224+0.26
2.86 £0.32
9.98 + 0.81
6.53 + 0.64°"

6.53 £ 0.96*

0.40 + 0.04
0.36 £ 0.10
0.28 + 0.03“

0.51£0.07
0.36 £ 0.03
0.49 + 0.08"

30-32 dias
16,47 £ 1.13°
18.38 + 0.69°
1775 + 0.64"

0.06 £ 0.00
0.13 £0.01
0.09 £ 0.01

0.61 £0.05
0.40 + 0.02°
0.44 £ 0.02"'<

2.61£0.28
2.650.25
2.74+0.19

8.47+1.34
8.23+0.76
5.68 £ 0.51%

0.37 £ 0.06
0.35+0.06
0.27 £ 0.03"

0.38 + (.08
0.44 £ 0.04
0.45 £ 0.05*

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.

c: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Resuliados

Tabla 27. Perfil de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 y n-9 de los fosfolipidos del
plasma en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula udaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion
15-17 dias

30-32 dias

A. graso Dieta 0-2 dias

LH
18:3n-3 FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

0.13 £ 0.00
N.D.
0.09 £ 0.00

0.10 £ 0.00
0.32 +£0.05
0.19+0.03

0.61 £ 0.04
0.66 £ 0.07
0.76 £ 0.09

1.00£0.23
131 £0.30
202031

0.49 £ 0.15
0.62 £0.25
0.72+£0.18

0.07 £0.01
0.61 £0.15
0.09 +0.02

0.17 £0.03
0.23 £ 0.04
0.30 £0.09

1.04 £0.13"
0.51 £0.05%
0.62 + 0.07

182+0.18
124£0.17
1.21 £0.26

0.30 £ 0.06
0.33+£0.04
0.59 £ 0.07

0.10 £ 0.03
0.11 £0.04
0.26 £0.16

0.15+0.02
0.36 £ 0.07
0.26 £ 0.09

1.03+£0.09
0.62 + 0.05
0.69 + 0.05<

1.83 £ 0.44
203 +0.25
1.12 £ 0.15%

0.20 £ 0.04
0.40 £ 0.05
0.39 + 0.04*

Los resuitados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14, a: Diferencia
significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia
significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 28A. Indices de dcidos grasos de los fosfolipidos del plasma en recién nacidos pretérmino
alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos grasos

poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

A. £raso Diecta

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
SAT FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
n3>18C FAP
FA

LH
né/n3> FAP
FA

5457+ 1.00
50.54 £ 1.91
4549 + 0,97

2339+ 1.11
24,19+ 1.04
2251+ 1.80

892+2.13
12.89+ 1.96
17.11 £1.98

1.63 £0.24
2.20 £ 0.36°
2.96 £ 0.37

6.65 £ 0.20
6.14 £ 0.31
592 +0.20

47.79 £0.76
4441 +1.53"
4589+ 1.43

16.69 + 0.59"
24.76 + 1.22¢
24.20 +1.20°

14.47 + 1.30%
9.82 +0.82
10.54 £ 1.34"

299 +0.31
1.87+0.21¢
2.05 £0.31

4,90 +0.18"
5.51+£0.26
5.50 + 0.47

50.25£2.17
41.32 + 1.69
46.23 = 1.14

1522 £ 0.67
2126 £0.55'
22.57 + 0.42°¢

12.44 + 1.69"
12.08 + 1.03"
9.51 +£0.74*

293 £0.50
2.87+0.29
2.00£0.20

4.43 +0.20*
451 £ 0.30"
5.04 £ 0.35

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. SAT: Suma de los dcidos grasos
saturados. MONO: Suma de los dcidos grsos monoinsaturados. n6>18C: Suma de los AGPI de mas de 18 atomos de
carbono de la serie n-6. n3>18C: Suma de los AGPI de mas de 18 dtomos de carbono de la serie n-3. n6/n3>: Reiacion
entre los AGPI n-6 y n-3 de mas de {8 dlomos de carbono. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia
significativa vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP.1: p<0.05. 2: p<0.01.

3: p<0.001.




Resultados

Tabla 28B. Indices de dcidos grasos de los fosfolipidos del plasma en recién nacidos pretérmino
alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion
0-2 dias 15-17 dias 30-32 dias
LH 1.15£0.46 1.62+0.13 229+ 0.41
FAP 1.18 £0.39 2.67+£031" 257203
FA 0.71£0.20 2.87 £ 0.46" 3.54 +0.29*

LH 11212127 10.39+0.52 10.86 + 1.11
FAP 10.72 £ 1.57 1501 £1.72 1198 £ 1.33
FA 9.00 £ 0.60 1442 £ 1.51 1451 £1.33

LH 1.28+£0.15 191 £0.23 204+0.14
1.47 £0.15 3.46 £ 0.54° 4.88 £ 0.55°
FA 1.50 £0.20 1.21£0.16 1.24+0.17¢

LH 88.71 + 5.68 119.98 £ 7.02" 111.47 £9.61
FAP 103.30+9.16 104.81 £4.63 121.27 £ 6.25
FA 125.65 + 7.94 107.27 £ 7.31 105.57 + 4.63

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. LA/AA: Relacion entre los dcidos
grasos linoleico y araquidonico. DPA/DHA: Relacion entre los dcidos grasos 22:5n-3 y 22.6n-3. SDMA: Suma de los
dimetilacetales. UNID: Indice de insaturacion. SUMA: Suma total de los dcidos grasos. a: Diferencia significativa vs
0-2 dias. c: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

b) Esteres de colesterol

Los valores de los acidos grasos de los ésteres de colesterol se reflejan en las tablas 29-
33B. Esta fraccion sc caracterizd por ser rica en acidos grasos saturados, monoinsaturados y en

acido linoleico y por un bajo contenido en AGPI-CL tanto de la serie n-6 como de la n-3.

Con respecto a los écidos grasos saturados, debemos destacar el mayor contenido de 12:0,
14:0, 16:0 y 18:0 del grupo de LH con respecto a los nifios que recibieron férmula. En el caso del
acido palmitico (16:0), éste disminuy6 sus porcentajes desde las dos semanas de inicio del estudio,

siendo significativo para los grupos FAP y FA (tabla 29).

En relacion a los acidos grasos monoinsaturados (tabla 30), 16:1n-7, 18:1n-9 y 18:1n-7
fueron los que experimentaron importantes variaciones. E! dcido palmitoleico disminuy6 su
proporcién desde el inicio del estudio de forma mas acusada para el grupo alimentado con la dieta
FAP desde los 15-17 dias de alimentacion. Para el caso del 18:1n-7, igualmente se produjo una
disminucion de sus valores en todos los grupos de alimentacion. Con respecto al cido oleico,
podemos observar un alto contenido de este acido graso en los grupos de nifios alimentados con

formula a lo largo del periodo estudiado comparado con el grupo de LH.

En el caso de los AGPI n-6, fue notable el aumento significativo del acido linoleico a los
15-17 dias y el posterior incremento de éste a los 30-32 dias cn las dietas estudiadas, casi
triplicando los valores iniciales sin encontrar diferencias entre los grupos de alimentacion (tabla
31). El AA descendio significativamente solo en el grupo FA a los 15-17 dias después del inicio
de la alimentacion. También, podemos mencionar que los valores de AA de los grupos LHy FAP
mostraron una mayor similitud entre elios con respecto al grupo de FA, aunque no sc¢ encontraron

diferencias estadisticas entre las dictas.

La tabla 32 describe el contenido de los AGP! de la seric n-3 los cuales presentaron
proporciones casi indetectables en esta fraccion, todos ellos en una proporcion inferior al 0 5%.
Aun asi, s observo un descenso de DHA desde los 15-17 dias para los grupos FAP y FA en

relacion al grupo LH.




Resultados

Las tabla 33A y 33B presentan los indices de los acidos grasos en los ésteres de colesterol
y confirma los resultados anteriores. La proporcion de saturados disminuy6 cen el tiempo de
alimentacion si bicn la disminucion sélo fue significativa para el grupo FA. Debemos destacar que
los valores presentados por el grupo LH fueron superiores 2 los mostrados por los grupos

alimentados con formula a lo largo dei estudio. Los monoinsaturados también experimentaron una

disminucion de sus proporciones desde los 15-17 dias después del inicio del estudio para los

grupos alimentados con formula y a los 30-32 dias en todos los grupos de alimentacion. También
hay que destacar ¢l menor contenido de los monoinsaturados en el grupo LH desde los 15-17 dias

de alimentacion en relacion a los nifios alimentados con formula.

Los perfiles de AGPI n-6 de mas de 20 dtomos de carbono se mantuvicron practicamente
constantes en todos los grupos de alimentacion, excepto en el grupo FA en los que descendieron
desde los 15-17 dias hasta al final del estudio, aunque no se observaron diferencias estadisticas
entre dietas (tabla 33A). La suma de AGPI-CL n-3 fue menor en los grupos alimentados con
formula en relacion al grupo de LH a los 30-32 dias después de iniciarse el estudio. Los escasos
valores en AGPI-CL de esta fraccion originaron una relacion entre los AGPI n-6 y n-3 muy alta,
siendo claramente inferior en los grupos de formula en comparacién con el de LH a los 30-32
dias. Por esta razon, la relacion entre el 22:5n-3 y el 22:6n-3 no siempre se pudo calcular por lo
que no aparece cn la tabla. La relacion entre 18:2n-6 y 20:4n-6 aument6 desde el inicio de la

alimentacion hasta el final del estudio, sin existir diferencias significativas entre las tres dietas.

Finaimentz, esta fraccion mostro un porcentaje de insaturacion muy similar en todos los
grupos de alimentacion sin apreciarse diferencias estadisticas significativas, aunque a los 30-32
dias de iniciada l2 alimentacion el grupo FAP tendio a presentar una proporcion superior para este

indice.




Resultados

Tabla 29. Perfil de dcidos grasos saturados de los ésteres de colesterol del plasma en recién
nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con
dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) v formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A.Graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
12:0 FAP
FA

LH
FAP
FA

0.63 £ 0.21
0.17 £0.04
0.14 £ 0.01

1.89 £ 0.48
.16 £0.13
133+0.21

0.54 £ 0.25
0.15+0.03
0.17+0.03

2.50 £ 0.57
1.10£0.11¢
1.19 £ 0.09°

0.50 £ 0.21
0.14 £0.02
0.18 £0.05

245035
1.24 £0.10
1.23+0.15°

LH 24182 1.76
FAP 18.13 £ 0.85¢"
FA 20.17+0.92

20.11 £ 1.41
15.05 + 0.58%
15.49 + 0.69"*

2048 £ 1.05
15.06 £ 0.61"'<
15.47 £ 0.56"

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

493 £0.48
3.56 £ 0.27
382+0.76

025x0.16
0.12 £ 0.05
0.12 £ 0.05

0.07 £0.00
0.17 £0.00
0.04 + 0.00

0.37+0.22
0.13£0.05
0.21 £0.00

401045
3.13£0.17
295+0.16%

0.12+0.02
0.10 £ 0.02
0.07 £ 0.01

034+0.16
N.D.
045+0.26

0.56 £ 0.27
0.08 £ 0.02
0.07 £ 0.01

4.19+0.54
297+0.20
279+0.18

0.i2£0.03
0.08 £ 0.01
0.09 £ 0.00

036x0.17
0.10£0.04
0.21 £0.00

0.19 £0.05
6.11 £0.04
0.08 £ (.00

Los resuitados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.; No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia

significativa vs -2 dias. ¢: Diferencia signiiicativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 30. Perfil de dcidos grasos monoinsaturados de los ésteres de colesterol del plasma en
recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada
con dcidos grasos poliinsaturados de cadena lurga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

16:1n-7

FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA
LH

FAP

FA

LH

FAP

FA
LH

FAP

FA

10.41 £ 0.65
8.92+1.23
8.47+0.75

1.57£0.25
1.65 + 0.60
1.86 £ 0.20

594 +0.51
5.55+0.30
4,60 £ 0.40

35.17+2.88
3943 +2.38
39.67+147

0.32+0.12
9.18 £0.07
0.15+0.04

0.36 £ 0.00
0.37+£0.00
N.D.

0.14£0.00
N.D.
0.49 + 0.00

6.11 £0.78*
3.67 £ 0.29°<
491 £0.35%

124 £0.12
1.77£0.15
153+0.13

3.44 £0.23°
3.68 £0.19*
3.47+0.18"

31.75+£1.32
40.57 £ 1.32¢
4294 + 1,529

0.22 £ 0.04
0.20 £0.09
0.22 £ 0.07

0.02 £0.00
0.41 £0.00
0.17 £0.02

0.50+0.19
N.D.
0.12 £ 0.00

4,98 + 0.54"
297027
3.87+0.31%

1.06 + 0.08
.45 +0.09
1.42 £ 0.09

2.75 £0.16"
292 +0.22¢
3.06 £ 0.13*

27.64+1.93
37.63 £ 1.30°
38.17 £ 0.96"'¢

0.20 £0.05
0.14£0.02
0.16 £0.04

0.12 £0.07
0.15 £ 0.01
N.D.

0.08 £0.03
0.10 £ 0.03
N.D.

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia
significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2:

p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 31, Perfil de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 de los ésteres de colesterol del
plasma en recién nacidos pretérmino aiimentados con leche humana (LH), formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion
15-17 dias
23.63+£2.92
2492 £ 1,07
21.47 £ 1.56*

(-2 dias
LH 9.06 + 2.80

18:2n-6 FAP 11.65 £ 1.57
FA 1091 £ 1.02

30-32 dias
28.63 +3.51%
20.58 + 1.10*"'
28524 131

A. graso Dieta

LH
FAP
FA

FAP
FA

LH
FAP
FA
LH

FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

0.20+0.10
0.22 £0.04
034x0.13

0.25 £ 0.05
0.21£0.02
0.20£0.02

037+0.13
0.40+0.13
0.42 £ 0.05

2.09£0.67
5.54 £ 0.84
5.69+1.05

0.24 £ 0.01
0.19 £ 0.02
0.16 £ 0.01°

023+0.13
021+0.08
0.36 £ 0.07

0.36 £0.06
031 £0.04
0.44 £ 0.05

0.24 £ 0.04
0.26 £ 0.05
0.26 £ 0.02

0.54 £0.09
043 £0.03
0.44 £ 0.05

350092
3.15£0.33
2.73 £ 0.38"

028 £0.14
0.14 £0.02
0.11 £0.05

0.11 £ 0.02%
0.27 £ 0.03*

0.15 + 0.05"

0.26 £ 0.05
0.29 +0.03
0.35 £ 0.03

0.25+£0.06
024 +£0.03
0.19 £ 0.02"

0.52£0.09
0.47 £0.04
0.47 £0.03

3.62%1.02
3.26 £ 0.28
2.85 £ 0.26"

0.12 £0.02
0.14 £ 0.01
0.17.£0.01

0.32 £ 0.08
0.17 £ 0.03
0.10 £ 0.05

Los resultados se expresan como media (%) + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14, a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.

b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. d: Diferenicia significativa vs FAP. 1. p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Resultados

Tabla 32. Perfi! de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 y n-9 de los ésteres de
colesterol del plasma en recién nacidos pretérmino aiimentados con leche humana (LH),
formula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y

Jormula adaptada (FA).

