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l.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La leche materna es el alimento ideal para todo recién nacido ya que
aporta los nutrientes necesarios para un correcto desarrollo y crecimiento del
mismo. Durante los primeros estadios del desarrollo del lactante, los factores
nutricionales presentan efectos importantes e inmediatos sobre el crecimiento,
composicién y funciones corporales, ya que el recién nacido muestra exiguos
depdsitos enddgenos de un numero determinado de sustratos esenciales,
siendo esto debido en muchos casos a la inmadurez de numerosas vias

metabdlicas y funciones fisiolégicas (Tojo, 2001; Mataix y Lépez-Frias 2009).

La existencia de esta citada inmadurez hace de la leche materna un
alimento imprescindible que aporta al recién nacido una defensa adicional
frente al desarrollo de diversas patologias. Entre estas enfermedades se
encuentran las agrupadas bajo el término de "enfermedades neonatales por
radicales oxigénicos" (Romero Alvira et. al., 1992; Kelly, 1993; Palomino, 1998),
presentes fundamentalmente en los recién nacidos pretérmino, Este grupo de
patologias muestra su inicio en el fuerte estrés oxidativo al que se ve sometido
el recién nacido en el momento del nacimiento (Deligné et. al, 1990; Huertas et
al, 1997; Metsvaht et al, 1999).

Debido al paso de un ambiente intrauterino, con una presion de oxigeno
baja a un ambiente extrauterino, con una presidén de oxigeno casi cinco veces
superior, asi como a diversos procesos implicados en la propia finalizacion de
la gestacion y el propio trabajo de parto, el recién nacido se enfrenta a una
elevada concentracion de radicales libres (Saugstad, 1990; Metsvaht et al,
1999). Esta incrementada produccion de radicales libres debe de ser
controlada por el sistema de defensa antioxidante del neonato, cuya
maduracién corre paralela al desarrollo de la gestacion (Ripalda et. al, 1989;
Frank et. al, 1996), siendo esta la causa de que los recién nacidos prematuros
muestren mayor agresion oxidativa, al presentar un sistema de defensa
antioxidante mas inmaduro (Bohles, 1997; Thibeault, 2000, Ochoa et.al, 2003).



4 Guillermo Rodriguez Navarrete. Tesis Doctoral =====================

Frente al citado dano oxidativo, la madre ayuda en un principio al feto a
protegerse de la agresiéon que sufrira en el momento del parto, mediante un
traspaso de sustancias antioxidantes tales como acido ascérbico, a-tocoferol,
beta-carotenos y coenzima Q a través de la placenta (Gopinathan et al, 1994;
Jain et al, 1996; Bohles, 1997) y posteriormente al recién nacido mediante el
aporte de sustancias antioxidantes a través de la leche materna (Thomas et al,
1981; Chappell et al, 1985; L Abbe et al, 2000; Friel et al, 2002) .

En el sentido expuesto, la leche materna parece adaptar su composicion
al grado de estrés oxidativo existente en el recién nacido, mostrando unos
mayores niveles de las vitaminas antioxidantes A, E y C en la leche secretada
horas después del parto, es decir el calostro (Jansson et.al, 1981; Chappell et
al, 1985; Emmett and Rogers, 1997; Gossage et al, 2002), lo cual coincide con
los mayores niveles de radicales libres en el recién nacido (Huertas et al, 1997;
Ochoa et al, 2003). Posteriormente se van reduciendo estas concentraciones a
lo largo de las diversas etapas de la lactacion (leche de transicién y leche
madura), lo cual vuelve a coincidir con el descenso en los radicales libres
observado en los neonatos, al menos en lo que se refiere a los recién nacidos a
término (Huertas et al, 1997; Ochoa et al, 2003). Incluso con respecto al recién
nacido prematuro, la leche materna varia su composicion. Asi, la leche
proveniente de madres que han dado a luz prematuramente es una leche, en
general, mas rica en proteinas y energia (Aguayo, 2002) y con respecto a las
defensas antioxidantes, parece presentar un mayor contenido en a-tocoferol,
asi como en algunos enzimas antioxidantes (glutation peroxidasa) (Chappell et
al, 1985; Ellis et al, 1990), lo cual en parte podria ser debido a un intento por

parte de la madre de incrementar las defensas en el recién nacido prematuro.

Aunque las ventajas de la lactacion con leche materna son evidentes,
por diversas razones, bien fisiolégicas bien sociales, los lactantes que no
pueden ser alimentados con leche materna y los sustitutos de esta pasan a ser
esenciales para la supervivencia de estos lactantes. Asi, se han desarrollado

sustitutos de la leche materna a partir de leche no tratada de otras especies de
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mamiferos, fundamentalmente leche de vaca, transformandolas mediante una
serie de modificaciones en las férmulas complejas que se comercializan en la
actualidad. Estas formulas lacteas adaptadas intentan mimetizar en todo lo
posible la leche materna, o en su caso los efectos funcionales de la misma, ya
que como hemos comentado anteriormente, la leche materna muestra una
composicion marcada por las necesidades que el lactante tiene para un

desarrollo y crecimiento normales.

La utilizacion, en muchos casos inevitable, de esta nutricion artificial,
hace que sea necesario conocer lo mas perfectamente posible la composicion
de la leche materna, sobre todo en su contenido en moléculas antioxidantes, ya
que algunas investigaciones parecen indicar que estas formulas lacteas
infantiles proporcionan una menor defensa antioxidante (Friel et. al., 2002). Sin
embargo, aun existen componentes con actividad antioxidante cuya
concentracion o incluso cuya existencia o no en la leche materna es totalmente
desconocida. Entre estos componentes se encuentra una molécula de gran

importancia hoy en dia, el coenzima Q o ubiquinona.

El coenzima Q (CoQ) o ubiquinona (2,3 dimetoxi-5-metil, 6-
poliprenilbenzoquinona) es una benzoquinona que presenta en su unidad 6 una
cadena lateral constituida por un numero variables de unidades isoprenoides.
Esta molécula lipofilica esta presente en practicamente todas las membranas
celulares, en el interior hidrofébico de la bicapa fosfolipidica de las mismas. El
CoQ mayoritario en humanos y otros mamiferos de larga vida, como es la vaca,

es el CoQqp (contiene 10 unidades isoprenoides) (Battino et al, 1990).

Son varias las funciones bioquimicas asignadas a esta molécula (Crane,
2000), aunque las mas reconocidas y mejor estudiadas son la de ser
componente de la cadena de transporte de electrones y la de constituir un
poderoso antioxidante. La ubiquinona, se encarga de la transferencia de
electrones en la cadena respiratoria mitocondrial desde los complejos | y Il al
complejo Il y la translocacién de protones a través de la membrana interna

mitocondrial (Crane, 1989; Ernster and Dallner, 1995). Con respecto a su
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capacidad antioxidativa, han sido varios los modelos de actuacion sugeridos
que implican tanto una accion directa de esta molécula sobre los radicales
libres como un mantenimiento del pool activo de vitamina E a través de la
reduccion del radical tocoferoxilo, siendo este ultimo el mecanismo antioxidante

mas reconocido (Kagan et al, 1995; Crane, 2000).

Su amplia distribucion en el organismo, asi como sus importantes
funciones bioquimicas han dado lugar a que sean multiples los estudios que
muestran un efecto beneficioso de esta molécula en diversas patologias y
procesos fisiolégicos, tales como cardiomiopatias, degeneracién macular
asociada a la edad, enfermedades neurodegenerativas, cancer, aterosclerosis,
envejecimiento, ejercicio fisico, etc. (Quiles Jl et. al., 1994, Litarru et al, 1995;
Ramirez-Tortosa et al, 1997), patologias y procesos que, en general, muestran

un importante componente oxidativo.

Dada la importancia de esta molécula en la defensa antioxidante en
general y en la posible participacion en la especifica del neonato resulta de
gran interés el conocer su concentracion en la leche materna ya que
actualmente no existe informacion alguna a este respecto. Siendo por lo tanto
necesario estudiar su concentracién en la leche humana, tanto por un aspecto
cientifico como por un aspecto de salud del recién nacido, ya que como hemos
comentado anteriormente en muchos casos es inevitable el uso de féormulas
adaptadas par infantes, las cuales han de ser lo mas semejante posibles a la
leche materna y por lo tanto contener todas aquellas sustancias beneficiosas

que esta leche contiene.

Los objetivos de esta tesis son, por tanto:

1°) Estudiar el contenido en coenzima Q en la leche humana en los
diferentes estadios o0 etapas de la lactacion (calostro, transicion y
madura), tanto la procedente de madres de nifios pretérmino como la

procedente de madres de nifios nacidos a término.
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En este sentido, es importante conocer posibles variaciones en el contenido
de esta molécula en la leche materna a lo largo de las diferentes etapas de la
lactacién (calostro, transicion y madura), asi como diferencias en cuanto al
contenido en coenzima Q entre leches provenientes de madres que han tenido

un parto prematuro y madres que han tenido un parto a término.

2°) Observar la posible relacién del coenzima Q en leche humana con
otros antioxidantes liposolubles (retinol, carotenos y vitamina E) y el

perfil lipidico de la misma.

El coenzima Q, aunque muestra diversas funciones bioquimicas, una de
las mas estudiadas en los ultimos afos es su capacidad como antioxidante. Por
eso es interesante comprobar si el coenzima Q sufre modificaciones a lo largo
de las etapas de la lactacion como las encontradas con otros antioxidantes
liposolubles, asi como su posible relacién con el perfil lipidico de la leche

materna.

3°) Evolucion del contenido en acido ascérbico y acido arico de la leche
humana a lo largo de los diferentes estadios o etapas de la lactacion, en
leches provenientes de madres que han tenido un parto prematuro y

madres que han tenido un parto a término.

4°) Estudio de la capacidad antioxidante total (CAT) de la leche humana a
lo largo de las etapas de la lactacion, en leches provenientes de madres
gue han tenido un parto prematuro y madres que han tenido un parto a

término

59 Evolucién del contenido en minerales en leche humana a lo largo de
las etapas de la lactacion, en leches provenientes de madres que han

tenido un parto prematuro y madres que han tenido un parto a término.
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6°) Perfil lipidico de laleche humana a lo largo de los diferentes estadios
o etapas de la lactacion, en leches provenientes de madres que han

tenido un parto prematuro y madres que han tenido un parto a término.

7°) Evolucion del contenido en colesterol de la leche humana a lo largo
de las etapas de la lactacion, en leches provenientes de madres que han

tenido un parto prematuro y madres que han tenido un parto a término

Estos objetivos, tanto los primarios como los secundarios, nos permitiran
conocer mejor la composicion de la leche materna ya que como hemos
comentado, en muchas ocasiones esta leche es sustituida por formulas lacteas
infantiles, las cuales deben asemejarse lo mas perfectamente posible a la leche
a la que sustituyen. Ademas, nos aportan una informaciéon muy valiosa sobre el
sistema de defensa antioxidante presentado por esta leche, lo cual es de gran
importancia dado el estrés oxidativo al cual se ve sometido el recién nacido
durante el parto y primeros dias de vida, especialmente en el caso del recién

nacido prematuro.



CAPITULO Ii.- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.- LACTANCIA MATERNA

1.1.- Importancia de la lactancia materna

Durante el primer afio de vida se dan circunstancias fisiolégicas
especiales que diferencian esta etapa de cualquier otra. Estas son, entre otras,
un crecimiento y maduracion muy rapidos, lo que condiciona que las
necesidades energéticas sean elevadas (Hidalgo MI, Martinez V, 2008). Existe
ademas una inmadurez de los diferentes dérganos y sistemas, y una mayor
exposicion a alteraciones del equilibrio hidromineral, sobrecargas renales,

alteraciones térmicas, infecciosas, etc.

Todo ello hace que cualquier alteracion en el aporte de nutrientes pueda
originar una parada en el crecimiento, y un retraso madurativo que sera mas

importante cuanto mas precoz sea esta.

La lactancia materna constituye la alimentacion idonea para el
crecimiento y desarrollo saludable del lactante. Se recomienda de forma
exclusiva durante los 5 o 6 primeros meses, y combinada con alimentos
complementarios hasta los 2 afios o mas, tanto en paises desarrollados como

en vias de desarrollo (Vennemann MM et al, 2009).

A dia de hoy, existen suficientes evidencias cientificas que avalan los
beneficios de la leche humana frente a la alimentacion artificial en nifos, y lo
que es mas, estos beneficios no son solo visibles en la infancia, sino que se
constatan a lo largo de toda la vida, abarcando multiples aspectos de salud
tanto en nifos como en madres, y como se dijo antes, tanto en paises ricos

como pobres (Mufioz MT, Hidalgo MI, Clemente J, 2008).
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1.1.1.- Importancia para el niio

A. Emocional:

La alimentacion al pecho no solo proporciona una dieta éptima y una
importante proteccion inmunologica al recién nacido, sino que también
contribuye a una notable union emocional con la madre. Esta interaccion
madre-niio es de vital importancia para el establecimiento de una union

emocional (Klaus M, Jeraud J, Kreger W y cols, 1972).

El contacto piel a piel tras el nacimiento, ademas, facilita un desarrollo
exitoso de la lactancia (Sosa R, Kennel JH, Klaus M y cols, 1976) aumentando
su frecuencia y duracion (Chateau P de, Holmberg H, Jakobson K y cols, 1977)
si este se prolonga por mas de 50 minutos, al producir un posterior

reconocimiento del olor de la propia madre (Mizuno y cols, 2004).

B. Disminucién de la mortalidad

En los paises donde se ha promocionado la lactancia materna, la
mortalidad ha descendido entre 3 y 5 veces frente a los nifios que recibieron
férmulas de inicio (Moreland J, Coombs J, 2000). Concretamente en Inglaterra,
un programa de prevencion realizado en 2006 se asocié como factor individual
de proteccién frente a la mortalidad postnatal y perinatal con un descenso del
5,2 por 1000.

C. Sistema inmune

En el momento del nacimiento, se encuentran en el nifio la totalidad de
componentes del sistema inmunitario, solo que se encuentran parcialmente
desarrollados. La leche materna actia como modulador del sistema
inmunologico del recién nacido y del lactante, disminuyendo las infecciones,
alergias y otras enfermedades mediadas por la inmunidad que pueda padecer
a lo largo de su vida (Warner JO, 2009).



En relacion a la profilaxis frente a alergias, concretamente en cuanto a
enfermedades atopicas, un estudio sobre 236 lactantes sanos seguidos
durante el primer afio de vida, y luego periddicamente hasta los 17 afos,
demostré el efecto beneficioso de la lactancia materna para la profilaxis del

eccema atdpico (Saarinen y Kajosaari, 1995).

Parece probable que factores microbianos y ambientales modulan las
respuestas inmunes del feto y recién nacido e influencian el desarrollo precoz
de la tolerancia oral en la infancia (Latineen SJ, 2009). La leche materna
promueve un medio intestinal rico en lactobacilos y bifidobacterias, bacterias
que inducen un desplazamiento hacia un perfil de citocinas predominante en
TH1. Los productos bacterianos son importantes mediadores de la tolerancia
oral interactuando con células dendriticas o macréfagos (Heine RG, Hill DJ,
Hosking CS, 2004)

D. Importancia en la funcion masticatoria y respiratoria

La lactancia materna influye de una forma determinante en el desarrollo

de la funcion masticatoria y respiratoria

El nifo al nacer, presenta todo un sistema que los dispone para
succionar, la forma mandibular, la direccion en que se disponen los musculos
que intervienen en este proceso, asi como también otras circunstancias, como
la ausencia de dientes, favorecen los movimientos mandibulares hacia delante
y hacia atras, lo que origina que el bebé succione el pecho de su madre (Lau C,
2007).

Al efectuar los movimientos mandibulares de avance y retroceso, este
ejercicio continuo, preparara sus musculos masticatorios y todo su sistema,
para que vaya adquiriendo el tono y desarrollo necesario para cuando
aparezcan sus primeros dientes, por consecuencia podemos decir que la
lactancia es la mejor preparacion para una correcta masticacion, en el futuro
(Amaizu N et al, 2003).
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Se puede también mencionar que esta funcién, refuerza y mantiene el
circuito de respiracion nasal fisioldgico, ya que el nifio al estar amamantandose,
respira por la nariz, realizando una perfecta coordinacion que le permite
respirar, succionar y deglutir de una manera ritmica, sin necesidad de soltar el
pecho de su madre (McGain GC, 2005)

Una respiracidon nasal adecuada permitira un correcto desarrollo
craneofacial del nino. Como podemos comprender, la lactancia materna,
representa, sin lugar a dudas, una influencia significativa, para el desarrollo y
maduracién de los sistemas masticatorio y respiratorio del recién nacido, lo
cual, le ayudara a evitar muchos problemas en el futuro (Karmaus W y col,
2008).

E. Enfermedades crénicas

La lactancia materna protege frente a la diabetes mellitus tipo |,
enfermedad celiaca, enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn
y colitis ulcerosa), algunos tipos de cancer, asma, y otros problemas cronicos
de salud (Lodge CJy col, 2008).

En cuanto a la diabetes, existe una clara disminucion del riesgo a
padecerla en nifos alimentados al pecho (Mayer EJ, Hamman RF, Gay EC y
cols, 1988). La razdén podria ser una similitud estructural entre las proteinas de
la leche de vaca y las células B-pancreaticas que condujese a una reactividad
cruzada inmunoldgica (Harrison LC, 1996). También se ha puesto de
manifiesto que la insulina bovina presente en la leche de vaca podria inmunizar

frente a la insulina humana (Vaarala O, Paronen J, Otonkoski T y col, 1998).

En cuanto a la enfermedad celiaca, un estudio sueco comprobd que la
introduccién gradual de alimentos con gluten en la dieta de nifios mientras aun
seguian lactancia materna, redujo el riesgo de enfermedad celiaca en la
primera infancia y posterior crecimiento (lvarsson A, Hernell O, Stenlund Hy
cols, 2002)
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Por ultimo, respecto a la enfermedad de Crohn, el resultado de un meta-
analisis conducido por Eyal Klement y cols. en 2004, apoya la hipotesis de que
la lactancia materna va asociada a un menor riesgo de padecer tanto esta

enfermedad, como la colitis ulcerosa.

F. Desarrollo cognitivo y psicomotor

Existe una gran evidencia del aumento en la funcidén cognitiva de nifios
amamantados al pecho (Anderson JW, Johnstone BM, Remlay DT, 1999),
concretamente de 3,16 puntos en la escala de Weschler (IC 2,35-3,98). Estas
diferencias se duplican cuando se trata de nifios con bajo peso para su edad
gestacional o prematuros y podria estar en relacién con la presencia en la
leche materna de nutrientes requeridos para el desarrollo cerebral como los

acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (en adelante LCPUFAS).

En un estudio de Lucas y cols, en 1992, sobre 300 nifios nacidos con un
peso por debajo de 1850 g se demostré que los lactantes que habian
consumido leche materna en las primeras semanas de vida tenian un
coeficiente mayor a los 7,5-8 afios que los que habian recibido férmulas

artificiales.

Otros estudios sefalan que los nifios alimentados al pecho durante 5 o
mas meses, alcanzan un desarrollo cognitivo con niveles superiores en las
pruebas de integracion visual-motora a los 56 meses de edad que los que
habian sido alimentados con la misma alimentacion pero con una duracion

menor a esos 5 meses (Niemela A, Jarvenpaa A-L, 1996).

Ademas, se observa un mayor desarrollo de la funcién visual, una mas
temprana adquisicion de las habilidades motoras, menos problemas
emocionales y de conducta, y menores problemas neurolégicos en el

transcurso de su vida.
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En el nifio con parto pretérmino, la disminucion de infeccidon sistemica
grave, la reduccion del riesgo de enterocolitis necrotizante, el mejor vinculo
familiar, y la mejora del desarrollo visual y cognitivo, hacen de la leche materna
no solo un nutriente, sino un tratamiento mas para mejorar los logros globales
respecto a este tipo de nifios en las unidades neonatales (Doyle LW, Rickards
AL, Kelly EA 'y cols, 1992).

Se ha sugerido que esta mejora de las habilidades cognitivas y
psicomotoras, no solo depende de la lactancia materna, sino de que esta se
haga directamente del pecho de la madre. Los lactantes que han recibido leche
materna directamente del pecho de su madre muestran niveles mejores de ClI
que los que hablan recibido leche materna obtenida por extraccion, por tanto,
ello sugiere que la accion beneficiosa iria ligada mas al acto de la
administracion directa que a la propia lactancia (Jacobson SW, Jacobson JL,
2002).

Es obvio pensar por tanto que no sea solo una cuestion nutricional, sino
algo mas complejo, y que la clave sea al resultado de la integracion de diversos

factores de tipo genético, ambiental, emocional y trofico.

G. Obesidad

Los nifios alimentados con leche materna crecen mas rapido durante los
primeros dos meses, sin embargo esto se invierte a partir de los 3 y hasta los
12 meses. Asi, los nifios alimentados con férmulas tienen una mayor presencia
de grasa en su composicion corporal. La obesidad en la adolescencia se asocia
a un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, problemas ortopédicos,
pérdida de autoestima y consecuencias socioecondémicas adversas en la edad
adulta (O'Tierney PF et al, 2009).

Estudios epidemiolégicos de finales del siglo pasado en Alemania,
mostraban que un 3,8% de los niflos amamantados exclusivamente con leche
materna durante dos meses eran obesos, mientras que tan solo lo eran un

0,8% de los que lo habian hecho durante mas de 12 meses. En los nifios que



nunca recibieron leche materna, el porcentaje subia al 4,5% (Von Kries R,
Koletzko B, Sauerwald T y cols, 1999). En la misma linea iban los resultados
obtenidos por Lucas et al en 1980, en un estudio sobre 9000 nifios, de edades

entre 5y 6 anos, y reflejados en la Tabla 1.

Tabla 1.- Porcentaje de obesidad y sobrepeso respecto a la duracion de la lactancia materna

LACTANCIA MATERNA OBESIDAD Y SOBREPESO
(Meses) (%)
0 17
<2 15
3-5 11
6-12 9
>12 6

Fuente: Lucas et al, Lancet 1980

Esta aparente evidencia se ha demostrado en mUItiples estudios que incluso
han llegado a descartar que existan factores socioeconémicos que pudieran
afectar a la conclusion final (Toschke AM, Vignerova J, Lhotaska L y cols,
2002)

A este nivel, uno de los papeles fundamentales en cuanto a la regulacion
del aporte energético de los niflios amamantados al pecho parece jugarlo la
leptina. Es por ello que estos nifios parecen tener una capacidad diferencial
para regular el aporte alimentario, tanto en la lactancia como en edad mas
avanzada, cuando la dieta incluye alimentos sélidos (Locke R, 2002). Los
estudios realizados en este sentido sugieren que la presencia de leptina en
leche materna tiene un efecto positivo sobre la saciedad y la regulacion del
aporte energético. El papel de la leptina en la lactancia materna sucede al de la

leptina placentaria, y ademas, contribuye también a la angiogénesis,
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metabolismo dseo y crecimiento. La complejidad de la composicion de la leche

materna, que sera analizada en el punto 2, y su interaccion con otros factores

bioactivos, contribuye justamente a su 6ptimo efecto.

1.1.2.- Importancia para la madre

Los beneficios de la lactancia materna no sélo favorecen al recién nacido

sino que también aporta a la madre beneficios hormonales, fisicos y

psicolégicos (Heinig MJ, Dewey KG, 1997).

Disminuye el sangrado posparto, disminuyendo la incidencia de
transfusiones. Esto se debe a que aumentan las concentraciones de
oxitocina, lo que estimula las contracciones del utero, ayudando a que
regrese a su tamafo normal (involucidon uterina), y reduciendo en gran
medida el citado sangrado posparto de la madre, facilitando su

recuperacion (Heinig MJ, Dewey KG, 1997).

Es un buen método anticonceptivo siempre que el bebé tenga menos de
6 meses, la madre siga en amenorrea, y la lactancia sea exclusiva sin
hacer pausas de mas de 6 horas (Dobbing J, 1985; Mc Neilly AS, 1993).
No resulta del todo fiable, pero no se puede negar que resulta, al menos,
economico. En muchos paises en vias de desarrollo, esos pocos meses

de infertilidad ejercen una regulacion demografica de vital importancia.

Reduce el riesgo de cancer de ovario y cancer de mama
premenopausico (Newcomb PA, Egan KM, Titus-Ernstoff et al, 1999). De
hecho, a dia de hoy, es la unica forma de prevencién primaria de este
cancer (Rosenblatt KA, Thomas DB, 2003). Amplios estudios
poblacionales han establecido dicha disminucion del riesgo hasta en un
4,3% por cada 12 meses de lactancia materna, a la que se sumaria un
7,0% por cada nacimiento. En los paises industrializados, el riesgo de
cancer de mama es mayor debido a la baja tasa de fertilidad de las

mujeres y a los cortos periodos de amamantamiento.
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« Disminuye el riesgo de fractura de cadera y osteoporosis en el periodo
posmenopausico (Melton LJ, 1993)

e« Ayuda a perder el peso ganado por las madres durante el embarazo
mas rapidamente (Dewey et al, 1993). Los mecanismos que favorecen el
uso de los depdsitos de grasa maternos parecen presentarse durante la
lactancia Esta disminucion de peso es paulatina, mas evidente a partir
de los 3 meses de lactancia y localizada preferentemente en la zona de
caderas y cintura. Durante la lactancia, la lipoprotein-lipasa disminuye su
actividad a nivel del tejido graso de la madre, mientras que la incrementa
en la glandula mamaria, al producirse en ella la sintesis de lipidos para
la leche (Mcnamara JP, 1995).

e Menor probabilidad de sufrir depresion posparto (Einarson A, 2008).

o Por ultimo, ayuda y mejora el vinculo madre-hijo, y parece producir en la
madre un aumento de la autoestima, ademas de reforzar los lazos de

union con los hijos (Kuzela A, Stifter C, Worobey J, 1990)

2.- Composicion de la leche materna

La leche humana empieza a secretarse unas horas después del parto,
denominandose a esa primera secrecion calostro. Pasados de uno a tres dias,
la secrecidn lactea va modificandose tanto en su consistencia como en su
composicién, recibiendo entonces el nombre de leche de transicién, y pasados

tres a siete dias, secreta lo que se denomina leche madura.

La composicion en macronutrientes de distintas leches de hembras de
mamiferos, como se observa en la Tabla 2, es sustancialmente distinta, pues
diferentes son asimismo los requerimientos de las crias correspondientes
(Rodriguez-Palmero M et al, 1999). Este hecho ya indica una evidente

consideracion nutricional: la leche de una especie solo es completamente
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valida para su cria y la utilizacion de otra distinta para alimentar a ésta no es
recomendable, hasta el punto de que sus efectos pueden ser tan deletéreos
que conduzcan a la muerte cuando se administren un tiempo mas o menos

prolongado (Mataix J, Lopez Frias M, 2009).

Tabla 2.- Composicion de la leche de diversos mamiferos respecto al crecimiento de sus

crias
Especie Dias para Grasa Proteina Lactosa Cenizas
duplicar peso

Mujer 180 3,8 0,9 7,0 0,2
Yegua 60 1,9 2,5 6,2 0,5
Vaca 47 3,7 3,4 4,8 0,7
Cabra 19 4,5 2,9 4,1 0,8
Oveja 10 7,4 345 4,8 1,0
Rata 6 15,0 12,0 3,0 2,0

Otra consecuencia que se obtiene de la composicion especifica de la
leche humana es que constituye la mejor referencia para conocer los
requerimientos del lactante, y por tanto de la composicion que deben tener las

féormulas adaptadas.

La composicion de este fluido es dinamica, viva y cambiante, con un
coeficiente de variacion en alguno de sus componentes de hasta un 30%
(Bueno M, Bueno O, Lazaro A, 2007) y obedece a mecanismos de regulacién
neuroendocrina (Neville MC, 1991) donde desempefan un papel importante

células, nutrientes y sustancias quimicas (Mardones F, Fanta E, Paris E, 1991).

Sus constituyentes se distribuyen en varios compartimentos: una fase
acuosa con sustancias en solucion (87%), dispersiones coloidales de
moléculas de caseina (0,3%), emulsiones de glébulos de grasa (4%), y

glébulos de grasa en membranas y células vivas (8,96%).
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Tiene una gran complejidad biologica, ya que esta compuesta por
nutrientes, substancias inmunoldgicas, hormonas, enzimas, factores de

crecimiento, etc (Hanson LA, Korotkova M, Lundin S et al, 2003).

Es capaz también de adaptarse a las diferentes circunstancias de la

madre.

Se trata por tanto de un alimento extremadamente complejo y aun
cuando fuese factible imitar artificialmente o biotecnolégicamente todos sus
componentes, no se podria lograr que la interaccion entre ellos fuese igual que
la natural, de modo que tampoco se podrian conseguir los mismos efectos en

el organismo.

Los diferentes tipos de leche que se producen en la glandula mamaria
son la leche preparto o precalostro, calostro, leche de transicion, leche madura

y leche del pretérmino.

1.2.1.- Leche preparto o precalostro

Durante el ultimo trimestre de la gestacion, la glandula mamaria acumula
en el lumen de los alvéolos una substancia llamada precalostro, formada
principalmente por exudado de plasma, células, inmunoglobulinas, lactoferrina,
seroalbumina, sodio, cloro y una pequefa cantidad de lactosa (Temboury MC,
2004).

La existencia de esta leche demuestra que las uniones entre las células
alveolares no son impermeables durante el embarazo, sino que permiten el
flujo del agua y los solutos entre el espacio lacteo y el liquido intersticial en la

glandula mamaria (Lawrence RA, 2007).

La concentracidn de lactosa esta relacionada directamente con la de
potasio, pero las concentraciones de sodio y cloruro estan relacionadas

inversamente con la de lactosa (Tabla 3).
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Tabla 3.- Composicion de la leche humana antes del parto

Componente Componente
de 1a leche Unidad = Media * DE de 1a leche ‘Unidad ‘ Media * DE
Dias preparto 20,21 +12,18 Calcio mg/dl | 25,35 + 8,48
Lipidos % 2,07 £0,,98 Magnesio mg/dl 5,64 + 1,44
Lactosa mM 79,78 £ 21,68 Citrato mM 0,40+ 0,17
Proteinas g/dl 544 £ 1,71 Fosfato mg/dI 2,32+0,70
Glucosa mM 0,35+ 0,16 Calcio ionizado mM 3,25+0,84
Sodio mM 61,26 + 25,82 pH 6,83+ 0,18
Potasio mM 18,30 + 5,67 Urea mg/dl 14,87 £ 2,40
Cloruro mM 62,21+ 17,44 Creatinina mg/dl 1,47 £ 0,35

Fuente: Lawrence A, 2007. Tomado de Allen JC et al, 1991

1.2.2.- Calostro

Durante los primeros 4 dias después del parto se produce el calostro,
fluido amarillento y espeso de alta densidad y escaso volumen. En estos
primeros dias se produce un volumen de 2 a 20 ml por toma, suficiente para

satisfacer las necesidades del recién nacido (Jensen RG, 1995).

El color amarillento se debe a su contenido en B-caroteno.

El calostro tiene menos contenido energético, lactosa, lipidos, glucosa,
urea, vitaminas hidrosolubles, PTH y nucleo6tidos que la leche madura. Sin
embargo, contiene mas proteinas, acido sialico, vitaminas liposolubles E, A, Ky
carotenos que la leche madura. El contenido en minerales como sodio, zinc,
hierro, azufre, selenio, manganeso y potasio también es superior en el calostro
(Lawrence RA, Lawrence RM, 2007).
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El contenido en calcio y fosforo varia segun los diferentes autores. La
proporcion proteinas del suero/ caseina es de 80/20 en el calostro, mientras
que en la leche madura de 60/40, e incluso 50/50 en la lactancia tardia. La
concentracion de los aminoacidos libres varia entre el calostro, la leche de
transicion y la leche madura. La cantidad de proteinas disminuye rapidamente
durante el primer mes y se estabiliza un tiempo, para disminuir después muy

lentamente a lo largo de la lactancia (Temboury MC, 2004).

La cuantificaciéon de nitrégeno y proteinas en el calostro puede verse en
la Tabla 4, expresados los valores en mgN/ml y en mgP/ml. En estos datos no
se expresa la cantidad de caseina, que como se ha dicho es practicamente es

inexistente en este periodo (Hambraeus L, 1977).

Tabla 4.- Composicién en proteinas y nitrégeno del calostro

CALOSTRO

Nitrégeno total 3,60 mg/Nml
Nitrégeno proteico 3,13 mg/Nml
Nitrégeno no proteico 0,47 mg/Nml
Nitrégeno ureico 0,05 mg/Nml
Caseina

a-lactoalbumina 2,18 mgP/ml
Lactoferrina 3,30 mgP/ml
IgA secretora 3,64 mgP/ml
Lisozima 0,34 mgP/ml
Albumina sérica 0,32 mgP/ml

Fuente: Hambraeus L y cols, 1977

La composicion de los acidos grasos del calostro humano muestra
marcadas diferencias geograficas relacionadas con la dieta materna, asi en

paises con dietas ricas en acidos grasos insaturados el calostro tiene niveles
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mayores. El contenido en colesterol es superior en el calostro que en leche
madura, al contrario que los triglicéridos (Allen JC et al, 1991). El porcentaje de
acidos grasos de cadena media se incrementa en la leche madura en
comparacién con el calostro, reflejando un aumento de la sintesis de novo,
mientras que el contenido en acidos grasos de cadena larga y de fosfolipidos
es similar. También tiene diferente composicion en gangliésidos que la leche

madura.

El calostro tiene un contenido muy elevado en inmunoglobulinas
especialmente en inmunoglobulina A secretora (IgAs), lactoferrina, células
(linfocitos y macrdfagos), oligosacaridos, citoquinas y otros factores defensivos,
que protegen a los recién nacidos de los gérmenes ambientales y favorecen la

maduracién de su sistema defensivo (Tabla 5).

Estad adaptado a las necesidades especificas del neonato por que sus
rinones inmaduros no pueden manejar grandes cantidades de liquidos y
ademas facilita la evacuacion de meconio evitando la hiperbilirrubinemia
neonatal (Huang MJ et al, 2004). Contiene enzimas intestinales que ayudan en
la digestion (la lactasa y otras enzimas intestinales estan inmaduras en el
recién nacido). Sus abundantes inmunoglobulinas cubren el endotelio del tubo

digestivo evitando la adherencia de los patégenos.

Facilita la colonizacién del tracto intestinal por Lactobacillus bifidus
(Latineen SJ, 2009).

Contiene antioxidantes y quinonas que le protegen del dafio oxidativo.

