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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (DHA)

1.1.1. Definicién.

El &cido docosahexaenoico (DHA) es un &cido graso poliinsaturado de cadena

larga perteneciente a la serie omega-3.

Los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL), también
conocidos con las siglas en inglés LC-PUFAs, son &cidos grasos constituidos por al
menos 18-20 o mas carbonos. Se clasifican en dos familias principales dependiendo de
la posicidén de su primer doble enlace (1), la serie omega-3 y la serie omega-6. Los

acidos grasos de la serie omega-3 muestran su primer doble enlace entre los carbonos 3

y 4.

Los principales acidos grasos omega-3 de cadena larga son el &cido alfa
linolénico (ALA) (18:3 A9, 12,15), el &cido docosahexaenoico (DHA) (22:6 A4, 7, 10,
13, 16, 19), el acido eicosapentaenoico (EPA) (20:5 A5, 8, 11, 14,17), y el
docosapentaenoico (DPA) (22:5 A7, 10, 13,16, 19). De la familia de los &cidos grasos
de la serie omega-6 destacan el &cido linoleico (LA) (18:2 A9, 12) y el acido
araquidénico (ARA) (20:4 A5, 8,11, 14).

La figura 1 muestra la férmula estructural de los &cidos grasos poliinsaturados

de cadena larga (1).
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Serie omega-6
C=0

SMEVEVEVEWY

Cc=0 A. Linolénico (ALA)
—\/ \/ \ C18:3w-3
OH

A. Eicosapentaenoico

— o\ o €=0 (EPA)
:\/\/\ C20:5w-3
OH
C=0 A. Docosahexaenoico Serie omega-3
N/ \—/ \— \ (DHA)
OH C22:6w-3

C=0 A.Docosapentaenoico

VEVEVEAEAEAN
OH

C22:5w-3

Figura 1. Estructura de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

1.1.2. Sintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga.

Los acidos grasos omega-3 y omega-6 son considerados esenciales puesto que su

sintesis en el ser humano es limitada.

Los é&cidos linoleico (AL) y linolénico (ALA) son sintetizados en una gran

cantidad de plantas pero no pueden ser producidos por los humanos ni otros mamiferos
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a partir de su precursor, el acido oleico, al carecer de actividad de la enzima A-12 y A-
15 desaturasa (1). Sin embargo el ser humano puede sintetizar otros &cidos grasos de
cadena larga como el ARA, el DHA y el EPA a partir del AL y el ALA, precursores de
la serie omega-6 y omega-3 respectivamente. Aun asi, la conversion eficiente de estos
acidos grasos hacia DHA, EPA y ARA en humanos es baja (2), por eso el aporte de
estos acidos grasos con la dieta es lo mas eficiente. Se ha observado que la conversion a
DHA varia entre sexos, siendo mas eficiente en mujeres (3). Se incrementa durante el
embarazo y se ve disminuida en recién nacidos (3) debido a una menor actividad

enzimatica.

La sintesis de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, tanto de la serie
omega-3 como omega-6 utilizan la misma via de elongacion, desaturacion y retro-
conversion peroxisomal (4). Las enzimas mas importantes en los procesos de
desaturacion son la A-5 y la A-6 desaturasa. El proceso de sintesis de estos &cidos
grasos se inicia con la A-6 desaturasa, que introduce un doble enlace entre los carbonos
6y 7del AL y ALA. Ambos precursores compiten por esta enzima. La Figura 2 resume
las principales etapas metabdlicas de la biosintesis de &cidos grasos omega-3 y omega-

6, y el efecto de competencia entre sus precursores (5).

La afinidad de la A-6 desaturasa por el ALA es mucho mayor que por el AL (3).
Por eso si el aporte de ALA es muy alto se ve disminuida la sintesis de derivados del
AL. Por el contrario, si el aporte de AL es mayor en comparacion con el de ALA, la
conversion de ALA hacia sus derivados estara limitada. Este hecho ocurre en el mundo
occidental ya que la dieta contiene de 10-20 veces méas acidos grasos omega-6 que
omega-3 (4). Ademéas hay que afadir el contenido de acidos grasos del plasma y
muchos otros tejidos donde también predominan los acidos grasos de la serie omega-6,
excepto el cerebro y la retina, que son tejidos ricos en omega-3 (4). Debido a la
competencia enzimatica, una ingesta elevada de EPA y DHA se traduce en un descenso
de la concentracion de acido araquidénico y un aumento de la de EPA y DHA en los

tejidos. Suplementar con DHA la dieta también va acompafado de un aumento de EPA,
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lo cual se podria explicar por la retroconversion de DHA a EPA 6 por la activacion de la

via del ALA (6).

ACIDOS GRASOS 06 ACIDOS GRASOS o 3

Ac. linoleico (18:2) Ac. linolénico (18:3)

<¢=== A6 Desaturasa =
18:3 18:4
J <= Elongasa > ﬂ
20:3 20:4
ﬂ <= AS Desaturasa > ﬂ
Ac. araquidénico (20:4) Ac. eicosapentaenoico(20:5)
ﬂ A e | Elongasa g ﬂ
22:4 22:5
ﬂ ; Elongasa ) ﬂ
24:4 24:5
A6 Desaturasa
ﬂ P > ﬂ
24:5 24:6

l l

Acido B-Oxidacion ACi
docosapentaenoico(22:5) docosahexaenoico (22:6)

Retroconversion
peroxisomal

Figura 2. Etapas metabdlicas de la biosintesis de acidos grasos omega-6 y omega-3.

1.1.3. Fuentes de DHA e ingesta diaria recomendada.

Los &cidos grasos poliinsaturados estan presentes especialmente en el pescado
graso y en los aceites de semillas. A este grupo pertenecen los acidos grasos esenciales,

como ya hemos mencionado.
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El &cido linoleico (AL), precursor de los &cidos grasos de la serie omega-6, se
encuentra fundamentalmente en los aceites vegetales de soja, maiz y girasol. Mientras
que el &cido linolénico (ALA), precursor de los de la serie omega-3, se encuentra en

numerosos vegetales, como la linaza, la canola, las semillas de calabaza o las nueces.

Las fuentes alimentarias de EPA y DHA se encuentran principalmente en peces

azules y de agua fria (sardinas, salmon, caballas, arenques) (7).

Figura 3. Fuentes de acidos grasos poliinsaturados.
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Hay ciertas limitaciones para utilizar el pescado como Unica fuente de EPA y
DHA. Una de ellas son los contaminantes que puede contener como el Dicloro Difenil
Tricloroetano (DDT), los bifenilos policlorados (BPCs), los polibromodifenil éteres
(PBDES) (8) 6 la presencia de metales pesados (plomo, cromo, mercurio, cadmio,
arsenico). No obstante, se ha visto que la toxicidad de metales pesados por el consumo
de suplementos de aceite de pescado es muy poco probable, ya que los metales pesados
se unen selectivamente a la proteina de la carne del pescado, en lugar de acumularse en
el aceite. La mayoria de los estudios publicados al respecto concluyen que son mayores
los beneficios que obtenemos del consumo de pescado que los perjuicios (9-11). La
diferencia entre estos estudios con los que han encontrado efectos adversos (12) se
encuentran en el tipo de pescado consumido por la poblacion estudiada. Las grandes
especies depredadoras y longevas como la ballena son las que contienen en su carne la

mayor concentracion de mercurio.

El comité de expertos de la FAO/OMS recomienda que la cantidad de
contaminantes del pescado y otras fuentes dietéticas no exceda la ingesta provisional
tolerable de exposicion mensual, con las siglas en inglés PTMI, de 70 pg/kg en mujeres
embarazadas (13). Para el mercurio en el afio 2012 la Autoridad Europea para la
Seguridad de los Alimentos (EFSA) actualiza sus cifras y propone que la ingesta
semanal tolerable (IST o TWI en inglés) de metilmercurio sea de 1,3 pg/kg de peso
corporal y mantiene la de Mercurio inorganico en 4 pg/kg (14). Cifras que coinciden
con las recomendaciones de la OMS (15). Estos valores suponen una ingesta de 9,1y 28
pg por persona (de 60 kg de peso) cada semana de metilmercurio y mercurio
inorgénico, respectivamente. Los limites maximos de mercurio en alimentos vigentes
actualmente son (16):

1,00 mg/kg: rape, perro del norte, bonito, anguila, reloj, cabezudo, fletan, rosada
del Cabo, marlin, gallo, salmonete, rosada chilena, lucio, tasarte, capellan, pailona, raya,
gallineta nordica, pez vela, pez cinto, besugo o aligote, tiburon, escolar, esturién, pez

espada y atun.

0,50 mg/kg: Los demas pescados Yy productos de la pesca.
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0,10 mg/kg: Complementos alimenticios.

Con el objeto de compatibilizar el beneficio de un consumo de pescado semanal
alto con una exposicion de metilmercurio adecuada, la Agencia Espafiola de Consumo,
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AECOSAN) (17) recomienda a las mujeres
embarazadas (0 que puedan llegar a estarlo), mujeres en fase de lactancia y nifios
menores de tres afios evitar el consumo de especies de pescado con contenidos de
mercurio mas altos: pez espada, tiburon, atun rojo y lucio. En el caso de nifios de edades
comprendidas entre los 3y 12 afios, la recomendacion es limitar su consumo a 50 gr a la

semana, 0 100 gr cada dos semanas, de estas especies de pescado.