A. graso Dieta

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
18:3n-3 FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH

20:3n-9

FA

0.16 £ 0.08
0.17 £ 0.03
0.19£0.04

0.22 £ 0.00
0.13+£0.03
0.12+0.01

0.04 £ 0.00
N.D.
0.11 £0.00

0.32+0.07
0.20+0.03
0.29 £ 0.05

0.34£0.18
035+0.12
0.33+0.16

037+0.13
032+0.07
0.33 £ 0.04"

0.14 £ 0.03
0.16 £ 0.02
0.14 £ 0.03

0.18+£0.03
N.D.
0.08 £ 0.00

0.23 £ 0.04
0.13 £0.01¢
0.15 £ 0.02"

0.12 2 0.00
0.18 £ 0.03
0.18+0.02

0.38 £0.08
0.35 £0.05
0.33 £ 0.02*

0.17 £0.08
0.12 £0.02
0.10 £0.01

0.16 £0.01
0.08 + 0.00°"
0.07 = 0.00°"

0.33 £0.05
0.14+£0.02¢
0.15 £ 0.02"'¢

0.09 £ 0.04
0.16 £ 0.02¢
0.15+£0.01"

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D).: No detectado. N: LH=8, FAP=1%, FA=14. a: Diferencia

significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia significativa vs LH. 1. p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabia 33A. Indices de dcidos grasos de los ésteres de colesterol del plasma en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LK), formula adaptada suplementada con dcidos

grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

A;graso

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
SAT FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA
-~ LH
n3>18C FAP
FA

32324224
23.44 £ 1.72%
2583 +1.22

5347+3.75
56.10 £5.20
54.76 £ 0.80

3.01 £0.96
6.55 + 1.09
6.51 £1.07

0.38 £0.06
0.25 £ 0.05
0.41 £ 0.09

28.18+£2.99
19.61 £ 0.81°
20.39 = 1.004'<

4278 £2.27
49.65 + 133"
281151

3.82+1.00
3.93+£0.33
3.47+0.37"

0.36 £0.02
0.20 £ 0.03
0.24 £ 0.03"

28.29+2.30
19.70 + 0.94%
20.05 £ 1.10"!

36.70 + 2.37%
44.86 + 1.10°¢
46.24 + 1.13"

4.06+1.04
4.10£0.31
3.32+£0.35%

0.46 £ 0.04
0.20 + 0.03%
0.19 £ 0.03"

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. SAT. Suma de los acidos grasos
saturados. MONG: Suma de los acidos grasos menoinsaturados. n-6>18C: Suma de los AGPI de mas de 18 atomos de
carbono de la serie n-6. n-3>18C: Suma de los AGPI de mds de 18 atomos de carbeno de la serie n-3. a: Diferencia
significativa vs -2 dias. c: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3:
p<0.001.




Resuliados

Tabla 33B. Indices de dcidos grasos de los ésteres de colesterol del plasma en recién nacidos
pretérmino alimentados con lecke humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso Dieta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
n6/n3> FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

7.55+1.06
3164584
19.56 £ 5.05

266+ 1.04
253+0.48
2.26+0.49

0.10 £ 0.00
N.D.
0.09 £ 0.02

11.32+3.14
23.28 £3.51¢
1682+2.15

8.83+2.22
9.04 + 1.052
8.76 + 0.83"

0.07 £ 0.00"
0.14+£0.04
0.07+0.03

109.00 £ 7.79

8.88 + 2.06
23.26 + 1.85%'
23.61 +3.87"

10.03 £ 1.51"
9.87 £+ 0.85"
10.76 + 0.92%

0.23 +0.19%
0.09 + 0.01
0.13 £0.03

LH 84.34 + 2.88
FAP 126.76 £ 19.57
FA 107.14 £ 4.20

114.40 = 7.68
123.40 + 2.57
119.17+2.80

118.01 £2.18
113.41 + 3.27

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. n6/n3>: Relacion
entre los AGPI n-6 y n-3 de mas de 18 atomos de carbone. LA/AA: Relacion entre los dcidos grasos linoleico y
araquidonico. SDMA: Suma de los dimetilacetales. UNID: Indice de insaturacion. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.
¢: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<6.01. 3: p<0.001.




Resultados

¢) Triglicéridos

Las tablas 34, 35, 36 y 37 recogen la composicion de dcidos grasos de la fraccion de

triglicéridos plasmaticos. En la tabla 38 se encuenran los indices y relaciones calculadas para

estos acidos grasos.

Los triglicéridos plasmaticos se caracterizaron por presentar un alto contenido cn acidos
grasos saturados y monoinsaturados y una menor proporcion de AGPI-CL. Tampoco se

encontraron dimetilacetales que si estaban presenies en otras fracciones.

Los cambios debidos al tiempe y tipo de alimentacion recibida fueron muy similares a los
descritos en otras fracciones y a los propios acidos grasos totales plasmaticos, destacando el
mayor contenido de acidos grasos saturados, especialmente 14:0, 16:0 y 18:0 y menor de cidos

grasos monoinsaturados (18:1n-9) presentes en ¢l grupo LH.

Se observé muy especialmente en esta fraccién la presencia de una mayor proporcion de
18:2n-6 en el grupo que recibi6 LH con respecto a los grupos alimentados con férmulas

adaptadas.

En las figuras 8, 9, 10, 11 y 12 se resumen los principales cambios observados en los
porcentajes de dacidos grasos saturados, monoinsaturados, icido linoleico, AA y DHA

encontrados en las diferentes fracciones plasmaticas.




Resuliados

Tabia 34. Perfil de dcidos grasos saturados de los triglicéridos del plasma en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Ticmpo de alimentacion

Dieta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

1.18 £0.58
0.29 £ 0.06
026 £ 0.06

3.04 £0.42
1.92+0.19
1.77+£0.13

28.01 £1.00
22,66 £ 1.36
2141152

6.32 £ 0.88
5.15+£0.58
6.40 £ 1.54

0.38 £0.23
0.16 £ 0.02
0.20 £0.03

0.09 £ 0.00
0.09 £ 0.00
0.07 £ 0.01

0.67 £ 0.49
0.09£0.03
0.04 £+ 0.00

221£0.79
0.37 £ 0.07%
0.43 £ 0.07%

544 £ 0.89
2.08 £ 0.15
2.12+0.15¢

26.00 £ 0.62
20.28 + 0.59
20.61 £ 1.02¢

5.20 £ 0.61
494 £ 0.20
436+0.18

0.16 = 0.02
0.15 £ 0.02
0.12 £0.01

0.09 £ 0.02
N.D.
0.03 £0.00

023+0.14
N.D.
0.04 £ 0.01

1.88 £0.53
0.48 + 0.05°
0.44 £ 0.05°

435+0.64
2524027
201 x£0.16"

2597 1.09
20.84 £ 0.72¢
20.43 % 0.38%

5.35+0.36
5.14£0.19
414+0.18

0.14 £ 0.02
0.15 £ 0.0!
0.13£0.01

0.12£0.02
0.09 +0.04
0.07 £0.02

0.18 £ 0.08
0.08 £ 0.01
0.05 £0.00

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=135, FA=14. ¢: Diferencia

significativa vs LH. 2: p<0.01. 3: p<C.001.




Resultados

Tabla 35. Perfil de dcidos grasos monoinsaturados de los triglicéridos del plasma en recien
nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con
dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA
LH

FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

742 +£0.34
535+0.98
4.06 £ 0.60

0.89 £0.15
1.00 + 0.06
1.15 £ 0.26

5.88 £0.77
5.72+£1.02
5.86 £ 0.49

34.71 £2.01
43.56+2.17
4330 +2.36

0.37+0.10
0.49 £ 0.06
0.55+0.11

N.D.
0.06 + 0.C1
N.D.

N.D.
0.10 £ 0.00

N.D.

3.85+0.53"
2.60 + 0.28"
2.81+0.29"

0.97 £ 0.07
1,62 £0.34
1.03 £ 0.06

347+£0.35
4,18 £0.46
439+0.20

33.13+£0.82
46.24 + 1.32°
47.42 +0.98%

0.41+£0.03
0.50 £0.02
0.45 +£0.03

0.05 + 0.00
N.D.
0.02 £0.00
0.05 +£0.01

0.04 + 0.00
N.D.

3.62+0.41°
2.06 +0.19*
2.37 £0.16

0.73 £ 0.03"
1.07 + 0.08°*
1.07 £ 0.07°

333+ 041
4.05+0.16
445+0.20

3324+ 1.57
46.28 + 1.18%
47.84 + 0.84°

0.42 +0.02
0.46 £ 0.02
0.49 £ 0.03

0.05 £0.01
N.D.
0.15+0.05

0.05 £0.02
N.D.
N.D.

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia
significativa vs (-2 dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significative vs LH. 1. p<0.05. 2:

p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 38. Perfil de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 de los triglicéridos del plasma
en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptadc:

(FA).

A. graso Dieta

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
18:2n-6
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

FAP
FA

680 %211
8.17+1.31
8.80+1.81

0.21 £ 0.00
0.09 £ 0.01¢
0.08 £ 0.02

042+0.10
0.40 + 6.06
0.42 £0.06

0.27 £ 0.00
0.30 £ 0.05
0.30 £ 0.06

1.03 £0.26
1.88 £0.31
1.75 £ 0.24

0.25 £ 0.07
033 +£0.05
0.30 £ 0.08

0.63 £0.27
0.65+0.10
0.88 £ 0.28

1455 £1.76
12.74 £ 0.40
12.39 + 0.86

0.15£0.02
0.11 £0.01
0.13+0.02

0.62+0.11
0.45 £ 0.04
037 £0.02

0.38 £0.06
0.26 £ 0.03
0.21+£0.02

1.20+£0.24
1.21£0.13

0.88 + 0.09"

0.24 £ 0.04
0.14 £0.02

0.09 £ 0.02*

0.41 £0.09
0.42 = 0.06
0.33 +0.04

16.29 + 2.46
13.54 £ 0.26
13.88 £ 0.48

0.11 £0.02
0.09 £ 0.01
0.13 £0.02

0.55 £ 0.05
0.40 + 0.02<
0.41 £ 0.03

0.38 £ 0.06
0.21 £ 0.02¢
0.24 £ 0.02%

1.02+£0.25
0.94 + 0.08
0.83 + 0.06"

0.17 £ 0.04
0.11 £0.01
0.10 £ 0.01*

0.25 £ 0.06
0.31+0.04
0.23 + 0.02

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.
¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05, 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 37. Perfil de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 y n-9 de los triglicéridos del
plasma en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso Dieta 0-2 dias 15-17 dias 30-32 dias

LH
18:3n-3 FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.55 £ .00
0.59 £ 0.08
064017

0.05 £0.00
0.07 £ 0.00
0.07 £0.00

0.11 £0.03
N.D.
N.D.

0.49 £ 0.22
0.77£0.20
102 £0.12

0.40 £0.04
049+0.10
0.48 £0.10

0.67+0.13
0.74 £ 0.05
081£0.10

0.07 £ 0.02
0.15 £ 0.00
0.08 £ 0.01

0.21 £0.09
N.D.
N.D.

0.22 £ 0.04
0.30 + 0.08
0.14 £ 0.03"

0.25+0.04
0.28 + 0.04
0.35 + 0.04"

0.79+0.18
0.85+0.07
0.89 £ 0.07

0.07 £ 0.01
0.09 £ 0.01
0.15+£0.05

0.21 £0.06
N.D.
N.D.

0.33+0.13
0.24 £0.03
0.12 £0.024¢

0.19 £ 0.05
0.25 £ 0.03
0.26 + 0.03"

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia
significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3:

p<0.001.




Resuliados

Tabla 38. Indices de dcidos grasos de los wriglicéridos del plasma en recién nacidos pretérmino
alimentados con leche humana (LH). formula adaptada suplementada con écidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

30-32 dias
38.59+1.91
29.66 + 1.02°
27.46 £ 0.64°

A. graso 0-2 dias 15-17 dias
LH 40.69 £ 2.52 40.15+ 191

SAT FAP 30.90 + 2.07 28.19 + 0.80°
FA 30.45+3.04 28.63 + 1.05¢

4131+1.99
53.34 + 0.88%
55.44 + 0.44%

41.14 1.79
55.14 £ 1.08°
55.61 £0.86

LH 4918 £291
FAP 56.17 £ 1.48
FA 5492+ 142

LH
n6>18C FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
n6/n3> FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

UNID FAP
FA

2.24 £0.50
3.19 £ 0.60
3.58 £0.51

0.55+0.24
0.78 £0.20
1.04 £0.11

5.54 £ 1.84
523+ 1.16
349 £ 041

6.62 £1.39
6.36 £2.11
5.52+1.81

76.85 £4.30
93.87+4.09
97.36 £ 4.37

280052
245+0.22
1.83 £ 0.13*

0.32 £ 0.07
0.32+0.08
0.16 £ 0.03"

9.01 £0.82
9.93 £ 1.06
14.29 + 245

15.11 £3.59
12.09 = 1.57
15.70 £ 2.13%

85.56 £4.63
95.49 +1.09
92.60 + 2.08

2371044
194£0.13
.75+ 0.11%

050+0.18
0.26 £ 0.03
0.14 £ 0.029¢

8.20£3.01
8.93 +1.04
1545 £2.23"

18.81 £2.46
16.20 £ 1.41
17.88 + 1.45%

87.71 £ 591
93.11+£1.59
04.56 + 1.24

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. SAT: Suma de los acidos grasos
saturados. MONO: Suma de los dcidos grasos monoinsaturados. n6>18C; Suma de los AGPI de més de 18 atomos de
carbono de la serie n-6. n3>18C: Suma de los AGPI de mas de 18 atomos de carbono de la serie n-3. n6/n3>: Relacion
entre los AGPI n-6 y n-3 de m4s de 18 dtomos de carbono. LA/AA: Relacion entre los dcidos grasos linolgico y
araquidénico. UNID: indice de insaturacion. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH.
d: Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.91. 3: p<0.001.
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Fosfolipidos plasméticos
Acidos grasos saturados

Oru Brap Era

0-2d 15-17d 30-32d
Tiempo de alimentacion

Esteres de colesterol plasmaiticos
Acidos grasos saturados

Ovu Brar ElFa

0-2d 15-17d 30-32d
Tiempo de alimentacion

Triglicéridos plasméticos
Acidos grasos saturados

Ciu Ereapr Era

0-24d 15-17d 30-32 d
Tiempo de alimentacion

Figura 8. Acidos grasos saturados de los lipidos plasmdticos en recién nacidos de bajo peso alimentadcs con
leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP)
y férmula adaptada (FA). N: LH=8 FAP= 15, FA = 14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia
significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Fosfolipides plasméticos

Acidos grasos monoinsaturados

Ovry Mrap &

a2b1cs $343

0-2d 15-17 d 30-32 d
Tiempo de alimentacién

Esteres de colesterol plasméticos
Acidos grasos monoinsaturados

COru Weap BFa

0-2d 15-17 d 30-32 d
Tiempo de alimentacién

Triglicéridos plasmaticos
Acidos grasos monoinsaturados

0-2d 15-17 d 30-32d

Tiempo de alimentacion

Figura 9. Acidos grasos monoinsaturados de los lpidos plasmdticos en recién nacidos de bajo peso
alimentados con leche humana (LH), fSrmula adaptada suplementada con dcidos grasos puliinsaturados de
cadena iargu (FAP) y férmula adaptada (FA). N: LH=8 FAP= 15, FA = 14. a: Diferencia significativa vs 0-2
dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs
FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001
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Fosfolipidos plasméticos
Acido lincleico

Oy Brar Bra

0-2d 15-17 d 30-32d
Tiempo de alimentacién

Esteres de colesterol plasméticos
Acido linoleico

Ory Mrapr Bra

a2
a3b1 a3b2

X

bl
il

0-2d 15-17 d 30-32 d
Tiempo de alimentacién

Triglicéridos plasméticos
Acido linoleico

Oy Mrap [@ra

0-2d 15-17 d 30-32 d
Tiempo de alimentacién

Figura 10. Acido linoleico de los lpidos plasmdticos en recién nacidos de bajo peso alimentados con leche
humana (LH), férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y
férmula adaptada (FA). N: LH=8, FAP=15, FA= 14. a: Diferencia significativa vs (-2 dfas. b: Diferencia
significativa vs 15-17 dfas. I: p<(0.05. 2: p<0.01. 3: p<G.001.
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Fosfolipidos plasméticos
Acido araquid6nico

OrH Mreap EFa

0-2d 15-17 d 30-32 d
Tiempo de alimentacién

Esteres de colesterol plasméticos
Acido araquid6nico

Ovru Brap Era

0-2d 15-17 d 30-32d
Tiempo de alimentacién

Triglicéridos plasmdticos
Acido araquidénico

Ory @rap Elra

0-2d 15-17 d 30-32 d
Tiempo de alimentacion

Figure 11. Acido araquiddnico de los lipidos plasmdticos en recién nacidos de bajo peso alimentados cor leche
humana (LH), férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y
férmula adaptada (FA). N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia
significativa vs LH. I: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Fosfolipidos plasméticos
Acido docosahexaenoico

Cru Brar BFa

0-2d 15-17 d 30-32 d
Tiempo de alimentacién

Esteres de colesterol plasméticos
Acido docosahexaenoico

OvLs Brap EBFa

0-2d 15-17d 30-32d
Tiempo de alimentacién

Triglicéridos plasméticos
Acido docosahexaenoico

Orn @rar Bra

0-2d 15-17d 30-32d
Tiempo de alimentacién

Figura 12. Acido docosahexaenoico de los lipidos plasmdticos en recién nacidos de bajo peso alimentados con
leche humana (LH), férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP)
y férmula adaptada (FA). N: LH=8 FAP = 15, FA = 14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia
significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Resultados

CAMBIOS EN LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL PLASMATICA

Los datos sobre la capacidad antioxidante del plasma se encuentra en la tabla 39. No
existieron diferencias significativas entre los 3 grupos de alimentacion a lo large del estudio,
aunque el grupo LH tendié a presentar una mayor capacidad antioxidante que los otros dos. Los

valores encontrados para los dos grupos alimentados con formulas fueron muy similares.