Es rico en factores de crecimiento que estimulan la maduracion del

aparato digestivo y de los sistemas defensivos (Cleary TG, 2004).
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Tabla 5.- Composicion del calostro y de la leche madura

COMPONENTE Calostro Leche madura/100ml
Energia (Kcal) 58 70-75
Agua (%) 87,2 88
Lactosa (g) 53 7,3
Nitréogeno total (mg) 360 171
NNP (mg) 47 42
Proteinas totales (g) 2,3 0,9
Caseina (mg) 140 187
a-lactoalbumina (mg) 218 161
Lactoferrina (mg) 330 167
IgA (mg) 364 142
Grasas totales (g) 29 4,2
Acido linoleico (% del total) 6,8 7,2
Acido linolénico 1,00
C20 y 22 poliinsaturados 10,2 29
Colesterol (mg) 27 16
Vitamina A (mcg) 89 47
B-caroteno (mcg) 112 23
Vitamina D (mcg) 0,004
Vitamina E (mcg) 1280 315
Vitamina K (mcg) 0,23 0,21
Tiamina (mcg) 15 16
Vimina B6 (mcg) 12 28
Vitamina B12 (mcg) 200 26
Acido ascérbico (mcg) 4,4 4,0
Calcio (mg) 23 28
Magnesio (mg) 3.4 3,0
Sodio (mg) 48 15
Potasio (mg) 74 58
Cloro (mg) 91 40
Fésforo (mg) 14 15
Cobre (mcg) 46 35
Yodo (mcg) 12 7
Hierro (mcg) 45 40
Zinc (mcg) 540 166

Fuente: Lawrence RA, 1999. Extraido de Temboury MC, 2004
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1.2.3.- Leche de transicion

Es la leche que se produce entre los 7-10 dias hasta las 2 semanas
posparto. Entre el cuarto y sexto dia se produce un aumento brusco en la
produccion de leche (subida de la leche), que sigue posteriormente
aumentando hasta alcanzar un volumen de 600- 700 ml dia entre los 15y 30
dias posparto (Dewey KG, 1997; Neville MC, 1995)

La concentraciéon de inmunoglobulinas y de proteinas totales disminuye,
mientras que aumenta la de lactosa y lipidos, con el consiguiente incremento
del contenido caldrico total (Lawrence RA, 2007). Las vitaminas hidrosolubles
por su parte muestran un aumento, mientras las liposolubles disminuyen hasta

los niveles de la leche madura.

Esta leche va variando dia a dia hasta alcanzar la composicion de la

leche madura.

1.2.4.- Leche madura

La leche madura tiene una gran variedad de componentes nutritivos y no
nutritivos. El volumen promedio de leche madura producida por una mujer es
de 700-900 ml/dia durante los 6 primeros meses postparto y de 600 ml/dia en

el segundo semestre (Lawrence RA, 2007)

Si la madre tiene gemelos se producira un volumen suficiente para cada
uno de ellos. Cuando la lactancia involuciona pasa por una fase calostral antes

de desaparecer la secrecion de leche.



1.2.4.1.- Macronutrientes

1.2.4.1.1.- Energia

La leche humana proporciona alrededor de 64-72 kcal/dL, (Butte NF et
al, 2000) como puede verse en la Tabla 6, aunque estos valores varian en
funcién de su contenido en grasas, y en un menor grado de proteinas y
carbohidratos (Jensen, 1995). Los nifios amamantados al seno materno
consumen menos calorias que aquellos alimentados con formulas (Axelson | et
al, 1987).

No se sabe a ciencia cierta si esta diferencia en la ingesta de energia
tiene que ver con la composicion de la leche materna, con la imposibilidad de
conocer el volumen de la leche consumida, o con otros factores como la

regulacion de la saciedad.

Los nifios alimentados al pecho son, ademas, mas delgados para su
peso a los 8 a 11 meses que aquellos alimentados con féormula, pero estas
diferencias van desapareciendo de los 12 a los 23 meses de edad. A los 5 afos

de edad las diferencias dejan de ser notables

Tabla 6.- Valor energético de la leche humana, de vaca y féormula de inicio, y porcentajes

caldricos de los macronutrientes correspondientes

Leches Energia total Macronutrientes (% de Energia total)
(kcal/dL) (kJ/dL) Grasa Hidratos de Carbono  Proteina

Humana 68 (64-72) 285,6 (268,8-302,4) 57 38 5

Bovina 68 (64-72) 285,6 (268,8-302,4) 47 33 20

Férmula de inicio 68 (64-72) 285,6 (268,8-302,4) 40-55 32-48 8-11
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La Figura 1 muestra el aporte energético de la leche humana en

comparacion con otras especies animales.
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Figura 1.- Porcentaje de energia de leches de distintos mamiferos

1.2.4.2.- Hidratos de carbono

Representan el 38% de la energia total, como se vio anteriormente en la
tabla 6.

La lactosa representa el componente mayoritario de los hidratos de
carbono (90%) con cantidades promedio de 6-7 g/100 mL. Se han dado valores
desde 56,0 £ 6,06 g/L de lactosa en el 4° dia de vida hasta valores de 64,1
6,45 g/L a los 30 dias de lactancia (Coppa GV, Gabrielli O, Pierani P y cols,
1993). La estimacion es distinta si se usan procedimientos no especificos que
dan valores mas altos o métodos completamente especificos con promedios de
185 + 14 mmol/L (Newburg DS, Neubauer SH, 1995)
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Tiene un evidente papel energético, aumenta la biodisponibilidad
digestiva del calcio y del magnesio, y es la fuente unica de aporte de galactosa,
a la cual se le atribuyen funciones tan importantes como la de contribuir a la
sintesis de diversos lipidos cerebrales (Dagnelie PC, van Staveren WA, Roos
AH et al, 1992) como los galactolipidos, y facilitar procesos de desintoxicacion
hepatica. Ademas es poco dulce, por lo que no estimula una ingesta
exagerada.

Existen asimismo oligosacaridos en cantidad aproximada de 1 a 1,2
g/100 mL, lo que los hace ser el tercer constituyente de la leche materna
después de lactosa y grasa, alcanzando por tanto concentraciones superiores a
la propia proteina (Warren CD, Chaturvedi P, Newburg AR y cols, 2001). La
cantidad indicada es ademas muy superior a la que presenta la leche de vaca,

que solo es de 0,1 g/100 mL.
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Figura 2.- Evolucion de la concentracion de los componentes de los

oligosacaridos de la leche humana
Glc-Nac: N-acetilglucosamina

Fuente: Mataix J, L6pez Frias M. Lactacion. En: Nutricion y Alimentacion Humana. Ergon, Madrid 2009
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A lo largo de la lactancia, la lactosa aumenta ligeramente, mientras que
los oligosacaridos disminuyen progresivamente, aunque en valor global sigue

siendo importante (Figura 2).

Los citados oligosacaridos estan constituidos por acido sialico, N-
acetilglucosamina, L-fucosa, D-glucosa y D-galactosa fundamentalmente,
atribuyéndosele diversas funciones (Chaturvedi P et al, 2001). Las mas

destacables y ademas las mas sustentadas cientificamente son dos:

a). Efecto bacteriostatico. Los oligosacaridos inhiben la adhesién
enterocitaria a los receptores intestinales, pues actuan como analogos de éstos
(Gudiel-Urbano M, Goiii I, 2001). Este efecto se ha visto de modo especial en

el caso del rotavirus.

b). Efecto bifiddgeno. La fermentacion de los oligosacaridos conduce a
una disminucion del pH intestinal, favoreciendo Ila proliferacion del
bifibobacterium bifidum, que mantiene a su vez el pH acido al producir la
fermentacion de sustratos (Kunz C, Rudloff S, Baier W, 2000). Es por ello por lo
que a los oligosacaridos de la leche humana se les considera la fibra

alimentaria de la misma.

Las cifras de lactosa aumentan a lo largo de la lactancia mientras los
oligosacaridos van disminuyendo progresivamente, aunque en conjunto la cifra

de polisacaridos que permanecen es importante (Newburg DS, 2000)

En la leche humana puede hallarse asimismo glucosa, que alcanza una

cifrade 1,5 £ 0,4 mmol/L en la leche madura, y galactosa en una proporcion de

15 £ 2 mmol/L (Asakuma S et al, 2007)

1.2.4.3.- Proteina

La leche humana contiene la menor cantidad de proteina respecto a

todas las leches de hembras de mamiferos, siendo su valor de 0,9 g/dL (Tabla
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7), contribuyendo por tanto a tan sélo el 5% de aporte energético, como se

indico en la anterior tabla 6.

distintas especies de mamiferos

Tabla 7.- Composicién en macronutrientes y minerales (cenizas) de leches de

S5 IR caseina?;:z:(ie?:a sérica Slzsn e f(?tlil(lj:ss SRS Diase?i)(ii)a;ilor:eﬁ:?;ﬁ:nliglicar
Mujer %o 09 03 38 7.0 12,4 02 180
Mona 4 21 — 39 5.9 = == ==
vaca K%y 34 a7 37 48 12,7 0,7 47
Yegua rﬁ* 25 19 6,2 11,2 05 50
Cerda &;-4 48 1,4 6.8 55 18,8 10
Bufala ﬂ 38 46 7.4 48 08 70
Cordera %] 55 51 7.4 48 19,3 1,0 10
cabra 4o 29 6.3 45 a1 08 19
Coneja ﬁ 139 18,3 2,1 328 18 7
Ballena azu " 10,9 2,0 423 13 57,1 1,4 10
Foca &rtica ‘_‘ 8,9 11 53,3 0,1 65,4 0,5

Los valores se expresan en g/100 g de leche, excepto para la relacién caseina/proteinas solubles

Fuente: Mataix J, 2005. Nutriciéon para educadores 22 ed.

La cuantificacion de nitrogeno y proteinas en la leche madura puede

verse en la Tabla 8, expresados los valores en mgN/ml y en mgP/ml, y puede

compararse a la del calostro, que se indicaba en la anterior tabla 4.
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Tabla 8.- Composicidn en proteinas y nitrégeno de la leche madura

CALOSTRO LECHE MADURA
Nitrégeno total 3,60 mg/Nml 1,71 * 3,60 mg/Nml
Nitrogeno proteico 3,13 mg/Nml 1,29 £ 0,26 mg/Nml
Nitrégeno no proteico 0,47 mg/Nml 0,42 + 0,10 mg/Nml
Nitrégeno ureico 0,05 mg/Nml 0,14 £ 0,03 mg/Nml
Caseina 1,87 * 0,65 mgP/ml
a-lactoalbumina 2,18 mgP/ml 1,61 £ 0,33 Pmg/ml
Lactoferrina 3,30 mgP/ml 1,67 £ 0,33 Pmg/ml
IgA secretora 3,64 mgP/ml 1,42 * 0,56 Pmg/ml
Lisozima 0,34 mgP/ml 0,38 + 0,04 mgP/ml
Albumina sérica 0,32 mgP/ml 0,40 £ 0,09 mgP/ml

Fuente: Hambraeus L y cols, 1977

En la leche madura existen por tanto dos fracciones nitrogenadas, una
correspondiente al nitrégeno proteico, que forma el 75% del nitrégeno total y
otra de nitrdgeno no proteico, que corresponde al restante 25% (Ronayne de
Ferrer P, 1993)

Nitrégeno proteico

La primera fraccion incluye dos grupos de componentes: la caseina y las
proteinas del suero, séricas o solubles, asi denominadas porque se encuentran
en forma soluble en el suero resultante tras cuajar la caseina de la leche
(Mataix J, Lopez-Frias M, 2009). Ambos grupos de componentes estan

presentes en una relacion de 40:60 (Lonnerdal B, 1995).

Las micelas de caseina estan formadas por subunidades proteicas;
predomina la B-caseina y es minoritaria la a-caseina, que estaria ausente. La

k-caseina precipita al cuajar o coagular con cuajo o pH acido.
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La caseina constituye entre el 10 y el 50% del total de las proteinas, y el
lactosuero entre el 50 y el 90% (Lonnerdal B, Atkinson S, 1995)

Hace anos se planteé que los fragmentos de caseina obtenidos de la
digestion enzimatica estimularian el sistema inmunoldgico del lactante
(Migliore-Samour D, 1988). Recientemente, se le asignaron roles relacionados
con la absorcién de iones calcio y actividades antitrombaticas, antihipertensivas
y opioides (Lonnerdal B, 2003).

Los valores de proteinas en la leche materna en distintos periodos de la

época de madurez de la misma pueden observarse en la Tabla 9.

Tabla 9.- Cambios en los valores de proteinas y nitrégeno de la leche materna

durante los primeros meses de lactancia

g/l 0-15 dias 15-45 dias 45-105 dias  105-195 dias
Verdadera proteina 15,8 +4,2 9,2+1,8 7,05*1,6 6,9 1,2
a-lactoalbumina 3,62 + 0,59 3,26 £ 0,47 2,78 + 0,49 2,68 £ 0,59
Lactoferrina 3,563+ 0,54 1,94 + 0,38 1,65 0,29 1,39 + 0,26
Albumina sérica 0,39 + 0,06 0,41 £ 0,07 0,39 + 0,04 0,38 £ 0,04
IgA secretora 20+£25 1,0+0,3 0,5+0,01
IigM 0,12 £ 0,03 0,2 0,2
IgG 0,34 + 0,01 0,05 £ 0,03 0,03
Nitrégeno total 3,05+ 0,59 1,93 £ 0,24 1,61 £ 0,21 1,48 £0,17
Nitrégeno no proteico 0,53 +0,09 0,46 £ 0,03 0,41 £ 0,04 0,38 £ 0,07

Fuente: Sanchez-Pozo et al, 2001

Algunos de los valores hallados por Sanchez-Pozo y cols en Espafa se

detallan en la siguiente Tabla 10.
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Tabla 10.- Valores de algunas proteinas y porcentajes de algunas fracciones

proteicas de la leche materna en distintos periodos de lactancia

Periodo Proteinas Lactoferrina B-caseina k-caseina a-lactoalbumina @ Lisozima
(9/dl) (%) (%) (%) (%) (%)

0-5 dias 1,75+ 0,12 32,6 £2,7 129+24 10,2+1,1 23,2+21 1,5+0,6

6-15 dias 1,41 £ 0,04 256+0,9 13,8+1,8 9,5+0,9 245+22 6,6 +1,9

16-30 dias | 1,33 0,05 17,4£1,9 15,8+ 2,5 9,2%1,2 359+34 7,1%1,8

31-60 dias | 1,10 £ 0,02 17,8 £1,5 13,1%1,5 9,1%0,7 30,5+2,7 8417

> 60 dias 1,03 £ 0,06 18,9 1,6 15,6 £2,1 13,1%1,6 28,1+21 12,1 1,8

Fuente: Sanchez-Pozo et al

Como se ha dicho, en la leche humana predominan las proteinas
solubles, mientras que la caseina es la forma predominante en la vaca. Por otra
parte, tal como se indica en la Tabla 11, el nitrdgeno no proteico, del que luego
se hablara, es muy elevado en la leche de mujer y muy pobre, porcentualmente

hablando, en la leche de vaca (20 y 5% respectivamente).

Tabla 11.- Contenido proteico total, tipo de proteina y nitrégeno no proteico de leches humanay
de vaca (valores aproximados expresados en porcentaje del total de nitrégeno)

Leche Proteina total Caseina Proteinas Nitrégeno
(go/dL) séricas no proteico

Humana 0,9 20-28 2 50-60 20

Bovina 3,4 75-80 15-20 5

a Ladistribucidn entre las formas By x, oscilan entre 12-15% y 9-12% respectivamente

Fuente: Mataix J, 2005

Las diferencias no s6lo estan en las cantidades de proteinas, sino en el
distinto tipo de las mismas que afectan tanto a la caseina como a las proteinas

séricas, tal como se muestra en la Tabla 12 para estas ultimas.



Respecto a estas ultimas, en la leche humana la mas importante es la a-
lactoalbumina, con wuna secuencia de aminoacidos que responde
adecuadamente a los requerimientos del lactante (Hanning RM, 1992).
Presenta una apropiada concentracién de cistina y triptéfano, limitantes en
férmulas a base de leche bovina (Heine WE et al, 1991). Como forma parte de
la enzima lactosa-sintetasa, interviene en la sintesis de lactosa, aunque no

existe una relacion directa con su contenido.
La siguen la lactoferrina y la inmunoglobulina A secretora (IgAs),

mientras que en leche de vaca predomina netamente la B-lactoglobulina.

Tabla 12.- Composicion de las proteinas séricas de la leche humana y de vaca
(mg proteina/mL)

Proteina Leche humana Leche bovina
a-Lactoalbimina 2,0 0,9
B-Lactoglobulina 3,0
Lactoferrina 1,7 0,012
Lisozima 0,4 0,0001
Seroalblmina 05 0,3

Inmunoglobulina

Ig A 14 0,03
Ig G 0,01 0,6
Ig M 0,01 0,03

Fuente: Mataix J, 2005
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En cuanto a las posibles funciones de estas proteinas séricas se pueden

destacar las siguientes:

a) a-lactoalbumina. Los altos niveles de esta proteina en la leche
humana parecen relacionarse con la gran cantidad de lactosa que se sintetiza
en glandula mamaria, ya que aquella proteina es una de las dos subunidades
de la lactosa sintetasa mamaria. En cuanto a su posible funcion, puede ser un

transportador pasivo de elementos traza, acidos grasos y calcio (Lien EL, 2003)

b) Lactoferrina. Al tener la capacidad de ligar dos atomos de hierro,
parece tener como misidn principal “secuestrar” dicho hierro e impedir su
utilizacidon por la microbiota enterobacteriana, evitando asi una peligrosa
proliferacion microbiana (Xanthou M, 1998). Ademas, un péptido bactericida
que se genera durante la digestion de la lactoferrina, la lactoferricina, seria aun
mas efectivo que la lactoferrina intacta (Hamosh M, 1998). A través de estos
mecanismos, la lactoferrina puede desempefar un papel esencial en la
proteccion del recién nacido ante infecciones gastrointestinales. Se ha
postulado que la lactoferrina promoveria también la absorcion del hierro, si bien
no hay consenso al respecto (Lonnerdal B, 2003). La lactoferrina se encuentra
en cantidades muy elevadas en el calostro, pero aunque desciende
posteriormente, su presencia se mantiene a lo largo de toda la lactancia. En la
leche de vaca la cantidad es diez veces inferior a la existente en la leche

humana.

c) Inmunoglobulinas. Aunque es el calostro el mas rico en
inmunoglobulinas, también la leche madura cuenta con una cantidad
importante. La principal es la IgA secretora (IgAs), con menores cantidades de
IgA monomérica, IgG e IgM. Se sintetizan en la glandula mamaria y su funcion
es la de formar anticuerpos capaces de unirse a virus y bacterias, impidiendo la
penetracién en la mucosa intestinal, o que se logra gracias a su resistencia a la
protedlisis y su estabilidad a pH bajo (Lilius EM, Marnila P, 2001). Otra funcién
muy importante de la IgAs es el bloqueo de la adhesion de patéogenos al

epitelio intestinal y la unidon a sus toxinas. La leche materna presenta en su



composicion anticuerpos especificos contra antigenos ambientales (Garza C et

al, 1998) a los que el neonato esta potencialmente expuesto.

La albumina sérica o seroalbumina, s6lo cumple el rol de aporte de

aminoacidos (Lonnerdal B, 1985).

En el grupo de enzimas lacteas, la lisozima (escasa en la leche de vaca)
es la mas abundante y se encuentra en niveles muy superiores a los
plasmaticos (Lonnerdal B, 2003). Presenta una accion bactericida en el
intestino del lactante y cataliza la ruptura de las uniones B-1,4 de la pared

celular de las bacterias.

Oftra enzima importante es la lipasa, que permanece activa en el tracto
gastrointestinal y es estimulada por bajas concentraciones de sales biliares,
con produccién de glicerol y acidos grasos libres. Esta hidrdlisis seria la
causante de la alta absorcion de grasas en los bebés alimentados a pecho
(Lonnerdal B, 2003). Por otra parte, la liberacion de acidos grasos libres y
monoglicéridos, protege contra protozoos, bacterias y virus, debido a que

poseen actividad antimicrobiana.

Como otra caracteristica importante, se le atribuye a la lipasa el efecto
de inactivacién del parasito Giardia lamblia (Gillin FD et al, 1994), muy
frecuente en poblaciones de escasos recursos. También es de interés
mencionar a la PAF-AH (acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas) a la
que se atribuye la menor incidencia de enterocolitis necrotizante, en particular

en los neonatos prematuros alimentados con leche humana.

Las mucinas, proteinas que forman parte de la membrana de los
glébulos grasos, interfieren en la adhesién de bacterias patdgenas a células
epiteliales, en forma similar a otras glicoproteinas y oligosacaridos; también
actuan como factores de defensa inespecificos. Algunos de los componentes
mencionados presentan, ademas, actividad antiinflamatoria (Hamosh M, 1998;
Peterson JA, 1998).
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Otras proteinas presentes en la leche humana son los llamados
‘ligandos para acido folico y vitamina B12”, que no los contiene la leche de
vaca. Debido a que estos nutrientes son esenciales para el desarrollo de
muchos microorganismos, juegan un papel bacteriostatico comparable a la

lactoferrina.

Nitrégeno no proteico

Tal como se indico en la tabla 11, la cantidad de nitrégeno no proteico es
importante en términos porcentuales en la leche materna, concretamente,
corresponde al 25% del nitrégeno total (Ronayne de Ferrer P, 1993), estando
constituida esta fraccion por wurea, acido urico, creatina, creatinina,
glucoproteinas, poliaminas, espermina, espermidina y putrescina, nucledtidos,
pequefnos péptidos y aminoacidos libres. Asimismo merecen destacarse taurina

y carnitina.

La funcidn fisiologica de muchos de los compuestos indicados no esta

definida y en otros existen propuestas hipotéticas, destacando las siguientes:

a). Aminoacidos. Entre ellos algunos poseen funciones especificas y asi
el glutamato y la alanina, que abundan en la leche humana, son un buen
sustrato gluconeogénico, y la glutamina es un sustrato ideal para el enterocito.

Ambas funciones son claves para un adecuado fisiologismo neonatal.

b). Taurina. Destaca también este aminoacido especial que como
aminoacido libre abunda mas en la leche humana que en la de vaca (30 a 40
veces superior), lo que coincide con una menor sintesis enddégena en el
lactante humano, o al menos en una proporcion porcentual significativa, que
habla de que este aminoacido tiene en la primera época de la vida un cierto
caracter esencial (Gauli GE, 1999). Su déficit se ha relacionado con retraso en
el crecimiento, anomalia retiniana, y auditiva, asimismo en la conjugacién de
acidos biliares y en la regulacion del sistema nervioso. Esta intervencion de la

taurina en la conjugacidon de acidos biliares, contribuye al predominio de las
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formas conjugadas de taurocolato y tauroquenodesoxicolato en el lactante,
frente a las de (dlicocolato y glicoquenodesoxicolato presentes
mayoritariamente en el ninio mayor y en el adulto, presente en el sistema
nervioso central. Su deficiencia en etapas tempranas puede afectar la funcion
retiniana (Gauli GE, 1999).

c) Nucleétidos. Otro componente que recientemente ha cobrado
importancia son los nucledtidos libres, que constituyen del 2 al 5% del
nitrogeno no proteico en la leche de mujer (Uauy R, 1994). El patrén de
nucledtidos de la leche materna humana es muy distinto del correspondiente al
de la leche de vaca y varia en el curso de la lactancia. Tampoco su papel esta
claramente dilucidado, aunque parece afectar al mantenimiento de Ia
microbiota bifida caracteristica del lactante y la activacion de desaturasas
hepaticas responsables de la formacién de acidos grasos poliinsaturados de
larga cadena (Kunz C et al, 1999), que tienen un cierto grado de esencialidad
en el lactante. Asimismo, se han relacionado con efectos sobre la inmunidad
celular y humoral e igualmente se han descrito efectos sobre el crecimiento y la

diferenciacién del tracto gastrointestinal y de su contenido en ADN.

d). Carnitina. Merece también destacarse la carnitina, fundamental para
el transporte de acidos grasos de larga cadena a través de la membrana
mitocondrial, y que puedan sufrir la B-oxidacion correspondiente. La falta de
carnitina en un neonato puede conducir a problemas en esa via catabdlica y
por tanto en la obtencion de energia (Kunz C et al, 1999). Asimismo se pueden
generar problemas en el metabolismo de compuestos acetil-CoA, cetogénesis y

en el balance nitrogenado.

Dadas esas peculiaridades fisioldgicas se recomienda que las leches
infantiles contengan taurina y carnitina (Crill CM, 2007). Posiblemente también
en un futuro se haga la misma recomendacién con los nucleétidos, aunque de

momento no todas las formulas infantiles los contienen.

Alguno de estos componentes, como taurina y nucleétidos, dadas sus

posibles repercusiones fisiolégicas se estan adicionando en las leches
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adaptadas (Ferreira IM, 2003). Otros, por diferentes causas, no se estan
afiadiendo, y entre estos compuestos tenemos lactoferrina, inmunoglobulinas y

otros componentes de defensa inmunitaria (Rivero M et al, 2005).

1.2.4.4.- Grasas

El componente graso de la leche humana es de 4-4,5 g/dL (Arguelles F,
2008). Las grasas representan una importante fuente de energia para el bebé
y aportan aproximadamente el 50% de las calorias totales. Son fuente de
acidos grasos esenciales y vehiculo de las vitaminas liposolubles, cuya
absorcién favorecen. Realizan un aporte balanceado de acidos grasos w6 y
w3, importante para lograr una sintesis equilibrada de eicosanoides (Jensen R,
1995). Ademas, la grasa es un componente fundamental de las membranas
celulares: segun el tipo de grasa que la forme, tendra mayor o meno
viscosidad, elasticidad, flidez, permeabilidad, y capacidad de respuesta a

estimulos (Argtelles F, 2008)

Los lipidos estan compuestos en un 98% por triglicéridos. El acido oleico
(18:1, w9, 32,8%) y el palmitico (16:0, 22,6%) son los acidos grasos mas
abundantes que los componen (Mataix J, 2009). El tercero en abundancia es

uno de los acidos grasos esenciales, el acido linoleico (18:2, w6, 13,6%).

Los acidos grasos saturados representan el 42 a 47% vy los insaturados,
el 53 a 58% (Prentice A, 1996).Los poliinsaturados de cadena larga, que no se
encuentran en la leche de vaca, son beneficiosos en la etapa de crecimiento y
maduracién del sistema nervioso central del bebé (Schanler RJ, 1989;
Rodriguez-Palmero M et al, 1999). A este respecto, en los ultimos afios se ha
destacado el rol de los acidos araquidonico y docosahexaenoico, que son los
que predominan en cerebro y retina del neonato (Figura 3), en el desarrollo

neuroldgico y de funciones visuales (Ronayne de Ferrer PA, 2000).

El acido oleico (18:1, w-9), mayoritario en la leche humana, no es un

acido graso esencial. Sin embargo, se observa su acumulacion en el tejido
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nervioso en la etapa neonatal, en particular en la mielina. Es precursor de otros

acidos grasos monoenoicos, caracteristicos de los esfingolipidos de la mielina.

El colesterol tambien esta presente de forma considerable, siendo este
necesario para la sintesis de acidos biliares, hormonas esteroideas, y para el
desarrollo de los mecanismos reguladores de su catabolismo. El lactante tiene
una capacidad limitada para sintetizarlo (Arguelles F, 2008). También se piensa
que esta cantidad de colesterol presente en la leche cumple un papel
importante en la maduracién de los mecanismos de control de la colesterolemia
en la edad adulta (Argtelles Martin F, 2007).
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Figura 3. Papel del acido araquidonico (AA) y del acido docosahexaenoico (DHA)

La cantidad de grasa en la leche varia ampliamente a lo largo del dia 'y
también segun la dieta de la madre, la fase de la toma y la duracion de la

lactancia.
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La cantidad total de grasas de la leche humana es muy similar a la
contenida en la leche de vaca, aunque tiene caracteristicas muy diferentes,.

Dichas caracteristicas se pueden observar en la Tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas de los lipidos de la leche humana.

' Vehiculo de acidos grasos esenciales
_* Contenido muy variable

_' Fundamentalmente triglicéridos

_* Pocos acidos grasos de casena corta
_* Abundantes PUFA

.} Palmitico en posicion 2

_' Alto contenido en colesterol

_* Contenido total 4-4,5 g/100 mL

Funciéon de los PUFA durante la lactancia y gestacién.

Los acidos grasos esenciales y sus derivados poliinsaturados de larga
cadena desempenan un papel crucial en el desarrollo fetal y en el periodo de
gestacion (Dutta-Roy AK, 1997; Kurlak y Stephenson, 1999; Uauy et al, 2000;
Smith, 2002). Durante la gestacion, es necesario adquirir acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga para el desarrollo de la placenta y del feto.
Ademas, existen pruebas evidentes de que la nutricion y la salud matemas
durante el periodo de la concepcion tienen una importancia crucial sobre el
desarrollo del feto (Connor et al, 2000; Gibson y Makrides, 2001), de forma que
al nacimiento existe una relacion significativa entre el estatus de LCPUFA de la

madre y el recién nacido (Connor et al, 1996; Veizing-Aarts et al, 2001).

Los acontecimientos que preceden a la concepcion influyen en el
proceso fisiolégico de acumulacion de grasa y en la naturaleza de la grasa

almacenada. Esta es la grasa que se tiene a disposicion durante el periodo de
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la formacion y la division celular en el desarrollo embrionario y de la placenta

durante el primer trimestre de gestacion (FAO, 1993).

A partir del momento de la concepcion también se acumulan cantidades
importantes de grasa para mantener el crecimiento fetal, reservas que son
utilizadas fundamentalmente durante el tercer trimestre de la gestacion (Kurlak
y Stephenson, 1999; Montgomery y col, 2003), asi como para satisfacer las
necesidades iniciales de la lactancia (Gibson y Makrides, 2001). Las carencias
especificas de acidos grasos w-3 durante la gestacion y el primer afio de vida
influyen en la integridad neuroldgica (Budowski y col., 1987; Crawford y col.,
1989; Uauy, 2000; Wainwright, 2002) y afectan selectivamente al aprendizaje y
a la capacidad visual (Wheeler y col.,, 1975; Lamptey y Walker, 1976;
Yamamoto y col., 1987; Bourre y col., 1989; Carrié y col., 2000). Los estudios
realizados con primates no humanos confirman que la carencia de w-3
disminuye el desarrollo de la funcion retinal y de la agudeza visual (Neuringer y
Col., 1988).

Estudios recientes en nifios, han concluido que los acidos grasos w-3
son esenciales y que es necesario incluir DHA en las leches para lactantes
(Birch y Col., 1992a y 1993; Carlson y col., 1993a; Uauy y col., 1990; Uauy,
1992). Aunque no existen estudios similares con AA, los datos experimentales
sugieren que los niveles bajos de AA se asocian a un crecimiento prenatal lento
(Crawford y col., 1989; Leaf y col., 1992) y postnatal tardio en los nifios
prematuros (Carlson et al.,, 1996). Por tanto, el acido araquidonico debe
considerarse un nutriente esencial durante las primeras etapas del desarrollo
debido a que se encuentra en la leche humana (Koletzko y col. 1992) junto con
el acido docosahexaenoico. Asi, la Sociedad Europea de Pediatria,
Gastroenterologia y Nutricion en 1991, la Fundacién Britanica de Nutricion en
1992 y el comité de expertos sobre Grasas y Aceites en Nutricion Humana de
la WHO/FAO en 1997 han recomendado afiadir a las formulas lacteas para
ninos prematuros LNA, DHA y AA. En 1994, la Sociedad Intemacional de

Acidos Grasos y Lipidos ya coincidié en dichas recomendaciones.
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Como se ha indicado anteriormente, la importancia de los acidos grasos
poliinsaturados de larga cadena para el feto y el neonato esta ampliamente
contrastada y cada vez se hace mas evidente el papel que desempefian en la
regulacion de la funcién celular. Algunos de los estudios que intentan aclarar la
funcién de los PUFA durante la etapa prenatal y postnatal temprana son los

siguientes:

- La disponibilidad del acido araquidénico como precursor de eicosanoides,
leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos (Barber y Ponz, 1998; Kurlak y
Stephenson, 1999).

- El papel del acido araquidonico como segundo mensajero (Kurlak y
Stephenson, 1999; Wainvvright, 2002).

- El rol estructural del DHA y AA como componentes de los fosfolipidos en las
membranas celulares, con especial énfasis en el DHA como principal
componente de las membranas de las células neuronales y de la retina (Bourre
y col., 1989; Treen y col, 1992; Uauy y col., 2000; Carrié y col., 2000).

- La insaturacién de la cadena de carbono puede afectar a la fluidez de la
membrana celular. La fluidez de la membrana modula la funcion de receptores
y transportadores, al mismo tiempo que interacciona con factores de
transcripcion en el interior de la célula (Clanidin, 1994; Wainwright, 2002). Los
mas conocidos son los "receptores activados por proliferadores peroxisomales"
(PPAR) que son sensibles a la presencia de acidos grasos libres en el
citoplasma. Los PPAR parece que controlan la expresion de la acil-CoA sintasa
y de proteinas relacionadas con la union y el transporte de los acidos grasos
(Kurlak y Stephenson, 1999; Garcia Muriana A, 2002; Uauy y col., 2000).

Periodo prenatal
Durante la gestacion, la madre adapta su metabolismo a las

necesidades de feto. En este periodo, la concentracion de fosfolipidos

plasmaticos aumenta en mas de un 50%, como consecuencia de la
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hiperlipidimia asociada a este estado. Ademas, las cantidades absolutas de AA
y DHA se incrementan en un 23% y un 52%, respectivamente (Gil A, 2002).
Este aumento de DHA, parece deberse a la movilizacion de depésitos
maternos, mas que a un aumento de la sintesis o cambios en los habitos
dietéticos. Ademas, bajas concentraciones en plasma de AA y DHA estan
relacionadas con un peso inferior de la placenta, y éste hecho también se ha
relacionado con una gestacion mas corta y menores perimetros cefalicos en los
recién nacidos (Gil A, 2002).

Durante los primeros dos tercios de la gestacion, la mayor parte del
incremento de peso de la madre corresponde a la acumulacion de depdsitos de
grasa, depdsitos que seran liberados en el ultimo tercio de la misma (Boza,
1998; Uauy y col., 2000; Herrera, 2002). En este ultimo tercio de la gestacion,
la actividad lipolitica del tejido adiposo es potenciada, y sus productos, acidos
grasos libres y glicerol, son fundamentalmente dirigidos al higado matemo,
donde los FFA (acidos grasos libres) son convertidos en cuerpos ceténicos y el
glicerol en glucosa, ambos productos atraviesan facilmente la placenta para

participar en el metabolismo fetal (Dutta-Roy, 1997; Herrera, 2002).

Durante el ultimo trimestre de gestacién, el feto capta 50-60 mg/d de
LCPUFA n-3, aproximadamente un 4-5% de la energia requerida. Para que
exista un equilibrio adecuado, la madre gestante deberia ingerir alrededor de
100 mg/d de estos acidos grasos (Gil A, 2002; Uauy A y col., 2000). Una
ingesta materna excesiva de LCPUFA w-3 puede tener efectos inhibitorios
sobre las As y A desaturasas, hecho que puede causar un descenso del nivel
de AA, de la misma manera que una elevada concentracion de LCPUFA w-6
en el plasma materno hace que disminuya la concentracién de LCPUFA w-3
(Cho y col., 1999; Uauy y col., 2000; Herrera, 2002). La proporcion entre los
acidos grasos w-6 y w-3 presentes en la dieta debe mantener un rango entre
5:1y 10:1, y la proporcion entre el DHA y el AA debe ser de 1:1 a 1:2, para que
no exista competencia por las desaturasas (Uauy y col.,, 2000). Asi, la
suplementacién de la dieta de mujeres gestantes con 2.7 g/d de aceite de
pescado desde la semana treinta de la gestacion hasta el parto, se traduce en

un aumento significativo de los acidos grasos w-3 en los fosfolipidos del cordén
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umbilical y en una disminucion concomitante de los acidos grasos w-6 (Gil A,
2002).