Otros de los motivos que pueden limitar el consumo de pescado como fuente
exclusiva de omega-3 se explican a continuacion. Uno de ellos es su mayor coste sobre
otros alimentos lo que hace que sea inaccesible o producto de consumo extraordinario
para familias con menores recursos econémicos. Ademas hay que afiadir que se necesita
un consumo elevado de pescado sobre todo azul (sardina, attn, verdel, arenque, anchoa,
jurel) y también salmon para alcanzar las cantidades diarias recomendadas de estos

acidos grasos y asegurar el aporte suficiente de DHA.

La biodisponibilidad de DHA y EPA también varia segun el tipo del pescado
gue se consuma ya que no todos los aceites de pescado se digieren por igual. El EPA 'y
DHA contenido en el pescado se encuentra principalmente en forma de triglicéridos
(18) lo que puede disminuir su disponibilidad.

Los &cidos grasos omega-3 presentes en los alimentos y suplementos dietéticos
estan principalmente en forma de triacilgliceroles (TAGS) y como acidos grasos libres o
unidos a fosfolipidos. En menor cantidad, podrian encontrarse también en forma de
éster etilico en suplementos concentrados sintéticamente. Comparando las diferentes
formas de encontrarlos en la dieta, se observa que cuando estan en forma de éster etilico
se absorbe y se incorpora menos cantidad de EPA y DHA a las membranas y tejidos
celulares. Mientras que cuando van unidos a fosfolipidos se observa mayor absorcion e

incorporacion de DHA y EPA a las membranas y tejidos celulares, siendo también
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superior si se compara con la forma de TAGs (6) aunque no todos los estudios

comparten este argumento (18).

La tendencia en la dieta occidental es a consumir mayor cantidad de acidos
grasos omega-6 y menos de omega-3. En nuestro pais segun el estudio de evaluacién
nutricional llevado a cabo por la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria
y Nutricion la proporcion de &cidos grasos en la dieta media es satisfactoria,
posiblemente debido al alto consumo de aceite de oliva por la poblacion espafiola.
Segun datos de este estudio (18), méas del 40% de la energia aportada por la grasa total
ingerida se debe a &cidos grasos monoinsaturados, entre el 26-30% a acidos grasos
saturados y entre el 13 y el 15% a &cidos grasos poliinsaturados. La ingesta observada
de acidos grasos poliinsaturados oscila entre 12 y 17 gramos/dia, siendo ligeramente
inferior en mujeres. Los grupos de alimentos que contribuyen en un porcentaje mayor a
la ingesta diaria de &cidos grasos poliinsaturados son las grasas y aceites (22%),
carnicos y derivados (19%), las legumbres, semillas, frutos secos y derivados (15%),
pescados (14%) y huevos (11%) (19). La ingesta de acidos grasos procedentes del
pescado es menor frente a otras fuentes alimentarias menos ricas en acidos grasos

omega-3.

El panel de expertos de la EFSA (6;20) observa que la ingesta media de acidos
grasos de cadena larga omega-3 en adultos es generalmente inferior a 1200 mg/dia e
inferior a 1300 mg/dia cuando se consideran también los suplementos dietéticos.
Mientras que en las poblaciones consumidoras de grandes cantidades de pescado, la
ingesta diaria de AGPI-CL omega-3 procedente de la dieta sélo es menor de 2,7g/dia.
Actualmente, para paliar esta ingesta deficitaria ya que son ampliamente conocidos los
beneficios atribuidos a estos acidos grasos, se pueden encontrar multitud de alimentos
enriquecidos con aceite de pescado 0 con omega-3, sobre todo EPA y DHA. Zumos,

productos lacteos, pan, margarinas, huevos, etc.
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No existe unanimidad en cuanto a la ingesta diaria recomendada de acidos
grasos omega-3. Las recomendaciones dietéticas de organismos nacionales e
internacionales sobre la ingesta de &cidos grasos de cadena larga omega-3,
principalmente EPA y DHA, varia entre 200-600 mg al dia para adultos y entre 40-250
mg al dia para lactantes mayores de 6 meses, nifios y adolescentes (6). Estas
recomendaciones se basan en la relacion observada entre la ingesta de acidos grasos
omega-3 y el menor riesgo de enfermedades cardiovasculares. Segun las
recomendaciones dietéticas del Comité Nutricional de la Asociacion Americana del
Corazdn (AHANC), consumir pescado al menos 2 veces por semana 6 500 mg al dia de
AGPI-CL omega-3 previene y reduce el riesgo de padecer enfermedades cardiacas. El
panel de expertos de La Autoridad Europea para la Seguridad de los Alimentos
recomienda una ingesta de 250 mg al dia de AGPI-CL omega-3 en contraste con las
Recomendaciones Dietéticas Diarias para adultos en Australia que recomiendan 610 mg
de EPA y 430 mg de DHA al dia para reducir el riesgo cardiovascular (1). Mientras que
para conseguir su accion antiinflamatoria se recomienda una ingesta entre 500-1000 mg

de &cidos grasos omega-3 al dia (21).

A su vez, se han hecho recomendaciones especificas para determinados grupos
poblacionales. La ingesta de DHA en lactantes y nifios de 6 a 24 meses de edad debe
estar entre 70-100 mg al dia basandose en su acumulacion en el sistema nervioso central
y sus efectos sobre el desarrollo visual durante el periodo de la alimentacién
complementaria (6). Las formulas infantiles deben contener al menos un 0,2% del total
de acidos grasos como DHA y un 0,35% como acido araquidénico (1). En el caso de las
mujeres embarazadas y durante el periodo de lactancia también se recomienda una
ingesta adicional de DHA de 100-200 mg al dia para compensar las pérdidas oxidativas

del DHA y su acumulacion en el feto (6).
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Tabla 1. Resumen de las recomendaciones de AGPI-CL en lactantes.

Expertos FAO/OMS en grasas y acidos | 0-6 m: DHA 0,2-0,36% y ARA 0,4-0,6%
grasos (2010) (22) del total de &cidos grasos.
6-24 m: 10-12 mg DHA/kg de peso

corporal total.

EFSA (Autoridad europea de alimentos | 0-6 m: DHA 0,32% de los acidos grasos
y seguridad alimentaria) (2012) para el desarrollo visual.
7-24 m: 100 mg DHA/d.

Hay escasos datos sobre los efectos adversos de la administracién de
suplementos con altas dosis de DHA a largo plazo. A este respecto el panel de expertos
de la EFSA considera que la ingesta de suplementos dietéticos de DHA de hasta 1
gramo al dia no supone riesgo para la poblacidn en general. En este mismo informe se
constata que ingestas de hasta 600mg/dia de DHA no causan efectos adversos en nifios
y que incluso se han observado en algunos nifios ingestas superiores (1400-1700mg/dia)
sin efectos adversos. En una revision sistematica (23) de estudios de suplementos con
DHA durante la gestacidn, se concluye que la ingesta de 1 gramo a 2,7 gramos al dia de
AGPI-CL omega-3 no produce efectos dafiinos. Sin embargo, las recomendaciones
diarias de DHA para los adultos y nifios europeos se encuentran por debajo de esta cifra

(6).
1.1.4. Funciones generales de los Acidos Grasos Omega-3.
1.1.4.1. Estructuray funcién de las membranas celulares.
Los é&cidos grasos poliinsaturados omega-3 son importantes componentes

estructurales de las membranas celulares encontrdndose como fosfolipidos de

membrana (&cidos grasos esterificados) o como moléculas libres (24). La incorporacion
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de acidos grasos poliinsaturados libres a los fosfolipidos de membrana parece modular
las propiedades fisicas de las membranas. Son capaces de influir en el ensamblaje de los
fosfolipidos de membrana reduciendo las interacciones de Van der Waals (25).
Contribuyen a varias de sus funciones como son la fluidez, la permeabilidad, la
actividad enzimatica y de receptores y la transduccién de sefiales (4). Los cambios en la
permeabilidad parecen depender directamente del grado de desaturacion de los &cidos
grasos (24). Destacan por su importancia bioldgica, los &cidos eicosapentaenoico (EPA)
y docosahexaenoico (DHA). Se ha visto que el papel que juegan los acidos grasos en la
organizacion de la estructura de las membranas sigue el siguiente orden: &cido estearico
< 4cido oleico < EPA < DHA (25). En cuanto al papel sobre la permeabilidad de las
membranas también se ha visto que el DHA tiene mayor efecto que otros &cidos grasos
como el acido linolénico (26). Ademas de esta funcion estructural, también muestra un
papel importante en la regulacion de la expresion genica. Ambos EPA y DHA son
incorporados a las membranas celulares y por eso, pueden influir sobre el metabolismo
celular, la transduccion de sefiales y la expresion de genes (6). Por ejemplo en la
transduccion de sefiales se ha visto que el EPA y el DHA, aungue este Gltimo con mas
potencia, son capaces de disminuir la fosforilacion de JAK1, JAK3, STAT5, ERK1/2 y
Akt inducida por la IL-2, disminuyendo la estimulacién de esta citoquina sobre la
proliferacion de linfocitos (27). También se ha sugerido su relacion con la activacion del
factor de transcripcion NF-«B involucrado en la produccion de citoquinas por
macrofagos tras estimulacién con lipopolisacaridos objetivandose una disminucion de la
expresion de mRNA de TNF-a, IL-1p ¢ IL-6, siendo el efecto del DHA més potente que
el de EPA (24). También los efectos moduladores del DHA y EPA sobre la inmunidad
ocurren por cambios en la expresion génica (24). La expresion de genes relacionados
con la transduccion de sefiales, la supervivencia celular, la apoptosis y la produccion de
citogquinas se ve alterada por el EPA y DHA. El DHA estimula la expresion de genes
relacionados con la defensa y reparacion, mientras que el EPA se ha visto que esta
relacionado con la expresion de otros genes (28). Ademés también afectan a la
expresion génica de factores de transcripcion, adhesidon celular, citoesqueleto vy

receptores hormonales (28).
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1.1.4.2. Funcion visual y cerebral.