Tabla 39. Capacidad antioxidante del plasma en recién nacidos pretérmino alimentados con
leche humana (LH). formula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion
0-2 dias 15-17 dias 30-32 dias
LH 71.73 £ 8.47 70.66 + 4.35 69.63 £ 6.19
FAP 57.10+3.22 57.81+£3.28 57.03+2.52
FA 60.27 £ 3.61 5951+£3.77 57.26  3.60

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion de formacion de peroxidos lipidicos y son media + SEM. N:
LH=8, FAP=15, FA=14.




Resuitados

CAMBIOS EN LA RELACION MOLAR COLESTEROL/FOSFORO
ERITROCITARIA

En cuanto a la relacion molar de colesterol/fosforo presentada en la tabla 40, no
observamos que la dieta tuviera una influencia directa sobre este parametro en las membranas del
eritrocito, si bien los valores tendian a disminuir con el tiempo, sin que se apreciaran diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 40. Relacion molar de colesterol/fosforo eritrocitaria en recién nacidos pretérmino
alimentados con leche humana (LH). formula adaptada suplementada ccn acidos grases
poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion
0-2 dias 15-17 dias 30-32 dias
LH 0.67 £0.07 0.54 £0.07 0.61 £ 0.07
0.74 £ 0.04 0.66 £ 0.04 0.62 + 0.04
FA 0.72 £ 0.04 0.69 £ 0.03 0.66 £ 0.05

Los resultados se expresan como media £ SEM. N: LH=§, FAP=15, FA=14.

CAMBIOS EN LA COMPOSICION RELATIVA DE FOSFOLIPIDOS
ERITROCITARIOS

La tabla 41 muestra la composicion de los principales fosfolipidos eritrocitarios de los
recién nacidos pretérmino, siendo las esfingomiclinas (ES), la fosfatidilcolina (PC) y la
fosfatidiletanolamina (PE) las fracciones mayoritarias (80%). No se apreciaron variaciones
importantes de los distintos fosfolipidos a lo largo del periodo estudiado, aunque si se observo
que el grupo alimentado con LH mostraba un mayor contenido en ES y PS e inferior en PE, con

respecto a los grupos alimentados con formula. Este hecho fue estadisticamente significativo en
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las fracciones ES y PE a los 15-17 dias después de iniciarse la alimentacion. No existi6 ninguna

diferencia entre los dos grupos que recibieron formulas adaptadas.

Tabla 41. Composicicn de los principales fosfolipidos eritrocitarios en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
Esfingomielinas
FA

LH
Fosfatidilcolina FAP
FA

LH

Fosfatidilinositol
FA

LH
Fosfatidilserina FAP
FA

LH

Fosfatidiletanolamina FAP
FA

3543 £2.01
3148%1.35
32.13£0.93

2442 +138
2384 £0.92
23.62+1.20

1.53+0.29
1.63 £ 0.24
1.83+£0.22

15.10 £ 0.37
13.66 = 0.60
14.67 £ 0.40

2297141
2599 £ 0.86
26.07 £ 0.99

34.17+1.49
29.83 £ 0.82°
29.74 + 0.80°'

24.06 = 1.06
24.57+0.62
2556+ 0.74

i.82+0.27
1.68 £0.19
225+0.18

15.11 £0.55
13.89 £ 0.37
13.69 £ 0.35

2334+ 1.34
27.56 £ 0.51°
26.87 + 0.86'

3429 1.16
30.42 + 0.81
30.40 £ 0.84

22.71+£1.04
23.98 £0.52
23.26+0.74

202+0.26
1.81x£0.16
1.89 +£0.22

15.14£0.75
13.52+0.38
13.39 + 0.35"

25.58+1.82
2767 £0.67
29.15 091

Los resultados se expresan como media (%) + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.

¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01.
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CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS
ERITROCITARIOS

Fosfolipidos totales

Los datos presentados desde la tabla 42 a la 47B recogen el perfil de cidos grasos y sus
indices en los lipidos totales de los eritrocitos. En relacion al plasma, los eritrocitos se
caracterizaron por presentar un mayor contenido de acidos grasos saturados, de AGPI-CL de mas

de 18 dtomos de carbono y un menor contenido de monoinsaturados y de 18:2n-6.

Los hematies mostraron un alto contenido de 12:0, 14:0 y 16:0 en el grupo LH con
respecto al FAP a o largo del periodo estudiado. En el caso del 16:0, éste experiment6 un
descenso significativo a los 30-32 dias en los tres grupos de alimentacion, aunque el grupo de
nifios alimentados con LH mostr6 unos porcentajes superiores a los de aquellos que recibieron
formula. E! 18:0 fue el segundo acido graso mas importante por su cuantia, pero apenas mostré
variaciones, a excepeion de un menor contenido de este dcido graso en el grupo FAP en relacién
al LH 2 los 30-32 dias. Para el 24:0 el descenso de sus valores con el tiempo solo fue significativo

cn los grupos alimentados con formula, aungue también se aprecio csta tendencia en el grupo LH.

Con respecto a los monoinsaturados, las unicas diferencias estadisticas se detectaron en
el porcentaje de 16:1n-7, 18:1n-7 y 18:1n-9. Asi, se pudo apreciar una disminucion del 16:1n-7
a los 15-17 dias para los grupos LH y FA y también un descenso de los porcentajes del 18:1n-7
en el grupo FAP y FA a los 20-32 dias después del inicio de Ia alimentacion. En el caso del 18:1n-
9, éste experimento un ascenso del 2% desde la segunda toma de muestra de sangre en los grupos

alimentados con formula, siendo significativamente superiores a los mostrados por el grupo LH.

Dentro de los AGPI de la serie n-6 (tabla 44), el acido linoleico experimentd un aumento
significativo a los 15-17 dias en los grupos alimentados con formula, aunque sus valores no fueron
diferentes a los del grupo LH. En ¢l caso del AA, se produjo un ligero descenso de sus valores
desde el inicio de la alimentacién hasta el final del estudio en los grupos LH y FA, siendo sélo

significativo en este ultimo. El grupo FAP mantuvo las proporciones encontradas al inicio del
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estudio para este acido graso.

Con respecto a la serie n-3, el acido a-linolénico no se detectd en el grupo LH, suftié un
descenso de sus proporciones a lo largo del periodo de estudio en el grupo FAP y un aumento
significativo para el grupo FA (tabla 45). El 22:6n-3 y el 22:5n-3 fueron los principales
representantes de la serie y no mostraron importantes variaciones desde que se inicio ia
alimentacion. Sin embargo, el grupo FAP parecio prescntar ua mejor estado de DHA en ¢l grupo
de FAP en comparacion con el resto de los grupos a los 15-17 dias, hecho que no pudo

comprobarse al mes después de iniciarse la alimentacion.

El contenido en DMA 18:0 y 18:1n-9 fue superior en el grupo que recibio la formula
suplementada con AGPI-CL a los 15-17 dias y 30-32 dias de iniciada la alimentacion. La
presencia de DMA en los fosfolipidos eritrocitarios fue mayor que la encontrada en el plasma

como muestra la tabla 46.

Las tablas 47A y 47B presentan los principales indices obtenidos de los dcidos grasos en
los lipidos eritrocitarios. Cabe destacar el porcentaje elevado de icidos grasos saturados (50-
60%) presentando el grupo LH un mayer contenido en éstos que los nifios alimentados cen
formula desde las 2 semanas de alimentacién. Por el contrario, el porcentaje de monoinsaturados
fue mayor en fos grupos FAP y FA que en el grupo LH practicamente desde los 15-17 dias de

iniciarse el cstudio (tabla 47A).

Por otro lado, tanto los AGPI-CL n-6 como los n-3 mayores de 18 atomos de carbono,
no presentaron diferencias significativas ni con el tiempo ni con las dietas empleada en el estudio,

y de la misma manera, la relacion entre ellos (4:1) fue pricticamente invariable.

~ La relacion entre el 18:2n-6 y el 20:4n-6 aumento ligeramente, aunque de forma

significativa a los 15-17 dias después de iniciarse el estudio para los grupos alimentados con
formula (tabla 47B). La relacion entre el 22:5n-3 y el 22:6n-3 fuc similar entre los grupos de
alimentacion a lo largo del estudio y tendio a aumentar ligeramente con el tiempo de alimentacion
en los tres grupos. Con respecto a los dimetilacetales, podemos observar que sus porcentajes

fueron superiores en el grupo alimentado con FAP desde el inicio del estudio hasta los 30-32 dias
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en comparacion con los otros grupos. Las escasas variaciones en el contenido en AGPI-CL

apenas afectaron al indice de insaturacion de los eritrocitos a lo largo del periodo de estudio, a

excepcion del grupo FAP cuyos valores fueron significativamente mayores que los del grupo LH
a los 30-32 dias de alimentacion.
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Tabla 42. Perfil de acidos grasos saturados de los lipidos wtales del eritrocito en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

A.Graso

Dieta

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

12:0

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

3.25+0.63
1.95 £ 0.67
228 +0.69

2.19+£0.42
1.17 £0.18°
1.57£0.26

2345+ 0.57
20.69 + 0.46%
20.86 + 0.367

1457+ 1.01
1331 £ 0.52
14.56 £ 0.50

0.46 + 0.04
0.54 £0.07
0.46 £0.04

1.310.14
1.67 = 0.06
1.58 £0.11

4.09 + 0.45
441 £0.16
401 £0.17

3.27+0.65
1.61 £ 0.25¢
250+0.37

239+0.44
1.20+£0.13¢
1.56 £ 0.19

21.58+0.70
19.36 + 0.50°"
19.45 £ 0.45

1592 +1.08
14.30 £ 0.57
14.99 £ 0.67

0.48 £ 0.05
0.52 £ 0.06
0.44 = 0.04

1.29 £ 0.08
1.53 £0.07
1.46 £ 0.09

484 +£1.30
3.79+0.12¢
3.55+0.13

409 +1.39
1.62 £ 0.16"
247+ 041

291 £0.81
1.19 + 0.09%
1.61 £0.19

21.27 £ 0.44%
18.44 + 0.32"
19.06 + (.39

17.00 £ 1.15
13.85 £ 0.37¢
15.24 £ 0.50

041 +0.03
0.54 £ 0.08
0.49 +0.03

1.25 £ 0.09
1.47 £ 0.08
1.42 £ 0.07

324035
3.47 £0.14%
3.34+0.18"

Los resultados se expresan como media (%) = SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.
¢; Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 43. Perfil de dcidos grasos monoinsaturados de los lipidos totales del eritrocito en recién
nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con
dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 Jias

30-32 dias

LH
16:1n-7
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.77 £0.10
0.79 £0.13
092 £0.23

047 +£0.04
045 +£0.04
0.53 £0.07

1.75 £0.18
1.74 £0.16
1.73 £ 0.09

11.07£0.78
9.89 + 0.28
9.65 £ 0.40

0.17 £0.00
0.16 = 0.01
0.17 £0.02

N.D.

N.D.

N.D.
2871020

3.62+0.19
361 £0.35

0.46 £ 0.06"
0.39 £ 0.05
0.47 £ 0.05"

0.37+0.01
0.47+0.08
0.40 £ 0.02

143 £0.16
1.48 £ 0.08
1.35+0.07

10.85 £ 0.37

1221 £ 031

12.13 £ 0.33%

N.D.
0.33+0.04
0.38+£0.07

N.D.
N.D.
0.35+£0.02

3.23 £ .51
389+0.26
3.3210.02

0.40 = 0.05"
046+0.14
0.27 £ 0.01%

0.36 £ 0.04
0.43 £ 0.06
048 £0.11

1.20£0.18
1.22 £ 0.09*
1.34 £0.13"

10.63 £ 0.51
12.15 + 0.244<
12.49 £ 0.279

0.29 £0.00
0.35 £ 0.04
0.39 £0.02

N.D.
N.D.
0.26 £ 0.00

279 +£0.44
4,30 £ 0.31
398 £0.22

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No deteciado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia
significativa vs 0-2 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 44, Perfil de dacidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 de los lipidos totales del
eritrocito en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso Dieta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
18:2n-6 FAP
FA

LH
FAP
FA

FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA
LH
FAP
FA
LH
FAP
FA

494+ 0.57
455+0.27
3.85+0.23

0.16 £ 0.00
0.40 £ 0.00
0.20 £ 0.07

0.22+£0.01
0.30 £ 0.09
047+0.19

191 +0.24
242 +0.65
1.84+£0.13

1297 + 1.00
12.62 + 2.54
14.41 £ 0.66

2821026
347+£0.15
326+0.15

1.11 £0.13
1.31£0.04
1.43 + 0.08°'

6.37+0.34
7.53 £ 0.25"
7.15 £ 0.29%

0.15£0.00
N.D.
0.33 £0.02

0.34 £ 0.06
042+0.12
035+0.05

1.64 £0.14
1.76 £ 0.08
2.71£0.91

12.67 £0.63
13.41 £0.38
12.44 £ 0.44"

261+0.16
3.47 +£0.31
2.78+0.13"

1.11 £0.06
1.20 £ 0.05
1.14 £ 0.06"

6.76 £ 0.69
7.6 £ 0.18"
7.67 £ 0.28"

0.21 £ 0.00
N.D.
0.32 +£0.00

0.40 £ 0.03*
0.36 £ 0.07
051+0.17

1.61 £0.25
1.68 £ 0.09
1.88 £0.12

1133+ 1.18
13.19+0.29
11.86 + 0.422

259029
334+0.23
294 +0.13

098 £0.12
1.07 £ 0.04%
1.09 £ 0.07*

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia
significativa vs 0-2 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. 1. p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 45. Perfil de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 y n-9 de los lipidos totales del
eritrocito en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

18:3n-3

FAP
FA

LH
20:3n-9 FAP
FA

042 +0.00
232+ 1.06
2.09 £ 0.61

N.D.
0.40 £0.20
N.D.

1.20 £ 0.21
1.27+£0.16
1.11 £0.09

3.11£0.34
3.64£0.12
3.70 £ 0.10

0.54 - 0.09
0.64+£0.12
0.50 £ 0.04

N.D.
1.48 +£0.13
1.93+£0.46

N.D.
0.20+0.04
0.37 £ 0.05"

1.35+£0.25
1.30£0.15
1.26 £0.12

2.79+0.21
3.37£0.10°
3.08 £ 0.14"

0.38+£0.00
0.56 £0.09
0.47 £0.06

N.D.
1.26 £0.15
2.75 £ 0.59%

0.50 £ 0.00
041 £0.09
0.28 £ 0.03

1.53 £0.21
1.38+0.16
149 +£0.17

2.86£0.37
331+£0.10
2.99 £ 0.19*

0.26 £ 0.01
0.45 +£0.07
0.33 +0.02

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia

significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1. p<0.05.
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Tabla 46. Perfil de dimetilacetales de los lipidos totales del eritrocito en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Dimetilacetal

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

DMA16:0

DMAI18:0

DMAIS8:1n-9

DMAI18:1n-7

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

1.67+0.14
1.80 = 0.06
1.74 £ 0.06

2.65 £ 0.40
3.32+0.15°
3.13£0.18

N.540.07
0.72+£0.09
0.75+0.18

0.20 £ 0.04
0.27 £0.02
0.48 + 0.20

1.67 +0.09
1.89 £ 0.06
1.60 £ 0.06®

2112047
3.11 £0.16%
1.66 £ 0.15"

0.56 £ 0.06
1.00 £ 0.07%
0.73 £ 0.06

0.20 + 0.02
0.57 £0.07
0.50 = 0.25

1.59+0.18
1.90 = 0.06
1.69+0.10

2111033
3.00 £ 0.13%
2.62+0.16

0.70 £ 0.06
1.28 + 0.08*
0.85 £ 0.07°

0.21 +£0.00
0.90+0.172
0.60 £ 0.25

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.
¢: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 47A. Indices de dcidos grasos de los lipidos totales del eritrocito en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptade suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adapiada (FA).