Periodo postnatal

Los recién nacidos alimentados con la leche materna tienen niveles mas
elevados del DHA y AA, en comparacion con los alimentados con la mayoria de
las formulas lactorreemplazantes comercializadas (Sanders y Naismith, 1979;
Makrides y Col, 1996; Innis y col., 1996; Maurage y Col., 1998). En bebes
recién nacidos, la cantidad de acidos grasos liberados en plasma aumenta seis

veces durante las cinco primeras horas de vida (Leskanich y Noble, 1999).

Durante la lactacion la madre pierde 70-80 mg/dia de DHA en la leche,
ademas de las cantidades utilizadas para satisfacer las demandas enddgenas.
Entre los primeros dias y la 5 semana se observa un descenso del 30% de los
niveles de DHA de los fosfolipidos plasmaticos. Este descenso se mantiene

durante las primeras doce semanas e incluso hasta los 6 meses (Gil A, 2002).

La leche humana contiene una cantidad variable de AA y DHA
preforrnados que oscila de 0,4-0,7% para el AA y de 0,2-0,4% para el DHA,
sobre el total de los AG. Su contenido es muy constante en diversas
poblaciones de diferente origen étnico y con habitos alimentarios muy
diferentes. La elevada concentracion de LCPUFA en el calostro de madres de
nifios pretérmino sugiere que las células mamarias son capaces de elongar y
desaturar LA y LNA después del parto, siendo independiente de la duracion del

embarazo (Greiner y col., 1997).

La cantidad de DHA es mayor en la leche de las madres con un
consumo alto de pescado y en aquellas mujeres que reciben una
suplementacién con aceite de pescado en la dieta. Sin embargo, a pesar de la
concentracion elevada de EPA en el aceite de pescado, el acido graso
mayoritario de la serie w-3 en la leche es el DHA, sugiriendo que existe un
mecanismo regulador para suministrar una cantidad relativamente constante de

este AG al recién nacido. Ademas se ha podido comprobar que el DHA de la
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leche y de los eritrocitos de los recién nacidos alimentados al pecho esta

positivamente correlacionado con el DHA de la dieta materna (Gil A, 2002).

Desarrollo del cerebro

Los lipidos constituyen entre un 50-60% del peso seco del cerebro de un
adulto, y aproximadamente un 35% estan en forma de LCPUFA, principalmente
como AA y DHA (Crawford, 1993). La vida intrauterina constituye un periodo
vulnerable en el desarrollo del cerebro, puesto que el feto depende totalmente
del suministro materno de nutrientes especificos para su crecimiento (Dutta-
Roy, 1997). EI AA y el DHA se obtienen por biosintesis a partir de sus
respectivos acidos grasos esenciales obtenidos de la dieta (LNA y LA), o bien,
directamente de la dieta (Wainwright, 2002). Algunos autores han demostrado
recientemente que el DHA no se obtiene a partir de sus precursores, sino que
debe ser forzosamente aportado como tal en la dieta, por estar el ultimo paso
mediado por una B-oxidacion fuera de la mitocondria, concretamente en los
peroxisomas. La cantidad de PUFA se incrementa conforme avanza la
gestacion, aumentando de forma exponencial durante el desarrollo prenatal vy,
tan solo de forma lineal durante el postnatal. La mayor parte de estos, son
derivados de larga cadena de las series w-3 y w-6, siendo la cantidad de
acidos grasos w-6 dos veces superior que la de w-3 (Clandinin y col., 1980a;
Martinez, 1995). El cerebro fetal obtiene aproximadamente 21g de DHA por

semana durante el ultimo trimestre de la gestacion (Clandinin y col, 1981).

En el cerebro, la incorporacion de AA y DHA en las membranas se
produce mayoritariamente a partir de la reutilizacion de PUFA preformados,
siendo esta diez veces mayor que la sintesis a partir de sus precursores.
Ademas, en estudios con ratas se ha demostrado que unicamente el 15% del
AA y del DHA son oxidados en las primeras 24 horas, mientras que sus
precursores sufren un 60% de oxidacién. Por otra parte, el LNA, que puede
traspasar la barrera hematoencefalica, es usado para la sintesis de colesterol
mas que para la sintesis del DHA (Gil y col., 2002). La importancia del LNA y

LA no sélo radica en su funcién precursora de LCPUFA, quizas sea igual de
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importante el hecho de ser precursores de los cuerpos cetdnicos necesarios

para la sintesis lipidica cerebral in situ (Cunnane y col., 1999a).

La importancia relativa del mecanismo de captacion de LCPUFA del
plasma y el de sintesis in situ a partir de sus precursores, es un problema
fundamental que necesita ser resuelto para establecer los requerimientos de
LCPUFA de las series w-6 y w-3 del sistema nervioso central en desarrollo.
Varios estudios han mostrado que el cerebro maduro y en desarrollo puede
desaturar y elongar acidos grasos esenciales en animales en experimentacion
(Clanidin y Col., 1980; Uauy y col., 2000). Las células endoteliales del sistema
vascular del cerebro también pueden desaturar y elongar LA y LNA hasta AA'y
EPA, pero no completan la sintesis hasta DHA. Por otro lado los astrocitos
pueden sintetizar AA y DHA, que tras ser liberados, pueden incorporarse a las
neuronas del cerebro y del cerebelo (Gil A, 2002). Ademas, no hay una relacién
lineal entre la cantidad de DHA del cerebro y la de los fosfolipidos de los
eritrocitos (Wainwright, 2002).

La deficiencia de acidos grasos w-3 y w-6 en la dieta conlleva anomalias
fisicas y funcionales en el cerebro, puesto que en el cerebro en crecimiento
cada hora se originan miles de nuevas sinapsis. Ademas, ambas series de
acidos grasos tienen que estar balanceadas, de manera que altos niveles del
DHA con bajos niveles de acidos grasos w-6 también producen un retardo en el
crecimiento cerebral (Ward y col., 1998). A pesar de la abundancia del DHA en
las membranas sinaptosomales, el AA es preferentemente liberado de los
fosfolipidos de membrana por la fosfolipasa A,. Esto ocurre porque el AA es
mas importante como acido graso libre, con un papel destacado en la
transduccion de sefiales de las células neuroendocrinas, estando implicado en
la liberacibn de la hormona del crecimiento y la prolactina (Kurlac y
Stephenson, 1999; Roudbaraki y col., 1996). Cuando so6lo hay deficiencia de
acidos grasos w-3 no afecta al crecimiento del cerebro, no obstante, éste sufre
cambios caracteristicos en la composicion en acidos grasos, disminuyendo la
cantidad del DHA y aumentando la del acido docosapentaenoico (Wainwright,
2002).
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También hay evidencias de que existe relacion entre el contenido en
acidos grasos esenciales de la dieta y el sistema neurotransmisor del cerebro
de la rata. Cuando hay una deficiencia crénica en la dieta de LNA se producen
anormalidades severas en la funcion cerebral. En el sistema mesocortical
parece existir una disminucion en la liberacidén de dopamina, y una reduccion
de los receptores de dopamina D2. Por el contrario en el sistema mesolinbico
se incrementa la liberacidon basal de dopamina y los receptores D2 (Chalon y
col., 2001; Zimmer y col., 2000).

1.2.4.2.- Micronutrientes

1.2.4.2.1.- Vitaminas

La leche de una madre bien nutrida presenta cantidades suficientes de
vitaminas para el normal crecimiento del bebé (Lonnerdal B, 2003) sélo con la

excepcion de algunas.

La vitamina K se encuentra en muy bajas cantidades y no dependeria de
una suplementacidn materna. Por estar relacionada con el proceso de
coagulaciéon sanguinea, como prevencion de déficit por diferentes causas se
recomienda su suministro en el momento del nacimiento para evitar

hemorragias hasta la estabilizacion de la flora intestinal (Lonnerdal B, 1997).

La vitamina D se considera una parahormona, con funciones
hematopoyéticas y propiedades inmunoreguladoras. Cumple un rol importante
en la mineralizacién 6sea al incrementar la absorcidon intestinal de calcio y
fosforo y la reabsorcion renal de calcio. Cuando por razones climaticas,
geograficas o culturales no se recibe la influencia de los rayos solares, se hace
necesario su aporte diario (Portela MLPM de, 2003). La leche humana es
deficitatia en vitamina D cuando no se reciben dichos rayos solares. Ello
justifica la necesitad de suplementar con esta vitamina la dieta del nifio

amamantado (Argtelles F, 2008)
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Como se mencion6é previamente, la grasa de la leche actua como

vehiculo de las vitaminas liposolubles.

Ademas de las mencionadas, se encuentran en la leche madura otras
vitaminas de caracter antioxidante, tales como el a-tocoferol, el retinol y el
acido ascorbico, que son provistos al feto por la madre durante el periodo de
gestacion

El tocoferol o vitamina E se encuentra en mayor concentracién en la
leche materna que en la de vaca (Portela MLPM de, 2003). Esto resulta
ventajoso en funcion de su capacidad antioxidante, si se tiene en cuenta la

mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados de la leche humana.

Con el término vitamina E se engloba a todos los tocoferoles y
tocotrienoles con la actividad biolégica del tocoferol. Se conocen el q, el B, el y
y el & tocoferol, cuyas actividades relativas a la del a-tocoferol son: 3 40%, vy
10% y & 1%. El a-tocoferol ya sea libre o esterificado es la forma mas
abundante en los alimentos de origen animal, mientras que en los vegetales
estan presentes cantidades variables de los cuatro isdomeros (Gross SJ, Gabriel
E, 1985).

La absorcion de vitamina E exige un normal proceso de absorcion de los
lipidos, ya que se solubiliza en la fraccion miscelar. La eficiencia intestinal de la
absorcion del a-tocoferol es so6lo del 20-30%. En cambio, el y-tocoferol se
absorbe hasta en un 85%. La transferencia por placenta es baja, por lo que al
nacimiento los valores son bajos, en cambio, es alto el pasaje de vitamina E
por la leche materna (Hayes K, Pronczuk A, Perliman D, 2001). En la leche de
vaca es muy bajo el contenido de vitamina E. Los tejidos del adulto contienen
cantidades constantes de vitamina E salvo el tejido adiposo que la acumula

progresivamente en relaciéon a la ingesta.

La vitamina E ejerce dos funciones bien diferenciadas: una funcion

antitoxica y otra a nivel enzimatico que no se va a considerar.



En cuanto a la funcién antitoxica, la vitamina E ejerce una funcién de
proteccion frente a varios agentes quimicos, en especial previene de la
formacion de perdxidos a partir de los acidos grasos poliinsaturados (AGPI),
con lo cual facilita el mantenimiento de la estabilidad de las membranas
bioldgicas (Hayes K, Pronczuk A, Perlman D, 2001). Los AGPI, por su elevado
contenido en dobles enlaces, son facilmente oxidables en el organismo. De
ésta oxidacion se originan peroxidos, que son capaces de lesionar y destruir las
membranas celulares. La vitamina E se encuentra en las membranas
bioldgicas protegiéndolas de éstos efectos. La vitamina E y el selenio son los
dos factores importantes en la inhibicidon de la peroxidacién de los AGPI y por

ende de la estabilidad de las membranas.

La vitamina E se encuentra en mayor concentracién en la leche materna
que en la de vaca (Portela et al, 2003) lo que resulta ventajoso en funcién de su
capacidad antioxidante, si se tiene en cuenta la mayor cantidad de acidos

grasos poliinsaturados de la leche humana.

Esta vitamina no ha sido estudiada en el contexto de los suplementos
alimenticios maternos, excepto en lo que se refiere al estudio realizado por
Kramer et al, en el que se observd que la sustitucién de la manteca de cerdo
por aceite de girasol en la dieta daba lugar a un incremento del 50% en las
concentraciones de vitamina E en la leche. El uso copioso de cremas de
vitamina E por parte de las madres podria dar lugar a la exposicion de los
lactantes a dosis importantes a consecuencia de la absorcidon materna y
también indirectamente cuando las cremas se aplican sobre las manos. Los
niveles de a-tocoferol son elevados en el calostro en una época en la que el
recien nacido depende de manera importante de su efecto fisiolégico como
antioxidante y para la prevencién de la anemia hemolitica atribuida a la

deficiencia de vitamina E.

El consumo materno de vitamina E puede por tanto influir en los niveles
de esta vitamina en la leche. Sin embargo, no hay pruebas que indiquen que se
produzca una deficiencia de vitamina E en los individuos con una absorcion

normal de las grasas (Nacional Academy of Sciences, 1991)
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La vitamina A interviene en el proceso de la visidn y es necesaria para el
crecimiento normal, la reproduccién, el desarrollo fetal y la respuesta
inmunoldgica (Portela MLPM de, 2003). Su concentracion en la leche humana

es variable, ya que depende de la ingesta materna (Canfield LM, 1995).

Existe una estrecha relacién entre el estado nutricional de vitamina Ay la
capacidad del sistema inmunitario para responder defensivamente. Es por ello
que se propuso llamarla vitamina antiinfecciosa (Underwood, 1994; Sommer,
1993).

Muchas de las complejas funciones de la vitamina A pueden ser
explicadas sobre bases moleculares mediante la existencia de receptores
nucleares para metabolitos del acido retinoico; se considera que por esta via
participan en la regulacion de mas de 300 sistemas genéticos celulares (Chytil
et al, 1990)

Investigaciones realizadas en paises pobres han puesto en evidencia
una asociacion entre la carencia de ésta vitamina y la mortalidad infantil por
enfermedades infecciosas (Humphrey, 2002; West, 1991). En zonas de
carencia extrema, la suplementacion periddica con ella produce reducciones
significativas de la mortalidad infantil (Fawzi 1993; Rathmathullath, 1990). Los
grupos en mayor riesgo de presentar estados carenciales son las mujeres

embarazadas o que estan lactando a sus hijos y los nifios en edad prescolar.

La vitamina A interviene también en el proceso de crecimiento de los
tejidos, por lo que los nifios en los primeros meses de vida, cuando la tasa de

crecimiento es muy alta, deben ingerir una cantidad suficiente del nutriente.

Las reservas de retinol al nacer son marginales, sélo se dispone de
cantidades minimas; en los niflos prematuros el riesgo de sufrir una carencia es
mas alto (Geene, 1991). Aunque la concentracién de vitamina A de la leche
materna procede de las reservas de la madre, la lactancia protege al nifio de la

deficiencia y ésta es rara entre los que lactaron. El efecto protector contra la



carencia parece continuar aun después que la lactancia materna finalice (West,
1996; Mahalanabis, 1991). Se ha observado que la reserva de vitamina A
presente en nifios que fueron amamantados puede enfrentar periodos de

ausencia de ingesta de la vitamina.

Como la concentracion de retinol en la leche materna es generalmente
mas alta que en la sangre de la madre, se considera que las glandulas
mamarias poseen un mecanismo de transporte activo por medio del cual
extraen la vitamina de la sangre para asegurar una concentracién 6ptima en la
leche materna. Sin embargo, la capacidad de absorcién de la glandula mamaria
parece responder a la ingesta de vitamina A solamente en las cantidades
precisas para satisfacer las necesidades del feto y no mas alla; esto es un
mecanismo de proteccidén para que no se produzcan signos de toxicidad en los
casos de madres que ingieran sobredosis (Internacional Vitamin A Consultative
Group, 1995)

Aunque las necesidades de vitamina A aumentan durante la gestacion,
sobre todo al final del tercer trimestre, este incremento se puede obtener de las
reservas hepaticas si las madres ingieren alrededor de 800 m g (2700 Ul) por
dia (Internacional Vitamin A Consultative Group, 1995). Por tanto, hacia el final
de la gestacion, un adecuado estado de vitamina A de la madre es importante
para que ésta aporte en su leche las concentraciones de la vitamina que el
recién nacido requiere. En nifos alimentados exclusivamente con leche
materna, ésta es su unica fuente de vitamina A durante el periodo neonatal y

después.

Las necesidades de vitamina A de la madre durante la lactancia pueden
exceder a las de la gestacion a causa de la demanda incrementada para

remplazar las pérdidas diarias en leche materna.

La suplementacion materna con retinol parece producir una mayor
proporcion de retinol en la leche materna a los 2 meses del parto (Bahl et al,
2002)
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La principal accion del acido ascoérbico es la de agente antioxidante y
reductor; como cofactor en reacciones enzimaticas que intervienen en el
normal desarrollo del cartilago y el hueso. Ademas, estimula la absorcién del
hierro y actua en el metabolismo de los depdsitos de este mineral. La leche
humana normalmente es rica en vitamina C (Sociedad Argentina de Pediatria,

2001) y su concentracion media es mayor que la de vaca.

Se sabe por diferentes estudios que la concentracion de vitamina C en la
leche materna esta relacionada con el estado vitaminico de la madre. Cuanta
mas cantidad toma la madre, mayor es la concentracién en la leche materna,
pero eso si, un suplemento de vitamina C con una buena alimentacion no
influye en la concentracién de la leche materna, ya que parece ser que existe

un nivel de saturacion (Macias C, Schweigert FJ, 2001).

Se sabe que la concentracion de vitamina C en la madre decrece a
medida que avanza la lactancia y en algunos casos existe un elevado riesgo de

déficit de vitamina C en la misma.

La CDR de vitamina C para las madres durante la lactancia son de 100

mg/dia, siendo la ingesta 6ptima de 120 a 170 mg/dia.

La vitamina C participa directamente en el sistema inmunitario, pues se
ha comprobado que los leucocitos acumulan en su interior cantidades
importantes de la misma, con el fin de evitar la autooxidacion. Tambien
colabora en la proliferacion de linfocitos como respuesta a la mitogenesis. lo
que se relaciona con la produccién de leucotrienos v con la actividad

antihistaminica (Macias C, Schweigert FJ, 2001).

La vitamina C atraviesa la placenta con facilidad ya que la concentracion
en la sangre del cordon es mayor que en la sangre materna. La leche materna
contiene entre 40 y 50 mg/l, en comparacion con la leche de vaca que contiene

entre 17 y 21 mg/l.



Las necesidades de vitamina C de los lactantes amamantados oscilan
entre 50 y 80 mgdia (Jensen, 1999), cantidades algo superiores a las que
aporta la leche. Segun estas cifras, la leche materna seria insuficiente para
asegurar los nivelesiddoneos; sin embargo, se supone que, tal como ocurre con
algunos otros compuestos, deben de existir algunos mecanismos que regulan
los niveles de vitamina C en la leche, pues los lactantes sanos alimentados con
leche humana y sus propias madres no tienen indicado recibir ningun

complemento en los primeros 6 meses de vida.

La absorcidon de vitamina C se produce en el duodeno y en el vevuno
proximal, a través de un transporte activo dependiente de iones y sodio. El
transporte del acido ascoérbico se hace a través del plasma, aunque no se han
encontrado proteinas especificas que lo vehiculen. El metabolismo en el interior
de la celula tiene lugar en forma de dehidroascorbato y la entrada puede ser
pasiva, pues utiliza el mismo sistema de transporte que la glucosa. En el
interior de los tejidos, la concentracion de acido ascorbico es mas alta que en el
plasma (Macias C, Schweigert FJ, 2001). Algunos tejidos tienen mas
concentracion de vitamina C y un mayor metabolismo, como la hipdfisis, el
higado, las glandulas suprarrenales, el pancreas, el encéfalo y los ojos, en los
que se sugiere un papel protector antioxidante. En el rifién, la vitamina C tiene
una reabsorcion tubular a través de mecanismos de transporte dependientes
del sodio; cuando la concentracion de vitamina excede la capacidad de
reabsorcidn, aparece en la orina el acido absorbido. A las madres que lactan se
les debe recomendar una alimentacion que les aporte suficiente vitamina C.
Las fuentes que la sostienen son las frutas, las verduras y las hortalizas, asi

como la leche, las visceras, el pescado y los huevos.

El contenido en vitaminas de la leche materna se puede observar en la tabla 5.

1.2.4.2.2.- Minerales

La concentracion de minerales esta adaptada a los requerimientos

nutricionales y capacidad metabdlica del nifio.
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En comparacion con los sucedaneos, la leche materna presenta alta
biodisponibilidad de minerales, en especial de calcio, magnesio, hierro, cobre y
zinc (Poiffait A, Adrian J, 1993). Los minerales se encuentran presentes
principalmente ligados a las proteinas del suero, al citrato o a la membrana
proteica del glébulo de grasa, a diferencia de la leche bovina, donde la caseina

presenta la mayor proporcién de minerales (Harzer G et al, 1996).

Estas particularidades serian las principales causas de la mejor

absorcion de estos nutrientes.

El aporte total de minerales es bajo, lo que favorece el funcionamiento
renal del lactante. En especial, la carga de sodio, potasio y cloruros
corresponde a un tercio del contenido en la leche de vaca, lo que permite al
bebé conservar el agua disponible para el cumplimiento de otras funciones

como el control de la temperatura, sin eliminarla en la orina.

Entre los nutrientes minerales se destaca el aporte de calcio y fésforo,
con una relacion Ca: P de 2 a 1, lo que asegura su 6ptima utilizacion (Caulfield
LE, 1995).

El 99% del calcio corporal esta presente en huesos y dientes en la forma
de fosfato de calcio, que otorga dureza y estructura, el 1% restante se
encuentra en liquidos extracelulares y membranas celulares. Es responsable
de un gran numero de funciones de regulacion. Su absorcion en la leche

materna es de 55% contra 38% en leche de vaca (Poiffait A, Adrian J, 1993).

El fésforo es un nutriente esencial que participa en un importante
numero de funciones bioldgicas. En la leche humana, el 23% se encuentra
unido a proteinas (Harzer G et al, 1996), aproximadamente el 15% se
encuentra en forma de fosforo inorganico y la cantidad restante aparece unido
a lipidos. Su concentracidon en la leche materna es menor que en la leche de
vaca. Se ha destacado la importancia de establecer un limite superior de

fésforo para leches artificiales, ya que una excesiva cantidad contribuye a



desestabilizar el nivel de calcio plasmatico, con riesgo de hipocalcemia, lo que

podria desencadenar una tetania neonatal.

El hierro, ademas de ser esencial para la produccion de glébulos rojos y
el transporte de oxigeno, también interviene en el desarrollo cognitivo (Lozzov
E et al, 1991). La leche materna es una fuente de hierro de alta
biodisponibilidad en los primeros meses de vida; si bien se encuentra en
niveles muy bajos, se absorbe mas del 70% en comparacion con el 30% de la

leche de vaca.

Algunos autores (Flynn A, 1992) atribuyen la extraordinaria
biodisponibilidad a la elevada cantidad de lactoferrina presente. Otros (Hurrel
RF, 1989) mencionan una conjuncién de factores, como la baja concentracion
de proteinas, calcio y fésforo (inhibidores potenciales de la absorcién) vy

elevadas concentraciones de lactosa y ascorbatos (potenciadores).

El cinc es un mineral esencial para el crecimiento y desarrollo del nifo,
esta involucrado en el normal desarrollo del sistema inmunoldgico y en otros
procesos fisiologicos, forma parte de algunas hormonas, ademas de ser
cofactor de enzimas que intervienen en procesos metabdlicos. Su distribucién
cambia a lo largo de la lactancia (Poiffait A, Adrian J, 1994). En la leche
madura, alrededor del 30% se encuentra ligado a los lipidos (principalmente en
la membrana del glébulo de grasa), 20% a la caseina y el 50% restante, a
componentes presentes en el suero lacteo; los ligandos principales en el suero
lacteo son una proteina (albumina) y un compuesto de bajo peso molecular
(citrato) (Bates CJ, Tsuchiya H, 1990; Casey CE et al, 1995). Su concentracién
en la leche materna es inferior a la de vaca pero su biodisponibilidad es muy
superior, tal como lo evidencia su eficiencia terapéutica (Blakeborough P, 1986)
en el tratamiento de la acrodermatitis enteropatica (sindrome de malabsorcion

de cinc, patologia hereditaria).

El cobre es un mineral requerido para la utilizacién del hierro y cofactor
de enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa y en la sintesis de

hemoglobina, tejido conectivo y fosfolipidos. A pesar de que la concentracién
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de cobre en la leche materna es baja, es raro encontrar deficiencia en nifos
alimentados exclusivamente con leche humana (Lonnerdal B, 1998). En cuanto
a su distribucion, el 80% se encuentra en el suero lacteo, sélo 5 a 15% en la
grasa y el resto en la caseina. En el suero, el ligando principal es la
seroalbumina y en menor proporcion el citrato y aminoacidos libres (Casey CE
et al, 1995). La absorcion de este mineral en la leche humana es de
aproximadamente 25% mientras que en leche de vaca es de 18% (Lonnerdal
B, 1997)

El contenido en minerales de la leche materna se puede observar en la tabla 5.

1.2.4.3.- Otros componentes

1.2.4.3.1.- Isoflavonas

La concentracion de isoflavonas en la leche materna de una madre
lactante sana que recibe en su alimentacion una cantidad moderada de soja es
de 0,2 ymol/l en relacion a valores plasmaticos de 2,0 ymol/l (Franke AA,
Cluster LJ, Tanaka Y et al, 1998)

El consumo de soja en madres lactantes puede contribuir a la
prevencion del cancer a largo término en los nifos, dado que la daidzeina y
genisteina pueden actuar como potenciales agentes anticancer (Franke AA,
Cluster LJ, Mordan LJ et al, 1998)

Los primeros datos obtenidos sobre fitoestrégenos en la leche materna
corresponden a un estudio en madres de Hong Kong, que arrojé valores
medios de daidzeina de 3,6 ng/ml y de genisteina de 4,8 ng/ml (Morton MS,
Leung SSF, Davies DP et al, 1998)
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1.2.4.3.2.- Hormonas

En la leche materna existen, ademas de factores de crecimiento
epidermico y nervioso, prolactina, gonadotropinas, hormonas tiroideas,

calcitonina y estrogenos.

También contiene insulina, somatostatina y parathormona, aunque no se
conoce con detalle el papel que desempefan estas hormonas en la leche de

mujer.

1.2.5.- Cambios de composicion en la leche materna

Como ya se ha expuesto, la leche materna no tiene una composicion
estatica sino viva y dinamica, y sus constituyentes cambian durante el periodo
de lactancia. Por ejemplo, no tiene las mismas caracteristicas durante el
transcurso de la misma toma. Al principio, la leche es mas acuosa y calma la
sed del nifo y es rica en proteinas, minerales, vitaminas hidrosolubles y
lactosa. Al finalizar es de color mas blanco, con mas grasa y vitaminas

liposolubles (Rogers IS et al, 1997).

La composicion de la leche madura, que es la que nos ocupa, cambia
durante el curso de la lactancia, aunque no tan marcadamente como en las

primeras semanas (O'Donnell A, Carmuega E, 1996)

Muchos nutrientes presentan un descenso gradual en su concentracion
de aproximadamente el 10 al 30% durante el primer afio de lactancia. Algunos,

como el cinc, descienden en forma marcada (Rogers IS et al, 1997).

La fluctuacién diurna mas notable es el aumento en la concentracion de
grasas, mientras que el hierro puede aumentar ligeramente (Ronayne de Ferrer
P, 1993). También las proteinas pueden sufrir pequefios cambios durante el dia
y durante el curso de la mamada. El calcio no presenta variaciones (Prentice A,
1996).
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1.2.6.- Influencia de la dieta materna en la composicion de la leche

Datos recientes sugieren que las similitudes entre madres que viven en
diferentes regiones son mas notorias que las diferencias. A pesar de esto, se
evidencian algunas diferencias regionales, particularmente en la concentracion

de ciertas proteinas, minerales y vitaminas (Prentice A, 1995).

Se desconocen las razones, pero se explicarian, en parte, por la dieta
materna y el medio ambiente. El conocimiento de la dependencia o no de la
ingesta o de la reserva materna de nutrientes, permite predecir el riesgo de su
deficiencia en el bebé; en algunos casos es posible la adecuacion nutricional o

suplementacion de la madre.

Los macronutrientes estan poco afectados, dentro de ciertos limites
(Jelliffe DB, 1978; Lonnerdal B, 1986)

Sin embargo, en madres desnutridas habria una correlacion entre la
concentracion de grasa lactea y el nivel de adiposidad materna (Jensen RG,
1999; Emmett PM, 1997). En el lactante habria una adaptacién a menores
concentraciones de grasa lactea a través de un aumento en el tiempo de

amamantamiento (Tyson J et al, 1992)

Algunas investigaciones demostraron que los habitos alimentarios de
diferentes grupos poblacionales afectan la composicién de acidos grasos
(Lonnerdal B, 1986).

El perfil de acidos grasos se modifica con la dieta materna, de modo tal
que la composicion de la grasa ingerida se refleja en la grasa lactea. Tanto la
dieta previa, que ha determinado la composicion de los acidos grasos del tejido
adiposo acumulado durante el embarazo, como la dieta actual, son los
principales determinantes de la composicion de &cidos grasos de los
triglicéridos de la leche. Una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados

determina mayor contenido de éstos en la leche. Una dieta con predominio de
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carbohidratos sobre lipidos determinara sintesis de novo de acidos grasos en la
glandula, con mayor concentracion de acidos grasos saturados de cadena
media (Mena P, Milad M, 1998). Cuando la madre se encuentra en balance
energético, los acidos grasos derivados directamente de la dieta representan
alrededor del 30% de los totales, mientras que cerca del 60% proviene de la
sintesis tisular y de los depdsitos adiposos (Emmett PM, Rogers IS, 1997). No
hay evidencias de que el colesterol y los fosfolipidos de la leche humana

puedan modificarse con la dieta materna (National Academy of Sciences, 1991)

La ingesta proteica materna no modifica los niveles de proteina total. Sin
embargo, puede provocar modificaciones en la proporcion relativa entre las
proteinas del suero lacteo y la caseina (Ronayne de Ferrer PA, Sambucetti ME,
1993)

También tiene efectos sobre el nitrdgeno no proteico (Lonnerdal B,
1986). En lo que respecta a los factores de defensa, la informacién existente es

conflictiva, ya que se observan discrepancias en la literatura.

Al analizar fracciones proteicas individuales, algunos investigadores
demostraron que las madres desnutridas producian leche con niveles mas
bajos de IgA y lactoferrina, mientras que otros autores no encontraron
diferencias en el contenido de estas proteinas antiinfecciosas (Chang SJ, 1990;
Hennart PF et al, 1991)

La lactosa es el parametro de mayor estabilidad ante la variacion de la
dieta materna, incluso ante situaciones de desnutriciéon o suplementacion. Con
respecto a los minerales, el yodo y el selenio se encuentran entre los que son
dependientes de la dieta materna. Por el contrario, el calcio, hierro, cinc y cobre
no se verian afectados por la dieta.46 Sin embargo, se ha observado que las
concentraciones lacteas de hierro, cinc y cobre podrian variar segun el area
geografica (Salmenpera L et al, 1994; Okolo SN, 2000)

Para el caso del cinc, algunos autores encontraron diferencias en el
contenido de este mineral en leches de madres de paises desarrollados y en

vias de desarrollo, lo que significaria que su concentracion dependeria de la



62 Guillermo Rodriguez Navarrete. Tesis Doctoral ~— ================

ingesta (Krebs NF, 1998) mientras que otros no encontraron diferencias (Casey
CE, 1995). Algunos trabajos mencionan que la suplementacion de cinc en la
madre no mejora el nivel lacteo pero si disminuye el descenso de la
concentracion del mineral que ocurre en el transcurso de la lactancia (Krebs NF
et al, 1995). Por otra parte, la ingesta de cinc durante la gestacion estaria

correlacionada con los niveles lacteos de cinc (Ortega RM et al, 1997).

La dieta materna generalmente no afecta la concentracion de calcio de
la leche. Se observd que los niveles del mineral en mujeres suplementadas y
no suplementadas son similares (Prentice A et al, 1995). Por otra parte, en
poblaciones con consumo habitual reducido de calcio, la leche materna
presentaria concentraciones bajas de este mineral (Prentice A, 1994). En
algunos trabajos se menciond que su contenido dependeria de la ingesta de
calcio durante el embarazo (Prentice A, 1994; Ortega RM, 1998).

La deficiencia de cobre en adultos es rara. No se informaron datos de

anormalidad.

En el caso de la vitamina A, su concentracion estaria en relacion directa
con la alimentacion y reservas de la madre, ya que la suplementacion no se ve
reflejada en el contenido lacteo hasta que los depdsitos maternos estan
cubiertos (Canfield LM et al, 1995).

Con respecto a la vitamina D, los efectos de la suplementacion materna

son muy variables (Lammi-Keefe CJ, 1995).

El efecto de la dieta materna sobre las vitaminas E y K requiere mayores
estudios (Canfield LM et al, 1995; Lammi-Keefe CJ, 1995)

Con respecto a las vitaminas hidrosolubles, en general se observa una
estrecha relacion de la concentracion de tiamina, riboflavina, Bg, B12 y C en la
leche materna y la dieta de la madre (OMS, 2001). Las reservas de estas
vitaminas en el lactante son bajas y se deplecionan rapidamente, lo que los

hace muy dependientes del aporte (Sociedad Argentina de Pediatria, 2001.).



2.- ESTRES OXIDATIVO EN EL RECIEN NACIDO

Debido al paso de un ambiente intrauterino, con una presion de oxigeno
baja a un ambiente extrauterino, con una presidén de oxigeno casi cinco veces
superior, asi como a diversos procesos implicados en la propia finalizacion de
la gestacion y el propio trabajo de parto, el recién nacido se enfrenta a una
elevada concentracion de radicales libres (Hong J et al, 2007). Esta
incrementada produccion de radicales libres debe de ser controlada por el
sistema de defensa antioxidante del neonato, cuya maduracién corre paralela
al desarrollo de la gestacion (Ripalda et. al., 1989; Frank et. al., 1996), siendo
esta la causa de que los recién nacidos prematuros muestren mayor agresion
oxidativa, al presentar un sistema de defensa antioxidante mas inmaduro
(Ochoa et.al., 2003).

La formacion de radicales libres es un proceso continuo que a su vez
genera una interrelacion con las moléculas del entorno de dichas sustancias,
motivando un dafo que se conoce como estrés oxidativo (exceso de radicales

libres en relacion a los sistemas encargados de neutralizarlos).