El desarrollo y maduracion del Sistema Nervioso tiene lugar en un espacio
temporal muy amplio aunque muchos eventos cruciales de este ocurren durante el
embarazo y los primeros afios del bebé. El crecimiento del cerebro es muy réapido entre
la semana 20 de gestacion y los 2 afios de edad. Aumenta en un 64% su tamafo durante
los tres primeros meses de vida (29). En estas etapas hay un periodo llamado ventana de
sensibilidad, en el cual la aportacion de ciertos nutrientes o estimulos puede influenciar
y promover el desarrollo neurolégico y la capacidad funcional cerebral. Se han descrito
diferentes nutrientes que tienen un papel crucial en el desarrollo del sistema nervioso
dentro de los cuales destacan los acidos grasos de cadena larga, como el &cido

nervonico y el DHA, la colina, el hierro y el zinc.

El DHA forma parte de los lipidos estructurales de las membranas celulares,
especialmente de los fosfolipidos del tejido nervioso y la retina (1) donde se han
determinado niveles elevados de DHA, especialmente en la materia gris y en los foto-
receptores, por ello se cree que es esencial para su desarrollo 6ptimo (20;30-33). De
forma similar, se han registrado altos niveles de &cidos grasos poliinsaturados omega-3
en los ganglios basales, corteza frontal y occipital, hipocampo y tadlamo en estudios
realizados en crias de babuinos y ratas lo que sugiere que afecta a la integracion
sensorio-motora y a la memoria (34-36). El area cognitiva, social, el desarrollo motor y
la comunicacion dependen del desarrollo del cerebro. La estimulacién y la nutricion
Optima (37) resultan esenciales. Se ha demostrado que los bebés que reciben cantidades
adecuadas de acidos grasos de cadena larga omega-3, especialmente de DHA, muestran
un mejor desarrollo en estas areas (38-43). Por ello, se sugiere que el DHA es
imprescindible para el crecimiento y la funcién del tejido neuronal, asi como visual
(44). Estos beneficios persisten mas alld de la nifiez (39;45), por eso que existan
recomendaciones sobre el DHA como elemento fundamental de la dieta de los lactantes

y nifios con el fin de apoyar el desarrollo del cerebro (46).
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A pesar de estos datos que destacan la importancia del DHA en el desarrollo del
tejido cerebral, queda bastante por aclarar sobre los mecanismos celulares involucrados.
El DHA influye directamente en la biosintesis de neurotransmisores, en la transduccion
de sefiales, en la secrecion de serotonina, en el ensamblaje de receptores beta-
adrenérgicos y serotoninérgicos y en la actividad mono-amino oxidasa (47). Parece
tener importantes propiedades como capturador de radicales libres, protegiendo contra
el dafio oxidativo en cerebros tanto de adultos como en desarrollo. Destaca también su
papel en la plasticidad neuronal, proceso que permite el reemplazo de circuitos
neuronales dafiados y la reorganizacion de los existentes. EI DHA mediante su
combinacioén con glicerofosfocolina y fosfatidilserina, favorece la formacion de
fosfolipidos de membrana para la expansion celular nerviosa (48). También se ha visto
que el DHA juega un papel en la migracién celular durante el desarrollo cerebral (49).
Por otro lado, estudios en animales han demostrado que la administracion de DHA
durante la gestacion y la lactancia se asocia a un aumento de la densidad de espinas
dendriticas en el hipocampo (50) y de algunas proteinas sinapticas en el cerebro de ratas
destetadas. Sin embargo su deplecion se ha asociado con menor tamafio del soma de las
neuronas (51) y a alteraciones en la densidad de las vesiculas sinapticas, crecimiento y
supervivencia de las neuronas. Otros estudios no solo demuestran que la
suplementacion con DHA promueve significativamente el crecimiento neuronal y la
sinaptogénesis sino que también incrementa el nivel de proteinas pre y postsinapticas
involucradas en la transmision sindptica y potenciacién a largo plazo que esta

relacionada con una mejor funcion de la sinapsis (52).

1.1.4.3. Regulacibn de eicosanoides (1) y otros mecanismos

antiinflamatorios.

Los acidos grasos omega-3 también regulan la produccion de eicosanoides
derivados del acido araquidénico (ARA). Los eicosanoides son un grupo de sustancias

biolégicamente activas que incluyen prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y
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leucotrienos. Participan en el control de la presion arterial, funcion renal, coagulacion

sanguinea y reacciones inflamatorias (53) e inmunoldgicas, entre otras.

El EPA también puede producir eicosanoides. De él derivan los eicosanoides de
la serie 3 que incluye la prostaglandina PGE3, la prostaciclina PGI3, el tromboxano
TXA3 y el leucotrieno LTB5. La sintesis de estos eicosanoides requiere de la
participacion de diversas enzimas, ciclooxigenasas y lipoxigenasas, que carecen de
especificidad por lo que puede existir competencia entre distintos sustratos para formar

eicosanoides.

El EPA compite con el &cido araquiddénico (ARA) para estimular la produccién
de prostaglandinas de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5 que tienen una menor accién
inflamatoria que los eicosanoides derivados del ARA. La suplementacion con DHA
induce cambios en el metabolismo del acido araquiddnico y en el balance de los
eicosanoides sintetizados a partir de los &cidos grasos omega-3 y omega-6. Por eso
puede influir sobre las funciones que regulan estos eicosanoides (6). Una vez mas el
tipo de acidos grasos que se consumen con la dieta puede influir sobre la produccion de

eicosanoides pro o antiinflamatorios (54-58).

Figura 4. Eicosanoides derivados de los acidos grasos de las familias ®-6 y ®-3.
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La cantidad de acido araquiddnico contenido en las células inflamatorias se ve
influenciado por la cantidad de &cido linoleico contenido en la dieta aunque la dosis a la
que se establece esta relacion no ha sido definida en humanos. No obstante, el papel del
acido araquidonico como precursor para la sintesis de eicosanoides proinflamatorios
refleja la potente influencia de los acidos grasos omega-6 de la dieta sobre los procesos

inflamatorios (53).

La incorporacion de EPA y DHA en las células inflamatorias ocurre de un modo
dosis dependiente y es parcialmente a expensas del é&cido araquidonico. La
suplementacion con aceite de pescado ha demostrado una reduccién de los eicosanoides
de la serie 2 (PGE2, tromboxano B2, LTB4, cido 5- hidroxieicosatetraenoico y LTE4)
por células inflamatorias debido a una reduccion del sustrato disponible para la sintesis

de eicosanoides a partir del acido araquiddnico.

Aunque los acidos grasos pueden modular la cantidad y tipo de eicosanoides
producidos, también puede producir estos efectos por mecanismos independientes a los
eicosanoides que incluyen la accion sobre receptores, sobre las vias de sefializacion
intracelular y la actividad de factores de transcripcion (28). También se ha demostrado
que los &cidos grasos omega-3 pueden reducir la concentracién de proteina C reactiva
(PCR), citoquinas (53), quimioquinas y otros biomarcadores inflamatorios. Ademas el
EPA y el DHA son productores de los mediadores lipidicos denominados resolvinas y
protectinas que tienen efecto antiinflamatorio e inmunomodulador (7). Estos efectos se

desarrollan més ampliamente en el apartado DHA e inflamacion.

1.1.4.4. DHAy estrés oxidativo.

Los &cidos grasos omega-3 se han considerado efectivos en la prevencion de
muchas enfermedades por sus efectos antioxidantes (59). Sin embargo, existe
controversia al respecto. EI DHA, al ser un acido graso muy insaturado, es muy

susceptible a la peroxidacion lipidica. Por ello, hay que garantizar la seguridad al usar

17 | Efecto de la suplementacion materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacion y el
patrén de acidos grasos.




Introduccion

suplementos con AGPI-CL, ya que se podrian generar radicales libres que afectaran a
los tejidos. No obstante, tras diferentes estudios en nifios, no se han detectado anomalias
entre las concentraciones primitivas de lipidos peroxidados ni en la actividad enzimatica
antioxidante. Estudios randomizados en los que se ha administrado hasta 1g/d de DHA
0 2-7 g/d de AGPI-CL omega-3 no observan efectos adversos, incluso tampoco en

embarazadas (60).

El embarazo es un estado en el que hay una alta demanda metabolica y aumento
en la produccién de radicales libres. Se ha observado mayor agresion por radicales
libres en mujeres gestantes que en mujeres no gestantes. El parto es un momento en el
que también se produce un mayor dafio oxidativo tanto en la madre como en el recién
nacido siendo mayor en el recién nacido prematuro (61;62). Estudios llevados a cabo en
animales han puesto de manifiesto un aumento de la actividad de la enzima superdxido
dismutasa (SOD), que tiene un papel importante como antioxidante, en cerebros de ratas
tras ser suplementadas con DHA durante el desarrollo postnatal (63). En un estudio
posterior en embarazadas, se ha sugerido que la ingesta de aceite de pescado durante el
embarazo podria actuar como antioxidante en esta etapa aunque sin resultados del todo

concluyentes (64).