A. praso

Dieta

Tiempo de alimentacién

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

SAT

n6/n3>

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

50.03 £ 1.82

43.80 = 0.60°

46.20 £ 1.33

16.79 £ 0.82
17.30 £ 0.63
16.49 £ 0.51

18.96 + 1.52
2678 £5.25
21.00 £ 0.87

431 £0.37
4871023
481 £0.24

445+0.23
457 +0.26
442 +0.16

51.00 + 1.86

42.12 £ 1.25%

44.62 £ 1.50°

16.29 £ 0.49
18.47 £0.51°
17.69 £ 0.47

18.07 £0.95
1899123
1921+1.16

414021
462 +0.17
448 £0.16

443 +0.30
426034
439+0.35

52.34 £ 3.66
41.08 + 0.80°
44.20 £ 1.15°

1523 +£0.71
18.58 + 0.42¢
18.50 £ 0.47"'

16.76 + 1.85
19.51 £0.49
18.02 £ 0.59

446 +0.48
480x0.16
452 +0.23

3.80+£0.26
414+0.19
4.14£0.29

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. SAT: Suma de los dcidos grasos
saturados. MONO:; Suma de los acidos grasos monoinsaturados. n-6>18C: Suma de los AGPI de mas de 18 diomos de
carbono de la serie n-6. n-3>18C; Suma de los AGPI de mas de 18 atomos de carbono de la serie n-3. né/n3>: Relacion
entre los AGPI n-6 y n-3 de mas de 18 dtomos de carbono. a: Diferencia siguificativa vs 0-2 dias. c: Diferencia
significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Tabla 47B. Indices de dcidos grascs de los lipidos totales del eritrocito en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA
LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.41 +0.08
.31 £0.02
027 £0.02

042 £0.10
0.35+0.05
0.30 £0.02

448 £0.71
6.09 + 0.25°
5.98 + 0.40°!

127.78 = 6.49
161.69 + 16.27
140.29 + 4.68

0.51x0.04
0.56 + 0.02*
0.58 + 0.02°

0.53+0.14
0.40 + 0.05
0.43 +0.05

4.02+0.62
6.45 £ 0.35¢
5.16 £ 0.32%

124.46 £ 4.73
139.20 + 3.80
137.52 £ 4.21

0.63 £ 0.06
0.61 £0.02"
0.65 £ 0.03*

061011
043 +0.06
0.53+0.07"

433 £0.61
7.08 +0.33%
5.24 £ 0.36“

120.71 = 10.86
143.06 + 1.66%
135.9 + 2.99

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. LA/AA: Relacion entre los acidos
grasos linoleico y araquidonico. DPA/DHA: Relacion entre los dcidos grasos docosapentaenoico (22:5n-3) y
docosahexaenoico. SDMA: Suma de los dimetilacetales. UNID: Indice de insaturacion. a: Diferencia significativa vs
0-2 dias. c: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP, 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Fracciones eritrocitarias

a) Fosfatidilcolina

Los dcidos grasos de la fosfatidilcolina se recogen en las tablas 48-52B. Esta fraccion
presenté un alto contenido en 16:0, del orden del 40% desde el inicio de la alimentacién, el cual
fue descendiendo significativamente a los 30-32 dias para los grupos alimentados con férmula
(tabla 48). Ademds, el grupo de LH mostré una mayor proporcion de 16:0 con respecto a los

nifios alimentados con FA y FAP. También cabe mencionar al 4cido estedrico, el cual aumento

sus proporciones de forma significativa a los 30-32 dias en todos los grupos de recién nacidos.

Con respecto a los monoinsaturados (tabla 49), podemos observar que el icido
palmitoleico descendié de forma apreciable a los 15-17 dias en los grupos alimentados con
formula y a los 30-32 dias en todos los grupos de alimentacion. En el caso del dcido oleico, éste
incremento sus proporcioens con el tiempo de alimentacion en los grupos alimentados con
formula en comparacién con el grupo LH de forma que desde las 2 semanas de iniciada la
alimentacion se encontraron diferencias significativas entre el grupo LH y los otros dos para este

acido graso.

Los principales cambios en los AGPI n-6 de esta fraccion fueron, por un lado, el aumento
significativo de los porcentajes de linoleico desde los 15-17 dias en los grupos de formula y a ios
30-32 dias en todos los grupos de alimentacion, y por otro, la disminucion dei AA con ¢l tiempo
~ de alimentacién sin existir diferencias entre dictas. El resto de AGPI-CL apenas presentaron
variaciones importantes, si bien el 20:2n-6 mostrd un aumento significativo a los 30-32 dias en
los tres grupos (tabla 50). Ei grupo FAP presenté un menor contenido de este acide graso en

relacion al grupo LH al final del estudio.

Con respecto a la serie n-3 (tabla 51), podemos ver que el perfil de 22:6n-3 tendi6 a
disminuir a lo largo del estudio especialmente en el grupo FA. El resto de AGPI-CL n-3 se

EnCONtraron €n una escasa proporcion, sin presentar variaciones importantes.
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Las tablas 52A y 52B muestran los principaies indices de acidos grasos obtenidos en la

fosfatidilcolina. Como podemos observar, los vaiores de los dcidos grasos saturados fueron

similares a los detectados para los lipidos totales y no se apreciaron diferencias en relacion a la
edad postnatal (tabla 52A). Sin embargo, el porcentajes de saturad:s fue superior en ¢l grupo LH
en relacion a los grupos de formula a los 30-32 dias de la alimentacién. Con respecto a los
monoinsaturados, debemos destacar el descenso de los mismos en el grupo LH al mes de iniciarse

el estudio, hecho que no ocurri6 en los grupos alimentados con formulas.

Los AGPI-CL n-6 mayores de 18 dtomos de carbono tendieron a disminuir a los 15-17
dias en el grupo FA y a los 30-32 dias en los dos grupos alimentados con formula. Los AGPI-CL
n-3 presentaron un bajo contenido a lo largo del periodo de estudio, lo que origin unas altas
relaciones de acidos grasos n-6/n-3. No se apreciaron grandes variaciones en la relacion n-6/n-3
aunque el grupo LH present6 valores inferiores, sin existir diferencias significativas. La relacion
entre 18:2n-6 y 20:4n-6 aument6 significativamente en las tres dietas desde el inicio de la
alimentacion (tabla 52B) y para el caso de la relacion entre el 22:5n-3 y 22:6n-3 no se observaron
variaciones importantes aunque el grupo LH presento valores superiores para este indice a lo
largo del periodo de estudio. Por dltimo, el grado de insaturacién de la fosfatidilcolina no se
modificé con ¢l tiempo de alimentacion y tampoco se detectaron diferencias significativas con

respecto a la dieta.




Resultados

Tabla 48. Perfil de dcidos grasos saturados de la fosfatidilcolina del eritrocito en recién
nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con
dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
FAP
FA
LH

FAP
FA

LH
FAP
FA
LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.73 £ 0.60
0.16 £ 0.07
0.16+0.10

093 +0.08
0.71 £0.06
0.69 £ 0.05

43.96 + 1.00
41.50+ 1.83
39.27+1.99

10.76 £ 1.63
11.24 +0.60
11.53+0.83

0.09 £ 0.02
0.15+£0.02
0.14 £ 0.04

0.10 £0.01
0.13+0.03
0.12 £ 0.02

0.16 £ 0.03
0.22£0.07
0.18 £0.04

0.63 £0.46
0.24 £0.09
033+0.02

137+ 040
0.71 £0.09
0.72 £0.05

4198+ 1.24
37.70 + 0.86"!

38.52 + 0.54“

13.55 = 1,51
12.50 £ 0.33
11,99 £ 0.39

0.14 £ 0.02
0.21 £0.02
0.20 £0.03

0.13 £0.01
0.10 £ 0.01*
0.10£0.01

0.13+0.01
0.14 £ 0.01
0.15+£0.02

024 +0.04
N.D.
0.14 £06.00

1.18 £ 0.09
0.64 + 0.08
0.67 £0.04

40.09 £ 1.37

36.29 + 0.80"'
36.69 £ 0.57°

14.22 + 0.55"
13.76 £ 0.322
13.14 £ 0.42"

0.14 £0.02
0.22+£0.03
022 £0.02

0.16 £ 0.01
0.11 £0.03
0.10 £ 0.01

0.21 £0.03
0.44 £0.22
0.20 £ 0.03

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia
significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 49. Perfil de dcidos grasos monoinsaturados de la fosfatidilcolina del eritrocito en recién
nacidos pretérmino alimentados con leche kumana (LH). formula adaptada suplementada con
dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

A. graso

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
16:1n-7
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
24:1n-9 FAP
FA

2.59£0.46
1.76 £ 0.19

182+0.19

0.81 £ 0.06
1.13 £ 0.15
0.96 £ 0.13

428 +£0.50
425+0.20
435+0.25

16.66 £ 1.10
18.97 £0.93
18.97 £ 0.80

0.13£0.01
0.17 £0.02
0.18 £0.02

0.08 £ 0.04
0.06 £ 0.01
0.07 £0.02

214z 0.73
0.87 £0.19*
0.93 £0.19¢

0.51 £0.03"
0.72+0.13
0.94+0.10

349030
3.35£0.10
3.29 £0.38

16.98 £ 0.95
21.36 £ 0.60°
22.46 £ 0.30°

0.25 £ 0.04
0.38 £0.03
0.45 + 0.05
N.D.
0.07 £ 0.00
0.09 £0.02

0.92 £0.16"
0.65 + 0.15"
0.61 £0.16"

0.63 £ 0.05
0.72£0.10
0.94 +0.06

2.97 £ 0.30%
299 +0.12¢
294 £0.15

16.60 = 0.86
21.50 £ 0.58%
21,75 +0.32""

0.32 £0.05
0.43 £0.04
0.59 £ 0.06

0.13+0.03
0.06 £0.00
0.12£0.03

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia

significativa vs 0-2 dias. ¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 50. Perfil de dcidos grasos poliinsaiurados; de la serie n-6 de la fosfatidilcolina del
eritrocito en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada

suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
18:2n-6 FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH

FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

736 +£0.9!
6.92 £0.50
7.23£0.54

0.08 + 0.01
0.09 +0.01
0.12 £ 0.03

027 +£0.02
0.27 £0.02
0.30 £0.02

1.73 £ 0.31
1.55 2 0.11
190 £0.17

6.75+1.10
8.01 £0.57
9.58 £0.95

0.33 £0.06
040004
0.49 = 0.06

0.34 + 0.06
0.37+£0.10
0.42 +£0.07

10.25 £ 1.09
12.25 £0.77
11.64 +0.50"

0.07 £0.01
0.08 £0.01
0.10£0.01

0.41 £ 0.06
0.36 + 0.03*
0.35+0.02

1.41 £0.20
1.54 £0.15
1.54 £ 0.09

4.80 £ 0.95
5.08 £ 0.54"
4,03 £0.37%

0.24 £ 0.04
0.35 £ 0.04°
0.25 £ 0.02*

0.22 £0.03
0.34 £0.09
0.26 £ 0.05%

12.94 + 1.08"
13.54 £ 0.65"
12.79 + 0.56"

0.05 2 0.00
0.10 £ 0.01
0.17 £0.06

0.51 £ 0.03"
0.39 £ 0.02*
0.44 £ 0.03"

1.53+£0.19
149 £0.11
1.73 £0.14

5.00£0.78
4.78 + 0.43°
4.26 + 0.25%

0.31 £ 0.06
0.36 £ 0.03
0.34£0.03

0.23 £0.04
0.30+0.10
0.31 £ 0.08

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.

¢: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1. p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 51. Perfil de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 y n-9 de la fosfatidilcolina del
eritrocito en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada

(FA).

A. graso

Dieta

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

18:3n-3

20:3n-9

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.09 + 0.00
N.D.
0.13£0.00

0.07 £0.01
0.17 £0.02
0.12+0.02

0.19 £ 0.08
0.15+0.04
0.13 £ 0.02

0.69 £0.21
0.69 £ 0.08
0.90 £0.10

0.39 £ 0.08
0.31 +£0.05
0.33 £ 0.06

N.D.
0.09 +0.00
0.23+0.15

0.09 £ 0.00
0.13£0.01
0.11£0.01

0.15 £0.04
0.21 £ 0.07
0.13£0.04

0.43 £ 0.08
0.53 £0.08
0.37 £ 0.05*

0.21 £0.03
0.24 £ 0.03
0.28 £ 0.03

N.D.
0.10 £0.01
021+0.10

0.14 +0.01"
0.12 £ 0.01
0.18 £ 0.06

032£0.07
0.19£0.05
0.17 £0.03

0.56 £ 0.16
0.54 £ 0.07
0.46 + 0.05

0.15 £0.00
0.23£0.03
0.24 £ 0.02

Los resultados se expresan como media (%) # SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia

significativa vs 0-2 dias. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 52A. Indices de dcidos grasos de la fosfatidilcolina del eritrocito en recién nacidos
preté-mino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos

srasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

inicio de la alimentacidn

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

A. graso

LH
SAT FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
n6/n3>
FA

57.83 £ 1.87
55.54 £ 1.63
5339+ 1.67

2440 £ 1.46
26.14 £ 1.24
2587 +£1.05

925+1.48
10.44 £ 0.72
1239+ 1.22

0.73 £0.21
0.80+0.10
1.03 £0.12

1544 £2.39
15.10 £ 1.37
13.83 £ 1.03

59.19+£290
5291x1.16
49.36 + 3.82

2327+0.79
26.61 £0.70
32.65+4.50

6.67 £1.31
7.46 £0.74
6.30 £ 0.43*

0.62 £0.06
0.69 £0.11
0.48 £ 0.08

12.27£0.76
13.99+£1.90
16.04 £ 1.70

5783+ 1.47
52.81 +1.02%
52.40 + 0.81°

21.00 £ 1.00
26.06 + 0.68%
26.94 + 0.44°

758 £1.01
7.11 £0.572
6.96 + 0.40°

0.83+0.20
0.68 £0.10
0.65 £0.99

10.33 £ 1.26
13.30 £ 1.66
12.50 £ 1.31

Los resultados se expresan como media (%) * SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. SAT: Suma de los 4cidos grasos
saturados. MONO: Suma de los acidos grasos monoinsaturados. n6>18C: Suma de los AGPI de mas de 18 atomos de
carbono de la serie n-6. n3>18C: Suma de los AGPI de mas de 18 dtomos de carborio de la serie n-3. n6/n3>: Relacion
entre los AGPI n-6 y n-3 de mas de 18 4tomos de carbono. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia

significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resuitados

Tabla 52B. Indices de dcidos grasos de la fosfatidilcolina del eritrocito en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

inicio de la alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
LA/AA FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

1.26 £ 0.26
091 £0.08
094 +0.24

0.18 £0.05
0.20 + 0.06
0.i2 £0.02

0.69 £ 0.08
0.83 +£0.05
0.82 £ 0.06

80.53 £ 6.52
85.78 £ 3.91
94.39 x 5.56

2.63+£0.56
2.67+0.24%
3.26 + 0.44"

0.56 £0.32
041+0.15
0.26 £ 0.03

0.63 £0.14
0.80 £ 0.07
0.64 £ 0.05

72.51 £ 8.00
83.35+4.16
79.38 £ 2.54

2.89 £ 047"
3.03 £0.19%
3.09+0.17°

0.61 £0.22
0.37+0.13
0.35 £ 0.05*

0.52 £0.13
0.68 £ 0.07
0.53 £0.05

79.69 + 5.86
83.73 £3.49
83.00 + 2.59

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. LA/AA: Relacion entre los acidos
grasos linoleico y araquidonico. DPA/DHA: Relacion entre los dcidos grasos 22:5n-3 y 22:6n-3. SDMA: Suma de los
dimetilacetales. UNID: Indice de insaturacion, a; Diferencia significativa vs -2 dias. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resuliados

b) Fosfatidiletanolamina

Los datos acerca de la composicién en dcidos grasos de la fosfatidiletanolamina de |
eritrocito se recogen en las tablas 53-58B y los principales indices cbtenidos para esta fraccion
en las tablas 60 y 61. La principal caracteristica de esta fraccién fue la de presentar un alto
contenido de AGPI-CL de mas 18 dtomos de carbono y de dimetilacetales (15-18%).