En muchos casos, no obstante, los radicales libres cumplen una funcion
fisiologica predeterminada en los seres vivos, bien formando parte de sistemas
enzimaticos (Stubbe J, 1990), bien actuando como bactericidas o bien
encontrandose involucrados en la sintesis de mediadores inmunes (Murrel
GAC et al, 1990). Se puede concluir, por tanto, que los radicales libres, por su
capacidad de fijacion a todo tipo de moléculas, estan implicados en una gran

variedad de procesos, tanto fisioldgicos como patoldgicos (Tabla 14).
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Tabla 14. Fuentes de estrés oxidativo en fisiopatologia humana

Fuente Mecanismo

) _ Pérdida de superoxido debido a la
Transporte mitocondrial de electrones L ]
reduccion ineficiente de oxigeno

lones metalicos de transicion Cu™ y Fe™" : radicales hidroxil
Inflamacion RL liberados por fagocitos activados
Enzimas (xantin-oxidasa...) Superoxido tras reperfusion por isquemia
Drogas (paraquat, paracetamol...) Intermediarios metabdlicos
Humo de cigarrillos Fase gaseosa rica en radicales libres
Radiacion Rayos X, luz ultravioleta

Los procesos en cuyo dafio se implican los radicales libres son de muy
variada especie; no obstante pueden citarse las siguientes alteraciones

patoldgicas:

1) Desnaturalizacién de las cadenas de DNA.

2) Liberacion de factores quimiotacticos que provocan la llegada de

leucocitos activados que a su vez generan mas radicales libres.

3) Inicio de la peroxidacion lipidica (con la subsiguiente alteracion de
membranas), que a su vez genera hidroperéxidos, aldehidos y endoperdoxidos,

con dafo en las proteinas y DNA.

4) Desnaturalizacién de las proteinas presentes en el citosol y las enzimas

de membrana, incluyendo el inhibidor de o 1-antitripsina (Nevado A, 2001).



—==—=—=========== == === == ==== Antecedentes 65

Para mantener el equilibrio entre la presencia de radicales libres en los
procesos fisiologicos y su exceso patolégico los organismos poseen los
denominados sistemas antioxidantes, cuya funcidén es el mantenimiento del
citado equilibrio (balance oxidativo). Los antioxidantes son compuestos con
capacidad de inhibir significativamente, a concentraciones relativamente bajas,
la tasa de oxidacidn. Los enzimas antioxidantes catalizan la ruptura de
radicales libres habitualmente a nivel intracelular. Cada antioxidante ejerce su

funcién en un locus concreto (Figura 4).

Yitamina E

Mn - SOD

Catalasa

(0]
®e
0) Peroxisomas
Glutation
reductasa i Vitamina C
S tCUNUCLEO W ;-
CITOPLASMA 5 N, W2
B EESGT T D ‘,'““‘-
Glutation S b
.Reticulc:.o
endoplasmatico
B-caroteno

Cu-2Zn-80D

G6PDH Glutation
peroxidasa

Figura 4. Lugar especifico de accion de cada antoxidante

Fuente: Modificado de Fardy Dis, 1995
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Asi por ejemplo, la catalasa ejerce su accion en los peroxisomas celulares;
el B-caroteno y la vitamina E actuan tanto en el nucleo como en la membrana
celular, reticulo y mitocondria, el glutation en el citoplasma, etc (Yu BP, 1994).
Las Tablas 15 16 y 17 ofrecen un glosario de algunas de las sustancias con
funcién antioxidante, tanto naturales como sintéticas (Maxwell, 1995). Con
posterioridad se trataran de manera ampliada algunas de las caracteristicas
fundamentales de los principales sistemas antioxidantes. En general puede
decirse que el sistema antioxidante primario esta constituido por las enzimas
superoéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), asi como las enzimas del ciclo
redox del glutation. EIl sistema secundario de defensa frente al estrés oxidativo
esta compuesto, a su vez, de sustancia de muy diversa indole (Molina A et al,
2002).

Tabla 15. Antioxidantes naturales y sintéticos de uso terapéutico

Antioxidante Comentario

Enzimas antioxidantes

Superoxido dismutasa Elimina superoéxido. Intracelular
Catalasa Elimina H,O,. Haem. Intracelular
Glutation peroxidasa Elimina peroxidos. Intracelular. Contiene selenio.

Previene formacién hidroxil. Regenera ascorbato y
glutation NADPH. Detoxifica xenobidticos.
Antioxidantes preventivos

Transferrina Transporte de hierro, saturacion 20-30%.
Lactoferrina, similar en la leche.

Ceruloplasmina Transporta 90% del cobre plasmatico. Actividad
ferroxidasa, une hierro a transferrina.

Albumina Débil unién de cobre. No dano por RL (alta concentracién

y turnover). Aporte fundamental de grupos thiol.




Tabla 16. Antioxidantes naturales y sintéticos de uso terapéutico

Antioxidantes por retirada

Acido ascérbico Hidrosoluble, inhibe la lipoperoxidacion
Regenera la vitamina e.
GSH regenera dihidroascorbato celular.

Acido trico Catabolito hidrosoluble de las purinas.

Bilirrubina Previene la peroxidaciéon de los Acidos
Grasos unidos a la albumina.

Thioles Muy abundantes: albumina y proteinas
del plasma. Escasa GSH extracelular
(funcién intracelular). GSH regenerado
por otros thioles (NAC).

Tocoferol Liposoluble (lipoproteinas y membrana).

Tocoferil regenerado por el ascorbato.,

-caroteno Precursor del retinol. Sinergia con
tocoferol.
Ubiquinol-10 Forma reducida coenzima Qi en

lipoproteina.  Liposoluble.  Regenera
tocoferil.

Flavonoides Polifenoles en frutas, vegetales, té vy
vino.

Incrementan la actividad de las enzimas antioxidantes

Superoxido dismutasa Recombinante y/o natural. Conjugada a
albumina o PEG.
A dosis farmacolégicas disminuye la

unién de neutrofilos a epitelio.

Catalasa Natural o encapsulada (liposomas o
PEG)
Glutation peroxidasa Actividad aumentada por el Selenio.

Ebselen, la mimetiza.
Antioxidantes preventivos
Desferroxiamina Quelante del hierro, previene frente a RL

ferrodependientes.
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Tabla 17. Antioxidantes naturales y sintéticos

Antioxidantes por retirada de RL

Probucol Reduce la oxidacién de lipoproteinas

Salicilatos Antiinflamatorios, cortan reacciéon de
cadena de RL

21-aminoesteroides Potente inhibicion de peroxidacion

ferrodependiente

Manitol Eliminacion de radicales hidroxil
Dimetilsulfésido Eliminacion de radicales hidroxil
Dimetilurea Eliminacion de radicales hidroxil
Otros Multiples sustancias. ¢ Escasa

concentracion in vivo?
Inhibidores de la xantinoxidasa
Alopurinol, oxipurinol Inhibicion de la xantinoxidasa + actividad
antioxidante

Inhibidores de neutroéfilos y macrofagos

De NADPH oxidasa Inh. Superéxidos: adenosina, AINEs,
calcio antagonistas

Suero antineutrdfilos Destruccion de neutrdfilos circulantes

Agentes antiadhesion Ac monoclonales frente CD11/CD18

Antagonistas de la act. plaquetaria

2.1.- Radicales libres

Los radicales libres, se definen como cualquier sustancia (molécula o
atomo) capaz de una existencia independiente, que contiene uno 6 mas
electrones no apareados en su ultima orbita electronica (Halliwell B et al, 1992).
Su carga puede ser positiva, negativa o neutra. Su situacién energética es, por
tanto, muy inestable, por lo que son altamente reactivos y de vida media corta
(Tabla 18). Su presencia genera una cadena de reacciones de transferencia de
electrones con las moléculas vecinas (Figura 5), que a su vez se convierten en
radicales libres. Solo en caso de unién de dos radicales libres desaparecera su
actividad como tal (Cheeseman KH, Slater TF, 1993).
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Electrén

/\ no pareado Oxidado Reducido

() o () @ o
TransferenciaI
de electrones

Diana Radical libre

Figura 5. Interaccién de un radical libre con una molécula.

El metabolismo aerdbico conlleva hasta un 10% de reduccion ineficiente
del oxigeno, lo que implica que hasta en sujetos sanos haya un riesgo de

exposicion a la accién perniciosa de estos elementos.

Tabla 18. Vida media y blanco biolégico tipico de los radicales libres y especies reactivas
del oxigeno (modificado de Reiter. Front Neuroendocrinol 1995;16:383-415).

Blanco biolégico

Radical Nombre Vida media .
tipico
Superoxido 10°s Enzimas
02'-
Peréxido de
H,O, o Estable PUFA**
hidrogeno*
_ _ _ _ o Todas las
HO Radical hidroxil 10 s ]
moléculas
R R-ilo 10%s Oxigeno
RO R-oxilo (alcoxilo) 10°s PUFA
ROO; R-dioxilo (peroxilo) 7s PUFA
ROOH Hidroperoxido PUFA
'0, Singlete de oxigeno 10°s H?0
HOCL Acido hipocloroso Estable Varios
_ Radical de 6xido
NO _ -1s Varios
nitrico

*Aunque El H,O, no es estrictamente un radical libre a altas concentraciones posee cierta

toxicidad. **Acidos grasos poliinsaturados. R= habitualmente, un radical lipidico
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La interrelacion de los radicales libres con las moléculas de su entorno
produce un dafo denominado estrés oxidativo (que no es sino el exceso de
radicales libres), implicado en la patogénesis de una gran variedad de procesos
patolégicos en el ser humano, en campos tan dispares como la neurologia,
cardiologia, oftalmologia, dermatologia, gastroenterologia, nefrologia, o
gerontologia (Davies KJ, 1995; Reiter RJ, 1998). Se consideran cuatro
sistemas celulares basicos como elementos diana del dafio producido por los
radicales libres: la respiracion aerobica, la sintesis de proteinas, la membrana
celular y el ADN de la célula (Cheeseman KH, Slater TF, 1993).

En biologia humana el estrés oxidativo procede de variadas fuentes, que
se resumieron en la tabla 14, en la que se aprecia cdmo los radicales libres no
s6lo se generan por la produccién a partir de oxigeno, sino que existen otras
moléculas que los producen, procediendo generalmente de cadenas
metabodlicas. Existen en los seres vivos unos variados mecanismos
antioxidantes, que previenen o retardan la oxidacion y el dafio por radicales
libres. Este equilibrio entre sistemas de dafio celular y sistemas de prevencién
o0 reparacion de dicho dafo se puede ver alterado en determinadas

enfermedades y situaciones patoldgicas.

La produccion de radicales libres puede ser tanto de forma accidental
como secundaria a la realizacién de determinados procesos fisioldgicos. Asi,
algunas enzimas poseen en su centro activo un radical libre, como en el caso
de la ribonucledtido reductasa (Sevanian A, 2006). En otros casos los radicales
libres son producidos por los fagocitos para el cumplimiento de su funcién
bactericida (Babior BM, 1998). Ya expuestos de forma resumida en dicha tabla
14, se ampliaron en las tablas 15 a 17 los elementos productores de radicales

libres mas importantes.

2.1.1.- Tipos de radicales libres

Entre los radicales libres, destacan por su importancia los derivados del
oxigeno, tanto por su abundancia como por su lesividad. Se agrupan

genéricamente bajo el término “especies reactivas del oxigeno”, contribuyendo
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a la denominada “toxicidad del oxigeno”. Destacan el anién superoxido (02°) y

el radical hidroxilo (OH’). Como ya se ha comentado anteriormente, las

radicales libres se encuentran en un continuo proceso de formacién y

transformacion, tanto de modo fisioldgico como de forma accidental. Es por ello

evidente la necesidad de la existencia en los organismos vivos de sistemas

fisiologicos de defensa antioxidante y de reparacion del dano producido por los

radicales libres (Fridovich I, 1989). En la Tabla 19 se muestran algunos

ejemplos de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ERO).

Tabla 19.- Ejemplos de radicales libres y especies reactivas de oxigeno

Radical Nombre Moléculas diana

0.2- Superoxido Enzimas

H202 Peréxido de hidrégeno Acidos grasos insaturados
HO ] Hidroxilo Todas las moléculas

R’ R-ilo Acidos grasos insaturados
RO R-oxilo Acidos grasos insaturados
ROO ] R-dioxilo (peroxilo) Acidos grasos insaturados
ROOH Hidroperoxido Acidos grasos insaturados
102 Oxigeno singlete Distintas moléculas

NO ) Nitroxilo Distintas moléculas

CCli 3 Triclorometilo Oxigeno

2.1.1.1.- Radical superéxido (O

Se produce como consecuencia de una reduccion monovalente

monoelectrénica del oxigeno molecular:

Oy +e > 02
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Aunque se trata de una especie menos reactiva que otros radicales,
participa en numerosos procesos citotéxicos (Fridovich |, 1979) a través de un
mecanismo indirecto, esto es, sirviendo como fuente para la producciéon de
H,0O» u otros radicales libres y como reductor de iones metalicos de transicién
(Cheeseman KH, Slater TF, 1993).

La fuente principal de produccién de este radical libre es, como ya se ha
citado con anterioridad, la cadena mitocondrial de transporte de electrones
(Borevis A, Chance B, 1973)

Otros locus productores son las reacciones catalizadas por la xantino-
oxidasa y la aldehido oxidasa, la citocromo P450 a nivel del reticulo
endoplasmatico hepatico, y la autooxidacion de moléculas como
catecolaminas, ascorbato, tioles, hidroquinonas, hemoproteinas, etc (McCord,
JM, 1989).

A pH fisiolégico menos del 1% del superdxido se encuentra en su forma
protonada (Cheeseman KH, Slater TF, 1993), esto es en forma de radical
perhidroxilo (HOZ2-), la forma mas reactiva y cuya tendencia “in vivo” es
reaccionar con lipoperdxidos formados, lo que da lugar a radicales peroxilo
(Bielski BHJ, 1983). Sin embargo a pH acidos el anion superdoxido podria

protonarse en mayor tasa.

2.1.1.2.- Peréxido de hidrégeno (H20,)

El H,O, es un metabolito del oxigeno intracelular. Su formacion
se basa en la dismutacién del anién superéxido, catalizada por la superdxido

dismutasa (SOD) o directamente, por reduccion bivalente del oxigeno:

20,7+ 2H > O, + H»0,

0O, +2¢ + 2H" >SOD- H,0;




Su actividad quimica, al igual que la del anién superodxido, es limitada.
Aunque en sentido estricto no es un radical libre, ya que no presenta electrones
desapareados, su capacidad de atravesar membranas bioldgicas y el hecho de
poder generar radicales hidroxilo hacen que se consideren como tal (Chance B,
1979)

De hecho, su accién citotoxica fundamental es ejercida no de forma
directa sino a través de sustancias con mayor reactividad producida a partir del
peréxido de hidrégeno y otro agente reductor o un ion metalico como el hierro

en su forma ferrosa (Czapski, G, 1983)

En condiciones normales las mitocondrias constituyen la principal fuente
de produccion de H20,. Cuando se produce un aumento de la presencia de
oxigeno, como ocurre en casos de hiperoxia, la produccion del radical H,O»
aumenta (Chance B, 1979). Los peroxisomas y el citosol celular constituyen,
respectivamente, el segundo y tercer centro de produccion mas frecuente de

esta especie reactiva del oxigeno (Borevis A, Chance B, 1973).

2.1.1.3.- Radical hidroxilo (OH-)

Se trata del radical mas reactivo de entre todos aquéllos derivados del
oxigeno, siendo capaz de reaccionar de modo directo con cualquier sustancia o
molécula cercana. Su principal fuente de produccion la constituye la
descomposicion del peroxido de hidrogeno en presencia de metales de
transicion, fundamentalmente hierro y cobre, como ya se ha comentado
previamente. De forma genérica se citan las siguientes vias de sintesis de
OH-: a) Fisién del agua provocada por exposicion a radiaciones ionizantes; b)
Reaccion de Fenton (ya expuesta en el apartado anterior); c) Fotones del
peréxido de hidrogeno; d) interaccidon radical-perdxidos organicos; d) reduccion

del ozono por transferencia electrénica.

Al radical hidroxilo se le considera uno de los principales iniciadores de
la peroxidacion lipidica (Ursini F et al, 1982), de la que se hablara con

posterioridad.
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2.1.1.4.- Oxigeno singlete (102)

Su produccién se basa en la absorcion de energia por parte de un atomo
de oxigeno que motiva un cambio en la disposicion de los electrones por
alteracion de la orientacion de uno de sus espines. En la Naturaleza, esto suele
acontecer fundamentalmente cuando determinadas sustancias reciben energia

luminica en presencia de oxigeno (Halliwell B et al, 1993).

Compuesto - Luz> compuesto excitado

Compuesto excitado+ O,-> oxigeno singlete + compuesto

Compuestos con esta capacidad de fotosensibilidad y formacién de
oxigeno singlete son los colorantes, ciertas drogas como las tetraciclinas y
sustancias presentes en el cuerpo humano como la bilirrubina, las riboflavinas y
las porfirinas (Halliwell B, 1993). Otras vias de produccion menos frecuentes
son la interaccion del ozono con ciertas moléculas y la interaccion entre
peréxidos (Kanofsky JP, 1991).

La capacidad lesiva de esta especie radica en la reaccion directa con
macromoléculas como los acidos grasos (Sevanian A, 2006), lo que motiva su
inclusién en el grupo de los radicales libres, si bien no se trate de uno de ellos

sensu estricto.

2.1.2.- Defensas enddégenas contra la accion de los radicales

libres

Los seres vivos disponen de unos complejos sistemas que tienen como
misién la minimizacion del dafo producido por el estrés oxidativo, con el
objetivo fundamental de mantener el llamado “equilibrio oxidativo”. Los

mecanismos antioxidantes conforman un complejo primario de defensa,



compuesto fundamentalmente por la catalasa, la superdxido dismutasa, y las
enzimas del ciclo redox del glutation (GSX, GR, G6PDH) y un complejo
secundario, en el que se integran sustancias de diversas caracteristicas

morfoquimicas (Molina A et al, 2002).

Los diferentes tejidos y organos de los seres vivos presentan una
sensibilidad también diferente a la accién de los radicales libres, en parte
debido a la gran variedad de elementos con capacidad antioxidante y en parte
a la diferente concentracion de los mismos en las distintas estructuras (Nevado
A, 2001).

De forma esquematica, los mecanismos antioxidantes pueden
catalogarse en enzimaticas (destacando entre ellas las que componen el
complejo primario antioxidante) y no enzimaticas. A continuaciéon se resumen

algunas de las caracteristicas fundamentales de algunos de estos elementos.

2.1.2.1.- Mecanismos enzimaticos

A. Catalasa

De distribucion muy amplia, se trata de una enzima ferroporfirinica
intracelular, cuya localizacién principal son los peroxisomas (80%) y el citosol
de las células (Nieto N, 1993). La concentracion de catalasa varia, pues, en las
diferentes estructuras celulares, y entre los diferentes tejidos del organismo,
siendo su concentracion plasmatica baja (Ramon JR, 1993), en tanto que
abunda y es muy activa tanto en higado como a nivel eritrocitario (Nieto N,
1993). Por otro lado, existen diferencias significativas en la actividad catalasa
eritrocitaria entre las distintas etapas del ser humano, en la edad pediatrica y
en la vejez. Ademas, se han detectado diferencias de actividad catalasa entre
sexos, con una mayor actividad en mujeres en mayores de 70 afios de edad, lo
que podria ayudar a explicar la mayor longevidad en este sexo (Casado A,
Lépez-Fernandez ME, 2003). La actividad catalasa en plasma es

significativamente mayor, segun datos de Georgeson et al (Georgeson GD et
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al, 2001) en recién nacidos a término, asi como en aquellos neonatos nacidos
mediante parto eutdcico, frente a los nacidos por cesarea y los prematuros.
Estudios in vitro realizados para valorar la actividad catalasa en la leche
materna tanto de madres con hijos prematuros como de madres con hijos
nacidos a término no reflejan diferencias entre ambos grupos, y si una mayor

proteccion antioxidante que la ofrecida por la leche de formula (Friel JK, 2003).

La funcion de la catalasa es doble: por un lado cataliza la
descomposicion de perdxidos de hidrogeno en agua y oxigeno, en tanto que
también ejerce una funcion peroxidica, produciendo la oxidacion de donadores
de hidrogeno como el metano, los fenoles o el etanol con consumo de
peroxidos como el H,O, (Aebi H, 1984).

H,0, > 2H,0 + O,

ROOH +AH; > ROH + H,0 + A

El predominio de la reaccion catalitica o peroxidica depende tanto
de la concentracion de peroxido de hidrogeno en el sistema como de la
concentracion de donadores de hidrégeno. La descomposiciéon de H,O2 por
parte de la catalasa es bastante rapida, sin embargo, su afinidad por el mismo
es baja, por lo que se requieren altas concentraciones para su descomposicion
(Monte, M, Sacerdote de Lusting E, 1994).

El papel antioxidante de la catalasa es fundamental,
considerandose el antioxidante celular mas importante cuando se libera de las
células necrosadas, limitando el dafo causado por los radicales libres (Molina
A et al, 2002).



B. Superoxido dismutasa (SOD)

Se trata de un conjunto de metaloenzimas, cuya caracteristica
funcional fundamental es la aceleracion de dismutacion espontanea del radical

superoxido hacia perdxido de hidrogeno y oxigeno.

05:-+ 0y-- + 2H+> O, + H,0,

Se distinguen tres grandes familias de SOD: dos de ellas son de
localizacion intracelular, las SOD cobre/zinc dependientes, o citoplasmaticas, y
las SOD manganeso dependientes o mitocondriales, en tanto que la Esc-SOD
es de localizacion extracelular. La distribucidon de la SOD es muy amplia a nivel
tisular, con excepcion de la Mn-SOD, que no se localiza a nivel eritrocitario;
todas ellas ejercen un importante papel en el control de los niveles de radical

superoxido a nivel celular (Monte, M, Sacerdote de Lusting E, 1994).

El gen de las Cu. Zn SOD se localiza a nivel del cromosoma 21 en seres
humanos. El de la Mn-SOD esta en el cromosoma 6, en tanto que las SOD
extracelulares tienen su gen radicado en el cromosoma 4 (Monte, M, Sacerdote
de Lusting E, 1994).

El mecanismo general de la actuacion de las SOD, ya expuesto, se

resume en la siguiente ecuacion:

SOD-Mn + O,:- 2 SOD-Mn -1+ O,

SOD-Mn ~ 1 + O,-- +2H" = SOD-Mn + H,0,
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La actividad SOD a nivel eritrocitario, segun lo aportado por Ripalda et
al, no experimenta variaciones estadisticamente significativas al ser comparada
entre pretérminos, recién nacidos a término y adultos. En el periodo neonatal,
su actividad puede verse influenciada por factores como la anoxia fetal, la
acidosis respiratoria y la acidosis metabdlica (Li X, 2002). Otros trabajos
refieren una menor actividad tanto de la SOD como de la catalasa a nivel
hematico tanto en prematuros como en recién nacidos con hipoxia cronica
(Litvinenko LA et al, 2002). La administracion exégena de SOD ha sido testada
en diversos estudios para prevenir la aparicion de la enfermedad pulmonar
cronica del prematuro. La eficacia de uso de SOD en la prevencion de dicho
proceso, no ha sido suficientemente probada hasta el momento segun los
estudios publicados, aunque si puede al menos afirmarse su buena tolerancia y

la ausencia de efectos secundarios adversos serios (Suresh GK et al, 2001).

C. Glutation peroxidasa

Se trata de la enzima fundamental para la inactivacion del
peréxido de hidrogeno y de otros hidroperoxidos de cadena larga, catalizando
la reaccion de hidroperoxidos con glutation reducido (GSH), dando lugar a la
formacion de glutation disulfuro oxidado (GSSG) y el producto de reduccion, a

hidroperéxidos.

ROOH + 2GSH-> ROH + H,0 + GSSG

La actividad peroxidasa, en situaciones de estrés oxidativo la realizan las
glutation transferasas, con aumento de la actividad peroxidasa y disminucién
de la actividad transferasa (Aniya Y, Nieto A, 1993). En neonatos con shock
séptico se ha comprobado que existe un aumento significativo en la actividad
GPX sérica, frente a los recién nacidos sin esta patologia, secundario
probablemente a una contrarregulacién frente al aumento de especies

oxigénicas que se produce en esta patologia. Sin embargo, este aumento de



actividad GPX y otras enzimas antioxidantes no se traduce frente al dafio

celular en una mayor proteccion (Batra S et al, 2000).
D. Glutation reductasa
La glutation reductasa (GR) es la encargada de la reduccion de NADPH

dependiente del glutation disulfato oxidado (GSSG), jugando, pues, un papel

esencial en el mantenimiento de los niveles de glutation reducido (GSH)

(Figura 6).
= GSSG
Glutation peroxidasa Glutation reductasa
GSH -
Hidroperoxidos

Figura 6. Esquema de la actividad enzimatica de la glutation reductasa

El GSH, como sabemos, juega un papel importante en los fendmenos
de oxido-reduccion, aunque también actuan en otras funciones celulares
(Davydova NA et al, 2008). Por otro lado, ya se ha citado la funcion del GSH
como sustrato donador de hidrogeno en la actividad de la enzima glutation
peroxidasa (Cheung PY, 2002). La actividad de la GSH permite, pues,
mantener un elevado indice GSH/GSSG, necesario para la detoxificacion de

perdxido de hidrogeno, entre otros.
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2.1.2.2.- Mecanismos no enzimaticos

A. Vitamina E (a-tocoferol)

El a-tocoferol es un compuesto constituido por un nucleo hidroxicromona

al que se une una cadena de fitilo.

Se conocen al menos 8 formas isoméricas, que se pueden agrupar en
dos grupos: cuatro con una cadena saturada de fitilo y cuatro con una cadena
de fitilo con dobles enlaces en las posiciones 3’, 7°, y 11’. Las diferencias entre
las formas isoméricas de cada grupo radican en la posicidon en el anillo de los

grupos metilo.

Esta considerado el antioxidante natural mas efectivo (de arriba G,
2009), cuya funcion se ha demostrado tanto “in vivo” como “in vitro” (Chow,
1991).

Destaca su capacidad para la eliminacion de oxigeno singlete, entre
otros radicales del O2 (Cordero MD et al, 2009).

Su interaccién en la fase de propagacion de la reaccion de peroxidacion
es bien conocida, eliminando, al parecer, el radical lipidico peroxilo, impidiendo
asi la formacién de nuevos radicales libres (Liebler DC, 1993). Hasta el 90% de

los radicales peroxilo son inactivados de esta manera (Machlin LJ, 1991).

Esta accion sobre este radical peroxilo entre otros, preserva la integridad

estructural y funcional de la célula y sus organelas (Niki E, 1995).

B. Coenzima Q1o (ubiquinona)

Molécula de gran ubicuidad (de ahi su nombre), su funcion principal es la

de ejercer como transportador movil en la cadena mitocondrial de transporte de
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electrones, transfiriéndolos desde los complejos tipo DH al complejo Il (Figura
7).

Fue descubierta en 1957 por el profesor Fred L. Crane y sus colegas del
Instituto Enzimatrico de la Universidad de Wisconsin-Madison. En 1958, el
profesor Karl Folkers y sus compareros de trabajo en Merck obtuvieron su

estructura quimica.

o] OH

[ |

c c

~ TN ~ L
H,C-0-C CH, cH, SEH 28 H,C-0- c” C-CH, cH,
n n | | |

H:\C~DAC\ /C—[CHZ-CHzc-CHE}"H HC-0-C - 5 C-(CH;-CH=C-CH;), H

c c

" |

9] OH

UBIQUINONA UBIQUINOL

forma reducida, QH; & CoQH,

Figura 7. Ubiquinona o coenzima Q10

El CoQ1p puede provenir de la dieta o bien formarse mediante sintesis
endégena. En el caso de sintesis enddgena, el anillo proviene del aminoacido
tirosina, los metilos del citado anillo de la metionina, y la cadena poliisoprenoide
se forma a partir del acetil CoA como material de inicio (Figura 8). Esta ultima
ruta, que va hacia el mevalonato y sus posteriores intermediarios, es comun
con la del colesterol (Mataix J, 2009). De hecho el colesterol, el dolicol y el
CoQ+o son los productos finales de esta importante ruta biosintética, que esta
bajo el control de la enzima hidroximetilglutarii coenzima A reductasa
(HMGCoA reductasa). Los inhibidores de esta enzima ejercen un importante
control de represion de la formacion de CoQqo y de su presencia en sangre
(Mataix J, 2009).
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Figura 8.- Biosintesis endégena del CoQ1,
Fuente: Mataix M, Ramirez Tortosa MC, 2009

Funcion antioxidante

Ademas de su papel como transportador electronico, el coenzima Q
tiene un importante protagonismo como antioxidante de membrana, papel éste
ultimo que ha ido ganando importancia en los ultimos afos (Tauskela JS,
2007), como lo demuestra el gran numero de estudios realizados in vivo e in
vitro a muy diferentes niveles, tales como en vesiculas de fosfolipidos,
membranas reconstituidas, particulas submitocondriales, mitocondrias,
microsomas, células intactas y animales intactos, asi como también

observaciones a nivel clinico (Tauskela JS, 2007)



Las primeras observaciones en este sentido fueron realizadas por Lea y
Kwietny y Mellors y Tappel, los cuales demostraron que el CoQgH, era
considerablemente mas potente que su forma oxidada como inhibidor de la
peroxidacion lipidica y tan efectivo como el a-tocoferol. Un soporte adicional
para una funcion antioxidante del CoQ reducido lo han dado Booth y
colaboradores, quienes han descrito que la forma reducida es un inhibidor
efectivo de la peroxidacion inducida por el sistema ascorbato-Fe** en

liposomas de fosfatidilcolina de yema de huevo.

En estudios sobre la peroxidaciéon lipidica en particulas
submitocondriales de las cuales habian extraido el CoQ y posteriormente
reincorporado en varios grados conocidos, se comprob6 que la oxidacion del
succinato se inhibia de forma directamente proporcional con la reincorporacion
del CoQ (Tauskela JS, 2007). Esto se llevé a cabo en liposomas de lipidos
mitocondriales dentro de los cuales incorporaron diversas concentraciones de
CoQ, los liposomas fueron incubados con particulas submitocondriales, NADH
y rotenona, condiciones previas para sufrir peroxidacion lipidica Las
observaciones apuntan de nuevo hacia una inhibicién de la peroxidacion de
forma proporcional al grado de reincorporacion del CoQ. Estudios adicionales
han aportado evidencias en favor de un mayor papel antioxidante de la forma
reducida del coenzima Q frente a la forma oxidada, como se ha comentado
previamente (Bhatla N et al, 2009).

Algunos estudios con animales de experimentacion han puesto de
manifiesto la implicacion del CoQ en cuanto a modificar el nivel de peroxidacion
inducida por la adriamicina (una antraciclina empleada en la terapia contra el
cancer y caracterizada por la gran capacidad de generacion de radicales libres
como uno de sus efectos secundarios) y/o manipulacién dietética a nivel de la
grasa. Asi, en un experimento a cerca de lo anterior sobre el contenido en
malondialdehido (MDA), CoQg y CoQ1o en mitocondrias de higado, el aceite de

maiz de la dieta , altamente poliinsaturado, daba lugar a unos niveles de
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peroxidacion lipidica considerablemente superiores a los correspondientes

obtenidos con las dietas ricas en aceite de oliva virgen.

Muchos autores han visto que el CoQszHz y el CoQ+oH2 son igualmente
efectivos como antioxidantes en vesiculas sonicadas de fosfolipidos, lo que
apoya que la longitud de la cadena poliisoprenoide del CoQ parece no ser por
tanto un factor determinante en el mecanismo de antioxidacién por este
compuesto (Maroz A, et al, 2009). Asi se ha visto también que tanto las
ubiquinonas de cadena corta como las de cadena larga pueden proteger

enzimas del ataque oxidativo, tanto en soluciéon como unidos a membrana.

Se ha planteado el hecho de que el CoQ es el unico antioxidante
liposoluble que las células pueden sintetizar de novo y para el que existen
mecanismos enzimaticos apropiados para regenerar la forma reducida
(Tauskela JS, 2007).

Ha sido demostrado que la forma reducida del CoQ también ejerce su
accion antioxidante inactivando la ferril mioglobina, una especie capaz de
conducir la peroxidacion lipidica a nivel cardiaco y muscular (Bhatla N et al,
2009).

Puede, ademas, actuar como contrarrestador de radicales libres. Otros
mecanismos de accion antioxidante son: inhibicion de la sintesis de radicales
alquilo y peroxilo, mediante reduccién directa de especies perferrilo (Figura 9);
interaccion directa con anion superoxido y con radicales alquilo y peroxilo,
mediante la donacién de atomos de hidrogeno (Kagan VE, 1991; Litarru GP,
1994). También ha sido demostrada la relacion de la ubiquinona con la
peroxidaciéon lipidica inducida por estrés, bien exégeno (adriamicina) o
enddégeno (ejercicio), observandose un aumento de los niveles de este
compuesto en las membranas lipidicas (Mataix, J.; Mafias, M.; Quiles, J. Et al,
1997).
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Figura 9. Mecanismos antioxidantes del Co Q.

C. B-carotenos

La actividad antioxidante de estos compuestos se basa en su capacidad
para reaccionar con determinados radicales libres, como el peroxilo, el
hidroxilo, el oxigeno singlete, el anion superodxido, el acido hipocloroso y otras

especies reactivas (Handelman GJ, 1991).

Entre los procesos en los que basan su capacidad antioxidante destaca
la reduccién del dafo oxidativo celular inducido por la hipoxantina, la xantino-
oxidasa o los polimorfonucleares activados. Son capaces de inhibir la
peroxidacién lipidica inducida tanto por fuentes enzimaticas de radicales de
oxigeno, como el sistema xantino-oxidasa, o el NADPH)/citrocromo P450
reductasa (Sangeetha RK et al, 2009), como por fuentes no enzimaticas, como
las sales de metales de transicion (Hasnain Bl, Mooradian AD, 2004). La

mencionada eficacia en la disminucion directa de la lipoperoxidacion y la
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capacidad para modular los niveles enddgenos de otros antioxidantes son la
base fundamental de la actividad antioxidante de los -Carotenos (Zhang J et
al, 2006).

D. Acido ascérbico (vitamina C)

El &cido ascérbico muestra la capacidad de poder sufrir
consecutivamente dos procesos oxidativos monovalentes, con la formacion del
radical semidihidroascorbato como intermediario, siendo éste un radical
relativamente estable. Estas caracteristicas hacen de esta vitamina un
excelente antioxidante hidrosoluble donador, siendo para algunos autores el
antioxidante plasmatico mas eficaz (Gagné A et al, 2009), al ser el primero en

ser consumido, constituyendo por lo tanto la reaccion inicial de defensa.

Es capaz de interaccionar directamente con anién superéxido, radical
hidroxilo, oxigeno singlete, radicales centrados en el nitrégeno y en el sulfuro y
radicales lipidicos, siendo otro mecanismo antioxidante de gran importancia la
regeneracion del a-tocoferol mediante la interaccion con el radical tocoferoxilo
(Packer L, Fuchs J, 1997).

Esta interaccion es posible gracias a la disposicion del grupo fenol activo
del tocoferol en la zona polar de las membranas biol6gicas. Mediante esta
interaccion la vitamina C ademas de regenerar el pool de tocoferol activo,
protege a la membrana de las posibles reacciones prooxidantes del radical
tocoferoxilo (Ergul Y et al, 2009). No obstante lo dicho, el fendbmeno de
regeneracion indicado no ha sido confirmado que ocurra en cantidad
significativa in vivo y son solo los estudios in vitro los concluyentes hasta el

momento (.