1.1.4.5. Prevencion y otros beneficios en diversas patologias.

Estos hallazgos han hecho que diversos estudios hayan puesto de manifiesto el
efecto beneficioso de los acidos grasos en enfermedades inflamatorias (53;65) y
autoinmunes como el Lupus Eritematoso (7), el Asma, la Fibrosis Quistica (66), la
enfermedad pulmonar obstructiva (1), la Artritis Reumatoide (53), la Esclerosis
Multiple (1;67-69), la Colitis Ulcerosa (70) y Enfermedad de Crohn (53) y la Diabetes
Mellitus tipo 2 (67;71).

Ampliamente conocidos también son los efectos beneficiosos que los acidos
grasos omega-3 han demostrado sobre enfermedades cardiovasculares (72) poniéndose

de manifiesto en algunos estudios su potencial para disminuir el riesgo de mortalidad
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cardiovascular (73). En una reciente revision se ha puesto de manifiesto que los acidos
grasos libres omega-3 son eficaces en la reduccion de los niveles de triglicéridos y otros
lipidos en pacientes con hipertrigliceridemia y pacientes con riesgo cardiovascular
elevado tratados con estatinas (74). Sin embargo en otros estudios sobre formulaciones
de AGPI-CL vy riesgo cardiovascular se ha concluido que formulaciones compuestas por
EPA y DHA disminuyen los niveles de triglicéridos pero pueden aumentar los de LDL
colesterol, no pasa esto con el EPA administrado en solitario (75-77). Ademas, ambas
formulaciones a las dosis en las que disminuyen los niveles de triglicéridos han
demostrado disminucion de los eventos cardiovasculares con discrepancia en algunos
estudios (75;76). Los AGPI-CL omega-3 no sélo reducen la concentracion de
triglicéridos también disminuyen la produccion de agentes quimiotacticos, factores de
crecimiento, moléculas de adhesion, eicosanoides inflamatorios y citoquinas
inflamatorias, disminuyen la presion arterial, incrementan la produccion de Oxido
nitrico, mejoran la relajacion endotelial y compliance vascular, disminuyen la trombosis
y arritmias cardiacas (55;78). Aungue aun no esta del todo claro el mecanismo por el
cual estos acidos grasos ejercen su efecto protector, se han propuesto los mecanismos
antiinflamatorios que estos acidos grasos producen en la pared de los vasos sanguineos
(78), su ya comentado efecto hipolipemiante, la regulacion sobre la produccion de
eicosanoides menos potentes y la inhibiciobn de la produccion de citoquinas
proinflamatorias entre otros (55;73), por los que también han mostrado beneficios en la

enfermedad vascular periférica (55).

La suplementacion con aceite de pescado también ha mostrado beneficios en
procesos oncoldgicos (1), asociandose a reduccién de la incidencia del cancer de mama
metastasico (67). En pacientes con cancer colo-rectal (79) también se han puesto de
manifiesto sus beneficios, objetivandose una reduccion de marcadores inflamatorios
como la IL-6 en pacientes suplementados con &cidos grasos omega-3, aunque estos
beneficios dependian del tiempo de suplementacion, dosis y via de administracion y tipo
de tratamiento oncoldgico especifico recibido. A parte de los ya comentados se han
estudiado en la leucemia, cancer de pulmoén, cervical, neuroblastoma, linfoma, en el

cancer de pancreas, de vejiga urinaria, ovario y en el glioblastoma (80). Los
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mecanismos por los que se han propuesto a los AGPI-CL como coadyuvantes en el
tratamiento especifico del cancer son sus propiedades en la actividad antitumoral:
antiinflamatorios (81), anti-proliferativos, pro-apoptéticos, anti-invasivos, anti-
metastasicos (82) y regulacion epigenética (83). En una reciente revision sistematica en
pacientes oncoldgicos (cancer de pulmon, mama, colo-rectal y gastrointestinal) tratados
con quimioterapia y/o radioterapia se evidencia que la suplementacion con &cidos
grasos omega-3 puede aportar beneficios en cuanto al mantenimiento del peso corporal,
disminucion de la neuropatia periférica, en la inflamacion con reduccion de la proteina
C reactiva, mejorando la calidad de vida sobre todo por la preservacion de la condicién
fisica. No obstante, son necesarios futuros estudios para establecer las recomendaciones

terapéuticas del EPA y DHA en los procesos oncolégicos (80).

Constituyente de membranas neuronales v

retinianas
Sintesis de la membrana sindptica

Modula actividad de receptores

neuronales
Mielinizacion

Papel en inflamacion e inmunidad

Constituyente del cono de erecimiento y

sinaptosoma
Implicado en la neurotransmision
Regulacion expresion génica

Precursor de leucotrienos y eicosanoides.

Modificado de Nitida Pastor PhD. Nutricién v Neurodesarrollo. NutriNeuro Workshop. MeadJohson. 2015

Figura 5. Principales funciones de los AGPI-CL.

20 | Efecto de la suplementacion materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacion y el

patrén de acidos grasos.



Introduccion

1.1.5. Interacciones del DHA y otros acidos grasos.

Estudios de suplementacion han demostrado que la intervencion dietética con
acidos grasos omega-3 puede variar el patron de &cidos grasos del plasma y membrana
de eritrocitos (84). Se han demostrado cambios en el patron lipidico de recién nacidos al
afiadir &cidos grasos de cadena larga, tanto omega-6 como omega-3 en las formulas
infantiles (85). Ademaés se ha visto que regulando el contenido de AL en las mismas se

incrementa la incorporacion celular de DHA (86).

Los &cidos grasos del plasma y membrana de eritrocitos han sido elegidos como
buenos marcadores de la ingesta de acidos grasos aunque este Ultimo parece tener
mayor valor (87;88). Diversos estudios han sugerido que el tipo de acidos grasos
consumidos con la dieta puede variar la composicion de acidos grasos de la membrana
de los eritrocitos. Por ejemplo, estudios en animales han sefialado que los niveles de
AGPI-CL omega-3 en los tejidos pueden ser regulados alterando el balance de AL y
ALA que se ingiere con la dieta. Una revision reciente de estudios en esta linea pero en
humanos sugiere que la mayoria de los estudios que incrementan la ingesta de ALA
consiguen aumentar el estatus de EPA, mientras que solo los estudios que reducen la
ingesta de AL reportan aumentos del estatus de DHA (89) aunque en general los
cambios no son tan potentes como los observados con la ingesta de AGPI-CL omega-3
(86). La ingesta de aceite de pescado se ha correlacionado especialmente bien con la
concentracion de EPA y DHA en membrana de eritrocitos (88;90;91), mientras que la
ingesta de este tipo de aceites parece que se asocia inversamente con la cantidad de
ARA (92). De forma similar la cantidad de &cido linolénico, &cido linoleico y &cidos
grasos saturados en membrana de eritrocitos se ha asociado con la ingesta dietética de
los mismos pero no demuestran que se vean influenciados por la ingesta de AGPI-CL
omega-3 (91;93). También la ingesta de acidos grasos de origen vegetal y derivados se
asocio con mayor proporcion en membrana de eritrocitos de acido linoleico, linolénico
y acido nervonico que a su vez también se ve alterado en este caso de forma negativa
por la ingesta de productos lacteos (90). Todos estos datos reflejan que la membrana de

eritrocitos es un buen indicador de la ingesta dietética de acidos grasos (88;90).
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Takkunen y colaboradores ponen de manifiesto en su estudio que los acidos grasos
poliinstaurados del pescado y de suplementos enriquecidos con aceites de pescado se
correlacionan positivamente sobre todo con la cantidad de EPA en eritrocitos, mientras
que lo hace de forma negativa con los acidos grasos de la serie omega-6. Por su parte
los &cidos grasos contenidos en la carne de origen animal se asociaron con mayor
proporcion de ARA y menos de EPA y DHA (90). En otro estudio reciente de
suplementacion con &cidos grasos de cadena larga omega-3 (ALA, EPA y DHA) en
nifios se ha objetivado cambios en la composicién de acidos grasos de los eritrocitos. En
concreto, se objetivan aumentos en la concentracién de ALA, DHA vy la suma total de
acidos grasos omega-3 mientras que se evidencia un descenso de las concentraciones de
los acidos grasos omega-6, ARA y C22:4 »-6, de la suma total de acidos grasos omega-
6, del ratio omega-6/omega-3 y ARA/DHA. Sin embargo, no se encontraron diferencias
en los niveles de AL, EPA ni DPA (94). Asi como la ingesta de EPA y DHA se traduce
en cambios en la composicion de los acidos grasos del plasma y de la membrana de
eritrocitos, la ingesta de ARA no parece correlacionarse con la composicion de ARA en

los fosfoslipidos (92).