En el caso de los acidos grasos saturados debemos destacar el acido palmitico y el
estedrico con un 17-20% y 8-11% respectivamente, los cuales permanecieron casi invariables a
lo largo del estudio. El grupo LH present6 un mayor porcentaje de 16:0 también en esta fraccion.
Con respecto a los monoinsaturados, se produjo un aumento significativo del 18:1n-9 desde el
inicio del estudio para los grupos alimentados con formula. El grupo LH tendi¢ a presentar
porcentajes inferiores de este dcido graso, encontrindose diferencias significativas entre los
grupos LH y FA a los 30-32 dias.

La tabla 55 muestra los distintos AGPI-CL n-6 entre los que cabe destacar el aumento del
18:2n-6 desde los 15-17 dias en todos los grupos de alimentacion. El contenido en 20:4n-6 se
mantuvo practicamente constante a lo largo del periodo estudiado, sin existir diferencias entre
dietas. El 22:4n-6 se encontrd en una proporcion importante en esta fraccion y tampoco se

observaron diferencias entre los tres grupos de alimentacion.

Con respecto a la serie n-3 (tabla 56), el mas representativo fue el 22:6n-3, el cual
mantuvo sus proporciones practicamente constantes (3%) desde el inicio de la alimentacion hasta
los 30-32 dias, excepto para el grupo FA en el que descendio significativamente. También cabe
mencionar que el precursor de la serie n-3, el 18:3n-3, no fue detectade y el resto de los dcidos

grasos apenas mostraron variaciones importantes.

En la tabla 57, podemos observar los altos porcentajes de dimetilacetales detectados en
esta fraccion. Destaco el alto contenido del DMA 16:0 y DMA 18:0 (5-8%) y el aumento del

DMA 18:1n-9 y DMA 18:1n-7 desde los 15-17 dias en el grupo FAP con respecto a los grupos
LHy FA.




Resuliados

Tabia 53. Perfil de dcidos grasos saturados de la fosfatidiletanolamina del eriirocito en recién
nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada suplementada con
dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de ali.  itacion

A Graso

Dieta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

12:0

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

LH

FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.94 £ 0.58
263 +181
0.31 £0.09

1.08 £ 0.44
0.76 £0.27
0.57+0.13

21.11 £ 1.40
19.58 + 0.88
17.66 £ 0.65

9.38 +1.49
8.60 £ 0.65
8.01£047

032+0.17
024+0.03
0.22 £0.04

0.45+0.00
0.20 £ 0.04
038 £0.20

1.11£0.75
0.62+0.17
0.27 £ 0.06

0.92 £ 0.62
0.20+0.11
0.22 £ 0.08

121 £0.49
1.61 £0.08
0.58+0.93

21.13 £ 1.40
17.64 £ 0.86
17.94 + 0.81

11.56 £2.14
8.35 £0.51
8.81 £0.44

0.52 £ 0.31
0.26 £ 0.03
0.29 + 0.04

0.14 £ 0.00
N.D.
0.32+0.17

047 £0.27
0.46 £ 0.20
0.51 £0.36

0.40£0.11
0.20 £ 0.08
0.30 £0.00

0.87 £0.21
0.50 £ 0.04
0.50 £ 0.06

19.60 = 1.07
15.88 £ 0.73**!
16.73£0.75

9.81+£0.94
8.24 £ 0.57
.48 +£0.28

0.20 £0.01
0.23 £ 0.03
0.29 £ 0.05

N.D.
0.14 £0.00
N.D.

0.43 £0.07
0.27 £ 0.05
0.17+0.07

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=13, FA=14. a: Diferencia

significativa vs 0-2 dias. c:Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01.




Resultados

Tabla 54. Perfil de dcidos grasos monoinsaturados de la fosfatidiletanolamina del eriirocito en
recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada
con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
16:1n-7
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.90 £ 0.38
0.43+0.11
0.35 £ 0.08

0.74 £ 0.06
0.71 £0.12
0.62+£0.09

1.48 £0.20
1.55%0.17
143 £0.11

13.54 £ 0.98
13.18 £ 0.55
12.43 £0.57

0.29 +0.04
0.28 £ 0.04
0.29 £ 0.03

N.D.
0.38 £ 0.08
0.09 % 0.01

1.13 £ 0.00
0.52+0.14
0.32 +£0.00

0.52+0.12
0.34 £ 0.08
0.71 £0.32

0.61£0.12
0.66+0.10
0.67+£0.13

1.20+0.13
1.34 £0.09
1.28+0.12

13.97 £ 0.69
16.90 + 0.86"
18.50 + 0.75%

0.34 £0.06
0.39 £ 0.03
041 £0.04

N.D.
0.16 £0.03
N.D.

0.30 £ 0.00
0.55+0.24
0.74 + 0.65

0.47 £0.10
0.37x0.16
0.46 £ 0.27

0.60 £0.07
0.44 £ 0.04
0.65+0.13

1.32+0.14
1.43 £0.15
135+0.11

15.75+0.74
17.68 + 0.83"
19.08 + 0.60*'

0.30£0.10
0.44 £ 0.04
0.48 £ 0.04

N.D.
N.D.
0.37+0.30

N.D.
0.13£0.03
0.29 £ 0.22

Los resultados se expresan como media (%) £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia
significativa vs 0-2 dias. c: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 55. Perfil de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 de la fosfatidiletanolamina en
recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada suplementada
con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso Dicta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
18:2n-6 FAP
FA

LH
FAP
FA
LH
FAP
FA
LH
FAP
FA

LH
FAP
FA
LH
FAP
FA
LH
FAP
FA

2.20+0.35
2.10£0.21
1.97+£0.13

0.36 £0.11
048 £90.12
054+0.11

0.17 £0.02
023 +£0.03
021+0.12

1.81 £0.31
240+0.33
271 £0.35

16.15:1.79
18.14 £ 1.15
2025+ 0.92

484 £0.59
537032
582+0.34

1.08£0.17
1.06 £0.12
129 £0.11

3.21 £ 0.44*
3.44+0.17°
3.63 £ 0.26"

044 £0.12
0.54£0.09
0.45 £ 0.05

0.22 +0.03"
0.27 £ 0.01
0.29 £0.02

1.85+0.34
2.17+0.23
2.04£0.13

1691 £ 1.15
1742+ 1.17
16.89 + 0.87

423 +£0.46
448 + 0.38
422 +0.272

091 +0.14
0.96 + 0.09
0.89 £0.10

3.85 + 0.40"
4.53 £ 0.26""
455031

0.49+0.10
051+0.12
0.61£0.11

0.32 £ 0.0
0.33 £ 0.02¢
0.34 £ 0.02"

1.77 £ 0.33
206+0.27
238027

1667+1.19
17.71 £ 1.04
17.08 £ 1.07

455+0.36
A38+0.37
435+ 0.25%

084 £0.11
0.68 + 0.08"
088 £0.1C

Los resultados se expresan como media (%) + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.

b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. 1: p<0.05. 2: p<0.0i. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla $6. Perfil de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 y n-9 de la
fosfatidiletanolamina del eritrocito en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana
(LH), formula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP)
y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso Dieta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
20:5n-3 FAP
FA

LH

FA
LH

FA

LH

FA

0.09 £ 0.00
0.20 £ 0.08
0.14£0.02

0.65 £ 0.16
0.68 £ 0.12
0.72 £ 0.08

3.51 £0.60
432 +0.38
485032

089 +0.15
0.78 £0.14
0.83 £ 0.07

0.26 £0.00
0.23£0.05
0.26 £ 0.04

0.89 £0.20
0.68 £0.13
0.84+0.11

3.16 £ 0.52
3.61 £0.39

3.37 £0.29"

0.70 £0.16
0.58£0.10
0.56 + 0.05

0.25+0.03
0.30 £ 0.03
0.34 £ 0.05

1.24 £ 0.22"
1.09+£0.19
1.10 £ 0.16

345043
3.69 £0.33
3.23 £ 0.22%

0.50 £ 0.09
0.47 £ 0.06
0.46 + 0.05*

Los resultados se expresan como media (%) + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.

1: p<0.05. 2: p<0.01.




Resultados

Tabla §7. Perfi! de dimetilacetales de la fosfatidiletanolamina del eritrocito en recién nacidos
pretérmino alimentados con ieche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

Dimetilacetal

Dieta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

DMA16:0

DMAI18:1n-9

DMAI18:1n-7

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

FAP
FA

531+0.59
459 +0.49
485+0.29

869+ 140
923+0.94
993 +0.69

197 £0.16
1.72 £ 0.12
1.78 £0.11

0.76 £0.11
0.62 £ 0.67
0.68 + 0.04

467 £0.67
4.76 £ 0.39
443 +£0.25

8.26 £ 0.89
8.07 £0.76
8.48 £ 0.47"

1.59£0.21
2.66 + 0.27°!
223£0.11

0.56 £ 0.07
132 £0.19"*
0.59 +0.03“

490 £0.35
4861047
427032

7.76 £ 0.6]
7.84£0.78
7.39 £0.62%

1.99 £0.21
3.70 £ 0.29**'
2.78 £ (.30%

0.54 £0.06
2.04 £0.24°"
0.74 £ 0.18¢

Los resultados se expresan como media + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. b:
Diferencia significativa vs 15-17 dias. c: Diferencia significativa vs LH. d: Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05.
2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla S8A. Indices de dcidos grasos de la fosfatidiletanolamina del eritrocito en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH). formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y f3vmula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
SAT FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
n3>18C FAP
FA

LH
FAP
FA

34.52+3.92
3143+ 1.84
27.19:x1.29

17.23 £ 1.27
16.26 £ 0.73
15.03£0.77

23.77£2.70
2716+ 1.72
30.24 + 1.49

4.18 £0.67
5.06 £ 0.45
5.57+041

6.09 £ 0.49
563 +0.27
563 £0.29

37.09+4.71
28.75 + 1.68
2005121

16.67 £ 0.93
19.87 + 1.03"
21.41 £0.97%

2362+ 1.85
2519+ 1.66
2429+ 129

409+ 0.48
441 £ 047
439 +0.38

6.00 £ 0.50
6.13 £ 0.40
5.79 £0.35

3258 £2.40
26.14 £ 1.48
26.47 £ 5.68

18.60 £ 0.77
20.16 + 0.90*
21.80 £ 0.61°

24142177
24.66 £ 1.45
2496 = 1.60

483 +£0.52
5.01 £0.47
456 +0.40

5.15+£0.34
522+0.28
5.64 £0.27

Los resultados se expresan como media (%)  SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. SAT: Suma de los dcidos grasos
saturados. MONO: Suma de los AG monoinsaturados. n6>18C: Suma de los dcidos grasos de mds de 18 dtomos de
carbono de la serie n-6. n3>18C: Suma de los acidos grasos de mas de 18 dtomos de carbono de la serie n-3. n6/n3>:
Relacion entre los dcidos grasos de las series n-6 y n-3 de mas de 18 dtomos de carbono. a: Diferencia significativa vs
0-2 dias. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 58B. Indices de dcidos grasos de la fosfatidiletanolamina del eritrocito en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y jormula adaptada (FA).

A. graso

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
LA/AA FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.15 £ 0.03
0.13 +0.02
0.10 £ 0.01

0.20 £ 0.06
0.17£0.03
0.14 £ 0.01

16.33 £2.39
1599 £ 1.63
17.25 £ 1.07

0.20 £ 0.03
0.21 £0.02°
0.22 £ 0.02%

034 +£0.12
0.20 = 0.04
0.26 + 0.04

13.61 £2.53
16.59 £ 1.58
15.74 £ 0.76

0.25 % 0.04"
0.27 £ 0.02"
0.28 £ 0.02“

0.40 + 0.09*
0.29 £ 0.04°>
0.33 + 0.04

1449 + 1.18
18.03 = 1.82
1517+1.32

153.94 £ 9.07
163.39 x 7.47
161.39+ 7.29

145.52 £ 10.37
158.62 + 8.68
155.24 £+ 6.54

LH 146.19 £ 13.59
FAP 163.28 + 8.91
FA 178.00+ 7.25

Los resultados se expresan como media (%) + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. LA/AA: Relacion entre los dcidos
grasos linoleico y araquidonico. DPA/DHA: Relacién entre los acidos grasos 22:5n-3 y 22:6n-3. SDMA: Suma de los
dimetilacetales. UNID:; Indice de insaturacién. a; Diferencia significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia significativa vs 15-
17 dias. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

¢) Fosfatidilserina y fosfatidilinositol

Estas fracciones se caracterizaron por presentar altas proporciones de écidos grasos
saturados debido ai dcido estedrico (18:0) que aporta mas del 50% del total a lo largo del periodo
en estudio, y por carecer de 16:1n-7, de acidos grasos monoiusaiurados de cadena muy larga y

de acidc linoiénico.

Los perfiles de acidos grasos saturados no se modificaron a lo largo del estudio. El grupo
LH tendi6 a presentar proporciones superiores de 16:0 y 18:0 (tabla 59). El resto de los saturados

se hallaron en escasa cuantia y algunos no fueron detectados.

La tabla 60 muestra el contenido de acidos grasos menoinsaturados, de los que merece
la pena destacar el aumento significativo del acido oleico en los grupos alimentados con formula

a los 15-17 dias de iniciarse el estudio.

Con respecto a los AGPI-CL de la serie n-6 (tabla 61), el linoleico apenas super6 el 2%
del total de acidos grasos y el AA mantuvo sus proporciones alrededor del 15% durante el
periodo de estudio, sin apreciarse variaciones importantes. Con respecto a los AGPI-CL n-3, el

18:3n-3 no fue detectado y en el acido graso mayoritario fue el DHA, cuyos porcentajes se

modificaron poco con el tiempo de alimentacion y fueron similares para las tres dietas (tabla 62).




Resuliados

Tabla $9. Perfil de dcidos grasos saturados del fosfatidilinesitol y fosfatidilserina del eritrocito
en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada

suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadera larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempo de alinientacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

FAP
FA

LH

FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

034+ 0.08
N.D.
0.56 £0.16

105+ 0.17
0.95+0.13
1.45 +0.32

8.80 £ 0.61
8.02 £ 0.56
875+1.22

53.84+3.19
5552+ 1.62
5280+ 1.19

0.47 £ 0.04
0.65 £ 0.06
0.55 +0.08

0.73 £ 0.00
0.32 £ 0.08
0.28 + 0.05

0.33 £0.01
N.D.
0.30+0.06

091 +0.09
096 +0.10
1.35+0.16

0.18+1.26
1.55+£0.36
9.58 £ 0.80

57.84 +£5.09
54.09 + 1.67
5125+ 1.32

0.69 £ 0.08
0.66 + 0.06
0.60 = 0.06

N.D.
0.25 £ 0.05
0.13+0.00

0.50 £0.12
1.70 £ 0.00
0.60 £ 0.17

1.30 £ 0.27
1.06 £ 0.21
097 +0.14

9.35 £ 0.91
7.47 £0.95
7.52 £0.54

55.60£2.16
51.61 £ 1.40
51.69 £ 1.60

0.50 £ 0.05
0.76 + 0.05
1.88 £1.25

N.D.
0.22 £0.03
N.D.