La regeneracion del ascorbato puede ser de tipo enzimatico mediante la
monodihidro reductasa y la dehidroascorbato reductasa, siendo otras posibles
vias a través de reacciones con otras moléculas como el glutation o por

interaccion de dos radicales semidihidroascorbato (Kang JH, 2009).



En la Figura 10 se muestra la interaccion de la vitamina C con algunos

radicales libres, asi como los mecanismos de regeneracion.
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Figura 10.- Interacciéon del acido ascérbico con distintos radicales (a) y
mecanismos de regenercion (b).

*OH: radical hidroxilo; AscH: &cido ascorbico; Asce-: radical semidehidro ascorbato;
02.-: anidn superdxido: Le: radical lipidico; Toe: radical tocoferoxilo; ToH: tocoferol;
DHA: dehidroascorbato; GSH: glutation reducido; GSSH: glutation oxidado; 1:
monodehidro reductasa; 2: dehidro reductasa.

Fuente: Mataix J, Ochoa JJ, 2009

Es importante indicar que ha sido observada una cierta actividad
prooxidante para la vitamina C, lo que se explica por su capacidad para reducir
metales cataliticos de transicion como Fe3+ y Cu2+ a Fe2+ y Cu+, implicados
en reacciones generadoras de radicales libres (produccion de radical hidroxilo
via la reaccion de Fenton). El predominio de una u otra actividad, va a

depender de las concentraciones relativas de ascorbato y metales de
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transicion. También su autooxidacion da lugar a la produccién de anion
superoxido, requiriendo también la presencia de metales de transicién. En
cualquier caso su potencialidad prooxidante esta en principio neutralizada por
la actuacion de otros antioxidantes y ademas porque in vivo el hierro se
encuentra unido a proteinas como transferrina y ferritina, no estando disponible
para las correspondientes reacciones cataliticas (Packer L, Fuchs J, 1997). No
obstante, la fuerte naturaleza prooxidante del complejo Fe-ascorbato, mostrada
in vitro, implica un evidente riesgo de dafio oxidativo cuando se toman
suplementos de vitamina C por individuos que muestran elevados depdsitos de
hierro. Por ultimo, no se puede olvidar que el acido ascorbico aumenta la

abrasion intestinal de hierro no hemo (Kang JH, 2009).

E. Melatonina (aMT) (figura 9)
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La 5-metoxi-N-acetil-triptamina o melatonina es una hormona presente
en gran cantidad de organismos ontogénicamente muy variados entre si. Es
sintetizada por un gran numero de estructuras titulares (Tan DX et al, 1993),
aunque en mamiferos la principal regidn productora de melatonina es la
glandula pineal (Gomez-Corvera A et al, 2009). La biosintesis de la melatonina,
y en general, de otros metoxiindoles, viene determinada fundamentalmente por
un impulso nervioso simpatico que motiva un ritmo circadiano sincronizado con
el ciclo de la luz y que a su vez sufre diversas modificaciones por las hormonas
circulantes mediantes alteraciones del metabolismo pineal (Gomez-Corvera A

et al, 2009). Entre las sustancias reguladoras de la produccion de aMT



destacan entre otras la N-acetil-transferasa, cuya accion reguladora de la
secrecion de N-acetil serotonina también esta documentada (Browenstein M et
al, 1972), asi como por la Hidroxiindol-O-metiltransferasa, cuya funcion parece
ser fundamentalmente la determinacion de la velocidad de sintesis de la aMT, y
la MonoAminoOxidasa (MAO)

Son bien conocidos sus efectos reguladores de diversas funciones
fisiolégicas y de inmunomodulacion. No obstante, en los ultimos afios ha
tomado un interés creciente la consideracion de la melatonina como una
hormona con una importante mision anti-estrés oxidativo, mediante la
detoxificacion de radicales libres, fundamentalmente radicales hidroxilo
(Escames G et al, 2001). De hecho Hardeland plantea la posibilidad de que la
produccion circadiana de aMT se deba a esta funcion antioxidante (Hardeland,
R, 1993; Verster GC, 2009). La capacidad de eliminacion de radicales hidroxilo
se debe a su estructura quimica; concretamente, estriba en el grupo metilo en
posicion 5 —OH del anillo indol, mientras que el grupo N-acetil ejerce una

accioén sinérgica (Tan DX et al, 1993).

Ademas del radical hidroxilo, se ha mostrado la accion antioxidante de la
melatonina frente a otros radicales, concretamente los radicales perdxido
(Scaiano JC, 1995) y el singlete de oxigeno. Ademas actua de forma sinérgica
con otros conocidos antioxidantes, como las vitaminas C y E. Ademas, se
propugna que esta hormona pueda estimular las enzimas antioxidantes SOD
(Antolin L et al, 1996) y glutation peroxidasa (Barlow-Walden LR, 1995). La
accion de la melatonina resulta facilitada por su capacidad de difusibilidad
elevada, debido a su caracter lipofilico, que posibilita que pueda atravesar
cualquier barrera morfofisiologica, incluida la barrera hematoencefalica. La
funcion antioxidante y de proteccion frente al estrés oxidativo de la melatonina,
pues, esta siendo puesta de manifiesto en diversos trabajos publicados sobre
todo en los ultimos afos y sobre diferentes patologias, como el editado por
Ochoa et al realizado in vitro sobre la proteccion que confiere frente a la
peroxidacién lipidica y la rigidez de membrana eritrocitaria en pacientes
sometidos a cirugia cardiaca con circulacion extracorpérea (Ochoa JJ et al,
2003).
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F. Otros antioxidantes

Glutation: Tripéptido formado por cisteina, glicina y glutamina. Modulador

de diversos procesos bioquimicos y fisiologicos.

N-acetilcisteina (NAC) y otras moléculas con puentes sulfhidrilos
(captopril, penicilinas): contribuyen a la sintesis de glutation. La NAC se emplea
como tratamiento para la intoxicacion por paracetamol, por su accidn
antioxidante (de Azeredo MA, 2008).

Otras: Ceruloplasmina, transferrina, albumina, haptoglobina,
hemopexina, acido urico, licopeno, luteina, zeoxantina, vitamina, polifenoles,

glucosas, bilirrubina (Romero-Alvira C, Gonzalez Martinez F, 1992).

2.1.2.3.- Mecanismos de reparacion-minimizacion del estrés oxidativo

Dentro de las enzimas cuya mision es la reparaciéon del dafio causado en
los acidos nucleicos por los radicales libres se encuentran las DNA glicolasas y
las endonucleasas (Aitken RJ, De lulis GN, 2007). Las peroxidasas,
aciltransferasas y lipasas reducen el dafio causado a los lipidos (Cheeseman
KH, Slater TF, 1993), mientras que las proteinas dafiadas son eliminadas por
diversos sistemas proteoliticos. Litarru refiere que los radicales libres formados
en un determinado lugar pueden actuar de factores sefalizadores para la
llegada y formacion in situ de mecanismos frente al estrés oxidativo (Litarru GP,
1991).



2.1.2.4.- Utilidad de los antioxidantes en el embarazo

La utilidad de los antioxidantes en la prevencion de las enfermedades,
incluso en tratamientos dermatoldgicos antienvejecimiento, es un tema de

actualidad incluso fuera de los ambitos médicos.

A este respecto se pueden encontrar numerosos trabajos en la literatura
en que se investiga el efecto de ciertos antioxidantes en animales de
laboratorio al administrarlos artificialmente o en la dieta. Asi, en 2001 Zaken et
al realizaron un estudio en embriones de rata, sometidos a medios de cultivo
diabéticos. Demostraron que los factores metabdlicos diabéticos tienen un
efecto directo en el embrion de la rata, sobre el gen de la superdxido dismutasa
y sobre otros genes de enzimas antioxidantes disminuyendo la defensa
endoégena del embrién frente al estrés oxidativo. Con la administracion de
vitkaminas C y E se conseguia aumentar las defensas antioxidantes

disminuyendo el dafio oxidativo.

Numerosos estudios como el de Chelchowska et al, que en 2004 han
investigado el efecto de la suplementacién con vitaminas y minerales en los
niveles de peroxidacion lipidica y en la actividad de la glutation peroxidasa y
superéxido dismutasa en sangre materna y de cordéon umbilical demostrando
disminuir el estrés oxidativo en el grupo intervencion. Concretamente en este
estudio la suplementacién se llevd a cabo con un producto denominado
VIBOVIT mama (Polfa Kutno S.A.).

La suplementacion con melatonina a la mujer embarazada podria
aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes (Kedziora-Kornatowska K,
2008), lo que aportaba una proteccion indirecta ante el dafio causado por los
radicales libres, incluso, la melatonina podria utilizarse para el tratamiento de
procesos neurodegenerativos causados por el exceso de produccion de
radicales libres como la hipoxia fetal y la preeclampsia segun el grupo de

autores que realiz6 el estudio.
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También se han descrito trabajos como el publicado en Polonia en 2003
por Karowicz-Bilinska et al donde se evaluo la actividad antioxidativa total en
embarazadas tratadas con L-arginina, y cuyo resultado fue que en el grupo

intervencién disminuia el riego de dafio causado por estrés oxidativo.

Se ha investigado la posibilidad de suplementar a las gestantes
fumadoras, entre otras, ya que se ha podido demostrar en estas pacientes
(fumadoras de tabaco) y en sus recién nacidos una menor concentracion de
vitamina E plasmatica y eritrocitaria (Chelchowska et al, 2004), lo que podria
sugerir que la suplementacidon con vitamina E en estas pacientes podria paliar
los efectos del tabaco. Entre las pacientes con riesgo de desarrollar
preeclampsia, por su parte, algunos autores espafioles, en un estudio
publicado en 2005 encontraron beneficios con la suplementacién de vitaminas

C y E en la profilaxis de dicha patologia (Rodrigo R et al, 2005).

En un estudio desarrollado en ratas en 2006, Cambonie et al
demostraron que los antioxidantes prenatales pueden prevenir enfermedades
como la HTA en el adulto, la disfuncion vascular y la rarefaccion microvascular
asociadas a la exposicion intrautero a una dieta hipoproteica, concluyen
ademas que el estrés oxidativo perinatal puede producir alteraciones

permanentes en el desarrollo cardiovascular.

2.2.- Implicaciones de los radicales libres en el embarazo, parto

y neonato

Son multiples las patologias en las que se aprecia un aumento de la

actividad por radicales libres en estas etapas fisiologicas..
2.2.1.- Embarazo y parto
El malondialdehido es uno de los productos de la peroxidacion lipidica,

comunmente usado como indicador de estrés oxidativo, pero no puede reflejar

el balance entre antioxidantes y prooxidantes, ademas tiene mucho mas valor



predecir la resistencia de los lipidos plasmaticos a la oxidacién que cuantificar
mediante el malondialdehido el estrés oxidativo (Fogel I, 2005). No olvidar que
la mayoria de los estudios estan realizados in vitro, y que el malondialdehido

solo es uno de los productos de la peroxidacion in vivo.

La susceptibilidad de los lipidos plasmaticos (LOOH) a la peroxidacion
en presencia de iones de cobre depende de muchos factores, entre otros del
citado balance entre antioxidantes y prooxidantes, resultando en la formacién
de radicales libres (OH-), que a su vez produciran hidroperédxidos lipidicos
(LOO-), que se pueden investigar mediante espectrofotometria dado que

absorben la luz con una longitud de onda de 245nm (Schnitzer E, et al, 2007).

Se ha estudiado si el tipo de parto tiene alguna influencia en los
parametros de estrés oxidativo en la circulacion fetal, determinando la
peroxidacién in vitro inducida por cobre, mediante la determinacién de
malondialdehido en el plasma fetal, en algunos estudios se encontré una mayor
concentracion de malondialdehido en los recién nacidos producto de un parto
eutdcico que en los nacidos mediante cesarea, concluyendo que la cesarea
electiva tiene mejores resultados en lo que a estrés oxidativo se refiere (Rogers
MS et al, 1998; Simko M et al, 2002). Pero no todos los estudios coinciden con
estos resultados, concluyendo que los niveles de malondialdehido, y por tanto,
el estrés oxidativo, es similar entre los nifios nacidos mediante parto eutocico y

los nacidos mediante cesarea (Fogel I, 2005).

Ademas se han encontrado diferencias en cuanto a la resistencia a la
oxidacion de los lipidos plasmaticos de vena y arteria umbilical, siendo mayor
en la primera, esto no se puede explicar con unos perfiles lipidicos diferentes,
ya que se ha demostrado que no existe tal diferencia (Fogel I, 2005), y podria
sefalar a un importante estrés oxidativo en el feto independientemente del tipo

de parto.

También se ha llegado a la conclusion de que los nifios nacidos por
cesarea sufren un menor estrés oxidativo que los nacidos espontaneamente

(Baydas G et al, 2002), con la determinacion de vitamina E en sangre de
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cordon umbilical, y con unas concentraciones un poco mas bajas de
malondialdehido en estos nifios, pero que pueden llegar a alcanzar la
significacién estadistica, pero no tienen significacién clinica, ya que esta
diferencia es demasiado pequefia en comparacion con la observada entre

arteria y vena umbilical (Fogel I, 2005).

Se ha encontrado una correlacidn entre el pH sanguineo y los niveles de
estrés oxidativo (Kaya H et al, 2000), asi como entre presion de CO, y O, ,y

el exceso de bases (Fogel I, 2005).

Son varias las patologias del embarazo en las que se ha demostrado la
participacion de los radicales libres destacando la preeclampsia y eclampsia, y

las infecciones maternas como desencadenantes del parto prematuro.

El desequilibrio entre factores reguladores del tono vascular en la mujer
gestante, es responsable en parte de la preeclampsia, enfermedad especifica
de la gestacion humana, caracterizada por la triada clinica de hipertension,

proteinuria y edema, que aparece en la segunda mitad del embarazo.

En ella se produce una disfuncién endotelial diseminada, con el
resultado hemodinamico para la mujer de una volemia baja con una resistencia
alta, lo contrario de lo que ocurre en una gestacion normal (Friedman et al,
1995). Esta situacion acarrea consecuencias importantes para el feto (bajo
peso, parto prematuro). Se ha descrito también en esta entidad una reduccion
de los niveles de inhibicion del factor de activacion plaquetaria (PAF), un
mediador de la inflamaciéon que ya ha sido descrito como un potente activador
de las plaguetas conduciendo por un lado a un aumento del tono vascular y por

otro a una agregacion y degranulacion plaquetaria (Traystman RJ et al, 1991).

Trastornos parecidos se han encontrado en los casos de crecimiento
intrauterino retardado (CIR). En esta patologia se ha demostrado también la
participacion de multiples mediadores bioquimicos (prostaciclina y tromboxano,
endotelina, 6xido nitrico...) que alteran la perfusién utero-placentaria (Neerhof
MG, 1995).
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Existen muchas isoformas de la superdxido dismutasa, ya sean
citosdlicas (dependientes de cobre o zinc) o bien mitocondriales (dependientes
del manganeso). Su funcidén en la placenta humana es evitar la acumulacién
excesiva de superoxidos y el potencial dafno oxidativo. Dentro de la placenta,
se pueden localizar dos isoformas de la superdxido dismutasa con
distribuciones celulares diferentes, lo que lleva a la conclusion de que tienen
funciones también diferentes (Myatt L et al, 1997). La isoforma dependiente de
manganeso se encuentra localizada en el endotelio vascular fetal, y muy
escasamente en el sincitiotrofoblasto y el estroma de las vellosidades, podria
estar encargada de evitar el dafio a este nivel, y en controlar la vida media del
oxido nitrico derivado del endotelio, que a su vez, al interaccionar con el anién
superoéxido, forma el anion peroxinitrito. En las gestantes normotensas, se
encuentran niveles muy bajos o inexistentes de estos residuos de nitrotiroxina,
lo que indica que se ha formado muy poco peroxinitrito, y que la superoxido
dismutasa actua correctamente. Por el contrario, estos residuos estaran
aumentados en la preeclampsia y en los fetos con crecimiento intrautero
restringido (Myatt L, 1996).

La explicacion a este fenobmeno es relativamente simple, y no esta
relacionada con la superoxido dismutasa dependiente del manganeso, sino con
el 6xido nitrico, ya que es un vasodilatador potente, en estos fetos se encuentra
aumentada la expresion endotelial de la  Oxido nitrico sintasa, para
contrarrestar el déficit de flujo sanguineo que llega al feto, lo cual deriva en un
aumento de la formacién de o6xido nitrico, que facilita la produccién de

peroxinitritos (Myatt L et al, 1997).

Las isoformas de la superdxido dismutasa dependientes del cobre y del
zinc se encuentran en el estroma de las vellosidades, su misién es protegerlas
de los efectos deletéreos del estrés oxidativo, no es encuentran ni en
sincititrofoblasto ni en las vellosidades placentarias. Estas localizaciones se
pueden ver modificadas en gestaciones complicadas como en la preeclampsia,

o el crecimiento intrautero retardado, entonces apareceran con altas
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concentraciones en el sincititrofoblasto y en el estroma vellositario (Myatt L et
al, 1997).

En el parto prematuro se encuentra implicada muchas veces una
infeccidon ya sea extra o intrauterina. La presencia de una infeccion intrauterina,
subclinica o clinica, se ha demostrado tras estudio histolégico de la placenta y
membranas. El papel, entre otros gérmenes, de Ureaplasma urealitycum esta
publicado en numerosos trabajos (Romero R et al, 1993). La infeccion
desencadena la produccién de metabolitos del acido araquidénico, y otros
mediadores inflamatorios como factor de necrosis tumoral (TNF) por parte de
los macréfagos (Gomez R et al, 1995), acarreando un aumento de productos

prooxidantes.

En cuanto a los mecanismos que desencadenan el parto no se conocen
aun en su totalidad. Hay diversos estudios que demuestran la participacion del
cortisol y las prostaglandinas en dicho evento. En el hipotalamo del feto a
término se incrementa la secrecién de hormona liberadora de corticotropina,
que a su vez estimula la produccion de ACTH y como ultimo eslabon cortisol
por las glandulas suprarrenales fetales (Wong DM et al, 2009). Este aumento
de cortisol en estudios experimentales con ovejas origina la activacion de la via

terminal comun del parto (Ducsay, 1983).

Se ha considerado desde hace muchos afios que las prostaglandinas
son los mediadores clave para el inicio del trabajo de parto, porque pueden
inducir contractilidad miometrial, y de echo esto se conoce desde hace mucho
tiempo (Steiner H et al, 1977), cambios del metabolismo de la matriz
extracelular relacionados con la maduracion cervical (Calder AA, et al, 1991) y
activacién de la decidua y membranas (Billah MM et al, 1985). Si bien los datos
de los que disponemos actualmente no prueban que las prostaglandinas sean
los unicos mediadores para el inicio del trabajo de parto, apoyan el concepto de
que existe un vinculo temporal correcto entre un incremento de las

prostaglandinas y el inicio subsecuente de aquel.



Las PG se producen en tejidos intrauterinos (amnios, corion, decidua,
miometrio y placenta). Los estimulos que generan su aumento incluyen las
citocinas (Dowling DD et al, 1991), factores de crecimiento (factor del

crecimiento endodérmico), cortisol y otros.

Una vez instaurada la dinamica uterina ocurren de forma perioddica
periodos de isquemia-reperfusion al compas de las contracciones uterinas con
la siguiente formacién de metabolitos de las xantinas y formacion de radicales

libres.

A. Transferencia de gases entre feto y placenta.

En el momento del nacimiento, tras millones de anos de evolucion en el
hombre, es de esperar que el feto humano normal esté preparado para
soportar un trabajo de parto y un parto normales, dando por resultado un
binomio de madre-hijo saludable en casi todas las situaciones. Para ello, es
necesario que todos los factores implicados se desarrollen con normalidad:
estado de salud y nutritivo de la madre, funcionamiento de la unidad feto-
placentaria y trabajo de parto. Existen procesos bioldgicos que permiten que la
variabilidad de la gestacion y el proceso del trabajo de parto procedan de una
manera normal. Estos procesos estan basados en la fisiologia del transporte de
gases a través de la placenta, basados en una interfase sangre-sangre a nivel

del espacio intervelloso (Rankin JH, McLaughlin MK, 1979).

La transferencia de O, de la madre al feto depende de la transferencia
de O, desde la hemoglobina materna hacia la fetal, que a su vez esta
determinada por la magnitud de la diferencia de afinidad entre los valores de
presion con saturacion media de oxigeno (p-50) de las hemoglobinas materna y
fetal (p-50). Las desviaciones de las curvas de disociacion de hemoglobina
entre si afectan la p-50, y por tanto la cantidad de oxigeno dispuesto para su

transporte.

La p-50 normal in vivo (de aproximadamente 6 mm Hg) se origina por

diferencias del 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) activo en los eritrocitos maternos
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y fetales. Las cifras bajas de 2,3-DPG que se encuentran en los eritrocitos
fetales dan por resultado un incremento de la afinidad de la hemoglobina fetal
por el O,. Esta afinidad aumentada mueve con eficacia la curva de disociacion
de hemoglobina fetal hacia la izquierda de la madre, lo que permite el
transporte de O, desde la hemoglobina materna hacia la fetal a cualquier PO,
dada (Bauer C et al, 1969).

Los efectos de Haldane y Bohr aumentan mas la p-50 en la interfase
placentaria. El efecto de Haldane comprende la liberacion de CO, desde la
sangre fetal, con desviacion de la p-50 fetal hacia la izquierda e incremento de
su afinidad por el O2, en tanto la captacién simultanea de CO- e hidrogeno (H")
por la hemoglobina materna desvia esa p-50 hacia la derecha (efecto de Bohr).
El efecto neto es una ampliacion del gradiente de p-50 de hasta 10 a 12 mm
Hg, lo que aumenta la liberacion de O, desde la hemoglobina materna hacia la
fetal, y da por resultado una saturacion alta de la hemoglobina fetal a valores
de PO, bajos (20-30 mm Hg) (Kirschbaum TH, 1963).

La transferencia de CO, a través de la placenta se basa en gran parte
en la diferencia entre la presion arterial materna y fetal de dioxido de carbono
(PaCO,). La rapidez del transporte permite que el proceso sea independiente
del flujo (Yeomans ER et al, 1985).

Tanto en la primera como en la segunda etapa del trabajo de parto
aparece acidosis materna y fetal, por lo que el gradiente de p-50 materno-fetal
se conserva y ambas curvas de disociacion se desplazan a la derecha (Antoine
C et al, 1982) . Estos cambios, en el feto, se deben a un riego placentario
disminuido que se acentua segun se acerca el final del parto. Al mismo tiempo
el aumento de PCO, materno y fetal crea el impulso ventilatorio fetal que

pronto se necesitara.

En sintesis, una vez que empieza el estrés propio del parto, los factores
que controlan el transporte de gases estan relacionados con los que influyen
sobre los efectos de Bohr y Haldane sobre los valores de p-50 materno-fetal en

la interfase placentaria. Asi, los factores que influyen sobre el pH y la PaCO,



materno-fetales se convierten en los factores claves en el grado de asfixia

perinatal.

Aun desarrollandose el parto con toda normalidad, el estudio
pormenorizado del estrés oxidativo en estos momentos decisivos tanto para la
madre como para el hijo demuestra un aumento de los parametros de
peroxidacion lipidica que puede conducir a diversas repercusiones funcionales
importantes. El proceso del nacimiento se caracteriza por un episodio de
hipoxemia obligatoria, seguida por reperfusion. Esta secuencia desencadena el
sistema xantino-oxidasa con gran produccién de radicales libres, para lo que el
feto sano, a término esta preparado (Figura 11). En los casos en que esté
presente algun tipo de patologia previa, el neonato tendra mas dificultad para

superar dicho estrés.
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Figura 11.- Esquema del mecanismo de generacion de anion superoxido por

el sistema xantina oxidasa durante la isquemia-reperfusion

En el utero, el pulmén y otros o6rganos fetales estan expuestos a
tensiones de oxigeno hipoxicas (20-25 mm Hg). El tejido placentario permite un

adecuado intercambio gaseoso entre los tejidos maternos y fetales,
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favoreciendo una oxigenacion tisular efectiva y ejerciendo un importante papel

desintoxicante sobre el estado redox fetal.

La circulacién pulmonar del feto constituye un circuito de resistencia alta
y flujo bajo que acepta menos del 10% del gasto ventricular combinado, un
estado fisioldgico singular que asegura suficiente flujo sanguineo pulmonar

para sostener el crecimiento y desarrollo de los pulmones.

No se entienden por completo los mecanismos que contribuyen a la
conservacion del alto tono en reposo en los pulmones del feto, pero
comprenden factores mecanicos (ausencia de interfase aire-liquido, distension
ritmica), bajas tensiones de oxigeno tanto a nivel alveolar como arteriolar, y un
equilibrio entre reguladores del tono vascular (vasoconstrictores vy

vasodilatadores).

Las células endoteliales son capaces de producir y liberar varios
mediadores que actuan en sitios diferentes en células de musculo liso
subyacentes, para regular el tono vascular local, de gran importancia en las
circulaciones fetal y pulmonar transicional. Entre estas sustancias destacan el
oxido nitrico (NO), la endotelina (ET-1) y la prostaciclina (PGl;). El equilibrio e
interrelacion de estas sustancias vasoactivas entre si y con la concentracion de
oxigeno presente en el medio, determinan el éxito del establecimiento de la

circulacion extrauterina.

Ya en la etapa neonatal, la interrelacion y el equilibrio entre los distintos
agentes vasoactivos responsables de la regulacién del tono vascular determina
el que se desarrolle inflamacion e hipoxia-isquemia ante distintos

desencadenantes.

El fracaso de dicha adaptacion en el recién nacido desemboca en
situaciones anomalas como persistencia del conducto arterioso, hipertension
pulmonar persistente, patologias en las que estan implicadas la disrregulacion

de los factores se alados (Ziegler JW et al, 1995).



B. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es un gas biolégicamente activo, producido por casi
todos los tipos celulares del organismo y que participa en muy diversos
procesos como la regulaciéon del tono vascular (endotelio), la neurotransmision
(sistema nervioso central y periférico) y la citotoxicidad mediada por células
(macréfagos y neutréfilos) (Bredt DS et al, 1994; Lowenstein CJ et al, 1994).
Debido a su bajo peso molecular (30 Da) y a su naturaleza lipofilica, el ‘NO
difunde rapidamente a través de las membranas lipidicas y de las paredes

celulares de bacterias y hongos.

La magnitud y la duracion de la sintesis de '‘NO por las células
determinan que su accién sea fisioldgica o patoldgica. Las acciones fisioldgicas
son mediadas por pulsos de pequenas cantidades de ‘NO, las cuales pueden
aumentar los niveles de cGMP a través de la nitrosilacion del hemo de la
guanilato ciclasa, produciendo la dilatacion de los vasos sanguineos, la
desagregacion plaquetaria y la apertura y cierre de algunos canales i6nicos
(Moncada S, Higgs EA, 1991). Las actividades patoldgicas son el resultado de
la produccion sostenida de altos niveles de 'NO, que pueden inactivar enzimas
dependientes de hierro, involucradas en la respiracion mitocondrial, en la
produccion de energia y en la replicacion celular. Altos niveles de ‘NO
interactuan con un gran numero de moléculas blanco, incluyendo aquellas que

responden a bajos niveles de ‘NO como la guanilato ciclasa.

Las oxido nitrico sintasas (NOS) catalizan la oxidacion de uno de los dos
nitrogenos guanidinicos equivalentes de la L-arginina, aminoacido semi
esencial, para producir ‘NO y L-citrulina (Marletta MA et al, 1993) . Otros

sustratos requeridos son el oxigeno molecular (O2) y el NADPH.

La formacion de ‘NO procede en dos pasos y consiste en la oxidaciéon de
cinco electrones de la L-arginina, dos electrones son provistos por el NADPH
para producir Ng-hidroxi-L-arginina, seguida de una oxidacion de tres

electrones del nitrégeno hidroxilado para formar ‘NO (Figura 12).
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La sintesis de ‘NO se produce de dos formas, una constitutiva de baja
produccion y otra inducible de alta produccion. Los dos tipos de NOS pueden
coexistir en la misma célula. Las células endoteliales, por ejemplo, liberan ‘NO
por un tiempo prolongado en respuesta a TNF-alfa y sélo brevemente cuando
son estimuladas con un agonista de Ca®* como la bradiquinina (Capasso L et
al, 2003). Por otro lado, es interesante considerar que el tratamiento de células
endoteliales o macrofagos con TNF-alfa o lipopolisacaridos bacterianos (LPS)
puede estimular la NOS inducible pero disminuir el RNA mensajero de la NOS

constitutiva.

H;N MH HO- I-EHF MH H.N 2]
MADPH KADPH
} j H
i i g
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l~argmr-nl: E:hydm:y argindme L-citreMline

Figura 12.- Formacién de 'NO.

El 'NO puede actuar dentro de la célula en la cual es generado o difundir
a las células adyacentes activando la guanilil ciclasa soluble, lo que resulta en
un aumento de los niveles de cGMP. Este aumento puede conducir a la
activacion de la proteinquinasa dependiente de cGMP (PKG), la fosforilacion
alterada de muchas proteinas enddgenas, la disminucion de la actividad de la
fosfolipasa C y la disminucion del calcio citosdlico. La disminucion del calcio
intracelular es responsable de la relajacion mediada por 'NO del musculo liso

vascular y no vascular, de la inhibicion de la agregacién y adhesién plaquetaria,



de la inhibicion de la adhesion leucocitaria y es una sefnal de transduccion del

sistema nervioso central y periférico (Durante W et al, 1992).

Algunos efectos del 'NO, como los citotdxicos, son independientes de
cGMP y se deben a la interaccion directa del 'NO con un grupo prostético
férrico. ElI ‘NO interacciona con el centro Fe-S de la aconitasa o de algunas
enzimas de la cadena mitocondrial de transporte de electrones como la NADH-
oxidorreductasa o succinato-oxidorreductasa, alterando el metabolismo

energético y la respiracion celular (Castro L et al, 1994).

También actua sobre Ila ribonucleétido reductasa inhibiendo Ia

replicacién celular.

La degradacién de '‘NO ocurre como consecuencia de la oxidacion
producida por el anidén superoxido (O2-), que da lugar al anidn peroxinitrito
(ONOO-) (Beckman JS, 1991), que a su vez, se degrada a otro agente
oxidante, el anién hidroxilo (OH"), y a nitrato. EI ONOO- produce la oxidacion de
tioles y la nitracion de aminoacidos aromaticos de péptidos y proteinas y
contribuye al dafio oxidativo del DNA (Chappell LC et al, 2002) .

La NOS también puede ser una fuente significativa de O,-; asi, el NO es
al mismo tiempo un radical libre y un mediador importante de muchas funciones

bioldgicas.

En los ultimos afos, trabajos independientes encontraron una '‘NO
sintasa funcional en las mitocondrias de higado de rata (Ghafourifar P, Richter
C, 1997). Estudios posteriores revelaron que la enzima se localiza
principalmente en la membrana interna mitocondrial, en proximidad a los
complejos de la cadena respiratoria. La produccion de 'NO medida en
mitocondrias permeabilizadas es dependiente de L-arginina y NADPH, y puede
ser parcialmente bloqueada por inhibidores de las 'NO sintasas como la L-
NMMA vy la L-NIO, sugiriendo que esta isoforma es estructuralmente similar a
las ‘NO sintasas ya descritas. La produccion de ‘NO por la mitocondria podria

estar relacionada con la modulacién de la respiracion mitocondrial, la
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regulacion de la disponibilidad de oxigeno y energia de los tejidos y quizas, con
la sefalizacion intramitocondrial que desencadena el proceso de apoptosis o

muerte celular programada.

C. Parto pretérmino

El nacimiento prematuro es un problema importante de salud publica,
cuya etiologia sigue siendo desconocida. Como posibles causas se han
propuesto las infecciones intrauterinas (Dudley DJ 1997) y sistémicas (Gibbs
RS et al, 1992); asi los radicales libres de oxigeno pueden actuar como
transductores de sefial mediante la modificacion indirecta de la
biodisponibilidad de otro radical libre, el NO. El embarazo se caracteriza por
una regulacion al alza de NO y de GMPc (el producto de la actividad guanilato
ciclasa y uno de los segundos mensajeros del NO).Una desviacién en el
balance redox con el gasto consecuente del NO hacia la formacion de ONOO-
podria producir efectos relacionados con una relativa falta de NO para sus
papeles fisioldgicos durante el embarazo asi como también la formacion directa
de ONOO-.

En muchas especies existe una formacién aumentada de NO por los
vasos sanguineos y el miometrio con diversas vias de regulacion (Buhimschi
CS et al, 1999). Como el sistema del NO es regulado en el miometrio o la
placenta, sobre todo durante la gestacion, se ha sugerido que la generacién de
NO durante la gestacién pudiera contribuir al mantenimiento de la quiescencia

uterina, mientras que si es retirado antes del parto podria desencadenarlo.

Aunque la inhibicion de la NOS en ratas no causa parto prematuro per
se, si que se potencia el efecto de un antagonista del receptor de la
progesterona en la induccién de trabajo de parto pretérmino (Yallampalli C,
1994). A este respecto, se ha demostrado que el Utero de la rata expresa tanto
la NOSe como la NOSi, pero esta ultima isoforma de la enzima es la que
durante el embarazo se regula mas (Sladek SM, 1998). En cambio este
escenario se invierte en el cérvix de la rata con una alta producciéon de NO, casi

exclusivamente producto de la NOSi, que ocurre durante el trabajo de parto y



que modula la colagendlisis asociada con maduracién cervical (Buhimschi | et
al, 1995). La inyeccion de lipopolisacaridos (LPS9 a las ratas durante el
embarazo regula al alza la NOSi en el cérvix, alcanzando valores de NO
similares a los observados en el trabajo de parto a término. De cualquier forma,
los LPS no afectan la produccién de NO en el utero gestante, lo que puede
sugerir que la produccion de NO en el utero ya se encuentra regulada al alza al
maximo de su capacidad (Buhimschi | et al, 1995). Estos hallazgos son
indicativos de que el NO puede tener diferentes efectos en tejidos
reproductivos adyacentes: la quiescencia fisiolégica en el utero y la

colagendlisis asociada con el reblandecimiento tisular del cérvix.

Las células inflamatorias producen grandes cantidades de O,", de NO vy,
por tanto, de ONOO-, lo que contrasta con la generacion de NO en utero
durante el embarazo, donde solo se producen cantidades minimas de O,", y la
mayor parte debidas a una baja actividad de una xantina oxidasa enddgena.
Con la infeccidn intrauterina o corioamnionitis, la formacién del ONOO- puede
hacer que el NO se desvie de su papel fisiolégico y, asi, convertirse en un
iniciador critico de acontecimientos que llevan a procesos que terminan en
parto pretérmino y en resultados fetales adversos (Buhimschi C, Weiner CP,
2001).