1.1.6. DHA en el embarazo y la lactancia.

Los acidos grasos esenciales y los derivados del &cido linoleico, serie omega-6,
y acido linolénico, serie omega-3, juegan un papel importante en la gestaciéon. Se han
asociado a mayor prolongacion de la gestacion, retraso del parto espontaneo y reduccién
de la recurrencia de parto prematuro tanto en estudios animales y humanos, mejorando
los resultados neonatales (95). También es conocido que los niveles de DHA en el
plasma materno durante la gestacion influyen en el desarrollo de las funciones
cognitivas y neurologicas del neonato. En una reciente revision sistematica (23) de
estudios de suplementacion con DHA durante la gestacion se reporta en la mayoria, que
los tests de evaluacion de desarrollo neuroldgico en los hijos de madres suplementadas
durante la gestacion presentan mayor puntuacion (96;97) en comparacion con los del

grupo control. También se ha demostrado una relacion positiva entre los niveles de
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DHA en plasma de corddn umbilical y el desarrollo de habilidades cognitivas de los
nifios. A pesar de estos resultados sigue existiendo mucha controversia al respecto. Hay
estudios que no comparten estos resultados (84;98) y otros no demuestran que esos
beneficios se mantengan a largo plazo, no encontrando diferencias significativas entre

grupos suplementado y control en la primera infancia (99;100).

Durante el embarazo hay una alta demanda tanto de &cidos grasos omega-6
como de omega-3 porque el feto los obtiene preferentemente de la transferencia
placentaria (101), lo que condiciona que el almacén de estos acidos grasos en el feto
dependa de la ingesta materna de los mismos. La suplementacion de gestantes con
acidos grasos poliinsaturados omega-3 se ha asociado a aumento de las concentraciones
de DHA en plasma, placenta y sangre de cordon umbilical (102). La ingesta
recomendada de AGPI-CL en el embarazo no ha sido establecida por unanimidad a
pesar de los beneficios demostrados en el desarrollo neurolégico del feto y neonato, la
prolongacién de la gestacion, el peso al nacimiento y también sobre el proceso
inflamatorio (95). De acuerdo a la EFSA se recomienda de 125 a 500 mg al dia de DHA
durante el embarazo para aumentar sus niveles y cubrir las necesidades ligadas a esta
etapa. Para que la embarazada pueda suplir esas altas demandas es necesario el consumo
de una gran variedad de fuentes dietéticas de &cidos grasos omega-3. De ahi que se
recalque la importancia de una intervencion dietética adecuada que asegure una

gestacion con resultados beneficiosos para la madre e hijo.

La lactancia es otra etapa en la que la ingesta de DHA resulta beneficiosa para la
madre y para el nifio. EI DHA también esta presente en la leche materna, pero no en
todas las formulas infantiles. Contiene acidos grasos poliinsaturados de cadena larga,
omega-6 y omega-3, que constituyen el 2% del total de acidos grasos. También,
contiene componentes que juegan un papel inmunoldgico especifico como son
citoquinas, factores de crecimiento, leucocitos, inmunoglobulinas, proteinas como la
lactoferrina y lisozimas. La presencia de citoquinas en la leche materna contribuye al
desarrollo del sistema inmune neonatal y confiere proteccion al nifio que en estas etapas

carece de una red de citoquinas maduras (103). Aln en concentraciones fentomolares
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son capaces de regular la accion y las propiedades de las células del sistema inmune.
Mediante diversos métodos un amplio rango de citoquinas, tanto proinflamatorias como
antiinflamatorias ha sido detectado en leche materna en diversos estadios del periodo de
la lactancia. Algunas de ellas son la interleuquina (IL) 1-B, la IL-6, el factor de necrosis

tumoral alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f3) (104).

Los acidos grasos presentes en la leche materna también parecen jugar un papel
importante en la maduracion y funcion del sistema inmune. La lactancia materna
exclusiva durante los primeros meses de vida no sdlo ha demostrado proteccion frente al
desarrollo de varios tipos de infecciones (respiratorias, gastrointestinales, urinarias,
otitis media y enterocolitis necrotizante) (105;106) sino también proteccion frente al
desarrollo de enfermedades alérgicas. Por eso y otros motivos, la leche materna es el
alimento ideal para el recién nacido (107) ya que aporta los nutrientes necesarios para
un correcto desarrollo y crecimiento del mismo. Cuando no pueden ser alimentados con
leche materna, los sustitutos de ésta pasan a ser esenciales y es importante conocer su

composicion.

La membrana de eritrocitos de los nifios alimentados con lactancia materna
tienen un porcentaje de acidos grasos omega-3 significativamente mayor, especialmente
de DHA, que aquellos nifios que son alimentados con férmulas no suplementadas (108).
Asi, la concentracion de DHA es mayor en plasma, en eritrocitos y sistema nervioso de
niflos amamantados que en aquellos alimentados con férmula. Sin embargo, tienen
niveles similares de acido araquidénico (ARA) (109). Son numerosos los factores que
influyen en el contenido de &cidos grasos de la leche materna, pero parece tener mayor
peso la cantidad de DHA que ingiere la madre (110;111). Se ha demostrado que la
composicion de acidos grasos poliinsaturados de la leche materna estd parcialmente
determinada por el contenido de AGPI-CL de la dieta. Existe una correlacion entre los
niveles de DHA en leche materna y los niveles de éste en sangre. Craig L Jensen y
colaboradores (2002) (110;112) encontraron que los grupos de madres suplementadas
con DHA tenian mayores niveles de DHA en plasma y en leche materna. De forma

similar, aunque mas débilmente también encontraron una relacién entre la cantidad de
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DHA encontrado en la leche materna y en el plasma del nifio. Otros estudios de
suplementacion también encuentran una relacion positiva entre la suplementacion con
aceite de pescado y la reduccién del ratio omega-6/omega-3 en plasma de madre y

sangre de cordon umbilical (113).

El principal problema se plantea por los bajos niveles de consumo de DHA en la
dieta occidental, donde hay un desequilibrio en la ingesta de omega-6 y omega-3, a
favor de los primeros. Estudios recientes han demostrado que la dieta de mujeres
gestantes y en periodo de lactancia de paises occidentales, contiene solo de un 20% a un
60% de las cantidades diarias recomendadas de &cidos grasos omega-3 (109). En un
estudio realizado en poblacion adulta espafiola en el afio 2013 se recogia que la ingesta
total de acidos grasos omega-3 era de 1,8 = 0,60 g/dia (ALA: 1,3 + 0,32, EPA: 0,16 +
0,14, y DHA: 0,33 = 0,21 g/dia) mientras que la de omega-6 era de 11,0 £ 2,7 g/dia
(LA: 10,8 + 2,7 g/dia). Una alta proporcion de participantes no cumplian con la ingesta
ideal de acidos grasos omega-3 (84,7 %), ALA (45,0 %), y EPA+DHA (62,9 %). Las
principales fuentes de ALA fueron los aceites, productos lacteos y la carne. Para EPA
fue el pescado; para el DHA también el pescado, los huevos y la carne y por ultimo para
LA fueron los aceites, la carne y los cereales. Se concluyé que a pesar de una ingesta
elevada de alimentos ricos en omega-3 se podia mejorar la ingesta de los mismos (114).
Ya hemos comentado que los &cidos grasos omega-3 y omega-6 son esenciales y que su
sintesis en el ser humano es limitada, por lo que su ingesta con la dieta es lo mas
eficiente. Un aporte dietético constituido mayoritariamente por acidos grasos omega-6,
como ocurre en nuestra dieta, puede inhibir significativamente la formacién endégena
de &cidos grasos omega-3, en especial de EPA y DHA dada la competencia enzimatica,
ya comentada, entre sus precursores. Esto cobra mayor interés en el feto y recién nacido
en desarrollo, especialmente en los recién nacidos prematuros o pequefios para la edad
gestacional (31). Debido a la limitada capacidad de sintesis de estos acidos grasos (20)
en el neonato existe una dependencia exclusiva de la transferencia placentaria y de la
leche materna, y por lo tanto su administracion a través de la dieta de la madre se hace
fundamental. Un consumo limitado en la mujer gestante o en etapa de lactancia puede

asociar un déficit en la disponibilidad de DHA para un desarrollo neurologico e
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inmunolégico 6ptimo del feto y recién nacido. Por eso, en estas etapas una intervencion
nutricional preventiva adquiere especial interés ya que la grasa que ingiere la madre
gestante y lactante va a tener una gran influencia por un lado sobre el desarrollo del feto
y por otro sobre la composicion lipidica de la leche materna y por tanto sobre la

nutricion del recién nacido en sus primeras etapas (115;116).

1.2. DHA E INFLAMACION.

La inflamacién forma parte de la respuesta normal del organismo ante una lesion
o infeccién. Sin embargo, cuando se produce de modo incontrolado o inapropiado
puede causar dafios en los propios tejidos contribuyendo al desarrollo de una amplia
variedad de trastornos cronicos y agudos. Se caracteriza por la produccién de citoquinas
inflamatorias, eicosanoides derivados del 4&cido araquidénico (prostaglandinas,
tromboxanos, leucotrienos), especies reactivas de oxigeno (ROS) y adhesion molecular
(53;117).

La sefializacion inflamatoria es bastante amplia y compleja. En este estudio nos
hemos centrado en las citoquinas, uno de los mecanismos mediadores en el proceso

inflamatorio.