Los resultados se expresan como media £ SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14,




Resultados

Tabla 69. Perfil de dcidos grasos monoinsaturados del fosfatidilinositol y fosfatidilserina del
eritrocito en recién nacidos pretérmino alimensados con leche humana (LH), formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y férmula adaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion

A, graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

16:1n-9

FA

107£0.12
1.14£0.14
1.21 £0.21

1.11 £0.14
0.78 £ 0.08
0.84 £ 0.06

6.36 20.34
547 +£0.41
571 £0.3!1

0.23 £ 0.03
0.21 £0.03
0.19 £ 0.02

0.98 £ 0.07
1.15£0.15
1.36 £ 0.26

098 £0.15
0.73 £ 0.08
096+0.12

730 + 1.88
7.99 +0.41%
10.23  1.16%

0.31 £ 0.00
0.33£0.03
0.31 £ 0.04

0.95 £ 0.08
0.99 £ 0.60
3.17+2.07

0.77£0.10
0.71 £0.07
3.06 +2.25

7.09 + 0.68
8.13 £0.38*
8.81 £0.78

0.26 £ 0.03
0.33 £0.03
0.36 £ 0.03

Los resu'tados se expresan como media x SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. 2:
p<0.01. 3; p<0.001.




Resultados

Tabla 61. Perfil de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 del fosfatidilinositol y
fosfatidilserina del eritrocito en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH),
formula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAFP) y
Jformula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacién

A. graso Dieta

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
18:2n-6 FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH

FA

122 £0.12
1.37+£0.15
1.19 £ 0.06

0.20 £ 0.02
0.22 £ 0.04
0.17 £ 0.01

2.50+£0.36
236 £0.25
246 +0.24

1406 +2.11
1493 £1.08
1549+ 1.36

257 +0.38
247+£0.29
2.79+027

1.54 £ 0.30
1.27+£0.14
1.58 £0.19

2.25+0.94
1.66+0.10
221 +£041

0.50 £ 0.30
024 £0.02
0.23 £0.02

1.88 £ 0.44
224£0.19
205+0.18

11.81+£2.59
1538+1.20
1331 £1.03

1.96 £ 0.61
2.190.26
1.91 £ 0.25*

1.22 £0.35
1.07 £0.15
121 £0.16

1.85+0.22
2.03 £0.19%
2.02+0.21

032+0.12
0.38 £ 0.09
0.31 £0.04

211 £0.30
2.16 £ 0.22
240£0.20

1299+ 1.83
16.13 £ 1.43
1555+ 1.19

2.03 £0.31
2.79+£0.33
235+£0.19

0.89 £0.18
1.08£0.14
222+1.14

Los resultados se expresan como media £ SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. 1:

p<0.05. 2: p<0.01.




Resultados

Tabla 62. Perfil de acidos grasos poliinsamrados de la serie n-3 y n-9 del fosfatidilinositol y
fosfatidilserina del eritrocito en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH),
formula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y

Jormula adaptada (FA).

A. graso Dieta

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
22:5n-3 FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
20:3n-9 FAP
FA

0.43 +0.04
047 +£0.10
0.54 £0.07

2.74 £ 0.56
3.12+£ 041
339+0.42

0.56+£0.13
047 £0.07
0.55 + 0.06

0.42 £0.07
0.56 £0.10
0.51 £0.08

1.92 £ 0.66
252039
230033

0.65%0.17
0.45 £ 0.05
0.37 £ 0.04"

0.75+£0.19
1.05 £ 0.16%
1.54 + 0.68

214+ 045
3.03+£0.34
2.55+0.26

030+0.02
049 +0.04
0.35 £ 0.02¢'

Los resultados se expresan como media + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. d:

Diferencia significativa vs FAP. 1: p<0.05. 2: p<0.01.




Resultados

Tabla 63A. Indices de dcidos grasos del fosfatidilinositol y fosfatidiiserina del eritrocito en
recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada
con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
SAT FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
n6/n3> FAP
FA

65.48 £ 3.60
66.03£1.92
64.80 + 2.05

9.01 £0.38
7.65 £0.52
7.84 £0.53

20.77+£2.97
21.08 + 1.64
2194 +£0.94

3.02+£0.64
345047
3.75 £ 0.50

7.56 £0.71
6.92 + 0.60
6.61 = 0.54

69.46 + 5.95
64.29 + 1.96
63.721.30

8.93 £2.02
9.92 +0.52"
12.42 £ 1.06“

16.93 +£3.90
2091+ 1.70
18.68 = 1.52

217074
291 £047
2.70 £ 0.40

10.03£2.17
8.39+0.79
8.05 +0.69

6793 +2.78
6199242
58.22+3.99

9.05 £ 0.79
9.97 + 0.48"
1498 £3.97

18.13 2,44
22.12+2.00
2099 £ 1.53

289 +0.61
3.85+0.49
3651052

6.65 £ 0.39
7.02 £ 0.66
6.89 £ 0.74

Los resultados se expresan como media + SEM. N: LH=§, FAP=15, FA=14. SAT: Suma de los dridos grasos saturados.
MONO: Suma de los dcidos grasos monoinsaturacos. n6>18C: Suma de los écidos grasos de mas de 18 atomos de
carbono de la serie n-6. n3>18C: Suma de los dcidos grasos de mas de 18 atomos de carbono de la serie n-3. n6/n3>:
Relaciun entre los dcidos grasos de las series n-6 y n-3 de mas de 18 dtomos de carbono. a: Diferencia significativa vs
0-2 dias. 1: p<0.05. 2: p<0.01.




Resullados

Tabla 63B. Indices de dcidos grasos del fosfatidilinositol y fosfatidilserina del eritrocito en
recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada
con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
LA/AA FAP
FA

LH
FAP
FA

LH
FAP
FA

0.09 £ 0.01
0.10£0.01
0.09 £ 0.01

0.13 £0.01
0.14 £0.02
0.13 £0.01

0.48 £ 0.08
0.43 £ 0.06
0.40 £ 0.05

023+0.10
0.12 £0.02
0.20 £ 0.07

0.23 £0.09
0.22 £ 0.06
0.20 £ 0.02

0.33 £ 0.00
0.58+0.10
0.42+0.04

0.16 £ 0.02
0.15+0.03
0.14 £ 0.02

0.38 £ 0.79

0.31 + 0.48*"

0.33 £ 0.05"

0.45 = 0.05
0.44 £ 0.04
1.15£0.70

LH 113.33 £ 15.68
FAP 116.11 £ 8.87
FA 121.20 £ 10.09

93.20 +21.20
114.13 £ 897
107.11 = 7.26

101.07 + 12.88
123.45 £ 10.79
124.10 + 8.59

Los resultados se expresan como media + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. LA/AA: Relacion entre los acidos grasos
linoleico y araquidénico. DPA/DHA: Relacion entre los dcidos grasos 22:5n-3 y 22:6n-3. SDMA: Suma de los
dimetilacetales. UNID: Indice de insaturacion. a; Diferencia significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia significativa vs 15-
17 dias. 1: p<0.05. 3: p<0.001.




Resuitados

d) Esfingomielinas

La composicién en dcidos grasos de las esfingomielinas se expone en las tablas 64, 65 y

66. Esta fraccion se caracterizé por presentar un alto contenido en acidos grasos saturados y

monoinsaturados, tales como el 16:0, 20:0, 22:0, 24:0 y 24:1n-9, lo que representa mas del 50%

del total de los dcidos grasos y por mostrar un bajo contenido de AGPI-CL y carecer de

dimetilacetales.

Con respecto a las variaciones mas importantes en ios écidos grasos saturados, tan solo
podemos observar una tendencia al aumento del 22:0 y un descenso significativo de los
porcentajes del 24:0 con el tiempo en los grupos alimentados con férmula a los 30-32 dias. En
el resto de los saturados, los porcentajes se mantuvieron a lo largo del periodo de estudio y no

se apreciaron diferencias entre dietas (tabla 64).

El 24:1n-9 fue el monoinsaturado mayoritaric (13-20%), cuyo porcentaje s¢ fue
incrementando de forma significativa para el grupo de FAP a los 30-32 dias después del inicio del

estudio, aunque no se apreciaron diferencias entre dietas.

Los AGPI-CL tanto de la serie n-3 como de la serie n-6 se recogen en la tabla 66. Destaca
la ausencia de 20:4n-6 y casi de 22:6n-3. Si se encontraron cantidades apreciables de 22:5n-6 y
22:5n-3 aunque no existieron diferencias entre dietas para ambos dcidos grasos a lo largo det

periodo de estudio.

En las figuras 13, 14, 15, 16 y 17 sc recogen los datos mas destacables de la composicion
en acidos grasos de los fosfolipidos totales de los critrocitos y dos de sus principales fracciones,

fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina.




Resuliados

Tabla 64. Perfil de dcidos grasos saturados de la esfingomielina del eritrocito en recién nacidos
pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formuia adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion
15-17 dias

A.Graso Dieta 0-2 dias 30-32 dias

12:0

LH
FAP
FA
LH
FAP
FA

LH
FAP
FA
LH
FAP
FA

LH

FA

LH

FAP

FA
LH

FAr

FA

035+0.13
0.370.00
0.27 £0.01

1.71 £0.33
0.96+0.11¢
1.18 £ 0.11

2840+ 1.22
2598 +£0.72
25.79 £ 0.95

12.78 £ 1.15
11.57+0.53
11.69 + 0.47

2.18+0.15
2.54+0.14
229x0.10

8.18%0.57
8.65+0.31
849+024

2271 x1.15
26.14£0.77
24.76 £ 0.62

1.06 2 G.69
053+0.10
0.56+£0.15

202041
1.40 £ 0.15"
2090382

2789+1.32
26.81£0.73
25.54%0.90

11.83+1.27
10.86 £ 0.37
10.82 + 0.47

253+0.25
2.80 £0.09
2.72+0.11

9.28 £0.22
8.92 +0.26
8.90+0.18

22.79+0.74
2292 +0.74"
23.26+£0.55

0.44 £ 0.03
0.65 £0.22
098 £0.75

1.76 £ 0.14
1.05 £ 0.06°
136 £0.11

26.80 £ 0.63
2549 + 6.49
26.15%£0.79

10.60 £ 0.36
10.57 £ 0.58
10.91 £ 0.59

242+0.21
267+0.09
2.82+0.i2

9.69+0.32
9.06%0.20
8.86+0.32

232120.74
21.97 £0.54"
21.17+0.62°

Los resultados se expresan como media (%) + SEM. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias.

¢: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.




Resultados

Tabla 65. Perfil de dridos grasos monoinsaturados de la esfingomielina del eritrocito en recién
nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada suplementada con
dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada (FA).

Tiempo de alimentacion

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

LH
FAP
FA
LH
FAP
FA
LH
FAP
FA

LH
AP
FA
LH

FAP
FA

0.39 £ 0.08
051008
0.48 £ 0.06

N.D.
0.26 £ 0.09
0.75 £ 0.00

1.41 £0.35
2.16 £ 0.57
1.64 +0.34

0.13+£0.00
1.86+0.10
0.22 £ 0.00

1322 1.76
13.82£0.72
15.11 £ 0.54

6.53+0.13
0.66 £0.10
0.51+0.10

032 +0.20
0.38 £0.24
0.29 £ 0.00

2.03£0.51
218+ 047
1.73+£0.28

0.19 £ 0.05
0.26 £ 0.08
0.26 £ 0.06

1321 £1.89
15.73 £ 0.69
16.12 £ 0.81

0.47 £ 0.09
0.49 +£0.07
0.63£0.13

N.D.
0.21 £0.09
0.11£0.00

1.18 £0.17
1.72+0.24
2.27+0.82

0.16 £ 0.00
0.29 £ 0.02
0.32 £ 0.00

1549+ 0.76
18.82 + 1.00*™'
17.74 £ 0.82

Los resultados se expresan como media (%) = SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14. a: Diferencia
significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia significativa vs 15-17 dias. 1. p<0.05. 3: p<0.001.
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Tabla 66. Perfil de dcidos grasos poliinsaturados de la serie n-6 y n-3 de la esfingomielina del
eritrocito en recién nacidos pretérmino alimentados con leche humana (LH), formula adaptada
suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y formula adaptada
(FA).

Tiempo de alimentacion

A. graso

0-2 dias

15-17 dias

30-32 dias

18:2n-6

22:6n-3

LH

FA

LH

FA

LH

FA

LH

FAP

FA

0.72 £ 0.38
0.63£0.27
0.40 £0.08

0.80 £ 0.07
0.77 £ 0.08
092+0.16

1.85+0.40
222025
237021

N.D.
N.D.
0.09 £ 0.00

0.56 £ 0.21
049+0.18
0.32+0.07

0.63 £0.06
0.72 £ 0.07
0.63 £ 0.08

1.85+0.31
240+0.23
208+0.13

N.D.
N.D.
N.D.

027 £0.06
0.36 £ 0.06
0.27£0.04

0.61z0.11
0.67 £0.11
0.74 £0.15

2.70 £ 0.25
2.86 £ 0.28
2.58+0.23

N.D.
0.35 £0.00
0.19 £ 0.00

Los resultados se expresan como inedia (%) + SEM. N.D.: No detectado. N: LH=8, FAP=15, FA=14,




Resultados

Fosfolipidos totales eritrocitarios
Acidos grasos saturados

OLuy @rap EIFA
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Figura 13. Acidos grasos seturados de los lipidos eritrocitarios en recién nacidos de bajo peso alimentados con
leche humana (LH), férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP)
y férmula adaptada (FA). N: LH=8 FAP=15, FA=14. c: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2

p<0.01. 3: p<0.001




Resultados

Fosfolipidos totales eritrocitarios
Acidos grasos monoinsaturados

Oin MrFar B

c3 aia3
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Figura 14. Acidos grasos monoinsaturados de los lpidos eritrocitarios en recién nacidos de bajo peso
alimentados con leche humana (LH), férmula adaptada suplementada con 4cidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (FAP) y férmula adaptada (FA). N: LH=8 FAP= IS5, FA = I4. a: Diferencia significativa vs 0-2
dias. c: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Resultados

Fosfelipidos totales eritrocitarios
Acido linoleico
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ad a3
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Acido linoleico
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Acido linoleico
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Figura 15. Acido linoleico de los lpidos eritrocitarios en recién nacidos de bajo peso alimentados con leche
humana (LH), férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP) y
formula adaptada (FA). N: LH=8 FAP=15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. b: Diferencia
significativa vs 15-17 dias. c: Diferencia significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001.
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Resultados

Fosfolipidos totales eritrocitarios
Acido araquidénico
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Figura 16. Acido araquidénico de los lipidos eritrocitarios en recién nacidos de bajo peso alimentados con
leche humana (LH), férmula adaptada suplementada con dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga (FAP)
y férmula adaptada (FA). N: LH=8 FAP= 15, FA=14. a: Diferencia significativa vs 0-2 dias. 1: p<0.05. 2:

p<0.01. 3: p<0.001
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Fosfolipidos totales eritrocitarios
Acido docosahexaenoico

0-2d 15-17 d
Tiempo de alimentacion

Fosfatidilcolina eritrocitaria
Acido docosahexaenoico
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Acido docosahexaenoico
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Figura 17. Acido docosahexaenoico de los lipidos enitrocitarios en recién nacidos de bajo peso alimentados con
leche humana (LH), férmula adaptada suplementeda con dcidos grasos poliinscturados de cadena larga (FAP)
y férmula adaptada (FA). N: LH =8, FAP= 15, FA= 14, a: Diferencia significativa vs 0-2 dlas. c: Diferencia
significativa vs LH. 1: p<0.05. 2: p<0.01. 3: p<0.001
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Discusion

Introduccion

La calidad y la composicion de la grasa de la dieta del recién nacido tiene importantes
efectos estructurales y funcionales sobre los tejidos neuronales en rapido crecimiento como el
cerebro y la retina. Entre los diferentes aspectos relacionados con el aporte 6ptimo de los lipidos
en las formulas para lactantes, la ingesta y el metabolismo de los AGPI-CL ha recibido una

atencion especial durante los ultimos afios (Decsi y Koletzko, 1994).

La composicion en dcidos grasos de las formvlas convencionales difiere marcadamente
de la composicién tipica de la leche humana madura, especialmente en la ausencia de AGPI-CL
(Koletzko et al., 1992). Se han encontrado diferencias funcionales entre nifios prematuros
alimentados con leche humana o con formulas estandar. Dichas diferencias estén relacionadas con
¢l metabolismo de acidos grasos y con la presencia de AGPI-CL en la leche materna. La
disminucién de DHA en los eritrocitos de los nifios alimentados con férmulas convencionales se
ha asociadc con una peor funcion visual (Uauy et al., 1990; Birch er al., 1992a; Birch et al.,

1992b) y con un menor indice de desarrollo mental (Carlson y Wilson, 1994).