Todos estos estudios sugieren que los radicales de oxigeno estan
involucrados en la fisiopatologia que lleva al parto pretérmino. De ese modo, la
prevencion o neutralizacién de radicales libres de oxigeno podria ser el blanco
terapéutico ideal para prevenir el parto pretérmino y el compromiso fetal
asociado, con el ambiente intrauterino hostil, que se traduce en morbilidad fetal
y perinatal (Buhimschi C, Weiner CP, 2001).

D. Preeclampsia

La preeclampsia es una alteracion especifica del embarazo humano que

afecta en forma adversa a la madre (produciendo disfuncién vascular) y al feto

(mediante limitacion del crecimiento intrauterino). Desde la antigledad, esta
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enfermedad lidera la mortalidad materna y perinatal. Se la designé como ‘“la
enfermedad de las teorias”, lo que refleja la confusion que rodea sus causas y
patogénesis. Sin embargo, en el ultimo afio se han realizado avances para

aclarar esta patologia (Bricefio-Pérez C et al, 2009).

La preeclampsia se caracteriza por vasoespasmo, aumento de la
resistencia vascular periférica y reduccion de la perfusion tisular. El sindrome
es polimorfico, ya que virtualmente cualquier tejido y sistema organico puede
ser afectado, se diagnostica por la aparicion de hipertension y proteinuria, los

signos asi como los sintomas revierten tras el parto.

La patogénesis de la preeclampsia ha sido siempre un enigma y en las
ultimas dos décadas las hipotesis variaron desde una infeccion helmintica
hasta isquemia de la placenta (Howlader MZ et al, 2009). Sea cual fuere el
factor desencadenante primario, prevalece la hipétesis que Roberts propuso
hace mas de una década, de que la disfuncion endotelial era el elemento clave

en las diversas manifestaciones de la eclampsia (Taylor RN et al, 1990).

Varias lineas de evidencia indican que los cambios adversos en la
estructura y funcién del endotelio vascular materno son los responsables de la
reactividad vascular alterada, la activacion de la cascada de la coagulacion y el

dafio multisistémico que ocurre en la preeclampsia.

Se propuso que, a semejanza de lo que sucede en la aterosclerosis y la
vasculopatia diabética, el estrés oxidativo es un componente de la
preeclampsia y constituiria un enlace entre la disminucién de la perfusién de la
placenta y el sindrome materno. Se han detectado marcadores de estrés
oxidativo en la sangre de mujeres con preeclampsia, evaluando el estrés
oxidativo en pacientes con preeclampsia y en sus recién nacidos, las enzimas
antioxidantes estaban disminuidas y la lipoperoxidacion lipidica aumentada,
ambas de forma proporcional a la severidad de la patologia (Chamy VM et al,
2006).



Se han descrito marcadores de estrés oxidativo en el tejido placentario

de mujeres con preeclampsia (Roberts JM, Cooper DW, 2001).

e Disminucion de la actividad de SOD total
e Disminucién de actividad de GPX

e Disminucion de expresion de Cu Zn SOD
e Aumento de actividad de XO

e Aumento de nitrotiroxina

e Aumento de hidroperdxidos

e Aumento de 8-isoprostano

e Aumento de malondialdehido

e Aumento de leucocitos activados

(SOD: superoxido dismutasa; GPX: glutatiéon peroxidasa; XO: xantina

oxidasa)

La lipoperoxidacion se evidencia por la presencia de muchos productos
de esta reaccion en cadena. Uno de estos productos es el isoprostano,
producido por la oxidacion del acido araquidonico catalizada por radicales
libres. El isoprostano libre posee actividades de importancia en la preeclampsia
y es un poderoso vasopresor, activador plaquetario y mitogénico (von
Dadelszen P et al, 2002).

En mujeres con preeclampsia, la produccion in vitro de hidroperéxidos
lipidicos y de tromboxano esta aumentada tanto en las células trofoblasticas,
como en el tejido de las vellosidades de la placenta. La produccion de
isoprostanos también estd aumentada en el tejido incubado de placenta de
mujeres con preeclampsia comparado con tejido de placenta de embarazo
normal (Walsh SW et al, 1993). Sin embargo, no hubo demostracién directa de

la acumulacién de productos de la lipoperoxidacion en la circulacion materna.

Se han investigado los hidroperoxidos lipidicos en relacion con la
actividad de los radicales libres en la preeclampsia y en el sindrome de HELLP,

muchos autores concluyen que un aumento en las sustancias reactivas del
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tiobarbiturico es representativo de la circulacion plasmatica de hidroperoxidos
lipidicos en mujeres con preeclampsia. La hipertensiéon inducida por el
embarazo se ha asociado con una sobreproduccion de peroxidos lipidicos vy

una disminucién de la defensa antioxidante (Pyska W et al, 2002).

Por lo tanto, la presencia de un estrés oxidativo puede ser el punto en el
cual convergen multiples factores resultantes en la disfuncion endotelial y las
subsiguientes manifestaciones de la eclampsia. Este estrés oxidativo puede
tener un papel importante en la disfuncion endotelial de la preeclampsia al
disminuir la disponibilidad de oxido nitrico que constituye el principal

vasodilatador endotelio dependiente (Myatt L et al, 1996).

La xantina oxidasa, es una importante fuente de superoxido y existen
publicaciones que informan sobre un aumento de la enzima en las vellosidades

placentarias invasoras de pacientes con preeclampsia (Many A et al, 1996).

La vitamina C o ascorbato en plasma disminuye gradualmente a lo largo
del embarazo normal. Este fendbmeno se acentia aun mas en la preeclampsia
segun las publicaciones de dos articulos (Bilodeau JF et al, 2003). En forma
opuesta, la vitamina E plasmatica aumenta durante una gestacién normal. Esto
podria deberse al aumento gestacional de las lipoproteinas circulantes que son
las transportadoras naturales de vitamina E en sangre. Pero en las pacientes
con preeclampsia se pueden encontrar concentraciones de vitamina E
significativamente menores a las observadas en pacientes sanas, y a las
observadas en pacientes con hipertension arterial cronica no complicada
durante el embarazo (Gratacos E, Casals E, Deulofeu R et al, 2003). De esto
se puede concluir que el aumento del estrés oxidativo en el feto de la paciente
preeclamptica esta mas relacionado con la fisiopatologia de ésta ultima que
con la hipertensién croénica (Little RE, Gladen BC, 1999).

Diferentes estudios han encontrado una asociacion entre la
suplementacién con vitaminas antioxidantes y una reduccion en la incidencia
de preeclampsia en mujeres con cierto riesgo de presentar esta enfermedad
(Bilodeau JF et al, 2003; Chappell LC et al, 2002; Lyell DJ et al, 2003).



E. Rotura prematura de membranas.

La rotura prematura de membranas ovulares (RPM) se define como la
solucién de continuidad espontanea de la membrana corioamniotica antes del
inicio del trabajo de parto. La RPM puede ocurrir en cualquier momento de la
gestacion, pero se asocia a mayor morbilidad cuando ocurre en el embarazo de
pretérmino. Representa la condicion asociada aproximadamente un tercio de

los partos prematuros.

La etiologia de la RPM es desconocida en la mayoria de los casos. Sin

embargo, se han identificado varias condiciones predisponentes:

Algunos autores han asociado la peroxidacion lipidica con la rotura
prematura de las membranas amnidticas, como desencadenante directo o bien
como factor relacionado con enfermedades causadas por rotura prematura de
membranas (Yin B, 1995).

Recientes estudios han encontrado que la NADPH oxidasa, enzima
generadora de especies reactivas de oxigeno, se encuentre activada en
corionamnionitis (CAM). Temma K y col. estudiaron el efecto de 4-hydroxi-2-
nonenal (HNE), el cual es un marcador de estrés oxidativo, sobre placenta
humana durante el parto pretérmino y encontraron que los niveles de proteinas
modificadas por HNE estaban aumentadas en las placentas con CAM
comparadas con placentas de los casos normales (Temma K, Shimoya K,
Zhang Q et al, 2004).

El acido hipocloroso (OHCL) es un factor potencial de ruptura prematura
pretérmino de membranas (RPPM), y hasta ahora es considerado la ERO
predominante. Este acido formado por neutréfilos, activado por exposicion a
bacteria o complemento, libera mieloperoxidasa. En presencia de H,O, se
forma un compuesto que, a través de la cloronizacion, genera OHCL. Se ha
demostrado que el OHCL inicia la peroxidacién lipidica de lipoproteinas vy

lisosomas fosfolipidos. La filtracion de OHCL dentro de la matriz mantenida por
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los neutrofilos adyacentes al corioamnios, en respuesta subclinica a las
bacterias, podria adelgazar la membrana fetal. Se ha demostrado que el acido
hipocloroso estimula la liberacion de procolagenasa e inhibe la actividad de
tejido inhibitorio de metaloproteinasa, acontecimientos que podrian resultar en

dafio del colageno en el corioamnios (Woods JR jr, 2001).

En resumen la bibliografia indica que la RPM podria resultar de un dafno
del epitelio amnidtico o del colageno en el corioamnios, inducido por las ERO.
Esta hipotesis esta apoyada por:

a) estudios epidemioldgicos que enlazan condiciones clinicas conocidas
que producen las ERO o reducen la proteccion antioxidante a la RPPM,;

b) estudios in vitro en los que los segmentos de membrana expuestos a
ERO exhiben alteraciones tisulares consistentes con RPPM, y

c) estudios clinicos que evidencian que las muestras del corioamnios y
del liquido amnidtico obtenido de pacientes con RPPM exhiben excesiva

degradacion del colageno.

El papel del antioxidante para proteger el corioamnios del dafo de las

ERO es sugerido por un estudio reciente in vitro (Woods JR jr, 2001).

F. Diabetes gestacional.

Numerosos autores afirman que las madres con diabetes mellitus o con
diabetes gestacional inducen estrés oxidativo a sus hijos (Biri A et al, 2006;
Chaudhari L et al, 2003; Chen X, Scholl TO, 2005), probablemente no sdlo
por un aumento de los radicales libres, sino también por un dafio en los
mecanismos de defensa antioxidante. Algunos autores, incluso han apuntado la
necesidad de medir este estrés oxidativo en las pacientes diabéticas con el fin
de prevenir las complicaciones en la clinica, asi como la necesidad de la

suplementacién con antioxidantes (Peuchant E et al, 2004).

La teratogenicidad de la diabetes gestacional se ha visto relacionada con
el estrés oxidativo en el embrién, donde la extension del dano se puede reducir

aparentemente con los antioxidantes (Zaken V et al, 2001).



Se ha podido demostrar una disminucion en la actividad de la enzima
superéxido dismutasa y glutation peroxidasa en embriones de rata cultivados
en medios con altas concentraciones de glucosa y cuerpos ceténicos, al igual
que una disminucion de vitaminas C y E en estos embriones. Cuando se
adiciona a los medios de cultivo diabéticos estas vitaminas se revierte
completamente todos los cambios producidos por la diabetes, aumentando las
concentraciones de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa vy
catalasa, y disminuyendo la peroxidacion lipidica embrionaria; mientras que si
se las adicionamos a embriones normales, no se observa ningun cambio
(Zaken V et al, 2001). A nivel genético, se ha observado que disminuye el
ARM-m que codifica la superdxido dismutasa, debido a una hibridacién
resultante del efecto directo de factores metabdlicos diabéticos sobre el
genoma de la superdxido dismutasa y que se revierten al adicionar a los

medios de cultivo vitaminas C y E (Zaken V et al, 2001).

El acido urico aumenta durante el estrés oxidativo y el dafio celular,
especialmente durante la necrosis celular, se ha observado un aumento de
acido urico en los embriones cultivados en condiciones diabéticas, lo que
podria explicarse por el aumento de la apoptosis (Zaken V et al, 2001). Las
altas concentraciones de acido urico también pueden actuar como un
prooxidante ya que pueden disminuir el reciclado redox del a-tocoferol, y
aumentar la peroxidacion lipidica, esto es otro punto adicional a los

mecanismos de dafio embrionario causados por la diabetes.

El estrés oxidativo inducido por la diabetes gestacional se manifiesta
como un aumento de productos de la peroxidacion lipidica y con un dafio
oxidativo en las proteinas eritrocitarias tanto maternas como fetales, que se
han utilizado como indicadores eritrocitarios de la actividad de los radicales
libres del oxigeno en la diabetes gestacional. Las concentraciones de
malodialdehido son altas en los hijos de los pacientes con diabetes gestacional,
y tienen una relacion directa y significativa con los niveles de hemoglobina
glicosilada (Kamath U et al, 1998).
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2.2.2.- Neonato

En la edad pediatrica cada vez son mas los hallazgos significativos en
los que se implica al estrés oxidativo como fuente de dafio en mayor o menor
grado. De hecho, ya el recién nacido esta expuesto a un mayor grado de estrés
oxidativo, debido a su inmadurez organica y al cambio brusco de concentracién
de oxigeno, de un medio como el utero, pobre en dicho gas en comparacion
con el aire ambiente (Ferriero DM, 2001). No obstante, los neonatos a término
cuentan con mecanismos de proteccion mas adecuados frente a los efectos de
los radicales oxigenados libres que los adultos o los prematuros, debido a un
mayor nivel, fundamentalmente a nivel plasmatico, de antioxidantes, como la
bilirrubina, y a un menor contenido en lipidos oxidables (Fewtrell MS et al,
2002). Estos ultimos deben soportar un grado de estrés oxidativo mayor que
los nacidos a término, y con un sistema antioxidante, como ya se ha citado,
inmaduro aun (Fily A et al, 2006). A su vez, el nivel de estrés en los
pretérminos aumenta cuando éstos se ven sometidos a procesos que motiven

hipoxia, frente a prematuros libres de la misma (Finer NN et al, 2006).

Esta mayor exposicion del prematuro a la accién de los radicales
libres derivados del oxigeno (Flamant C, Lorino E, Nolent P et al, 2007) motiva
una participacion de éstos en procesos como la broncodisplasia pulmonar, la
retinopatia de la prematuridad, el dafio hepatocelular o la fibroplasia retrolental
(Fogel 1 et al, 2005), asi como en la hemorragia intraventricular de los
pretérminos. El ya citado mayor grado de hiperoxia ha motivado la reciente
propuesta de reanimar a los neonatos que precisen bolsa autoinflable con aire

ambiente.



Tabla 20. Patologias en las que se implican los radicales libres, en mayor o

menor grado.

- Enfermedades inflamatorias: Artritis reumatoidea; enfermedad inflamatoria
intestinal; Pancreatitis.

- Medicina intensiva: Traumatismos; sepsis; hipoxia; hipoperfusion organica

- Patologia pulmonar: SDRA y neonatal; fibrosis pulmonar idiopatica; fibrosis
quistica.

- Patologia ocular: Fibroplasia retrolental; degeneracién macular; cataratas

- Enfermedades hematolégicas.

- Ejercicio.

- Toxicidad por drogas y farmacos: ej. Paracetamol, valproato.

- Diabetes.

- Transplantes.

- Hipertension.

- Cancer.

- Envejecimiento.

- Ateroesclerosis

No obstante, como bien reflejan Donough et al en su reciente articulo de
revision, el concepto de la falta de preparacién del prematuro para combatir el
estrés oxidativo se basa fundamentalmente en la experimentacion con
animales. En seres humanos pretérminos sin embargo, aun son escasos los
estudios que relacionen directamente el desarrollo ontogénico y la expresion de

las enzimas antioxidantes en los distintos tejidos.

Entre los mecanismos de proteccion frente a la hiperoxia que se ponen
en marcha en el periodo perinatal se encuentra el incremento de enzimas
antioxidantes (Figura 13), cuyo crecimiento sigue una curva similar a la del
surfactante pulmonar. Frank y cols. sugieren como explicacion a este
crecimiento el incremento progresivo y enddégeno de los sustratos oxigenados
para estas enzimas (Frank L et al, 1996). Se ha demostrado una mayor
concentracion de hidroperoxidos, un menor nivel de alfa-tocoferol y una menor

actividad de la SOD y GPX en citosol en recién nacidos pretérmino en relaciéon
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en relacién a recién nacidos a término (Ochoa JJ et al, 2003). También se ha
observado un incremento progresivo de la peroxidacion lipidica (Figura 13) y
del indice glutation oxidado/glutation reducido (Frank L et al, 1996). La
maduraciéon prenatal de los sistemas antioxidantes no es simultanea en todos
los érganos y sistemas, siendo mas precoz en corazén, seguido pulmon, por
ultimo, ridn, lo que explicaria la mayor vulnerabilidad de éste ultimo al estrés
oxidativo. En los partos prematuros no se produce este proceso preparatorio,
lo que, afadido a la mayor susceptibilidad al dafio producido por radicales
libres, predispone a estos pacientes a una mayor incidencia de patologias

como la displasia broncopulmonar.
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Figura 13.- Cambios al final de la gestacion en la concentracion de Superoéxido
Dismutasa (SOD), Catalasa (CAT) y glutationperoxidasa (GP). En linea gruesa se indica la
maduracion del sistema de surfactante.

Fuente: Frank L. Clinics in Perinatology. Bronchopulmonary dysplasia.1987;19:541-562




2.2.2.1.- Adaptacioén postnatal a la hiperoxia

Se ha demostrado una mayor adaptacion de los animales a término a la
transicion a ambiente hiperdxico, por lo que soportan comparativamente mejor
el dafio pulmonar inducido por aquél que los animales adultos. Asi,
experimentos con ratas recién nacidas han mostrado una supervivencia del
100% de las mismas tras 72 horas de exposicion a ambiente hiperéxico, frente
a una supervivencia de so6lo un 20% en ratas adultas. También se ponia de
manifiesto una respuesta adaptativa significativamente menor en partos
prematuros (Torbati D et al, 1993). En tejido pulmonar de fetos humanos y en el
de ratas a término, expuestos a concentraciones de oxigeno del 100%, se han
detectado incrementos significativos del glutation total, a expensas del glutation
reducido, con un aumento concomitante de otras enzimas con capacidad
antioxidante como la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, la glutation reductasa y
la glutation peroxidasa (Warshaw JB, 1985).

En el SNC, la capacidad de respuesta frente a la hiperoxia se relaciona
tanto con la fisiologia del cerebro como con las caracteristicas quimicas del
mismo en esta etapa de inmadurez funcional y estructural, como son el bajo
flujo sanguineo, la escasa concentracion de PUFAs y una menor tasa
metabdlica energética. Frente a todo esto, en mamiferos adultos el principal
mecanismo protector lo constituye la vasoconstriccion cerebral transitoria. En
las ratas recién nacidas se han detectado dos elementos de defensa
asociados: vasoconstriccion del SNC y disminucién de la ventilacién de
manera persistente (Molina A et al, 2002), con objeto de recuperar el esquema

de intercambio gaseoso propio de la vida fetal.

2.2.2.2.- Capacidad antioxidante en el periodo neonatal

Se ha demostrado una correlacion significativa entre la actividad
antioxidante en cordon umbilical de neonatos prematuros y su peso al
nacimiento (Sullivan JL, 1988). Se piensa que la incapacidad antioxidante que

presentan estos pacientes podria relacionarse con la patologia por toxicidad del
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oxigeno. Sin embargo, otros estudios no encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre la madurez fetal y la actividad de algunas

enzimas antioxidantes, como la SOD eritrocitaria (Ripalda MJ et al, 1989).

Como ya se ha citado anteriormente, existen dos sistemas de defensa
antioxidante frente al estrés oxidativo, el primario, compuesto por la SOD, la
catalasa, y las enzimas del ciclo redox del glutation, en tanto que el sistema
secundario de defensa lo constituyen diversas sustancias (Winterbourn CC,
1995). Ambos sistemas tienen como misién la retirada de las especies
reactivas del oxigeno y otros hidroperoxidos generados durante el metabolismo
normal. Se trata de un conjunto de reacciones enzimaticas fundamentalmente
intracelulares, aunque se han observado también concentraciones de glutation
en el fluido alveolar que recubre el epitelio pulmonar hasta 100 veces
superiores a las plasmaticas, ademas de la presencia de otros antioxidantes,
como transferrina, ascorbato, acido urico y otros. A su vez, se ha puesto de
manifiesto una menor presencia de glutation alveolar en neonatos con

enfermedad pulmonar crénica (Litarru GP, 1994).

El acido urico es un compuesto con capacidad antioxidante, protegiendo
mediante neutralizacién del hipoclorito sddico sintetizado por los leucocitos,
captacion de hierro libre e inhibicion de la produccion de superéxido mediante
la via de la xantinooxidasa. En estudios longitudinales (a lo largo de las seis
primeras semanas de vida) con prematuros se han puesto de manifiesto
cambios importantes en la concentracion plasmatica de antioxidantes de
primera linea: se produce un descenso de la concentracién plasmatica de
vitamina C, acido urico y grupos sulfidrilo. En tanto que la concentracién de
vitamina E aumento de forma progresiva y la bilirrubina manifestd su
comportamiento bimodal habitual. La capacidad de retirada de radicales
peroxyl (TRAP), in vitro descendidé, en aparente correlaciéon con los niveles
descendientes de acido urico. En nifos amamantados los niveles de TRAP

fueron mayores (Russel GAP, 1995).



2.2.2.3.- Patologias relacionadas con los radicales libres en el periodo

neonatal

a) Retinopatia del prematuro (ROP)

La retinopatia del prematuro (Fibroplasia Retrolental) es el desarrollo
anormal de los vasos sanguineos en la retina, comienza durante los primeros
dias de vida y pude progresar rapidamente causando ceguera en cuestion de

semanas.

Solo acontece en nifios de muy bajo peso al nacer cuyos vasos
retinianos no han completado su desarrollo centrifugo a partir del disco 6ptico
(Bossi E, Koerner F, 1995). Los factores implicados en su desarrollo son muy
variados, aunque la edad gestacional y la intensidad y duracién de la
exposicién a oxigenoterapia parecen ser los factores mas determinantes para

su desarrollo (Tabla 21).

Tabla 21. Principales factores relacionados con la patogénesis de la retinopatia
de la prematuridad.

FACTORES ETIOLOGICOS

- Grado de prematuridad
- Hiperoxia

- Hipoxia

- Duracion de la oxigenoterapia
- Apnea

- Sepsis

- Transfusiones

- Persistencia del ductus
- Hiper/hipocarbia

- Luz

- Acidosis lactica

- Radicales de oxigeno

- Déficit de Vitamina E
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Existen algunas evidencias de que la retinopatia del prematuro es
consecuencia de un elevado estrés oxidativo sobre la retina en desarrollo, lo
cual se debe a la generacion exagerada de radicales libres 0 a una disminucién
en la capacidad para su eliminacion (Cervantes-Munguia R, 2006).
Concretamente, existe una asociacidon entre la concentracion elevada de
lipoperdxidos séricos, como una medida de estrés oxidativo y la incidencia de
esta enfermedad.

La Tabla 22 recoge la incidencia de Fibroplasia retrolental en funcion del

grado de prematuridad, segun datos de Bossi y cols (Bossi E, Koerner F, 1995)

Tabla 22. Porcentaje de ROP en funcion de la edad gestacional (8)
E.G. (semanas) 24-27 28-31 32-35
Global (%) 40-89 19-63 0-28

Estadios 3 12-29 2-20 0-3.5

La retina es un tejido neural rico en oxigeno, mitocondrias y PUFAs. Su
tasa de consumo de oxigeno es muy elevada, mayor que cualquier otro égano
o tejido. Esta tasa de metabolismo del O, genera radicales libres que causan
lipoperoxidacién de las membranas ricas en PUFAs, dafando la funcidn
retiniana. Al déficit de proteccion antioxidante motivado por la prematuridad se
afiade el habitual déficit nutricional. En estos casos, la falta de magnesio y/o
cobre genera un aumento de la sintesis de tromboxano A, dando lugar a
vasoconstriccidon, con la consiguiente isquemia retiniana y proliferacion reactiva

de la vasculatura de la retina (Reedy EA, 2004).

Para la prevencion de esta patologia se han promovido diversas
actuaciones. La monitorizacion continua de la tension de oxigeno de los
pretérminos no ha reducido su incidencia. La administracién de vitamina E, con
funcidn antioxidante si parece eficaz (Reedy EA, 2004), aunque aun faltan

datos que avalen su eficacia y su inocuidad. Se ha sefalado el papel protector



de la bilirrubina en esta patologia, por su papel antioxidante, aunque para otros

autores la capacidad antioxidante de la misma es minima (Reedy EA, 2004)

b) Displasia broncopulmonar (DBP)

La causa de esta enfermedad es multifactorial, habiéndose implicado
factores como la hipoxia, la inmadurez pulmonar, el barotrauma, la infeccién y
la inflamacion, entre otras. También se implica la ventilacion mecanica con
elevadas presiones y el tratamiento con oxigeno a altas concentraciones de
forma prolongada. La toxicidad del oxigeno inspirado a concentraciones
elevadas produce lesidn directa en las barreras endoteliales y epiteliales, y
produce edema pulmonar (Jackson RM, 1985). Se produce una secuencia de
procesos y cambios morfopatolégicos durante el aporte de oxigeno a elevadas
concentraciones: a) fase exudativa, durante los primeros dias; b) fase
proliferativa, a la semana aproximadamente, en la que los neumocitos tipo | son
sustituidos por los neumocitos tipo Il; c) fase de remodelacion pulmonar. En
algunos estudios se ha demostrado, por otro lado, la eficacia protectora de la
SOD frente al estrés producido por la hiperoxia a nivel pulmonar, aunque su
papel como preventivo del desarrollo de futuras complicaciones pulmonares en

estos pacientes es actualmente controvertido (Suresh GK et al, 2001).

Los hallazgos de laboratorio son muy similares a los encontrados en
modelos experimentales de toxicidad pulmonar por oxigeno, por lo que se ha
implicado en su patogénesis a los radicales libres (Kelly FJ, Lubec G, 2001).
Entre los efectos toxicos pulmonares mediados o producidos por los radicales
libres se incluyen: inhibicién de la sintesis de surfactante, citotoxicidad sobre
las células endoteliales, epiteliales y sobre los macrofagos alveolares,
inhibicion de la respuesta vascular pulmonar frente a la hipoxia, inhibicién de
los mecanismos de reparacion pulmonar mediados por los fibroblastos, que
motiva alteraciones en la ubicacion del colageno y desarrollo pulmonar
anomalo (Kelly FJ, Lubec G, 2001).
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Susceptibilidad al desarrollo de DBP:

La causa por la que la DBP, en iguales condiciones, afecta a unos
prematuros y a otros no se desconoce. Si se sabe que a menor peso y edad
gestacional las probabilidades de desarrollarla son mayores, entre otros
aspectos por la inmadurez de los mecanismos antioxidantes. De hecho, varios
estudios han mostrado entre otros aspectos, la escasa actividad de los
sistemas antielastasa y antiproteolitico (Davis JM, 2002), asi como la baja
concentracion de lactoferrina (Figura 14) y lisozima (Figura 15), las dos
proteinas mas abundantes en el fluido alveolar epitelial con actividad protectora
de la mucosa alveolar en nifios con DBP. La inmadurez de estas glandulas

submucosas contribuye pues al desarrollo de DBP (Revenis ME, 1992).
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Figura 14. Concentracion de lactoferrina en aspirado traqueal procedente de un grupo de
lactantes con enfermedad de membranas hialinas (HMD) y otro grupo de
lactantes con broncodisplasia pulmonar (BDP). *p<0,005 mediante el test U de
Mann-Whitney, con comparaciones posteriores mediante el métodod de
Bonferroni. (Revenis y cols. J. Pediatrics 1992;121:262-270).




Otros factores implicados en la génesis de la DBP son:

A) La infeccion connatal, concretamente la colonizacién materna por
ureaplasma urealyticum y multitud de procesos infecciosos que sufren los
pretérminos, motivan entre otros aspectos un aumento de las células
inflamatorias (fundamentalmente neutréfilos) a nivel alveolar (Pierce MR, 1995),
lo que conllevaria una aumento de radicales libres procedentes del oxigeno.

B) Elevada proporcién de hierro libre (Mak IT, Weglicki WB, 1994).

C) Frecuentes episodios de apnea con isquemia, con elevada
produccion de superdxido y radicales hidroxilo tras la reperfusion (Molina A et
al, 2001)
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Figura 15.- Concentracion de lisozima en aspirado traqueal prodecente de un grupo
de lactantes con enfermedad de membranas hialinas (HMD) y otrs grupo con displasia
broncopulmonar (DBP). *p<0,05 mediante el test U de Mann-Whitney, con
comparaciones posteriores mediante el método de Bonferroni. La concentracion de
lisozima en nifios con BDP leve-moderada fue significativamente superior en
comparacion con el grupo afect de DBP severa (datos no representados aqui) (Revenis y
cols. J. Pediatrics 1992;121:262-270).
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El 6xido nitrico (NO) es un compuesto con actividad antioxidante. Sin
embargo, al reaccionar con radicales libres superéxido genera peroxinitrito,
potente oxidante cuya presencia se ha demostrado tanto en tejido pulmonar de
pacientes fallecidos por insuficencia respiratoria como en ratas ventiladas con
oxigeno al 100% (Molina A et al, 2001). Su unién a Thioles produce nitrothioles,
con lo que se evita el dafio que supone, sin embargo el prematuro es deficiente
en el thiol mas abundante a nivel pulmonar, el glutation. Parece claro, no
obstante, que en ausencia de superoxido el dxido nitrico no presenta actividad
prooxidante (Molina A et al, 2001)

Los radicales libres desnaturalizan enzimas citosodlicas, incluyendo el
inhibidor de la proteasa a1, cuya funcion es la de proteger los pulmones y las
proteinas que conforman el surfactante de las proteinas presentes en los
neutrdéfilos (Orvig, C, 1995). También desnaturalizan proteinas y DNA, e inician
la peroxidacion lipidica, con lo que se produce un dafio en las membranas
celulares y la inactivacion del sufactante. Estas reacciones pueden ser
cuantificadas ya que dejan marcadores que permiten valorar el grado de estrés
oxidativo, entre los que se encuentran los hidroperdxidos, endoperdxidos,
aldehidos productos finales del malonildialdehido, etano y pentano (tras la
oxidacion lipidica), carbonilos proteicos (tras la afectacion de proteinas ) y 8-

hidroxideoxiguanosina (OH8DG) cuando se afecta el DNA.

c) Fenilcetonuria

La fenilcetonuria es un trastorno autosémico recesivo causado por una
deficiencia en el sistema de hidroxilacién de la fenilalanina, caracterizandose
por un bloqueo en la conversion de fenilalanina a tirosina. Los trabajos de
Martinez-Cruz et al. en ratas muestran cémo la fenilcetonuria induce un estado
de estrés oxidativo que de alguna manera se relaciona con el dafio cerebral y
en el resto de o6rganos y aparatos que conlleva este error innato del
metabolismo. Asimismo, dichos autores subrayan la capacidad de la
melatonina y otros antioxidantes de prevenir dicho dafo (Martinez-Cruz F et al,
2002)



d) Hipertension pulmonar persistente neonatal

En la fisiopatologia de este proceso la implicacion de los radicales libres
también ha sido puesta de manifiesto. Asi, en cerdos se ha comprobado que el
sistema hipoxantina-xantinooxidasa provoca vasoconstriccion pulmonar, que es
inhibida tras la administracion de alopurinol, indometacina o catalasa (Wang, Z
et al, 1995).

e) Persistencia del ductus arterioso

En modelos experimentales, concentraciones fisioldgicas de hipoxantina,
en presencia de xantino-oxidasa, provocan la apertura del ductus, con aumento
concomitante de la concentracion de PGE2, en tanto que la indometacina y la
catalasa inhiben tanto la produccion de prostaglandinas como la apertura del
ductus. De todo esto puede deducirse la capacidad dilatadora del ductus por
parte de los radicales libres, posiblemente porque induzcan la produccion de

prostaglandinas en la pared ductal (Clyman RI, 1989)

f) Enterocolitis necrotizante (ECN)

Se trata, como los anteriores, de un proceso de etiologia multifactorial,
en el que la accion de los radicales libres ha sido puesta de manifiesto
(Fitzgibbons SC et al, 2009). Existen dos fuentes de radicales libres en el
intestino isquémico: la xantino-oxidasa y los fagocitos, activados en parte por la
actividad de los radicales libres, con el consiguiente dafio al colageno y la
membrana mucosa basal, lo que conlleva un aumento de la permeabilidad
capilar, edema, degeneracioén y dano celular y finalmente necrosis. En intestino
delgado la concentracion de xantino-oxidasa es muy elevada. La ECN
acontece cuando los factores precipitantes (hipoxia, hiptermia, infeccion...) se
han resuelto, o lo que es lo mismo, cuando se produce la reperfusién de los
tejidos isquémicos, con la consiguiente hiperproduccion de radicales libres a

partir del anién superdoxido (Raboei EH, 2009). En animales adultos los
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metabolitos reactivos del oxigeno intermedian en la permeabilidad
microvascular y de la mucosa intestinal que ocurre tras la reperfusién del

intestino isquémico (Zani A et al, 2008).

También se ha relacionado la peroxidacion lipidica en la patogenia de la
NEC, ya que en modelos experimentales de ECN los niveles de
malonildialdehido en homogeneizdo de tejido intestinal son muy superiores a
los presentes en el grupo control. En este modelo, la vitamina E ejerce un
efecto protector (Henry MC, Moss LR, 2008; Carter BM, Holditch-Davis D,
2008)

d) Encefalopatia hipéxico-isquémica

Los periodos de hipoxia neonatal, aun siendo breves en cuanto a
su duracion o moderados en su intensidad, se relacionan con importantes
alteraciones en la perfusion cerebral, lo que puede dar lugar a lesiones
celulares, motivadas entre otros aspectos por la acumulacion de radicales
libres. En cultivos de neuronas de ratas recién nacidas se detecté un aumento
de radicales libres dependientes del 6xido nitrico en el grupo sometido a
hipoxia; asi mismo, el nivel de radicales libres descendia de manera
estadisticamente significativa en los cultivos pretratados con SOD (Singh SK et
al, 1999). De otro lado, en cerdos neonatos expuestos a hipoxia se pone de
manifiesto una alteracién tras repercusion postisquemia en la reactividad
microvascular, debida a los aniones superéxido y sus metabolitos (Gulcan H et
al, 2005). Sin embargo, a nivel cerebral no parecen influir en la alteracion de la
vasodilatacién (Zhou BY et al, 2008).

La acidosis secundaria al proceso isquémico produce liberacion de
hierro por parte de la transferrina, lo que facilita la sintesis de radicales libres
que a su vez liberan mas hierro procedente de la ferritina (Sharda B, 2006). El
descenso de actividad tanto en la SOD como de catalasa a nivel hematico ha
sido puesto de manifiesto tanto en neonatos con hipoxia aguda como crénica
(Buchmann EJ, Velaphi SC, 2009).