1.2.1. Citoquinas.

1.2.1.1. Concepto y funciones de las citoquinas.

La biologia de las citoquinas surge a raiz de estudios de finales de los afios 60 y
la década de los 70 donde se describen las propiedades bioldgicas de factores solubles
secretados en el sobrenadante de cultivos celulares tras la estimulacion celular.
Originariamente se definieron por las actividades biologicas que eran capaces de
promover en distintos ensayos in vitro. Estos factores eran nombrados una vez se

conocia el tipo de célula al que afectaban y su funcion. Asi por ejemplo, se acuiio el
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término de factor activador de linfocitos, factor quimiotactico de los macréfagos y
factor agregador de macrofagos. Esta nomenclatura dio lugar a varios términos segun el
campo de estudio de interés de cada investigador, linfoquinas, interleuquinas,
monogquinas, factores estimuladores de colonias, interferones, factores de crecimiento y
quimioquinas. En 1974 se introduce el término citoquina para contrarrestar el caos de
estas categorizaciones arbitrarias (118). Hoy en dia el término citoquina engloba a un
grupo de familias de moléculas de bajo peso molecular, estructuralmente relacionadas y
constituidas por mas de 200 miembros, que se caracterizan por ser capaces de modular
la actividad funcional de células y tejidos. Este papel crucial en las comunicaciones
celulares hace que las citoquinas sean dianas de intervenciones terapéuticas en muchas
enfermedades como infecciones, procesos inflamatorios cronicos y autoinmunes,

cicatrizacién de heridas y las neoplasias (118).

Son proteinas o glicoproteinas formadas por 120-180 aminodcidos y producidas
en su mayoria por leucocitos, aunque hay otros tipos celulares que pueden secretarlas.
Este grupo de proteinas incluye interleuquinas, interferones, factores estimulantes de
colonias y quimioquinas. Las interleuquinas son el mayor grupo de moléculas de
citoquinas que estimulan la proliferacion y diferenciacion de células inmunes. Las
células que segregan interleuquinas incluyen macréfagos (IL-1, IL-6, 1L-8, IL-10, IL-
12, IL-18), células B ( I1L-10, IL-12), células Thl (IL-2), células Th2 (IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, 1L-13), mastocitos (IL-4), células dendriticas (IL-6, 1L-12, I1L-13, IL-18,
IL-23, IL-27), neutrdfilos (IL-1, IL-8, IL-10, 1L-12) y células NK (IL-2) entre otras
(119).

1.2.1.2. Mecanismos de accion y funciones de las citoquinas.

La expresion de la mayoria de las citoquinas estd estrictamente regulada. En

general, es necesaria la activacion celular para que se produzcan cantidades suficientes

de citoquinas y que asi puedan ejercer sus efectos bioldgicos. Poseen una vida media
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muy corta y son capaces de actuar a muy bajas concentraciones, uniéndose a receptores

de alta afinidad presentes en la superficie de la propia célula productora o en otras.

Las citoquinas pueden actuar de modo autocrino, uniéndose a receptores
expresados en las células que las secreta, 0 de modo paracrino, uniéndose a receptores
expresados en células presentes en su entorno inmediato. En ocasiones, aunque no es lo
mas frecuente, pueden actuar de modo endocrino, modulando la actividad de células
ubicadas en sitios distantes, ya que también pueden liberarse a la circulacion sanguinea

o linfética y actuar sobre otros 6rganos y tejidos. Figura 6.

Accion autocrina Accion paracrina
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Figura 6. Formas de actuacion de las citoquinas.
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Figura 7. Acciones de las citoquinas.

Las acciones de las citoquinas se caracterizan por ser pleiotropicas y redundantes
como se refleja en la figura 7. El pleiotropismo se refiere a la capacidad que presenta
una citoquina particular de mediar distintas acciones bioldgicas, actuando sobre
diferentes células dianas. Esto se traduce en que pueden ejercer diferentes efectos
bioldgicos segun la célula sobre la que actien. La redundancia se refiere a la capacidad

de diversas citoquinas de mediar una misma accién biolégica. Asi en ausencia de una

29 | Efecto de la suplementacién materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacion y el
patrén de acidos grasos.




Introduccion

determinada citoquina, sus funciones pueden ser reemplazadas total o parcialmente por
otras. En este sentido suelen observarse efectos sinérgicos y antagonicos. El sinergismo
hace referencia a cuando el efecto mediado por dos citoquinas, actuando de forma
conjunta, es mayor que la suma de los efectos de las citoquinas actuando
individualmente. Sin embargo, el antagonismo hace referencia a la capacidad de una

citoquina en particular de inhibir la accion de una segunda citoquina.

Muchos son los efectos biologicos de las citoquinas. Ejercen su funcion
actuando sobre receptores especificos de membrana y contribuyen a la activacion,
blastogénesis y/o diferenciacion en células efectoras, regulando también otros procesos
como la apoptosis, adquisicion de capacidad citotdxica y la recirculacién de los
leucocitos. Muchas son importantes reguladores, tanto positivos como negativos, de
acontecimientos celulares como la mitosis, la diferenciacion, la migracion, la
supervivencia e incluso, de su transformacion maligna. Desempefian un papel esencial
en los mecanismos efectores e inmunorreguladores, tanto de la inmunidad innata como
de la respuesta inmune adaptativa. También participan en la angiogénesis y se ha visto

que desarrollan un papel clave en procesos neuroinmunes y neuroendocrinos.

1.2.1.3. Clasificacién de las citoquinas.

Como ya hemos comentado, las citoquinas se caracterizan por su pleiotropismo,
lo cual dificulta la realizacién de una clasificacion funcional. De un modo practico,
atendiendo a su funciéon mas relevante (120;121), podrian dividirse en los siguientes
grupos: citoquinas mediadoras de la inmunidad adaptativa, mediadoras de la inmunidad
innata, mediadoras de la hematopoyesis Yy citoquinas proinflamatorias e

inmunosupresoras.
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= Citoquinas que participan en la inmunidad adaptativa.

La activacion de los linfocitos T y B en reposo requiere de una serie de sefiales
mediadas por citoquinas para poder llevar a cabo sus acciones. En respuesta a una
estimulacion antigénica, los linfocitos T se activan, proliferan y se diferencian hacia
células efectoras especificas. Estas células ejercen sus funciones produciendo una serie

de moléculas solubles efectoras de la respuesta inmune adaptativa.

Los linfocitos T CD4+, como consecuencia de una estimulacién antigénica,
pueden diferenciarse hacia linfocitos T cooperadores de tipo Thl o Th2, estando esta
diferenciacion en parte condicionada por las citoquinas que se encuentran en el medio.
Asi, la presencia de IL-12 promueve la diferenciacion hacia Thl, mientras que la IL-4
condiciona el desarrollo Th2. Los linfocitos Thl, en colaboracion con los macréfagos,
estan implicados en la respuesta inmune celular, mientras que los Th2 promueven la
respuesta inmune humoral. Para llevar a cabo su funcion los linfocitos Thl secretan IL-

2, IFN-y y TNF-a, mientras que los Th2 producen IL4, IL-5, IL-10 e IL-13.

Los linfocitos T CD8+ se diferencian hacia linfocitos T citotoxicos como
respuesta a la estimulacion antigénica y a la presencia de citoquinas secretadas por otras
células. Ejercen su funcion efectora mediante la secrecion fundamentalmente de IL-2,
IL-16, IFN-y y TNF-a.

Finalmente, hay una serie de citoquinas que pueden ser producidas por ambos
tipos de linfocitos T, CD4+ y CD8+, tales como IL-2, GM-CSF y TGF-p.

- Interleuquina 2 (IL-2): secretada por linfocitos T CD4+ y CD8+ activados en
respuesta a un estimulo antigénico. Inicialmente se describi6 como factor de
crecimiento de células T, ya que es el principal agente que controla su proliferacion.
Tiene un papel esencial en el desarrollo de las respuestas inflamatorias cronicas, tanto
humorales como celulares. Es un factor estimulador del crecimiento de linfocitos T, By

células NK, promoviendo la actividad citotéxica mediada por linfocitos T y células NK,
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asi como el desarrollo de células LAK (células asesinas activadas por citocinas). Tras
unirse a su receptor de los linfocitos T, activa la secrecion de IFN-alfa, linfotoxina, IL-
4, IL-3, IL-5 y GM-CSF. Sobre los linfocitos B estimula su crecimiento y
diferenciacion e incrementa la expresion de moléculas de MHC (Complejo Mayor de

Histocompatibilidad) de clase II.

- Interleuquina 16 (IL-16): producida por los linfocitos T CD8+ donde se
acumula y se secreta en respuesta a la estimulacion con serotonina o histamina.
Originariamente se identifico como factor quimiotactico de linfocitos, recibiendo el

nombre de linfotactina, debido a su efecto atrayente sobre los linfocitos T CD4+.

- Interferon gamma (IFNy): producido por linfocitos Thl, linfocitos T
citotoxicos y por células NK. Es el principal factor activador de macrofagos en los que
estimula la produccion de IL-1 y TNF-o. Incrementa su capacidad litica y de defensa
contra las infecciones. Induce la expresion de moléculas de histocompatibilidad de clase |
y Il del MHC con lo que aumenta la presentacion antigénica y la activacion de linfocitos
CD4+ y CD8+. Ademas posee una importante actividad inmunomoduladora. Inhibe la
proliferacion de los linfocitos Th2, de manera que su presencia durante la estimulacion
antigénica induce la diferenciacion de linfocitos T hacia células efectoras tipo Thl

favoreciendo, por lo tanto, el desarrollo de las respuestas inflamatorias.