Debido a este papel preponderante de los derivados de la serie n-3 en el desarrolio del
sistema nervioso central, la mayor parte de los estudios realizados hasta el momento, en relacion
al efecte de la suplementacion de la dieta con AGPI-CL en el periodo neonatal, contemplan la
utilizacién exclusiva de AGPI-CL de la serie n-3 procedentes fundamentalmente de aceites de
pescado (Carlson et al., 1986; Liu et al., 1987, Carlson et al., 1991: Uauy e* 1l., 1990; Biich et
al., 1992a; Birch et al., 1992b; Uauy y Hoffman, 1992).

Sin embargo, el descubrimiento de la relacion existente entre la disponibilidad de los
AGPI-CL de la serie n-6, muy especialmente de 20:4n-6, y el crecimiento postnatal en nifios
pretérmino (Koletzko y Braun, 1991; Carlson et al., 1993) ha centrado la atencién en la
conveniencia de usar formulas con una relacion adecuada de AGPI-CL. de ambas series imitando

la composicion de la leche humana.

El presente estudio evalia la influencia de una dieta suplementada con AGPI-CL de las
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series n-6 y n-3 procedentes de una fuente fosfolipidica de origen animal (cerebro porcino) sobre
la composicion en dcidos grasos del plasma v de los eritrocitos en recién nacidos de bajo peso.
Se ha determinado también la composicion lipidica del plasma, ya que un estudio realizado por
nuestro grupo de trabajo en un modelo experimental de cerdos mainutridos ha indicado un posible
papel de los AGPI-CL de la dieta en el metabolismo de lipoprcteinas. Por dltiino, se ha analizado
la capacidad antioxidante total plasmética con objeto de evaluar si la presencia en la formula de

AGPI-CL puede tener un efecto perjudicial sobre la defensa antioxidante del recién nacido.

El extracto de cerebro de cerdo usado para suplementar la formula FAP presenta como
caracteristica diferencial un perfil de dcidos grasos que permite obtener cantidades de 20:4n-6 y
22:6n-3 en la dieta del recién nacido similares a las presentes en leche humana con casi ausencia
de 20:5n-3. Por ¢l contrario, el cerebro presenta los AGPI-CL en forma de fosfolipidos. a
diferencia de lo que ocurre en la leche humana en la que se encuentran fundamentalmente

esterificando la molécula de glicerol.

Otras fuentes de AGPI-CL de ambas series empleadas por diferentes investigadores han
sido fosfolipidos de yerna de huevo (Koletzko et al., 1989), triglicéridos de algas (Carnielii et al.,
1994a) y triglicéridos de aceites de pescado con relaciones EPA/AA bajas (Clandinin er al., 1992).
La yema de huevo presenta la desventaja de que la cantidad de 22:6n-3 es muy baja en relacion
a la de 20:4n-6 (Jiang y Sim, 1992), por lo que para obtener un perfil de dcidos grasos similar al
de la leche humana se necesitaria una fuente adicional de 22:6n-3. Los aceites de pescado suelen
contener una proporcion elevada de 20:5n-3 y aunque en los aceites marinos purificados sc ha
reducido bastante ¢l coatenido en este dcido graso, ain se encuentra en mayor cantidad en las

formulas preparadas con dichos aceites que en la leche de madres con una dieta mixta.

Los recién nacidos incluidos en el estudio fueron de bajo peso con un rango comprendido

entre 750-1840 g y edad gestacional entre 28-34 semanas incluyendo tanto pequefios como

adecuados para la edad gestacional de forma balanceada en los tres grupos (tabla 1). Gran parte

de los recién nacidos pueden considerarse como de muy bajo peso presentando un peso al nacer
<1500 g (n=7 en el grupo de LH, n=11 en el grupo de FAP y n=9 en el grupo de FA). Dichos
recién nacidos podrian tener mayor riesgo de deficiencia en AGPI-CL y peor desarrollo neuronal

debido a su bajo peso y su inmadurez.
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La duracion del estudio fue de un mes después de iniciada la alimentacion aunque se

consiguieron muestras entre los 45-47 dias en algunos nifios, cuyos analisis confirmaron las

tendencias y diferencias observadas previamente.

Desde el inicio de! estudio hasta recibir el alta en el Hospital se realizé un seguimiento de
la evolucion de los parametros antropométricos. Este aspecto, que se realiza rutinariamente en
cualquier estudio en el que estan implicados recién nacidos, cobra especial importancia en este
trabajo debido a que la suplementacion de formulas con aceites de pescado se ha relacionado con
un menor crecimiento en nifios pretérmino durante el primer afio de vida (Carlson y Salem, 1991,
Carlson et al., 1992).

Relacion entre los acides grasos poliinsaturados de cadena larga de la

dieta y el crecimiento

Los resultados de este estudio indican que no existieron diferencias significativas entre los
tres grupos de alimentacion en los valores absolutos de peso, talla y perimetro cefélico, por lo que
aparentemente el crecimiento fue equivalente para los tres grupos. Sin embargo, cuando en lugar
de valores absolutos se consideran los incrementos de dichos parametros antropométricos sc
observé que la velocidad de crecimiento tendio a ser superior en el grupo que recibio la dieta
suplementada con AGPI-CL que en el que se alimenté con la formula convencional. Las
diferencias encontradas entre ambos grupos se acentuaron llegando a ser estadisticamente
significativas cuando se consideraron solo los recién nacidos de muy bajo peso (<1500 g). Carlson
et al. (1992) describieron que los recién nacidos pretérmino alimentados con una formula
suplementada con AGPI-CL procedentes de aceites de pescado presentaron peor crecimiento
durante el primer afio de vida que los nifios alimentados con la formula sin suplementar. Segan
estos investigadores este hecho se relacionaria con la disminucién de 20:4n-6 ocurrida en los
tejidos de los nifios que recibieron AGPI-CL de la serie n-3, debido al desplazamiento de 20:4n-6
que produce en los tejidos el 20:5n-3, presente en los accites de pescado utilizados para la
preparacion de la formula suplementada. Estos y otros investigadores han descrito la relacion
existente entre el estado de 20:4n-6 en los recién nacidos y el crecimiento, especialmente durante
el primer afio de vida (Koletzko y Braun, 1991; Carlson et al., 1992; Leaf et al., 1992).
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En nuestro estudio las proporciones de 20:4n-6 fucron superiores en los nifios . .imentados

con la formula suplementada con AGPI-CL que en los que recibieron la formula estandar tanto
en los lipidos totales del plasma cemio en los fosfolipidos y éstercs de colesterol plasmaticos,
indicando un mejor estado de 20:4n-6 en estos nifios. Este hecho podria estar relacionado con el
mayor crecimiento encontrado en el grupo de FAP. Sin cmbargo, no se ha encontrado una
correlacion estadisticamente significativa entre la proporcion dc 20:4n-6 y cualquic.« de los

parametros antropométricos evaluados.

Por otro lado, las difereacias encontradas cn la velocidad de crecimiento entre los grupos
de alimentacion no pueden ser justificadas en base a una menor ingesta de energia ya que ésta fue
controlada diariamente y no se encontraron diferencias en la cantidad de formula ingerida por
cada grupo. Tampoco pueden ser justificadas cn basc a una falta de homogeneidad entre los
grupos o a la inclusion de nifios con factores que pudiesen afectar negativamente al crecimiento
en el grupo FA. Puesto que los nifios fueron asignados a los dos grupos de alimentacion con
formula al azar y las férmulas se diferenciaron unicamente en la presencia o ne de AGPI-CL, la
causa de las diferencias observadas en el crecimiento de estos nitos podrian ser los AGPI-CL de

la dieta.

Si tenemos en cuenta que los niflos pretérmino presentan mayor riesgo de déficit de AA
(Carlson et al., 1992b) y que en general el estado de AGPI-CL esta relacionado positivamente
con la edad gestacional (Foreman-van Drongelen et al., 1995) es logico encontrar mayores

diferencias en los nifios de muy bajo peso, cuyo graso de prematuridad seria mucho mayor.

El grupo alimentado con leche humana presentd menor incremento de peso y talla, asi
como un peso inferior en el momento del alta del hospital comparado con los grupos alimentados
con formulas. Este hecho ha sido descrito tanto en Tratados de Nutricion Pediatrica (Fomon y
Nelson, 1993) como en otros trabajos de investigacion dedicados al estudio de la influencia de
los AGPI-CL de la dicta sobre la composicion en acidos grasos de plasma y eritrocitos en los que
se empled también un grupo de leche humana como control (Clandinin et al., 1992; Hoffiman y
Uauy, 1992). Este hecho puede deberse a la menor ingesta proteica y mineral de los recién
nacidos alimentados con ieche humana respecto a los grupos que recibieron férmula lactea cuya

composicion esta adaptada a los especiales requerimientos del prematuio.
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En nuestro estudio las proporciones de 20:4n-6 fueron superiores en los nifios alimentados
con la formula suplementada con AGPI-CL que en los que recibicron la formula estandar tanto
en los lipidos totales del plasma como en los fosfolipidos y ésteres de colesterol plasmatices,
indicando un mejor estado de 20:4n-6 en estos nifios. Este hecho podria estar relacionado con el
mayor crecimiento encontrado en el grupo de FAP. Sin embargo, no se ha encontrado una
correlacion estadisticamente significativa entre la proporcion de 20:4n-6 y cualquicra de los

parametros antropométricos evaluados.

Por otro lado, las diferencias encontradas en la velocidad de crecimiento entre los grupos
de alimentacion no pueden ser justificadas en base a una menor ingesta de energia ya que ésta fue
controlada diariamente y no se cncontraron diferencias en la cantidad de formula ingerida por
cada grupo. Tampoco pueden ser justificadas en base & una falta de homogeneidad entre los
grupos o a la inclusion de nifios con factores que pudiesen afectar negativamente al crecimiento
en el grupo FA. Puesto que los nifios fueron asignados a los dos grupos de alimentacion con
formula al azar y las formulas se diferenciaron unicamente en la presencia o no de AGPI-CL, la
causa de las diferencias observadas en el crecimiento de estos nifios podrian ser los AGPI-CL de

la dieta.

Si tenemos en cuenta que los nifios pretérmino presentan mayor riesgo de déficit de AA
(Carlson et al., 1992b) y que en general el estado de AGPI-CL esta relacionado positivamente
con la edad gestacional (Foreman-van Drongelen et al., 1995) es logico encontrar mayores

diferencias en los nifios de muy bajo peso, cuyo graso de prematuridad seria mucho mayor.

El grupo alimentado con leche humana presenté menor incremento de peso y talla, asi
como un peso inferior en ¢l momento del alta del hospital comparado con los grupos alimentados
con formulas. Este hecho ha sido descrito tanto en Tratados de Nutricion Pediatrica (Fomon y
Nelson, 1993) como en otros trabajos de investigacion dedicados al estudio de la influencia de
los AGPI-CL de la dieta sobre la composicion en acidos grasos de plasma y eritrocitos en los que
se empled también un grupo de leche humana como control (Clandinin er al., 1992; Hoffman y
Uauy, 1992). Este hecho puede deberse a la menor ingesta proteica y mincral de los recién

nacidos alimentados con leche humana respecto a los grupos que recibieron férmula lactea cuya

composicion esta adaptada a los especiales requerimientos del prematuro.
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Acidos grasos saturados, monoeinsaturados, linoleico y a-linolénico en

niios alimentados con leche humana

Este estudio muestra de nuevo lz influencia que la alimentacion con leche humnana cjerce
sobre el contenido en acidos grasos saturados del plasma del recién nacido. Los miios alimentados
con ieche humana presentaron mayor cantidad de 12:0, 14:0, 16:0 y 18:0 en los lipidos totales

plasmaticos y en todas sus fracciones, asi como también en los fosfolipidos de los eritrocitos.

Estas diferencias pueden ser explicadas en basc a varios mecanismos. En primer lugar, la
mayor cantidad de 16:0 presente en la leche humana, procedente del banco del que se alimentaron
los nifios del grupo LH, justificaria la mayor concentracion del mismo en el plasma. Sin embargo,
también se encontré mayor cantidad de 18:0 plasmatico en el grupo L.H aun cuando ¢l contcnido

de este acido graso fue similar en las tres dietas.

Otro posible mecanismo seria la mayor absorcion de la grasa de la leche humana. Se
conoce que la grasa presente en la leche humana se absorbe mejor debido a la presencia de la
lipasa estimulada por sales biliares (Fredickson et al., 1978) y a la distribucion de los acidos
grasos en la molécula de triglicérido que favoreceria la absorcion de los acidos grasos saturados
en forma de 2-monoglicéridos (Tomarelli e al., 1968; Filer et al., 1969). En nuestio caso la lipasa
estimulada por sales biliares no intervendria en el proceso de absorcion ya que la leche fue
pasterizada para garantizar su conservacion y esta enzima se inactiva por cl calor (Fredickson er
al., 1978). La existencia de una mayor absorcion de grasa en el grupo alimentado con LH se
demuestra adernas por el mayor contenido de lipidos circulantes que tendieron a presentar estos

nifios.

Por otro lado los acidos grasos de cadena media mas abundantes en las formulas fueron
8:0 y 10:0 frente a 12:0 y 14:0 presentes en la leche humana. Las diferencias entrc vias de
absorcion y el metabolismo de estos acidos grasos podrian influir sobre las proporciones de otros
a nivel plasmatico como es el caso de los dcidos grasos saturados. En efecto, en un estudio

realizado en cerdos se encontr6 que la alimentacion con una dieta conteniendo acidos grasos de
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cadena interraedia (12:0 y 14:0), produjo un mayor porcentajc de acidos grasos saturados en las
fracciones plasmaticas que otra dieta que contenia 8:0 y 10-0 y el mismo perfil de dcidos grasos
de cadena larga (Wall et al., 1992).

Otro resultado destacable es la menor y mayor cantidad dc 18:1n-9 y 18:2n-6
respectivamente, encontrada en los lipidos plasmaticos y todas sus fracciones de los nifios
alimentados con leche humana. Este hecho demuestra la influencia que la composicion en acidos
grasos de la dieta produce de forma directa sobre el patron plasmatico de acidos grasos, y al
mismo tiempo el efecto que la dieta de la madre ejerce sobre la composicion en acidos grasos de
la leche humana. La leche de madres brasilefias presentdé un mayor contenido de los acidos
linoleico y a-linolénico y menor de cido oieico en relacion al perfil encontrado en leche de
madres de nuestro entorno geografico. Este hecho es debido al consumo de aceite de soja, mas
rico en AGE, por parte de las madres brasilefias en lugar del aceite de oliva, habitualmente

empleado en Espafia.

Varios investigadores también han demostrado la modificacion que la dieta de la madre
produce sobre el contenido de acidos grasos saturados, monoinsaturados y esenciales en la leche
materna (Gibson y Knecbone, 1984; Koletzko et al., 1988; Koletzko et al., 1992). En estos
mismos estudios se ha descrito que la modificacion del contenido en AGPI-CL de la leche humana
a través de la dieta materna es mucho mas dificil de conseguir que la modificacion de sus acidos

grasos precursores.
Este hecho se confirma también en nuestro estudio ya que la leche humana de ambos

paises present6 un contenido muy similar de AGPI-CL a pesar de las diferencias encontradas en
las proporciones de 18:2n-6 (20.92 vs 12.59) y 18:3n-3 (1.58 vs 0.57).

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados de la dieta sobre la

composicién en acidos grasos plasmatica

La alimentacion con una formula estandar produjo una disminucién de AGPI-CL en los

lipidos plasmaticos coincidiendo con los resultados publicados previamente por otros
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investigadores y por nuestro propio grupo de trabajo (Sanders y Naismith, 1979, Putnam er al.,
1982; Carlson et al., 1986; DeLucchi et al., 1988; Ciandinin et al., 1989, Pita er al., 1989,
Koletzko et ai., 1989; Ponder et al.. 1992). La menor cantidad de AGPI-CL en el plasma de los
nifios alimentados con formula, a pesar de la ingesta de cantidades adecuadas de sus precursores,
sugiere un cierto déficit de la actividad desaturasa o que la velocidad de sintesis de AGPI-CL es
menor que su eliminacion del plasma debido al almacenamiento cn los tejidos o a la utilizacion

para la sintesis dc cicosanoides.