3.- PAPEL DE LA LECHE MATERNA EN LA DEFENSA
ANTIOXIDANTE DEL RECIEN NACIDO

El estrés oxidativo tiende a ocurrir en el periodo neonatal debido a que
mientras menos es la edad gestacional, menor es la capacidad antioxidante
(CA) y una menor CA tiende a incrementar los radicales libres (RL) y las

especies reactivas de oxigeno (ERO) (Robles R. Palomino N, Robles A, 2001)

El dafo celular debido al estrés oxidativo durante el periodo neonatal ha
sido asociado con algunas enfermedades (Saugstad OD, 1996). Por citar algun

ejemplo, se ha asociado con:

- Enterocolitis necrotizante, si la zona danada esta en el tracto digestivo
(Zhou Y et al, 2005)

- Enfermedad pulmonar crénica, si dicha zona esta en los pulmones
(Schock BC et al, 2001)

- Retinopatia del prematuro (ROP), si lo esta en los ojos (Papp A, 1999)
- Leucomalacia periventricular (LPV) si esta en el cerebro (Inder TE,
Volpe JJ, 2000)

- Hemorragia intraventricular (HIV) también si esta en el cerebro (Volpe
JJ, 1997)

Saber como evitar el estrés oxidativo es un importante factor para
mejorar el diagndstico o la prognosis. En términos generales, hay dos caminos
para prevenir el estrés oxidativo. Uno seria evitar los factores que
desencadenan la producciéon de radicales libres (RL) y especies reactivas de
oxigeno (ERO). El otro seria reforzar o fortalecer la capacidad antioxidante que
proteje nuestro organismo del dafio celular, atenuando los RL y las EROs

cuando éstas incrementan.

Un estudio acerca de los factores que previenen la produccion de RL y
EROs consiguiéo demostrar que usando un 21% de oxigeno en lugar del 100%

durante la reanimacién podria mantenerse el estrés oxidativo a unos niveles
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muy bajos, ya que este causaria un aumento de ambos (RL y EROs) (Vento M
et al, 2003)

Ademas, varios estudios sobre el fortalecimiento de la capacidad
antioxidante han investigado la administracién oral de antioxidantes (vitaminas
A, E y D), pero dichos estudios no han alcanzado un consenso en cuanto a
conclusiones (Delvin EE et al, 2005; Raju TN et al, 1997; Darlow BA et al, 2005;
Johnson L et al, 1982)

La leche materna es un alimento que incluye antioxidantes. Aunque es
una conclusién basada en estudios de corta duracidn, se sabe que le leche
humana tiene mayor capacidad antioxidante que las formulas infantiles (Hanna
N et al, 2004; Turoli D. et al, 2004). La lactancia materna ha demostrado ser
clinicamente importante en comparacion con dichas formulas. Por ejemplo,
comparando las cohortes de ambas leches, se obtiene que la materna muestra
una reduccion de 1/10 en el riesgo de ECN (Lucas A, Cole T, 1990), mejor
desarrollo neurolégico (Vohr BR et al, 2006) y una disminucion del desarrollo

de retinopatia del prematuro (Hylander MA, 2001).

No obstante, y como ya se ha dicho, hasta el momento no hay
resultados concluyentes en estudios a largo plazo de la capacidad antioxidante

total en leche materna.
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I11.- MATERIAL Y METODOS

1.- PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS

Los reactivos y solventes utilizados en las determinaciones analiticas
fueron suministrados por los laboratorios MERCK (Darmdstat, Alemania),
FLUKA (St. Louis, MO, USA), SIGMA (St. Louis, MO, USA), PANREAC
(Barcelona, Espana) y BOEHRINGER (Manhein, Alemania). Los solventes de

calidad HPLC procedieron de los laboratorios Merck.

Los patrones para la determinacion del perfil lipidico fueron
suministrados por Sigma y Fluka. Los homoélogos de CoQg y CoQ1 fueron
suministrados por PHARMITALIA (Milan, ltalia).

2.- APARATOS DE USO GENERAL

Aunque algunos de los equipos seran descritos junto con la descripcion
de la técnica, dado su mayor complejidad. A continuacion se describen los
aparatos mas comunes y de uso generalizado en muchas de las técnicas

realizadas.

Agitador de microplacas Shaker PSU2T Plus. BOECO (Alemania).

e Agitador magnético con calefactor AGIMATIC-E. JP-SELECTA, S.A

(Barcelona, Espaia).

e Balanza digital GRAM PRECISION (Gram Precision, SL. Barcelona,

Espafia).

e Balanza electronica de precision SARTORIUS BP110S (Sartorius AG,

Gottingen, Alemania).
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Bafio seco digital (LABNET INTERNATIONAL, Inc. Woodbridge, NJ,
EEUU).

Bafo termostatizado de metacrilato P-SELECTA (JP-Selecta, SA.

Barcelona, Espana).

Centrifuga refrigerada de mesa BECKMAN mod GS-6R (Beckman
Coulter, Inc. Fullerton, CA, EEUU).

Congelador de -20°C LIEBHER (LIEBHER, Biberach, Alemania).

Congelador de -80°C REVCO (REVCO, Asheville, NC, EEUU).

Estufa MEMMERT (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Alemania

Lector de microplacas SYNERGY HT, Multi-Dection Microplate Reader,
BIO-TEK (BioTek Instruments, Inc. Highland Park, Vermont, EEUU).

Maquina productora de hielo SCOTSMAN AF-10 (Scotsman Ice
Systems, Vernon Hills, IL, EEUU).

Microcentrifuga para eppendorfs HETTICH EBA12 ZENTRIFUGEN
(HettichLab GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Alemania).

Micropipetas  electronicas EPPENDORF RESEARCH® PRO.
EPPENDORF AG (Hamburgo, Alemania).

pH-metro GLP 21, CRISON (Barcelona, Espafia).

Pipetas automaticas NICHIPET EX (Nichiryo, Tokio, Japon).

Vortex VWR (VWR International Eurolab S.L. Barcelona, Espafia).
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3.- SOFTWARE ESPECIFICOS.

e Gene Five para lector de microplacas SYNERGY HT, BIO-TEK (BioTek
Instruments, Inc. Highland Park, Vermont, EEUU).

e SPSS 15.0 para Windows.

e System Gold® HPLC (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, EEUU).

e Software del cromatografo

4.- GRUPOS EXPERIMENTALES

Para llevar a cabo el estudio se han seleccionado un total de 36 madres
lactantes sanas en la maternidad del hospital universitario “Virgen de las
Nieves” de Granada, de las que 30 completaron el estudio en el periodo

comprendido entre 2003 y 2004, y se agruparon segun el tipo de parto en:

Grupo Termino: 15 madres lactantes sanas que presentaron un parto

eutdcico a término.

Grupo Pretérmino: 15 madres lactantes sanas que presentaron un parto

eutdcico prematuro.

Las caracteristicas de las madres se muestran en la siguiente tabla,
observandose que salvo para la variable correspondiente a las semanas de
gestacion, no mostraron diferencias significativas ni en el indice de masa
corporal (IMC), edad o paridad.
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Tabla 23.- Caracteristicas de las madres objeto de estudio

Grupo pretérmino Grupo a término
(n=15) (n=15)
Tiempo de entrega (wk) 32+1 39+ 1*
IMC (kg/m?) 26.1+0.4 25.7+05
Edad (afios) 30.1+6.3 29.8+4.9
Paridad 18+1 19+0.7

Los resultados se muestran como la media £ desviacion estandar. * Grupo pretermino vs.
Grupo a termino (P < 0.05).

Como factores incluyentes se utilizaron en este estudio los siguientes:

= Embarazos sin patologia detectable.

= Feto Unico y en presentacion cefalica.

= Partos vaginales de terminacién espontanea.

= Neonatos de peso adecuado para su edad gestacional.

= Recién nacidos vigorosos al primer y quinto minuto de vida.

Como factores de exclusion se utilizaron:

» Madres fumadoras.

» Madres que consumieron durante la gestacion o después
suplementos o cremas con vitaminas antioxidantes o coenzima Q.

» Todos los que no cumplan los criterios de inclusion antes

resefnados.
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5.- DISENO EXPERIMENTAL

A todas las madres se les dio una completa explicacion del objetivo de
este proyecto, para que pudieran firmar con pleno conocimiento el

consentimiento escrito de participacion.

Los lactantes fueron alimentados exclusivamente al pecho durante todo
el estudio, y se establecieron contactos regulares con todas las madres durante
el mismo periodo, prestandose ayuda en todo momento en la toma de

muestras.

En cada uno de los grupos formados se realizaron tres tomas de leche
materna a lo largo de la diversas etapas de la lactacién: calostro (dia 3 tras el
parto), transicién (dia 6) y madura (dia 30), tal y como se muestra en la figura

del disefio experimental adjunto.

Calostro Transicion Madura

LECHE A
TERMINO

LECHE
PREMATURA

W il i

Dia 1 Dia 6 Dia 30

Figura 16.- Disefio experimental.

Por lo tanto en cada grupo se tomaron 45 muestras de leche: 15 muestras de

calostro, 15 muestras de leche de transicién y 15 muestras de leche madura.
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6.- DATOS DIETETICOS DE LAS MADRES

La composicion de la leche materna se ve influencia por la alimentacion
de la madre, por lo que hemos creido conveniente estudiar la ingesta
alimentaria de las madres para asegurar que las posibles diferencias entre
leches de madre a término y leches de madre prematura sean debidas a la
finalizacion normal o prematura de la gestacién y no a otras variables. La
ingesta dietética de las madres fue tomada en 4 dias consecutivos (incluyendo
un dia de fin de semana) usando un recordatorio de ingesta alimentaria de 4
dias rellenado en una consulta de pediatria, junto a la madre objeto del

cuestionario. Estos cuestionarios se hicieron al principio y al final del estudio.

Al no haberse encontrado diferencias entre los periodos de inicio y final
del estudio, se ha decidido mostrar unicamente los datos obtenidos en la

encuesta de los primeros 4 dias.

Los datos de ingesta energética, proteinas, grasa (separando saturada,
monoinsaturada y poliinsaturada), colesterol, fibra y vitaminas A, C y E, han
sido analizados con el programa Nutrlber (Mataix et al, 2005) desarrollado en
el instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de
Granada, usando las tablas de composicion de alimentos espafioles (Mataix et

al, 2004), que se incluyen a modo de aplicacion en el mismo.

La ingesta de coenzima Q fue calculada usando algunas publicaciones
previas del contenido de coenzima Q en alimentos (Kamei M et al, 1985; Mattila
P, Kumpulainen J, 2001)
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7.- TOMA DE MUESTRAS

A todas las madres se les dieron instrucciones por escrito de como
recoger las muestras, por la mafiana y cada dia a la misma hora. Estas
instrucciones incluian la necesidad de realizar la extraccion o recogida de la
leche antes de la toma del desayuno, para evitar alteraciones debidas a la toma
inmediata de dicha comida. Para ello usaron un sacaleches Medela Lactina
Select eléctrico (Medela, USA) y el mismo se usé para la extraccion de las tres

muestras.

A continuacion, tras la extraccion de toda la toma, mezclaron con
cuidado y suavidad y traspasaron 10 ml en un tubo de plastico. Dicha muestra
fue rapidamente alicuotada en tubos eppendorf de 1 ml y congelada a -80°C
hasta su posterior analisis. Todas las muestras, ademas, estuvieron en todo

momento preservadas y protegidas de la luz.

8.- DETERMINACIONES REALIZADAS

8.1.- Capacidad antioxidativa total

La capacidad antioxidante total es una medida de todos los
antioxidantes presentes en un liquido biologico (en este caso la leche), tales
como vitaminas, sistemas antioxidantes de radicales enzimaticos, antioxidantes
desconocidos y las interacciones antioxidantes. Se trata de un marcador
sensible que permite detectar pequenas diferencias mucho mejor que las
mediciones de los antioxidantes por separado. La capacidad antioxidante se
determind por el método espectroscopico TEAC mejorado (Trolox equivalent
antioxidant capacity). El método TEAC mejorado es un ensayo de decoloracién
que incluye todos los tipos de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos y constituye

una herramienta adecuada para evaluar el nivel oxidativo e identificar los
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diferentes factores que lo afectan, como el habito de fumar de la madre y la

dieta.

Por este método se calcula el porcentaje de inhibicién del cation radical
2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS™) (Re R et al,
1999) mediante el Trolox, un analogo soluble en agua del alfa-tocoferol (que es
el antioxidante estandar) y un sistema de inyeccion de muestras (IF) tal como
indican Bompadre et al (Bompadre et al, 2004).

El método esta basado en la habilidad de las moléculas antioxidantes
para apagar el ABTS™ de larga vida, un cromoforo azul-verdoso con
caracteristicas de absorcion a 734 nm, en comparacién al Trolox. La adicion de
antioxidantes al citado radical catién lo reduce a ABTS’ produciendo una

decoloracion.

El sistema de inyeccidn de muestras consiste en un Beckman System
Golden 126 programable con modulo de disolvente con bomba, una valvula de
inyeccion rheodyne equipada con un bucle de 5 ul, una bobina de reccion (0.8
mm i.d. x 1.58 mm o.d. x 120 cm) (Supelco) y un modulo de deteccion
Beckman Sistem Gold 166 programable. El “flow” de la solucién ABTS™ fue de
1.2 Ml/min a temperature ambiente. En pocas palabras, las soluciones
standards Trolox (0.5 — 5 mM) se prepararon en etanol, y la solucion ABTS™
con una solucion almacenada obtenida porla reaccion de una solucion acuosa
de ABTS con persulfato potasico 2.45 mM. La inyeccién directa de los
standards y de las muestras de leche humana produjo un pico de decoloracién
teniendo un area proporcional a la pérdida de absorbancia de la solucion de

trabajo ABTS™ .

La cuantificacion de la capacidad antioxidante total de la leche maternal
se realiz6 por comparacion del area del pico de descolonizacion con la curva
dosis-respuesta obtenida con los standards Trolox. Los resultados se expresan
como valores de equivalentes con capacidad antioxidante y el TEAC se define

como mmol de Trolox por litro de leche humana.
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8.2.- Cuantificacién de retinol, tocoferoles y coenzimas Q4 y Q9 mediante
HPLC.

La determinacion de estos antioxidantes en la leche materna fue llevada
a cabo mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplada a un
detector electroquimico coulométrico (HPLC-EQ) siguiendo el método de
Battino y colaboradores (Battino y col.,, 2004). El sistema HPLC estaba
compuesto por una bomba Beckman System Gold 125 (Beckman Instruments.
Fullerton, CA, EEUU), un sistema automatico de inyeccion de muestras Water
717 plus (Milford, MA, EEUU), una columna de acero inoxidable de 15cm de
longitud y 4.6mm de diametro interno relleno de una fase estacionaria ODS
Supercosil de 3um, un detector electroquimico ESA Coulochem Il (ESA
Biosciences, Inc. Chelmsford, MA, EEUU), una célula guarda modelo 5020 y
una célula analitica modelo 5011 (ESA Biosciences, Inc. Chelmsford, MA,
EEUU). La determinacion se realiz6 manteniendo la columna a una
temperatura constante de 22°C mediante el uso de un horno Peltier JetStream
Plus (Thermotechnic Products GMBH .Langenzersdorf, Austria). Los
cromatogramas fueron integrados usando el sistema System Gold Beckman
(Beckman Instruments. Fullerton, CA, EEUU). La fase movil consistia en una
disolucion de perclorato de litio 20mM, acido perclérico 10mM, etanol al 20%,
metanol al 80%, cuyo flujo era de 1ml/min; el electrodo 1 fue ajustado a -0.5V,
mientras que el electrodo 2 lo estaba a +0.35V. De forma paralela, en la misma
inyeccion y separacion cromatografica que para el coenzima Q, se analizaron
retinol y tocoferoles (a, y y 8) usando el mismo sistema de HPLC acoplado a un
sistema de deteccion de diodo array Beckman Diode array 168 (Beckman
Coulter Inc, Fullerton, CA, EEUU). El retinol se detecté a 325nm vy el tocoferol a
292nm. La extraccion se realizé a partir de 100ul de leche materna diluido en
300ul de 1-propanol. Tras la agitacion vigorosa con vortex durante 60
segundos, se procedio a la centrifugacion a 17870xg durante 5 minutos. Para la
determinacién cromatografica se inyectaron 30ul de sobrenadante. El coenzima
Q, retinol y los tocoferoles fueron identificados determinando los tiempos de

retencion de los estandares individuales y realizando una curva patrén.
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Figura 17.- Curva patrén de a-tocoferol, CoQg y CoQ, en HPLC
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8.3.- Determinacion de acido urico y acido ascoérbico mediante HPLC.

El acido ascérbico y el acido urico fueron analizados por HPLC-EC con
sistemas y columnas similares a los descritos en el apartado 8.2. La fase movil
se hizo de 10nM de H3PO4 pH 3 a 1 ml/min; el electrodo 1 fue puesto a -0,15
V, el electrodo 2 fue puesto a +0,35 V. Se mezclaron 10 microlitros de leche
humana con 1 ml. de un reagente? de extracciéon (5% HPO3; plus 10mM EDTA)
agitado y centrifugado como se indicé anteriormente y se inyectaron 10 ul de
fase hidrosoluble en el HPLC. El &acido urico y el acido ascoérbico se
identificaron por por la determinacion de los tiempos de retencion en los

standards individuales.
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8.4.- Determinacién del perfil lipidico en leche materna

La técnica de Lepage y Roy (1986) fue utilizada para la determinacion
del perfil lipidico de las membranas mitocondriales que permite que se haga a

la vez la metilacion y la transesterificacion de las muestras.

Se anaden 2ml de una mezcla de metanol:benceno (4:1) y 200 pl de
cloruro de acetilo en 100 ul de muestra. Se procede a una agitacion y se lleva
al bafio Maria a 100 °C durante una hora. Los tubos deben estar tapados para
evitar la volatilizacién de su contenido. Se retiran los tubos y se espera su

enfriamiento hasta que alcanzan la temperatura ambiente.

Se adicionan 2ml de solucién de carbonato de potasio al 5% que actua
como un inhibidor, neutralizando la reaccion, impidiendo que la reaccién se
siga procesando. En seguida se separan las fases mediante a centrifugacion a
1756 x g (2500 rpm) durante 15 minutos. La fraccidn bencénica superior,

conteniendo los lipidos, es extraida utilizandose una pipeta pasteur.

Se procede una evaporacién por corriente de nitrogeno, de forma que la
parte lipidica se queda atrapada en el fondo del tubo. Se resuspende en 50 pl
hexano y se inyecta 1 microlitro en el cromatégrafo de gases equipado con
detector de ionizacion de llama. Se utiliz6 un cromatografo de gases modelo
HP-5890 Series || (HEWLETT PACKARD, Palo alto, California; USA), equipado
con detector de ionizacion de llama, columna capilar fused silica SP-2330 de 60
m de longitud, 0,32 mm de diametro 0,2um de espesor, inyector automatico
Hewlett Packard 7673 A y un integrador hewlett Packard 3393A.

La duracion del proceso es de 40 minutos y se observa la siguiente
curva de temperatura:

e 5 minutos a 160 °C;

e Incremento de temperatura de 6 °C/minuto hasta llegar a los 195 °C;

e 4 °C/minuto hasta los 220 °C;
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e 2 °C/minuto hasta los 230 °C;
¢ 12 minutos en temperatura constante de 230 °C;

e Y reduccion en la escala de14 °C/minuto hasta los 160 °C;

Para la separacion se utilizé una columna SP™ 2330 F.S (SUPELCO
INC. BELLEFONTE, Palo Alto, California, EUA) de 60 metros de longitud 32
mm de i.d., y un grosor de 20mm. Se realiz6 una determinacion cualitativa de
lipidos de membrana y se expresaron los resultados como porcentaje en total

de acidos grasos detectados en el cromatograma.

El perfil de &cidos grasos de la leche humana se determind por
cromatografia gas-liquida como se describe en Lepage and Roy (247) en un
cromatografo Hewlett Packard HP 5890 Series Il (Hewlett Packard, Palo Alto,
CA, USA) usando una columna capilar de 60 mm de longitud, 32 mm id y 20
mm de grosor impregnada con Sp'™ 2330 FS (Supelco Inc. Bellefonte, Palo
Alto, CA, USA). Se pesaron 200 ml de leche humana de forma precisa en tubos
de cristal y se disolvieron en 2 ml de metanol/benceno (4:1, v/v); se afiadieron
100 pl del acido graso 13:0 (0.4mg/dl) y 9uM de BHT a las muestras como
standard interno y antioxidante, respectivamente. Para llevar a cabo la

determinacién cuantitativa de los diferentes acidos grasos se aplico la siguiente

férmula:
C= ((Ax'RFx)/(Ais*RFis))Cis ;
C = Concentracién de un acido graso concreto
A, = Area obtenida en el cromatégrafo para acido graso
concreto

RFx = Factor respuesta
Ais = Area para el standard interno de la muestra
RFis = Factor respuesta

Cis = Concentracion del standard interno
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8.5.- Determinacion de colesterol

El colesterol se ha determinado mediante la utilizacién de un kit
comercial SPINREACT (SPINREACT, S.A., Girona, Espaina), adaptado para la
aplicacion de un lector de microplacas SYNERGY HT, Multi-Dection Microplate
Reader, (BIO-TEK® Instruments Inc. Vermont, EEUU). Tanto las muestras,
como los patrones y blancos, se prepararon por duplicado. Al tratarse de
muestras de leche y segun indicaciones d ela casa comercial se ha procedido
previamente a la extraccion de colesterol de las muestras mediante
saponificacion con una solucién metabdlica de 0.5 M de KOH, tal y como indica
Fletorius et al, (1998).

Se adiciono la muestra al pocillo, al igual que el patréon primario acuoso
de colesterol (200mg/dl), se anadieron 100ul de reactivo (Colesterol esterasa
300 U/L, Colesterol oxidasa 300 U/L, Peroxidasa 1250 U/L, 4-Aminofenazona
0.4 mM, Fenol 26 mM y PIPES 90 mM pH 6.9) tanto a muestras como patrén y
blanco (reactivo), la mezcla se agitdé incub6é a 37°C durante 5 minutos; acto
seguido, se leyo la absorbancia del patrén y la muestra frente al blanco a
505nm. La intensidad del color que se forma es proporcional a la concentracién

de colesterol que tenemos en la muestra a evaluar.

8.6.- Determinacion de minerales

La concentracion de calcio, hierro, cobre, magnesio y zinc en la leche
materna se ha llevado a cabo mediante espectrofotometria de absorcién
atdbmica. Para esta determinaciones sa ha usado un Espectrofotometro de
Absorcion Atomica Perkin-Elmer (U.S.A.) Modelo Aanalist30. Tanto el Ca como
el Mg requieren del empleo de cloruro de lantano al 1% como inhibidor de
interferencias. Para la determinacién de los diferentes elementos se emplearon

lamparas especificas de catodo hueco.

La determinaciéon de fosforo se realizd mediante espectrofotometria

(espectrofotéometro UV/V Modelo Uvikon-XS). Para determinacion de fosfatos
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se utiliza el método de Fiske-Subbarow que emplea el molibdato amdnico como

reactivo colorimétrico.

Para las determinaciones mediante absorcion atémica se procedio a la
mineralizacidn por via humeda, adicionandole a la muestra 2mL de acido nitrico
(65%) y 2 mL de acido perclorico (60%) (Merck, Germany). Una vez frias las
disoluciones se les afiade 1 mL de clorhidrico 5N y se diluye la disolucion
enrasando hasta 10 mL con agua bidestilada. Todas las determinaciones se
realizaron previo control de calidad a partir de curva patron especifica para
cada mineral asi como con analiticas repetidas (4 veces) del Material de
Referencia para cada uno de ellos (>95%). Los patrones empleados son todos

provenientes de la casa Perkin Elmer (USA).

Todo el material empleado para las determinaciones se mantuvo 24h en
NO3H al 2% (v/v) y enjuagados con agua bidestilada para evitar

contaminacion.

El Material de Referencia empleado para el control de calidad es BCR
063R Milk Powder (Community Bureau of Reference, Bruselas, Bélgica). Las
concentraciones certificadas y obtenidas de los diferentes elementos
analizados en el material de referencia de polvo de leche BCR 063R* son

mostradas en la tabla siguiente.

Tabla 23.- Concentraciones certificadas y obtenidas de los diferentes elementos

analizados en el material de referencia de polvo de leche BCR 063R*

ELEMENTO CONCENTRACION CONCENTRACION
ENCONTRADA CERTIFICADA
Ca 15.20 mg/g + 0.06 13.49mg/g + 0.10
Fe 8.354 mg/g + 0.08 8.220 mg/g + 0.09
Mg 1.231 mg/g + 0.032 1.236mg/g + 0.024
Na 45.56 mg/g + 0.30 55.32 mg/g £ 0.24
K 53.34 mg/g + 0.40 48.40 mg/g + 0.50
Se 35.00 pg/g £ 0.60 38.00 pg/g £ 0.55
Cu 1.270 mg/g + 0.05 1.290 mg/g + 0.05
Zn 1.210 mg/g + 0.07 1.100 mg/g + 0.06
P 18.25mg/g £ 0.12 18.50 mg/g £ 0.10

* Los resultados son los referidos a las Medias y las Desviaciones Estandar de 10 replicas

independientes del patrén de referencia
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9.- TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se muestran como la media * error estandar de

la media y con un nigual a 15.

Para cada grupo, las medias entre tomas de muestras se compararon
usando contrastes ajustados por medidas repetidas ANOVA y correccion de

Bonferroni.

Las medias entre grupos para cada tipo de leche fueron comparadas

usando el test de la t de Student.

La significacion estadistica se establecié a P<0,05, y los datos fueron
analizados con SPSS version 15 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

De las 36 madres que comenzaron el estudio lo completaron un 85% (30
madres). El seguimiento de la dieta tal como se indica al principio de un estudio
de este tipo se denomina adherencia (Sofi F et al, 2003), y se define como la
coincidencia entre la conducta del paciente y la orden del médico o especialista
conductor del estudio (del Corral P et al, 2009).

La adherencia a los regimenes de tratamiento ha sido estudiada
ampliamente, sobre todo en lo que tienen que ver con el comportamiento de las
personas (Benfari RC et al, 1981; Homedes N, Ugalde A, 1994) y el grado de

incumplimento suele oscilar en este tipo de estudios entre el 10 y el 25%.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el

indice de masa corporal, edad o paridad entre los dos grupos de mujeres que

lo completaron, como indica la Tabla 24.

TABLA 24.- Caracteristicas fundamentales de las madres lactantes'

Grupo pretérmino Grupo a término
(n=15) (n=15)
Tiempo de entrega (wk) 32+1 39+ 1*
IMC (kg/m?) 26.1+0.4 25.7+0.5
Edad (afios) 30.1+6.3 29.8+ 4.9
Paridad 18+1 19+0.7

! Media + Desviacion estandar.

* Grupo pretermino vs. Grupo a termino (P < 0.05).
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La ingesta de nutrientes se calcul6 como la media para los 4 dias

encuestados (Tabla 25)

TABLA 25.- Ingesta diaria estimada en las madres lactantes®

Grupo pretermino Grupo a término
(n=15) (n=15)
Energia (kJ) 11344 + 1228 10224 + 1232
Energia (kcal) 2714 + 294 2446 + 334
Carbohidratos (g) 395.7 £ 56.5 285.2 £ 80.4
Proteinas (g) 1146 +£13.1 103.4+154
Grasa (g) 113.9+18.1 103.8 +22.2
Saturada () 275+6.9 25.1+5.6
Monoinsaturada (g) 529+8.8 48.2 £10.2
Poliinsaturada (g) 152+21 13.9+25
Colesterol (mg) 422.6 +124.2 399.9 +138.1
Fibra (g) 19.3+6.2 19.9+5.4
Vitamina A (ER) 1012.1 +£415.7 996.6 + 395.5
Vitamina C (mg) 154.9 + 81.4 148.3+91.9
Vitamina E (mg) 6.1+24 6.1+0.9
Coenzima Q (mg) 3211 2711

! Media + Desviacion estandar.

ER: Equivalentes de retinol.



—========= ================== Resultados y Discusion 149

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
ingesta de energia, carbohidratos, proteina, grasa (incluyendo los distintos

tipos de acidos grasos y el colesterol), fibra, vitaminas A, C o E y conzima Q.

Como se puede observar en la tabla 25, las ingestas totales de energia
fueron de 2714 + 294 Kcal para el grupo pretérmino, y de 2446 + 334 kcal para
el grupo a término, lo que se asemeja bastante a las recomendaciones
energéticas para madres lactantes, que rondan las 2700-2800 kcal (Mataix J,
Lopez-Frias M, 2009).

Las cantidades recomendadas para la mujer lactante comparativamente

a no lactante, espafiolas y estadounidenses, se indican en la Tabla 26.

Tabla 26.- Ingestas recomendadas de energia y nutrientes para Espaina y EEUU.

Vitaminas liposolubles Vitaminas hidrosolubles Minerales
Fnepia Proteina A D E K C B, B, Niacina B; Folato Bi: Calcio Fosforo Magnesio Hierro Cinc Iodo Selenio

(ecal) ® B g m (g (my g my mghy o (@ (@ oy @ oy ) Y D D
refinol  exioooferol)

Mujernolaccante 2300 41 800 5 12 - 6 08 14 15 16 00 2 80 - W 18 15 10 -
Mujer lactanie (¥) 500 4% 50 5 5 - 425 402 43 415 £00 406 S0 - 40 18 40 45 -
Mujernolactante 2200 5 70 5 15 9@ 75 11 L1 14 13 400 24 1000 70 30 18 8 150 5
Mujer lactante (*)

lersemestre 400 45 4600 5+ 00 5 03405 43 07 4100 04 100 O 3 9 4 440 45
Poemesire 0 B 4600 5 4 0 45 03405 3 07 400 404 1000 O I 9 M 440 45

*Las cantidades indicadas son supl tarias respecio de la muger no laclante

Fuente: Mataix J, Lopez-Frias M. Lactacién. En: Mataix J (Ed) Nutricién y Alimentacion Humana. Ed Ergén, 2009

Las ingestas recomendadas para esta situacion fisiolégica se ven

aumentadas asi en 500 kcal respecto a las normales para sexo y edad.

La razén de esta energia adicional que requiere la madre lactante viene
condicionada, sobre todo, por el coste energético de la lactacion, la cual
depende de la produccion lactea media de 750 mL/dia durante el primer

semestre y 600 mL/dia durante el segundo (Mataix J, Lopez-Frias M, 2009).

Se observa por tanto, que las madres objeto de estudio cumplian dichas

recomendaciones.
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1.- Niveles de CoQ1o en leche materna

La Figura 18 muestra el contenido en CoQ1o de leche materna durante
las tres etapas de lactacion estudiadas (calostro, transicion y madura), tanto en

madres tras parto a término como pretérmino.
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Figura 18.- Niveles de Coenzima Q4o en leche materna a término y pretérmino en diferentes
etapas de lactacion (calostro, transicion, y leche madura) media + error estandar de la media

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactacion (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactacion de cada grupo:

a: Leche de transicién vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro;

c: Leche madura vs. Leche de transicion.

Los resultados muestran que las leches de madres a término presentan
un mayor contenido en CoQ+o en las dos primeras etapas de la lactacion,
calostro (media * error estandar de la media de 697,1 + 53,3 vs. 427,9 + 42,9
pg/l) y transicién (media + error estandar de la media de 648,5 + 50,4 vs. 420,5
+ 50,0 ug/l) en el grupo a término respecto al grupo pretérmino, disminuyendo
este valor en la leche madura (media * error estandar de la media de 468,3 +
50,2 vs. 408,0 £ 42,5 ug/l).
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Por el contrario, las leches de madres pretérmino no muestran
variaciones estadisticamente significativas en el contenido de CoQ1o a lo largo
de la lactacion, presentando en las tres etapas estudiadas valores similares a
los encontrados en la leche a término madura, y por lo tanto inferiores (casi un

40%) a los encontrados en el calostro y leche de transicion a término.

Estos resultados son de gran interés ya que muestran que durante las
dos primeras etapas de la lactacién, las cuales coinciden con los momentos de
mayor estrés oxidativo para el recién nacido (Ochoa JJ et al, 2007), las leches
procedentes de madres con partos a término presentan un mayor contenido en
CoQ1p (Ochoa JJ et al, 2005) Por lo tanto, esta leche cederia a los recién
nacidos una mayor cantidad de este importante antioxidante liposoluble en los
momentos en los que estos mas lo necesitan. Por el contrario, y a pesar de
presentar una mayor agresiéon oxidativa durante el parto y los primeros dias de
vida, los recién nacidos pretérmino obtendrian por parte de la leche materna un
menor aporte de CoQ+o y por lo tanto, una menor ayuda para su sistema de

defensa antioxidante, al menos en cuanto a este antioxidante concreto.

Se ha descrito que el coenzima Q aumenta de manera importante desde
el nacimiento a lo largo de los primeros 20 afios de vida en humanos, para
después descender de manera variable, de modo que en algunos tejidos, a los
80 anos de edad, los niveles que se presentan son similares a los observados
al nacimiento (Quiles JL et al, 1999). Otros estudios han investigado la
variacion asociada a la edad en las concentraciones plasmaticas de CoQ1o y el
estado redox en nifios sanos (Ramirez-Tortosa MC, 2008; Vennemann MM et
al, 2009; Miles et al, 2004) y han hallado que el CoQ y el ubiquinol no variaron
entre nifos y adultos de hasta 80 afos de edad, por tanto los niveles

observados aqui condicionarian los del nifio, que son los que tendrian a los 80.

Por otra parte, estos resultados son los primeros en mostrar la presencia
de CoQ1p en leche materna, lo cual es de gran importancia a la hora de
elaborar férmulas infantiles, ya que como hemos comentado, estas deben de

asemejarse lo mas perfectamente posible a la leche a la que sustituyen.
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2.- Niveles de tocoferoles en leche materna

Se han estudiado los isomeros a, y y © - tocoferol (Figura 19).

Los isébmeros a-tocoferol y y-tocoferol, los de mayor actividad biolégica y
antioxidante (Ochoa JJ et al, 2007), muestran un similar comportamiento, tanto
en leches a término como pretérmino, en lo que respecta a su evolucion con la
madurez de la leche, presentando un mayor valor en el calostro y un menor
valor en la leche madura. Sin embargo, existen diferencias entre estas leches,
siendo las leches a término las que mayor cantidad de estas isoformas de la

vitamina E presentan en las tres etapas de la lactacién estudiadas.

En lo que respecta al isdmero &-tocoferol, no se observa una diferencia
estadisticamente significativa, ni entre gurpos ni entre las distintas etapas de
maduracién de la leche, aunque parece tener una tendencia similar a la

mostrada por los otros dos isbmeros

Estos datos, junto al contenido en coenzima Q1ip, muestran que las
leches procedentes de madres a término suministran a los recién nacidos un
mayor contenido en antioxidantes liposolubles que las leches procedentes de
madres pretérmino, sobre todo en las dos primeras etapas de la lactacion, las
cuales como hemos comentado coinciden con los momentos de mayor

agresion oxidativa (Ochoa JJ et al, 2003).

Un dato caracteristico en este sentido, es que este comportamiento de
los antioxidantes liposolubles parece opuesto al mostrado por la grasa en la
leche materna, ya que como veremos en la parte final, esta muestra una mayor
presencia en la leche madura y un menor contenido en el calostro. Este hecho
refuerza la importancia de la presencia de antioxidantes como el a-tocoferol en
la leche materna en los primeros dias de vida del recién nacido, es decir,
cuando existe mas estrés, ya que al ser sustancias liposolubles lo I6gico es que

mostraran un comportamiento similar al de la grasa.
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Figura 19.- Niveles de q, y y d-tocoferol en leche materna a término y pretérmino en diferentes
etapas de la lactacion (calostro, transicion, y leche madura).