- Interlequina 4 (IL-4): producida por linfocitos Th2, mastocitos, baséfilos,
células del estroma de la médula Osea Yy, posiblemente, por determinadas
subpoblaciones de células NK. Es una citoquina muy pleiotropica, ya que ejerce
numerosos efectos en diferentes tipos celulares. Promueve la diferenciacion de
linfocitos T virgenes hacia células de tipo Th2, inhibiendo la generacion de células Thl.
También, posee efectos inmunosupresores, ya que inhibe la produccion de determinados
mediadores inflamatorios de los macréfagos, inhibe la produccion de prostaglandinas
(122) e induce la produccion de IL-1Ra, que bloquea la accion de la IL-1. También

bloquea la produccion de IL-6, IL-8 y TNF-a. Sobre los linfocitos T activados inhibe la
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produccion de IFN-y, aumenta la capacidad litica de los linfocitos T citotoxicos y sobre

las células NK induce proliferacion y actividad LAK, pero antagoniza los efectos de IL-2.

- Factores transformadores del crecimiento (TGF): se diferencian dos tipos,
el TGF-a y el TGF-B. No poseen ninguna similitud estructural ni comparten los mismos
efectos. EI TGF-p tiene efecto inmunomodulador. Es una de las citoquinas més
abundantes en la leche materna (104). Tiene efectos pleiotropicos. Es producido
fundamentalmente por linfocitos T, plaguetas y otros muchos tipos celulares.
Incrementa la proliferacion de fibroblastos, osteoblastos y células musculares lisas e
incrementa la sintesis de proteinas de la matriz extracelular, lo que favorece la curacion
de las heridas. Esta citoquina tiene también efectos inmunosupresores ya que se observo
que inhibia el crecimiento y la funcion de muchos tipos celulares. Involucrada en la
proteccion frente a agentes adversos relacionados con la alergia en la infancia,
participando en el proceso de tolerancia a los alérgenos. Se ha visto un descenso de sus
niveles en hijos de madres atopicas. Estudios de suplementacién con DHA en
embarazadas han demostrado aumento de los niveles de TGF-B no sélo en el plasma de
la madre si no también en sangre de corddon umbilical (123), lo que puede sugerir un
efecto beneficio de este acido graso en las enfermedades alérgicas. En el sistema
inmune inhibe la sintesis y/o el efecto del IFN-y, TNF-o, TNF-$, IL-1, IL-2 e IL-3, asi

como la citotoxicidad natural y especifica.

= Citoquinas producidas en las respuestas inmunes innatas.

Estas citoquinas se producen de forma inmediata tras el contacto de las células
implicadas en las respuestas inmunes innatas con un agente extrafio. Actian mediante
mecanismos de accion directa frente al agente invasor 6 mediante la movilizacién de

mecanismos inmunorreguladores.
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Las citoquinas que actlan en esta respuesta estan producidas fundamentalmente
por macréfagos, células NK, y por otras células no inmunes como fibroblastos y células
endoteliales.

Las principales citoquinas que intervienen en la respuesta innata son: IL-1, IL-6,
IL-12, IL-16, Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) e Interferones alfa y gamma
(IFN a e IFN-y).

- Interleuquina 1 (IL-1): la superfamilia IL-1 estd compuesta por 11 miembros
hasta la fecha. Son la IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-18, IL-33, y de la IL-1F5 a IL-1F10 ®?9),
Parte de sus efectos proinflamatorios se debe a que inducen la liberacion de histamina
en los mastocitos, generando vasodilatacién y aumento de la permeabilidad vascular en
el lugar de la inflamacion. Es el principal pir6geno enddgeno, induciendo fiebre a través
de la produccion de prostaglandinas. Comparte muchos de los efectos proinflamatorios
con el TNF- alfa. También promueve la sintesis de proteinas de fase aguda por los
hepatocitos y actla sobre el sistema nervioso central induciendo anorexia, hipotension,
pérdida de peso, tipicamente asociados con los procesos infecciosos. Esta producida
fundamentalmente por monocitos y macr6fagos en respuesta a productos bacterianos
tales como endotoxinas, inmunocomplejos, fragmentos moleculares de degradacion del
complemento, en particular C5a, y citocinas, como el M-CSF, el TNF-a y el IFN-y. Sin
embargo, también puede ser producida por linfocitos B, células endoteliales vy

gueratinocitos.

La IL-1 en bajas concentraciones tiene funciones inmunoreguladoras a nivel local
actuando como coestimulo para la activacién de las células T, incrementando la
proliferacion de los linfocitos CD4 y el crecimiento v la diferenciacion de células B,
Ademas induce el aumento de su propia sintesis y la produccion de otras citoquinas, tales
como IL-6 e IL8 por monocitos y células endoteliales, IL-6 por los fibroblastos o la 1L-2
(125) por células T. Ademas, estimula la expresién de receptores de citoquinas en
diferentes tipos celulares, incluyendo células hematopoyéticas y células T. También actla

sobre las celulas endoteliales promoviendo la coagulacion y la adhesion linfocitaria.
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A concentraciones mayores la IL-1 ejerce una accion endocrina y provoca, a
nivel sistémico, algunos de los efectos que produce el TNF-a: ficbre, sintesis de
proteinas de fase aguda y caquexia. Sin embargo, tiene efectos diferentes a los del TNF-
a ya que no produce dafo tisular por si misma. Tampoco incrementa la expresion de
moléculas del MHC ni inhibe el crecimiento de las células hematopoyéticas de médula
Osea sino que potencia las acciones de los CSF sobre estas células. Finalmente, la
accion de la IL-1 es mas potente que la del TNF-a como coestimulador de las respuestas

de los linfocitos T.

- Interleuquina 6 (IL-6): junto con la IL-1 es la principal inductora de la
sintesis de proteinas de fase aguda, sobre todo de fibrindgeno. Es producida por
monocitos y macrofagos en respuesta a la IL-1 y TNF-a (125). Ademés de participar en
la inflamacion, promueve la diferenciacion de linfocitos B hacia células plasmaticas,
induciendo la produccién de inmunoglobulinas. También puede aumentar la produccion

de IL-2 y el desarrollo de los precursores hematopoyéticos dependientes de la IL-3.

- Interleuquina 12 (IL-12): se describié inicialmente como el factor
estimulador de las células asesinas naturales (NK), pero la actual importancia deriva de
su capacidad de dirigir la diferenciacion de los linfocitos Th hacia células efectoras tipo
Th1 de la hipersensibilidad retardada. Esta citoquina incrementa la actividad citotoxica
de las células NK e induce células LAK. Incrementa la produccién de IFN-y por
linfocitos T y células NK y activa a los linfocitos T citotoxicos. Recientemente se ha
descrito un factor proteico denominado p19, sin actividad bioldgica por si mismo, que
se combina con la subunidad p40 de la IL-12 para dar lugar a una nueva citoquina
bioldgicamente activa denominada IL-23. Esta citoquina es producida por células
dendriticas activadas, se une al receptor de la IL-12 y comparte algunas de las funciones

bioldgicas con ella.

- Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a): producido por celulas T activadas,
mastocitos y macrdfagos tras estimulacion por endotoxinas bacterianas como el

lipopolisacarido (LPS), factor estimulador de colonias de macréfago (M-CSF), IFN-y,
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IL-2 6 IL-15. Junto con la IL-1 esta implicado en los procesos inflamatorios derivados
de los procesos infecciosos, siendo responsable de los efectos sistémicos tales como la
elevacion de la temperatura corporal, caquexia y suefio al actuar sobre el SNC. La
produccion de pequefias cantidades de TNF-o es beneficioso en respuesta a una
infeccion, pero la sobreproduccion puede conducir a dafios, como ocurre en el shock, en
el sindrome de distrés respiratorio del adulto y otros procesos inflamatorios donde el
TNF-a estd implicado (125). Ejerce numerosos efectos que son muy dependientes de su
concentracion. A concentraciones bajas el TNF-a actiia localmente como un mediador
paracrino que induce la expresion de moléculas de adhesion y estimula la produccion de
IL-8 por células del endotelio vascular, lo que contribuye a la extravasacion de
linfocitos, neutrofilos y monocitos. También provoca activacion leucocitaria y
estimulacion de la produccion de citoquinas proinflamatorias, como IL-1, IL-6 e IL-8 en
los fagocitos mononucleares. También co-estimula la activacion de linfocitos T y B. En
células del endotelio vascular y fibroblastos, estimula la produccion de CSFs y aumenta
la expresion de moléculas del MHC de clase 1. Cuando las cantidades de TNFa son
mayores, este actia de modo endocrino y provoca acciones sistémicas: estimula la
produccion de reactantes de fase aguda por el higado y la produccién de IL-1 e IL-6 en
células del endotelio vascular; activa el sistema de coagulacion y suprime la

proliferacion de las células progenitoras hematopoyéticas de la médula 6sea.