La actividad de la delta-6 desaturasa, enzima limitante cn la sintesis de AGPI-CL, es solo
la mitad de la de un adulto en ¢l higado fetal humano a las 22 semanas de gestacion (Chambaz et
al., 1985). Las actividades dc la delta-6 y delta-5 desaturasas cn ¢l higado de cerdos prematuros
son inferiores que en animales a término (Clandinin er al., 1985). Estudios recientes han
determinado la capacidad de desaturacion in vivo en recién nacidos humanos prematuros,
indicando que existe actividad desaturasa incluso cn las primeras semanas de vida pero que ésta
es probablemente insuficiente para cubrir las necesidades de tejidos en rapido desarrollo,

especialmente de los del sistema nervioso central (Carniclli et al., 1994b; Salem et al., 1996).

La alimentacion con una dicta que contcnia AGPI-CL dc ambas series condujo a un perfil
de dcidos grasos plasmaticos similar al que presentaron los nifios alimentados con leche humana.
Merece la pena destacar que cantidades relativamente pequefias de AGPI-CL presentes cn la dicta
(leche humana o formula suplementada) son capaces de incrementar las proporciones de AGPI-
CL cn los fosfolipidos plasmaticos en aproximadamente un 4% con respecto a los porcentajes

encontrados por el grupo de formula estindar.

Los porcentajes de 20:4n-6 observados en los lipidos plasmaticos del grupo quc recibio
la suplementacion con AGPI-CL fueron inferiores a los del grupo de leche humana, como
consecuencia del menor contenido de éste acido graso en la dieta FAP (0.97 en LH vs 0.34 en
FAP). En cambio, los perfiles de 22:6n-3 fueron muy parecidos en arnbos grupos ¢ incluso
superiores en ¢l grupo FAP especialmente cn la fraccion de fosfolipidos, a pesar de encontrarse
en una cantidad ligeramente inferior en dicha dicta (0.34 en LH vs 0.23 en FAP). Esto coincide

con los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo en cerdos recién nacidos sugiricndo una

mejor absorcion de la fraccion fosfolipidica de la dieta suplementada con AGPI-CL muy
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especialmente del 22:6n-3 (Jiménez, 1992; Lopez-Pedrosa, 1995). Durante el periodo postnatal
temprano se ha descrito una baja actividad de la lipasa pancredtica y una baja concentracion
micelar critica (Zoppi et al., 1972). Todo ¢llo origina menor absorcion de los triglicéridos de la
dieta. Los fosfolipidos, debido a su naturaleza polar entran a formar parte de las micelas, lo que
podria permitir que sc absorban mas eficazmente que los triglicéridos. Por otro lado, ¢l hecho de
que este efecto sea mas notable para el 22:6n-3 que para otros acidos grasos se explicaria por la
posicion de los acidos grasos en la molécula de fosfolipido que podria favorecer 'a absorcion de
un determinado acido graso, de forma cquivalente a lo que ocurre con ¢l acido palmitico cn ia

posicion sn-2 de la molécula del triglicénido (Tomarelli er al., 1968; Filer et al., 1969).

Otro aspecto interesante, ¢s que los perfiles de 22:5n-3, precursor directo del 22:6n-3,

fueron superiores cn los nifios alimentados con leche humana que los que recibicron formulas

debido a la presencia de cantidades apreciables de este acido grasos en la leche humana (0.32%,

aproximadamente, ¢l mismo porcentaje en ¢l que se encuentra el 22:6n-3). La formula
suplementada con AGPI-CL practicamente no contenia 22:5n-3 debido a que la cantidad de este
acido graso cn la fuente emplcada para suplementar la formula cra muy pequefia en relacion a la
de 22:6n-3 (tabla 6).

Uno de los aspectos adversos del uso de aceites de pescado en las formulas para recién
nacidos cs el incremento de 20:5n-3 que sc produce en ¢l plasma y eritrocitos con la consiguiente
reduccion de 20:4n-6 (Carison y Salem, 1991). Como se muestra en este estudio, la alimentacion
con una formula suplementada con AGPI-CL procedentes de cerebro porcino no produce
modificaciones de los porcentajes de 20:5n-3, ya que la formula no contenia cantidades

detectables de este acido graso.

Los 4cidos grasos de la serie n-6 y n-3 no son intercambiables entre si y tienen efectos
biologicos diferentes. La relacion entre los derivados de la serie n-3 y n-6 puede regular la
composicion de los tejidos y la sintesis de prostaglandinas. En animales de experimentacion,
cambios en la relacion n-6/n-3 de 12 dieta conduce a un desplazamiento de AGPI-CL de las dos
scries en el cerebro (Lamptey y Walker, 1976; Yamamoto et al., 1987). Por otro lado, las
prostaglandinas derivadas de los dcidos grasos de una y otra serie tienen efectos antagonicos en

procesos fisiologicos como la agregacion plaquetaria de modo que relaciones extremas entre los
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acidos grasos de las series n-6 y n-3 alteran el proceso de coagulacion y producen riesgo de

hemorragias (Needleman et al., 1979).

La importancia de los AGPI-CL de la serie n-3 del cerebro y de la retina para el desarrollo
de la funcion visual y de otras funciones ncuronales ha sido demostrada (Bourre et al., 1989,
Uauy et al., 1990; Birch et al., 1992a; Birch et al.. 1992b; Werkman y Carlson, 1995), pero la
acumulacion de AGPI-CL de la seric n-6 en ¢l cercbro humano durante la época de rapido
crecimiento ¢s casi ¢l doble que la de los derivados de la seric r-3 (Clandinin et al., 1980).
Ademas existe una correlacion entre ¢l contenido de ambas series en la leche humana reflejando
un mecanismo protector para aportar al recién nacido una relacion constante n-6/n-3 (Koletzko
et al., 1988). Incluso los contenidos en AGPI-CI. de las series n-6 y n-3 en los fosfolipidos

plasmaticos de los recién nacidos estan correlacionados entre si (Carlson er al.. 1992b).

Estos estudios indican la conveniencia de que la suplementacion de las formulas con
AGPI-CL se realice con derivados de las series n-6 y n-3 cn una relacion adecuada. Nuestros
resultados confirman esie hecho ya que la alimentacion de recién nacidos de bajo peso con la
fornula suplementada con AGPI-CL produce un perfil de acidos grasos plasmaticos parccido al

que presentan los recién nacidos alimentados con leche humana.

Otro aspecto interesante cs cual es la cantidad de 20:4n-6 y 22:6n-3 que deberian contener
las formulas. El Comité de Nutricion del ESPGAN recomienda suplementar las formulas para
recién nacidos de bajo peso con AGPI-CL en cantidades que se asemejen a las presentes en leche

humana evitando valores extremos (ESPGAN, 1991).

Se han publicado otros trabajos en recién nacidos a término y pretérmino en los que
también se suplementaron las formulas con AGPI-CL de ambas series diferenciandose del presente
estudio en la cantidad de 20:4n-6 y 22:6n-3 que contenia la dicta y en la procedencia de estos
acidos grasos (Koletzko et al., 1989 ; Clandinin et al., 1992; Camielli et al., 1994a; Decsi y
Koletzko, 1995).

Koletzko et al. (1989) publicaron un trabajo en recién nacidos prematuros en ¢l que

suplementaron una formula con AGPI-CL de yema de huevo. Las proporciones de 20:4n-6 y
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22:6n-3 en la formula suplementada fucron la mitad de los encontrados en leche humana (0.2%
de 20:4n-6 y 0.1% de 22:6n-3). El mismo grupo de trabajo publicd posteriormente otro estudio
en niflos a término con un nivel de supiementacion superior, 0.4% de 20:4n-6 y 0.3% de 22:6n-3
(Decsi y Koletzko, 1995). En el primer trabajo los nifios que recibicron la formula suplementada
presentaron porcentajes intermedios de AGPI-CL entre los alimentados con leche humana y una
formula estandar.En el segundo trabajo no s¢ incluyo un grupo alimentado al pecho, pero los
datos de un estudio anterior s¢ aportaron como referencia en la discusion, indicando que los nifios
alimentados con la formuia suplementada presentaron concentraciones similares de AGPI-CL n-6

que los alimentados con leche humana pero superiores de AGPI-CL n-3.

Clandinin et al. (1994) describicron que recién nacidos de bajo peso alimentados con una
formula que contenia 0.21% y 0.35% del total de icidos grasos como 20:4n-6 y 22:6n-3,
respectivamente procedentes dc aceite de pescado con una baja relacion EPA/AA, presentaron
concentraciones de 22:6n-3 cn los fosfolipidos plasmaticos similares a los nifios de! grupo de leche
humana aunque la cantidad de 20:4n-6 fuc inferior cn los nifios que recibicron la formula

suplementada.

Finalmente en ¢l trabajo de Carniclli et al. (1994a) cantidades superiores de 20:4n-6 y

22:6n-3 en la dicta a las descritas cn los otros estudios y cn la presente memoria (0.75% de 20:4n-

6 y 0.6% de 22:6n-3) produjeron un patron de AGPI similar al de los nifios alimentados por la

leche de sus propias madres.

Los resultados de este trabajo indican que una cantidad de 22:6n-3 cercana a 0.2% del
total de acidos grasos de la dieta es suficiente para conseguir proporciones de este dcido graso
en plasma similares a los de recién nacidos alimentados al pecho. Sin embargo, la cantidad de
20:4n-6 en la dieta deberia ser superior al 0.34% ya que se consiguicron concentraciones

intermedias de este acido graso entre las presentadas por los grupos LH y FA.
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Efecto de los acides grasos poliinsaturados de cadena larga de !a dieta

sobre la composicion lipidica del plasma

Sc ha sugerido que el efecto comparativo de la alimentacion con leche humana o con
formula sobre la composicion en acidos grasos plasmatica es diferente para los derivados dc la
seric n-6 que para los de la n-3 y que el efecto producido cn la serie n-6 estaria relacionado con
el metabolismo de lipoproteinas (Innis, 1993). Esta hipotesis se deduce de forma indirecta de los
estudios realizados en nifios y cn cerdos recién nacidos. Los porcentajes de 18:2n-6 fucron
superiores en nifios alimentados con formula que los alimentados con leche humana, a pesar de
que ia formula contenia una cantidad de 18:2n-6 cquivalente a la presente en leche humana
(Putnam et al., 1982; Clandinin et al., 1992). Los animales alimentados con leche de cerda que
contenia un 8% o un 23% de 18:2n-6 mostraron concentraciones similares de este acido graso.
Sin embargo, cerdos alimentados con formulas que contenian un 16% de 18:2n-6 presentaron

concentraciones superiores de 18:2n-6 que los que recibieron la leche matema (Innis, 1993).

Clasicamente, sc ha considerado que los nifios alimentados al pecho presentan un patron
dc lipoproteinas diferente al de los alimentados con formula, caracterizado por una mayor
concentracién de LDL y HDL y menor de VLDL (Sanchez-Pozo y Cil, 1996). Este hecho ha sido
atribuido a la concentracion superior de colesterol y grasa saturada de la leche humana (Jensen,
1989b) que podria afectar a la actividad de la LCAT, enzima encargada de la transferencia de
18:2n-6 desde la posicion sn-2 de los fosfolipidos al colesterol libre. Este mismo mecanismo
podria explicar las diferencias observadas en el metabolismo del 18:2n-6 entrc los nifios

alimentados con leche humana y con férmula.

Ademas, en varios estudios en los que sc han empleado formulas suplementadas con
AGPI-CL se han encontrado concentraciones menores de 18:2n-6 en los nifios que recibieron la
formuia suplementada con respecto al control (Clandinin er al., 1992; Decsi y Koletzko, 1995;
Camielli et al., 1994a) indicando el papel de los AGPI-CL de la dicta en el metabolismo de

lipoproteinas a nivel hepatico o intestinal.
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Nuestro estudio presenta varias caracteristicas difercnciales con respecto a los anteriores:

en primer lugar, las proporciones de 18:2n-6 de la leche materna fueron superiores a los de ambas

formulas y en segundo lugar, la formula suplementada cen AGPI-CL contenia colesterol en una

cantidad tal que al ser reconstituida, la concentracion de colesterol era similar a la presente en

leche humana (aproximadamente 20 mg/dl).

Un incremento de un 3% en la cantidad relativa de 18:2n-6 en la leche humana con
respecto a las formulas produjo una tendencia a aumentar la concentracion absoluta de este acido
graso en plasma debido a la mayor cantidad de dicho acido graso en la fraccion de triglicéridos,
aunque la cantidad relativa de 18:2n-6 en los lipidos totales y en fosfolipidos y ésteres de
colesterol fue muy similar en los tres grupos de alimentacion. Esto estaria de acuerdo con la teoria
antes expuesta de un metabolismo diferente para el 18:2n-6 en los nifos alimentados al pecho
pero que no podria ser atribuido a la mayor concentracion de colesterol o a la presencia de AGPI-
CL en la dicta ya que el grupo alimentado con la formula suplementada presento concentraciones

y cantidades relativas de 18:2n-6 en plasma y en fracciones equivalentes a las del grupo control.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los perfiles de triglicéridos,
colesterol y fosfolipidos entre los nifios que recibieron ambos tipos de formulas por lo que la
suplementacion de AGPI-CL no produciria alteraciones de la composicion lipidica plasmatica en

los recién nacidos.

Aunque se¢ ha descrito que los nifios alimentados al pecho presentan mayores
concentraciones de colesterol (Bochm et al., 1993) cs intercsante destacar que no encontramos
diferencias significativas entre los proporciones de colesterol de los nifios alimentados con leche
humana, la formula suplementada con AGPI-CL y los alimentados con férmula estandar a pesar
de las diferencias en la ingesta de colesterol. Esto podria deberse a la existencia de un mecanismo

que equilibrase la ingesta y los procesos de sintesis, metabolismo y excrecion del colesterol.
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Efecto de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga de la dieta

sobre la capacidad antioxidante total plasmatica

Uno de los efectos adversos de la adicion de AGPI-CL a las formulas infantiles cs la
tendencia que estos acidos grasos tienen a oxidarse pudiendo afectar negativamente a los sistemas

de defensa antioxidante de los recién nacidos.

Decsi y Koletzko (1995) han descrito que los perfiles de retinol y a-tocoferol en nifios a
término no se afectaron cuando las formulas se suplementaron con AGPI-CL de ambas series,
pero que la adicion de AGPI-CL de aceite de pescado podria afectar ¢l estado antioxidante en
nifios de bajo peso. Por el contrario, Uauy et al. (1994) no encontraron efectos adversos en nifios

de bajo peso alimentados con formulas adicionadas de aceite de pescado.

Existen diversas sustancias de caracter antioxidante en los fluidos biologicos tales como
la vitamina C, vitamina E, el acido urico, la glutation pcroxidasa, catalasa, superoxido dismutasa,
transferrina y ceruloplasmina (Wayner et al., 1987). En ¢l presente trabajo sc ha determinado la
capacidad antioxidante total plasmatica como el porcentaje de inhibicion producida por la adicion
de una cantidad de plasma a un medio de reaccion que contenia un sustrato facilmente oxidable.
Mediante esta metodologia no se han encontrado diferencias significativas entre los nifios
alimentados con la formula que contenia AGPI-CL y los que recibieron la férmula estandar. Esto
puede ser debido a la buena estabilidad que presentan los AGPI-CL procedentes de cerebro de

cerdo, tanto en extracto puro como incorporados a una formula (datos no publicados).

Por tanto, la suplementacién de una formula con AGPI-CL de las series n-6 y n-3
incrementa el estado de estos acidos grascs en plasma sin producir efectos adversos apreciables

en las defensa antioxidantes del recién nacido.
Es interesante destacar que los recién nacidos alimentados con leche humana tendicron

a presentar mayor capacidad antioxidante plasmatica a lo largo de todo el estudio, aunque no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas. Esto podria deberse a la presencia en la
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leche humana de sustancias con caricter antioxidante {(Hamosh, 1989).

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados de la dieta sobre la

composicion lipidica eritrocitaria

Los trabajos dedicados al estudio de la influencia de la calidad lipidica de la dicta sobre
el estado de acidos grasos en los recién nacidos evalian los cambios producidos en los eritrocitos
y sus fracciones como indicadores de lo que ocurre a nive! de otros<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>