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactaciéon (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactacion de cada grupo:

a: Leche de transicién vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro;

c: Leche madura vs. Leche de transicion.
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Debido a que el recién nacido, y particularmente el prematuro, es
vulnerable a la deficiencia de vitamina E, y en vista de que no solo hay menos
a-tocoferol en la leche de los pretérmino, sino también en sangre y membrana
eritrocitaria de estos nifios (Ochoa JJ, 2007) se ha demostrado la utilidad de la
suplementacién dietética con a-tocoferol, en la reduccién de estrés oxidativo y
prevencion de fendmenos relacionados como el deterioro de la funcién
mitocondrial (Rumbold A, Crowther CA, 2005; Straatman M et al, 2000).

Un importante factor en la regeneracion del tocoferol es el acido
ascorbico (Lloyd JK, 1990). Tal vez sea por ello que, como luego veremos, los
niveles del mismo tengan, como veremos posteriormente, un crecimiento
inverso durante las tres etapas de la lactacion estudiadas respecto al a-
tocoferol, hecho que podria acentuar dicha regeneracion a medida que los

niveles del mismo van bajando con el avance de la madurez de la leche.

La media de los resultados de a-tocoferol hallados en prematuros en
este trabajo, es muy parecida al resultado reportado por Kaempf et al en 1994
sobre 28 neonatos, pero inferior a la informada por Gémez Vida et al en 1992
en el recién nacido pretermino y por Dison et al en 1993. Teniendo en cuenta
que los equipos de deteccién usados en este estudio han sido bastante mas

modernos, los datos aportados aqui podrian ser mas precisos.

En cuanto a la actividad bioloégica de las distintas isoformas de la
vitamina E, el estandar se calcula a partir del a-tocoferol, al ser el de mayor
actividad biolégica. El orden de actividad de los tocoferoles es a > 3 >y > & por
lo general (Burton et al, 1994). Aunque no siempre coincide con la actividad
bioldgica, la actividad antioxidante in vivo de los tocoferoles sigue el mismo
orden a > 3 >y > &. Esto podria justificar la mayor presencia de la isoforma a
en las leches estudiadas, dado la mayor demanda que podrian tener los recien
nacidos, tanto a término como pretérmino de esta vitamina antioxidante por el

mayor estrés oxidativo que sufren los dias posteriores al nacimiento.

Por todo ello, Is valores hallados de a-tocoferol hacen que deba

considerarse su posible aplicacion en férmulas infantiles.
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3.- Niveles de retinol en leche materna

Los niveles de retinol en leche materna se observan en la Figura 20.
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Figura 20.- Niveles de retinol en leche materna a término y pretérmino en diferentes etapas de

la lactacion (calostro, transicion, y leche madura).
* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactaciéon (P<0.05).
a: Leche de transicién vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro; c: Leche madura vs. Leche de

transicion.

Como se puede apreciar, los niveles de retinol no muestran diferencias
estadisticamente significativas ni entre leches a término y pretérmino, ni entre

las distintas etapas de la lactacion

Otros estudios, como el de Newman V, en 1993, muestran una cantidad
de retinol doble en el calostro respecto a leche madura. Tambien resalta que
durante los primeros 6 meses el contenido equivalente de retinol (ER) de la
leche tras una gestacion a término en los paises en vias de desarrollo es de tan
solo 330 pg ERI/I, en comparacion con los 660 ug que se observaron en los
paises desarrollados, siendo aun mayor el contenido de las mujeres que
presentaban un parto prematuro. Otros mas recientes y usando métodos de
deteccion mas modernos (HPLC-EQ) como el de Weinman et al en 2007,

muestran valores muy similares a los aqui mostrados (calostro 41,1 pg/l;
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madura 42,6 ug/l). Debido a la moderna metodologia de determinacién, igual a
la usada en la obtencion de los resultados mostrados en la figura 20, podrian

considerarse mas precisos estos ultimos resultados.

Tal como se dijo en antecedentes, el retinol interviene en el proceso de
la vision y es necesario para el crecimiento normal, la reproduccién, el

desarrollo fetal y la respuesta inmunoldgica (Portela MLPM de, 2003).

Su concentracién en la leche humana es variable, ya que depende de la
ingesta materna, pero con una ingesta materna normal, los niveles de retinol en

recien nacidos suelen ser normales tambien (Canfield LM, 1995).

Asi, dado que las ingestas recomendadas para mujer gestantes y en
periodo de lactancia son de 800 ug ER/dia y 1.300 pg ER/dia respectivamente,
y que estas estan dentro de los rangos mencionados al principio del apartado
sobre ingesta diaria estimada de las madres objeto de estudio (1012.1 + 415.7
para el grupo pretérmino y 996.6 + 395.5 para el grupo a término), podemos

concluir que dichos valores estan dentro de la normalidad

Es importante estar seguro de esto, ya que el retinol interviene también
en el proceso de crecimiento de los tejidos, por lo que los nifios en los primeros
meses de vida, cuando la tasa de crecimiento es muy alta, deben tener

asegurada esa cantidad suficiente de retinol.

Investigaciones realizadas en paises pobres han puesto en evidencia
una asociacion entre la carencia de ésta vitamina y la mortalidad infantil por
enfermedades infecciosas (Humphrey, 2002; West, 1991). En zonas de
carencia extrema, la suplementacion periddica con ella produce reducciones
significativas de la mortalidad infantil (Fawzi 1993; Rathmathullath, 1990). Los
grupos en mayor riesgo de presentar estados carenciales son las mujeres

embarazadas o que estan lactando a sus hijos y los nifios en edad prescolar.

Aunque como se ha dicho la concentracion de vitamina A de la leche
materna procede de las reservas de la madre, la lactancia protege al nifio de la

deficiencia y ésta es rara entre los que lactaron (Geene, 1991).
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4.- Niveles de acido ascoérbico y acido urico en la leche materna

Los niveles de estos antioxidantes hidrosolubles son mostrados en la
Figura 21.
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Figura 21.- Niveles de acido ascorbico y acido urico en leche materna a término y pretérmino.
(P<0.05). Diferencias relativas a la etapa de lactacién de cada grupo:
a: Leche de transicion vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro;

c: Leche madura vs. Leche de transicion.

Estos antioxidantes no muestran diferencias estadisticamente

significativas entre leches a término y pretérmino.
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En lo que respecta a su evolucion durante la lactacion, muestran
comportamientos opuestos. El acido ascoérbico presenta los maximos valores

en leches maduras, mientras que el acido urico los muestra en el calostro.

Con solo los datos obtenidos en este estudio es dificil explicar este
diferente comportamiento, aunque en referencia a los valores obtenidos de
acido urico, podria tener algo que ver el hecho de que, como se indico en la
tabla 5 de los antecedentes bibliograficos, las proteinas totales sean
significativamente mayores en el calostro, con un contenido 2,3 g que en la

leche madura, con un contenido de tan solo 0,9 g (Lawrence RA, 2007)

En cuanto al acido ascoérbico, es conveniente recordar que su evolucion
a lo largo de las distintas etapas de la lactacién es inverso al mostrado por el
a-tocoferol. Se sabe que el acido ascoérbico es un importante factor en la
regeneracion del tocoferol oxidado (Dai F et al, 2008; Nagaoka S et al, 2007,
Kadoma Y et al, 2007). Esto podria explicar, dada la gran actividad biologica de
este antioxidante liposoluble, que los niveles de acido ascorbico tengan dicho
crecimiento inverso a través de las tres etapas de la lactacion estudiadas
respecto al del a-tocoferol, acentuando su regeneracion a medida que los
niveles del mismo van bajando con el avance de la madurez de la leche

materna.

Este hecho a su vez tendria otro efecto colateral, y es que los AGPI, que
tanta importancia cobran en esta etapa de la vida como se mencioné en os
antecedentes, tendrian menos posibilidades de oxidarse, dado que una de las
principales funciones del a-tocoferol es la de ser un antioxidante lipidico en vivo
(Ochoa JJ et al, 2007), bloqueando la reaccién en cadena de oxidaciéon de
estos AG mediante dos mecanismos: la eliminacion de los radicales libres
producidos durante la peroxidacion, y por otro lado, actuando como quelante

del oxigeno singlete.

De este modo, la evolucion mostrada para el acido ascoérbico, podria
estar protegiendo la presencia en el recien nacido, tanto a término como

prematuro, de a-tocoferol y por extension de los importantes AGPI.
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5.- Capacidad antioxidante total (CAT)

La Figura 22 muestra la capacidad antioxidante total de las leches maternas
objeto de estudio.

O Pretérmino m Término

Calostro Transicion Madura

Figura 22.- Capacidad antioxidante total en leche materna a término y pretérmino en distintas
etapas de la lactacion (calostro, leche de transicion y leche madura).

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactacion (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactacion de cada grupo:

a: Leche de transicién vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro; c: Leche madura vs. Leche

de transicion

La capacidad antioxidante total es una medida de todos los antioxidantes
presentes en un liquido bioldgico (en este caso la leche), tales como vitaminas,
sistemas antioxidantes de radicales enzimaticos, antioxidantes desconocidos y
las interacciones antioxidantes. Se trata de un marcador sensible que permite
detectar pequenas diferencias mucho mejor que las mediciones de los

antioxidantes por separado (Quiles JL et al, 2007).
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Como se aprecia en la Figura 22, existen diferencias estadisticamente
significativas durante las primeras etapas de la lactaciéon entre el grupo a
término y el pretérmino. Concretamente, es la leche de las madres con parto a
término la que tiene mas capacidad antioxidante total en el calostro y leche de

transicion, pasando a ser similar en la etapa madura.

Parece ser, por tanto, que en nifios prematuros, las sustancias
antioxidantes encargadas de contrarrestar el mayor estrés oxidativo que se da
en estos casos, no han pasado a la leche en cantidad suficiente, tal vez por
inmadurez del propio sistema antioxidante. Sea como fuere, esta diferencia
significativa debe existir por alguna razon, por lo que es légico pensar que, tal y
como se lleva postulando desde un inicio, las formulas para lactantes a término

y las formulas para prematuros adoptasen también dicha diferencia.

Estudios realizados al efecto, no hallaron diferencias significativas en los
valores medianos de la capacidad antioxidante total en leche materna fresca en
comparaciéon con las formulas lacteas (Turoli D et al, 2004), aun con el mayor

contenido vitaminico que incluyen estas ultimas.

Una posible explicacion podria ser que la capacidad antioxidante total
incluye las actividades de todos los sistemas antioxidantes presentes en la
muestra de leche. La leche materna posee, como se dijo en los antecedentes,
muchos sistemas antioxidantes de radicales enzimaticos (catalasa, superoxido
dismutasa, glutation peroxidasa...) y pueden producirse muchas interacciones

entre los diferentes compuestos.

En las férmulas lacteas, la presencia del mismo efecto antioxidante que
en la leche materna puede explicarse por el mayor contenido vitaminico

(vitaminas A, E y C).

Ademas, entre las distintas férmulas lacteas, la CAT fue mayor en

aquellas con mayor concentracion de vitamina C (Turoli D et al, 2004).
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En lo que respecta a las diferentes etapas de la lactacion, el ritmo es
similar en ambos grupos como se observa en la grafica, existiendo unos
mayores valores de CAT en el calostro. Estos valores iran decreciendo en

leche de transicidén y posteriormente, en leche madura.

Esta mayor CAT en calostro es lo que cabia esperar, dado que como se
dijo en los antecedentes, el nacimiento se acompafa de un incremento de la
agresion oxidativa, al cambiar el entorno intrauterino hipdxico con baja
presencia de radicales libres por otro con mayor contenido en oxigeno del aire
inhalado que supone un mayor estrés por los mayores niveles en el entorno

extrauterino.
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6.- Contenido en minerales de la leche materna

Se ha analizado el contenido de calcio, hierro, fésforo, cobre, magnesio

y zinc (Figuras 23y 24).
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Figura 23.- Contenido en calcio, hierro y fésforo en leche materna a término y pretérmino en
diferentes etapas de la lactacion (calostro, transicion, y leche madura).

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactaciéon (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactacion de cada grupo:

a: Leche de transicién vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro;

c: Leche madura vs. Leche de transicién



oo == === === Resultados y Discusién 163

Para el calcio no se observan diferencias estadisticamente significativas
ni entre leches a término y pretérmino, ni entre las distintas etapas de la

lactacion.

Durante el embarazo se transfiere calcio de la madre al feto, sobre todo
durante el ultimo trimestre (Jensen et al, 1995). Durante ese periodo, el
aumento de la eficacia absortiva del mineral ayuda a cubrir las necesidades,
por lo que no se requiere un aumento de la ingesta. Ambos, madre y nifio
tendran, en situaciones normales, unos niveles adecuados. Tal vez sea por ello
que durante las distintas etapas de la lactacion esto siga siendo asi, y por tanto
no haya cambios en su aporte, al tener el recién nacido, tanto a término como

prematuro el que necesita.

El fosforo no muestra diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la madurez de la leche en el grupo a término, aunque si en el grupo
pretérmino, con un mayor valor en la leche madura. Este valor en la leche

madura es también superior al encontrado en el grupo a término.

La relacion entre el calcio y el fésforo de la leche materna no tiene que
ver con los valores del plasma materno (Casey CE et al, 1995). Sin embargo,
algunos estudios demuestran que la ingesta aumentada de calcio por parte de

la madre produce un aumento de calcio en su leche (Prentice A et al, 1995).

Finalmente, las mayores diferencias entre grupos son encontradas en el
hierro, el cual presenta unos mayores valores en el grupo pretérmino durante
todas las etapas de lactacion estudiadas, siendo los maximos valores los

encontrados en la leche madura de madres con parto prematuro.

Una paradoja respecto a esos mayores niveles en prematuros, seria
que, como esta demostrado, estos tienen mayor prevalencia de anemia por
deficiencia de hierro (Leung AK et al, 2001), y sin embargo como se observa, el
contenido en la leche de madres con parto pretérmino es mayor, por lo que el
defecto podria estar en un fallo en el transportador del mismo, la transferrina

sérica.
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Un estudio de Schiza V et al, en 2007, desvel6 que las cantidades de
transferrina sérica eran notablemente bajas por debajo de las 6 semanas
posparto, tras las cuales comenzaban a aumentar, estabilizandose del tercer al
duodécimo mes (Schiza V et al, 2007). A este nivel, la vitamina C podria jugar
un papel fundamental, en el aumento de la absorcidn de dicho hierro que no se

absorbe por el descrito fallo en el transporte, evitando asi que quede libre.

La predisposicion a la anemia en los prematuros es debida
principalmente a tres factores: a la pérdida de las reservas de este ion
acumuladas en el tercer trimestre, al gran numero de extracciones de sangre
requeridas durante la internacion y a la tasa rapida de recanalizacién del
crecimiento (catch up), que necesita igualmente una rapida expansién de la
masa de glébulos rojos. La Academia Estadounidense de Pediatria recomienda
incluso la suplementacion temprana de hierro a razén de 2-3 mg/kg/dia en los
recién nacidos prematuros a los 2 meses de vida, aunque esta administracion
temprana también se asocié con deficiencia de este i6n. Todo ello contando
con que, como se ha senalado anteriormente, los niveles de este mineral en la

leche de los recién nacidos pretérmino ya estan aumentados de por si.

Una alternativa es la administracién gradual hasta 5 mg/kg/dia desde
las 2 semanas de vida, que demostrd reducir la incidencia de la deficiencia de
ese elemento en los nifos de muy bajo peso al nacer, con menos de 1 300 g.
La administraciéon temprana de 2-4 mg/kg/dia de hierro a las 2 semanas

también fue avalada por otros investigadores (Oski F et al, 1993).

Una de las preocupaciones de esta suplementacién temprana con hierro
a las 2 semanas es la produccion de radicales libres que puede incrementar el
estrés oxidativo, sobre todo en los recién nacidos prematuros que tienen
capacidad limitada para asimilar el hierro libre y degradar los radicales libres
(Leung AK et al, 2001).

Por esta misma razon, habria que estudiar si dichos niveles aumentados
de hierro en prematuros, unido a que la vitamina C mantiene el mismo

comportamiento en la leche materna en las mismas etapa de la lactacion,
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podrian ser perjudiciales para el nifio prematuro por actuar éste como
prooxidante (por la reaccion de Fenton, tal como se describié en los
antecedentes). Otra posible razén de esta mayor presencia de hierro en nifos
prematuros, puede ser que estos nacen con unos depdsitos del mineral
disminuidos, por la ausencia del transporte placentario del ultimo trimestre de la
gestacion, con lo que el hierro se deplecciona hacia las 6-8 semanas de edad,

coincidiendo con la reactivacion de la eritropoyesis (Lozzof B, 1991).

Estos datos aportan una mayor informacién para la elaboracion de

formulas infantiles.

Para el cobre y el zinc, no se observan diferencias estadisticamente
significativas ni entre leches a término y pretérmino, ni entre las distintas etapas
de la lactacién. El balance de zinc en nuestro organismo presenta una
regulacion muy eficaz ya desde temprana edad, por lo que es dificil encontrar
estados de deficiencia, salvando claro los que estén asociados a patologias
concretas (Leung AK et al, 2001)

El magnesio muestra un aumento en su concentracion conforme
aumenta la madurez de la leche, sin que se observen diferencias
estadisticamente significativas entre leches a término y pertérmino, salvo en la

leche de transicién con un mayor valor en el grupo a término.

Aunque su cantidad podria considerarse pequefia en leche materna, al
estar unido a proteinas de bajo peso molecular, aumenta su biodisponibilidad.
El magnesio de la leche humana no suele corresponder a sus valores en el

suero materno (Leung AK et al, 2001).

Distintos estudios afirman que la cantidad de magnesio no aumenta con
la lactancia (Prentice et al, 1995; Casey et al, 1995), al contrario de lo que
aparece en la figura 24, pero hay que remarcar en este sentido, que son
estudios antiguos y realizados con unos métodos de deteccion menos moderno
que los que se han utilizado para obtener los resultados de esta tesis (HPLC-

EQ), por lo que los aqui expuestos podrian tener mas relevancia.
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Figura 24.- Contenido en minerales en leche materna a término y pretérmino en diferentes
etapas de la lactacién (calostro, transicion, y leche madura).

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactacién (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactacion de cada grupo:

a: Leche de transicién vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro; c: Leche madura vs. Leche de
transicion
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6.- Perfil lipidico de las leches maternas

El analisis cuantitativo de acidos grasos (total de acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados expresado en mg/dl) se puede
observar en la Figura 25, y no muestra diferencias para el tipo de leche entre el

grupo pretérmino y a término.

Las diferencias se encontraron entre las distintas etapas de la
maduracioén. Asi, la leche madura muestra una concentracion significantemente
mayor de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en

comparacion con la leche de transicion y el calostro.

Cabe destacar a este nivel, que las cantidades de acidos grasos
saturados, son ligeramente superiores en los prematuros, aunque no
estadisticamente significativas. Son sobre todo, del tipo C10:0 y C12:0, pero
aunque puedan parecer altto el contenido, éstos acidos grasos son facilmente
absorbidos por el nifio pretérminio y pueden ser beneficiosos desde el punto de

vista de la absorcion del calcio (Genzel-Boroviczeny O et al, 1997).

Como ya se dijo, el o-tocoferol y otros antioxidantes liposolubles
muestran un comportamiento inverso al de los acidos grasos, cuando lo légico
es que mostraran un comportamiento similar. Este hecho podria tener un efecto
protector, y es que los AGPI, que tanta importancia cobran en esta etapa de la
vida, tendrian menos posibilidades de oxidarse, dado que una de las
principales funciones del a-tocoferol es la de ser un antioxidante lipidico en
vivo, blogueando la reaccién en cadena de oxidacion de estos AG mediante
dos mecanismos: la eliminacion de los radicales libres producidos durante la

peroxidacién, y por otro lado, actuando como quelante del oxigeno singlete.

También se encontré una correlacion negativa entre coenzima Q4o y el
total de acidos grasos (-0.295; P <0.05), total de acidos grasos saturados (-
0.308; P < 0.05) y total de acidos grasos monoinsaturados (-0.292; P < 0.001),
hecho que podria ir en el mismo sentido, evitando la oxidacion de los AGPI en

los momentos en que su aporte al recien nacido es menor.
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Figura 25.- Contenido en acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados totales
(mg/dl) en leche materna a término y pretérmino en distintas etapas de la lactacién (calostro, leche
de transicion y leche madura).

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactacion (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactaciéon de cada grupo:

a: Leche de transicion vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro; c: Leche madura vs. Leche de

transicion.
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El analisis cualitativo (como porcentaje del total de acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados) se muestra en la Figura 26. No
se observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
estudio, ni entre las distintas etapas de lactacién, salvo en el contenido de
acidos grasos poliinsaturados de la leche madura de madres con parto a

término respecto a la del pretérmino, mayor en esta ultima.

Los acidos grasos saturados no presentan diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo a término y el pretérmino.

En otros estudios, como los de Innis SM et al, ya mencionado en los
antecedentes, los acidos grasos saturados representan el 40% de los acidos
grasos leche materna, por lo que los resultados representados en la figura 26

parecen mantener la misma linea.

Por otro lado, cabe destacar que las cantidades de acidos
poliinsaturados, concretamente las de las familias w3 y w6 varian
enormemente de acuerdo a la composicion de la dieta materna (Innis SM,
1992). Asi, las variaciones de la dieta se traducen en cambios en los LCPUFA
de 20 atomos de carbono y mas, observandose que las variaciones en los
valores del DHA (22:6n3) estan muy influenciadas por las cantidades de

pescado en la dieta materna.

En un estudio de Makrides M et al, en 1998, se vio que madres lactantes
que recibieron al 15° dia posparto suplementos de DHA aumentaron la
concentracion de este acido graso en la leche materna de acuerdo a la dosis
administrada, no afectandose la situacion del estatus antioxidativo midiendo los

valores de vitamina Ay E)

Siendo asi, cabe esperar que dicho contenido dependa de la situacion
geografica de las madres, hecho que determina claramente su alimentacion
(Mataix J, 2005). Asi, los resultados obtenidos aqui no se corresponderian con
los realizados en paises donde por su orografia o costumbres culinarias, la

alimentacion difiera de la de las madres objeto de este estudio.
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Figura 26.- Contenido en acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados totales
(%) en leche materna a término y pretérmino en distintas etapas (calostro, leche de transicion y
leche madura).

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactacién (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactaciéon de cada grupo:

a: Leche de transicién vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro; ¢: Leche madura vs. Leche de

transicion.
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Los porcentajes correspondientes a los acidos grasos C14:0, C1

6:0

(acido palmitico), C18:0 (acido estearico) y 18:1 w-9 (acido oleico), son

mostrados en la Figura 27.
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Figura 27.- Porcentaje de los acidos grasos C14:0, C16:0, C18:0 y C18:1 w -9 en leche

materna a término y pretérmino. Expresados en % del total de acidos grasos determinados.
* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactacién (P<0.05).

Diferencias relativas a la etapa de lactaciéon de cada grupo:

a: Leche de transicion vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro; ¢: Leche madura vs. Leche de

transicion.

No se observan diferencias ni entre las distintas etapas de la lactacion ni

entre los grupos objeto de estudio.

En otros estudios, como el de Innis et al, los acidos laurico y miristico

representan el 10-12% del total de acidos grasos, y el palmitico y el estearico el

20 y el 8% respectivamente, resultados muy similares a los representados a

qui.
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El total de acidos grasos poliinsaturados de la serie w-6 y el de los
acidos grasos C18:2 w-6 (acido linoleico) y C20:4 w-6 (acido araquidénico) son
mostrados en la Figura 28 expresados como porcentaje del total. El total de
acidos grasos poliinsaturados y el porcentaje correspondiente al acido linoleico
muestran un similar comportamiento, sin diferencias entre grupos ni entre
etapas de lactacién. Sin embargo, con respecto al acido araquidénico, se
observan en ambos grupos un menor valor en la leche madura en comparacion

con los valores obtenido en el calostro y en la leche de transicién.

Esta menor presencia de acido araquidonico podria hacer que el
porcentaje w3/ w6 fuese mas favorable a los primeros en las primeras etapas
de la lactacion, en los que acidos grasos de la serie w3 como el
eicosapentaenoico (EPA) y sobre todo el docosahexaenoico (DHA), ejercerian
un papel clave en procesos de formacién de membranas, maduracién de la

retina, y otros importantes efectos a nivel visual y cerebral.

En otros estudios, los valores de acido linoleico oscilan del 8 al 16% del
total de AG, pero podrian alcanzar valores mas altos como ya se ha dicho para
el % total, en mujeres veganas (Sanders TAB et al, 1992). Del mismo estudio
se deriva que las variaciones de la dieta se traducen en cambios en los
LCPUFA de 20 atomos de carbono y mas, observandose que las variaciones
en los valores del DHA (22:6n3) estan muy influenciadas por las cantidades de
pescado en la dieta materna, mientras que la cifra de AA (acido araquidonico,
20:4n6) que constituye alrededor de un 0,5% del total de acidos grasos, no

depende del contenido de su precursor acido linoleico (C18:2n6).

En dichos estudios se comprobé ademas, que madres lactantes que
recibieron suplementos de LCPUFAs después del parto aumentaron la
concentracion de estos acidos grasos en la leche materna de acuerdo a la
dosis administrada, pero no se afectaron los valores de acido araquiddnico en
la leche materna, ni la situacion del estatus antioxidativo midiendo los valores

de vitamina Ay E.)
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Figura 28.- Total de acidos grasos poliinsaturados de la serie w-6 o n-6 y porcentaje de los
acidos grasos C18:2 n-6 y C20:4 n-6 en leche materna a término y pretérmino.

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactacién (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactacion de cada grupo:

a: Leche de transicion vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro; ¢: Leche madura vs. Leche de

transicion.
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Finalmente, la Figura 29 muestra los resultados obtenidos para los
acidos grasos poliinsaturados totales de la serie w-3 y de los porcentajes
correspondientes a los acidos grasos C18:3 w-3 (acido linolenico), C20:5 w-3

(acido eicosapentaenoico) y C22:6 w-3 (acido docosahexaenoico).
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Figura 29.- Porcentaje del total de acidos grasos poliinsaturados de la serie w-3 o n-3 y
de los acidos grasos C18:3 n-3, C20:5 n-3 y C22:6 n-3 en leche materna a término y
pretérmino. Expresados en % del total de acidos grasos determinados.

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactacién (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactacion de cada grupo:

a: Leche de transicion vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro; ¢c: Leche madura vs.

Leche de transicion
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La mayor diferencia observada es la existente en el calostro entre los
grupos objeto de estudio para el total de acidos grasos poliinsaturados de la
serie w-3, siendo las leches procedentes de madres a término las que mayor
porcentaje presentan. Similar es la diferencia que muestra el acido

docosahexaenoico (DHA) en el calostro para los dos grupos de estudio.

La explicacion a este aumento se antoja clara a tenor de los numerosos
estudios realizados sobre la importancia de los LC-PUFA y mas concretamente

del DHA en las primeras etapas de la vida.

Los acidos grasos esenciales y sus derivados poliinsaturados de larga
cadena desempenan un papel crucial en el desarrollo fetal y en el periodo de
gestacion (Dutta-Roy AK, 1997; Kurlak y Stephenson, 1999), y lo mismo ocurre
en los primeros dias de vida (Mitmesser SH, Jensen CL, 2007; Kidd PM, 2007;
Uauy et al, 2000). Es de entender por tanto, que el calostro muestre tal

contenido de los mismos.

El DHA se ha demostrado fundamental en el desarrollo mental del
recien nacido (Belkind-Gerson J et al, 2008; Dangour AD, Uauy R, 2008),
llegandose incluso a afirmar, que de su correcto aporte en esta primera etapa
de la lactacién dependera el coeficiente intelectual del nifio en la edad adulta
con una variacion de hasta 6 puntos (Gustafsson PA, 2004; Helland IB, 2003)
También esta implicado en la correcta maduracion de la retina (Cheatham CL
et al, 2006), por lo que la agudeza visual también podria estar condicionada por
dicho aporte de DHA en los primeros dias de vida. Asimismo, parece ser
fundamental para el correcto desarrollo del sistema motor del nifio (Bakker EC
et al, 2009), de tal forma que la diferencia observada en la figura 29 resulta
crucial tanto para un correcto desarrollo mental, como visual y motor, con las
implicaciones que podria tener en las capacidades y habilidades del nifio en la

edad adulta.

Puede entenderse por tanto que en el nifio pretérmino pueda ser
necesario suplementar con este acido graso esencial, al ser menor el aporte

que recibe en la leche materna como se ha podido observar en la figura 29.
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7.- Contenido de colesterol en leche materna

La Figura 30 muestra el contenido en colesterol de las leches maternas

objeto de estudio.
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Figura 30.- Contenido en colesterol (mg/dl) en leche materna a término y pretérmino en distintas
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etapas de la lactacion (calostro, leche de transicion y leche madura).

* Diferencias entre grupo pretérmino y a término para cada etapa de la lactacion (P<0.05).
Diferencias relativas a la etapa de lactacion de cada grupo:

a: Leche de transicion vs. Calostro; b: Leche madura vs. Calostro; c: Leche madura vs. Leche

de transicion

Se observa una disminucion de esta molécula asociada a la madurez de
la leche en ambos grupos, siendo los valores obtenidos en leches provenientes

de madres pretermino superiores a los encontrados en leches a término.

Los niveles altos en las primeras etapas de la lactacion podrian
encontrar su explicacion en el hecho de que sirven para inducir el desarrollo de
procesos enzimaticos relacionados con la absorcion, sintesis y degradacion del

propio colesterol, y ello facilitaria su utilizaciéon en la edad adulta.



————————————————————————————=—=—=—= Resultados y Discusion 177

Otros estudios recientes, como el de Owen et al, en 2008, evidencian
que a partir de los 30 6 40 afios los niveles de colesterol sanguineo se hallan
mas elevados entre los individuos que fueron lactados artificialmente que entre

los amamantados.

Estudios de Osborn et al, en 1500 jovenes, describieron los cambios
patologicos desde el nacimiento hasta los 20 afios, concluyendo que los nifios

alimentados con lactancia artificial metabolizan mal el colesterol.

Un hecho curioso es que la propia prematuridad podria ser
consecuencia de niveles bajos de colesterol en las madres, como han
propuesto recientemente Edison RJ et al, en 2007. En efecto, aunque presentar
niveles bajos de colesterol generalmente se considera algo favorable, estos
investigadores del National Human Genome Research Institute (Estados
Unidos), sugieren tras su investigacion que niveles muy bajos de colesterol en
mujeres embarazadas podrian perjudicar la salud del feto. Los investigadores
hallaron que las futuras madres cuyo colesterol total estaba por debajo de 159
mg /dl dieron a luz, en promedio, nifios con casi 150 gramos menos de peso
que los de madres que presntaban niveles de colesterol que superaban esta
cantidad. Ademas, el 12,7% de las mujeres que tenian bajos niveles de
colesterol dieron a luz de manera prematura, en comparacién con apenas el

5% de las que presentaban niveles superiores.

Estos bajos niveles en la madre podrian estar causados por la propia
demanda de colesterol del feto y del recién nacido, conclusién que se deriva
del elevado aporte del mismo que evidencia la figura 30 ya mencionada, siendo
ademas aun mas alto en prematuros. Podria ser por tanto, todo por la misma

causa.

Otros estudios, como el de Harzar et al, en 1983, muestran una
tendencia parecida a la aqui expuesta. En dicho estudio se observo que,
dependiendo de las técnicas de muestreo, el rango de colesterol era de 9 a 41
mg/dl, modificandose a lo largo del tiempo con una disminucion de 1,7 veces
durante los primeros 36 dias, y con estabilizacion en una cifra de 20 mg/dI

aproximadamente a los 15 dias del parto.
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Tal como se dijo en los antecedentes, el colesterol es un componente
esencial de todas las membranas, y es necesario para el crecimiento, la
replicacion y el mantenimiento. Siendo asi, parece légico este aporte

aumentado en los primeros dias de vida.

Por ultimo, y teniendo en cuenta que diversos estudios han observado
que lactantes alimentados con leche materna muestran concentraciones
plasmaticas de colesterol superiores a las de los lactantes alimentados con
fébmulas lacteas artificiales (Wong WW et al, 1993; Schnitzer E et al, 2007),
parece légico pensar, a la vista de los resultados expuestos en la figura 30, que
deberia estudiarse la adicion del mismo a dichas formulas en un futuro no muy

lejano.
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VI. CONCLUSIONES

CONCLUSION 12- La leche materna presenta cantidades apreciables de
coenzima Q1p, siendo las concentraciones encontradas en leches procedentes
de madres a término casi un 50% superior a las encontradas en leches
procedentes de madres prematuras, sobre todo en las leches obtenidas en las
dos primeras etapas de la lactacién, calostro y leche de transicion. Un
comportamiento similar es mostrado por los isdmeros a-tocoferol y y-tocoferol,
ambos de gran importancia antioxidante, y lo contrario para el acido ascorbico,
hecho este ultimo que facilita la presencia de tocoferol cuando el aporte sea

bajo al regenerarlo.

CONCLUSION 22.- La capacidad antioxidante total (CAT) es mayor en las
leches de madres con parto a término, siendo mayor en calostro y decreciendo
conforme avanzan la maduracion de la misma, hecho a destacar, dado que el
nacimiento se acompana de un incremento de la agresion oxidativa, al cambiar
el entorno intrauterino hipoxico con baja presencia de radicales libres por otro
con mayor contenido en oxigeno del aire inhalado, que supone un mayor estrés

por los mayores niveles en el entorno extrauterino.

CONCLUSION 32.- El hierro presenta valores mayores en nifios pretérmino
durante todas las etapas de lactacion estudiadas, siendo los maximos valores
los encontrados en la leche madura. Habria que estudiar si dichos niveles
aumentados de hierro en prematuros, unido su posible papel como
prooxidante, podrian ser perjudiciales para el nifio prematuro por actuar aquel

como prooxidante.

CONCLUSION 42 - Existe una clara diferencia a nivel cualitativo en el calostro
en cuanto a los acidos grasos poliinsaturados de la serie w-3 por su mayor
contenido en acido docosahexaenoico (DHA), siendo las leches procedentes

de madres a término las que mayor porcentaje presentan, lo que evidencia la
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importancia de este tipo de acidos grasos, en concreto en este ultimo en las

primeras etapas de la vida.

CONCLUSION GENERAL.- La leche de madres con parto a término esta mejor
preparada para la defensa antioxidante del recién nacido respecto a la leche de
madres con parto prematuro, al menos en lo que se refiere al coenzima Q vy a la

vitamina E, concretamente al isbmero mas importante, el a-tocoferol.

Estos resultados son de gran interés y nos aportan datos sobre la
composicién de la leche materna que pueden ser considerados a la hora de

elaborar férmulas infantiles.
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