- Interleuquina 10 (IL-10): Es producida por linfocitos del tipo Th2, asi como
también por monocitos, macrofagos, linfocitos B, queratinocitos y otros tipos celulares.
Tiene efectos inmunosupresores y anti-inflamatorios. Es la citoquina inmunosupresora
por excelencia, inhibiendo la sintesis de citoquinas proinflamatorias, entre las que
podemos citar IFN-y, IL-2 e IL-12. En los macro6fagos inhibe la sintesis de IL-1, IL-6,
IL-8, y el TNFa aumenta la produccién de un agente anti-inflamatorio, el factor
antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra). También inhibe la expresion de MHC-tipo Il y
moléculas de adhesion en monocitos. Ademas, tiene efectos antiproliferativos sobre
muchos tipos celulares. La IL-10 ejerce ademas multiples actividades
inmunomoduladoras. Se ha visto que es un cofactor para el crecimiento de lineas y

colonias de células mastociticas in vitro. Regula las funciones mediadas por linfocitos B
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induciendo la sintesis de IgG, y por linfocitos T, influyendo en el desarrollo de
timocitos y células T. También ejerce efectos reguladores sobre la angiogénesis.
Relacionadas estructural y funcionalmente con la IL-10 se han descrito recientemente
nuevas moléculas tales como la IL-19, IL-20 e IL-22, cuyas funciones son todavia poco

conocidas.

- Interferones alfa y beta (IFN a e IFN B): fueron inicialmente descritos como
agentes producidos por células infectadas por virus. Posteriormente se descubrié que
ademas de su capacidad antiviral ejercian efectos reguladores sobre la proliferacion y la
diferenciacion de varios tipos celulares y tenian capacidad de modular el sistema
inmune. Se clasificaron en dos grupos. Los interferones tipo I, que incluyen el IFN-a y
el IFN-B, con capacidad principalmente antiviral y antiproliferativa, y el IFN-y (tipo II),
con un mayor efecto inmunomodulador. Los interferones o o leucocitarios son
producidos preferentemente por fagocitos mononucleares. Los interferones f o
fibroblastoideos son producidos preferentemente por fibroblastos. Ambos interferones
interaccionan con un mismo receptor. Aumentan el potencial litico de las células NK y
de los monocitos y también aumentan la expresion de moléculas clase | e inhiben la
expresion de moléculas de clase Il. En algunos casos se ha observado que poseen
actividad antitumoral, posiblemente debido a su efecto antiproliferativo sobre las células

tumorales, y modulador sobre el sistema inmune.

» Citoquinas implicadas en el crecimiento y la diferenciacion hematopoyética.

Estas citoquinas promueven el crecimiento y diferenciacién de las células
sanguineas maduras a partir de células madre hematopoyéticas. Son producidas por
células del estroma de la médula 6sea o por linfocitos maduros activados. Algunas de
estas citoquinas reciben el nombre genérico de factores estimuladores de la formacion
de colonias (CSF) por su capacidad para estimular la formacion de colonias celulares en

los cultivos de médula 6sea.
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Las mas importantes son: el Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y
Macréfagos (GM-CSF), Factor Estimulador de Células Precursoras, Factor Estimulador
de Macrofagos (M-CSF), la IL-3, la IL- 7 y la Eritropoyetina (Epo).

- Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y Macréfagos (GM-
CSF): producido por linfocitos T activados y por otras células como fibroblastos,
células endoteliales y monocitos. Induce la proliferacion de los progenitores de
granulocitos y macrofagos, produciéndose en respuesta a estimulos especificos en
situaciones que requieren una elevada produccion de éstas células. También puede

actuar sobre granulocitos y macréfagos maduros.

- Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF): producido por
fibroblastos, células endoteliales y monocitos en respuesta a estimulos especificos.
Actla sobre los precursores hematopoyéticos de los granulocitos y sobre los
granulocitos maduros. La granulocitosis asociada a ciertas infecciones se debe a que el
LPS de las paredes bacterianas es un potente inductor de la produccion de esta citocina.
Se han descrito otras funciones de este factor, como la estimulacién de la fagocitosis y

de la citotoxicidad mediada por anticuerpos.

- Factor Estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF): producido por
monocitos y macréfagos maduros activados y esta implicado en el desarrollo de las

células progenitoras de los macrofagos.

- Interleuquina 3 (IL-3): producida mayoritariamente por los linfocitos T
activados y también por mastocitos. Induce la proliferacion y diferenciacion de
progenitores hematopoyéticos tempranos de todas las series sanguineas, por lo que
también es conocida como multi-CSF. Induce fundamentalmente la hematopoyesis en
situaciones de estrés que requieren una respuesta rapida, siendo menos claro su papel en

la hematopoyesis constitutiva.
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- Interleuquina 7 (IL-7): producida por células estromales de la médula oOsea.
Promueve la maduracion de progenitores pro- y pre-B hacia linfocitos B maduros en la
médula 6sea y de linfocitos T inmaduros en el timo fetal y adulto. También actia como

factor de crecimiento para linfocitos T y B.

= Citocinas proinflamatorias e inmunosupresoras.

Las citoquinas con actividad anti-inflamatoria e inmunosupresora inhiben el
crecimiento celular o suprimen la secrecion de otras citoquinas. Entre ellas se
encuentran la IL-4, IL-13 e IL-10, que activan las acciones de los linfocitos B a la vez
que inhiben las respuestas inflamatorias. La IL-13 e IL-4 estan relacionadas con los
linfocitos Th2, participando en los procesos alérgicos. La suplementacion de
embarazadas con &cidos grasos omega-3 se ha asociado a disminucion de niveles de
RNAm de IL-4 e IL-13y descenso de células NK en sangre de corddn umbilical
(123;126). También se incluye en este grupo el TGF-p que inhibe el crecimiento y la
funcién de muchos tipos celulares, la sintesis de determinadas citoquinas y la actividad
citotdxica natural y especifica. Finalmente, los interferones tipo | (a y B), también se
pueden considerar citoquinas supresoras debido a su capacidad antiproliferativa y a su

efecto regulador de la produccion de citoquinas proinflamatorias.

En el grupo de las citoquinas con actividad proinflamatoria se incluyen las
producidas por los monocitos y macréfagos activados durante las respuestas inmunes
innatas, aunque también pueden ser producidas por linfocitos activados (Thl o
citotoxicos), y otras células no pertenecientes al sistema inmune. Las principales
citoquinas que participan en los acontecimientos celulares y moleculares asociados con
los fendmenos inflamatorios son la IL-1, IL-6, el TNF-a y algunos miembros de la
familia de las quimioquinas. Otra importante citoquina proinflamatoria es el IFN-y,
producido por linfocitos Thl en las respuestas inmunes especificas y por células NK

activadas.
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En la figura 8 se muestra el balance entre las citoquinas proinflamatorias y anti-

inflamatorias (118).
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Figura 8. Balance entre las citoquinas proinflamatorias y anti-inflamatorias

1.2.2. Efecto de la suplementacion de AGPI-Cl omega-3 en la inflamacion.

En condiciones de enfermedad se ha visto que el aceite de pescado puede actuar
como agente antiinflamatorio. E. A Milles y P.C Calder (127) concluyen en 2012, en
una revision sistematica de ensayos con suplementacion de omega-3 en pacientes con
Aurtritis Reumatoide los efectos antiinflamatorios de los mismos. Asi, determinan que

una cantidad suficientemente alta de acidos grasos omega-3 disminuye la produccion de
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eicosanoides inflamatorios derivados del &cido araquidénico y promueve la produccion
de eicosanoides menos inflamatorios a partir de EPA. A esto hay que afiadir la
produccion de resolvinas antiinflamatorias y mediadores relacionados directamente con
EPA y DHA (127;128). La inflamacion que ocurre en estas enfermedades también se
debe a la hiperproliferacion de células T y consecuentemente a un aumento de
citoquinas proinflamatorias (28). Otras acciones antiinflamatorias de los AGPI-CL
omega-3 incluyen el descenso de los presentadores de antigenos de la via MHC tipo 11,
descenso de las células T reactivas y descenso de la produccion de citoquinas Thil.
Ademas, participan en la sintesis de una familia de mediadores lipidicos involucrados

en la respuesta inflamatoria (53).

Se ha establecido bien el papel de estos mediadores lipidicos derivados de los
acidos grasos omega-3 en la respuesta inflamatoria. Los mediadores lipidicos clasicos
incluyen a las prostaglandinas y leucotrienos, a los que hay que afiadir dos nuevas clases
de mediadores mas recientes. La primera llamada “Specialized Pro-resolving
Mediators” producidos a través de las vias de las ciclooxigenasas (COX) y
lipooxigenasas (LOX). EPA produce las resolvinas de la serie-E mientras que el DHA
produce las protectinas, resolvinas de la serie-D y las maresinas. Recientemente también
se han descubierto moléculas derivadas de DPA, analogas a las derivadas del DHA
(129). Las vias son complejas y ain no se conocen con exactitud. Un gran nimero de
estudios ha demostrado que las resolvinas de la serie-E, D y las protectinas tienen efecto
antiinflamatorio (128;130) e inmunomodulador (127). Estas Gltimas han demostrado
tener un papel antiinflamatorio en cerebros de pacientes afectos de Alzheimer y
participan también en la supervivencia celular y reparando los dafios asociados a la edad
(129). La resolvina E1, que es un mediador derivado de EPA, aumenta la produccion de
lagrimas y disminuye la inflamacion del sindrome de ojo seco en un modelo llevado a
cabo con ratones (131). Son varios los estudios en el campo de la Oftalmologia que han
demostrado efectos beneficios de la ingesta de DHA en el sindrome de ojo seco,
mejorando las condiciones de la enfermedad y en la inflamacién conjuntival
postquirurgica con reduccion de la misma tras la administracion de suplementos con
DHA durante 3 meses (131).
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La otra novedosa clase de mediadores son los llamados “Electrophilic fatty acid
oxo-derivatives” (EFOX) sintetizados por la via COX-2 y 5-LOX y que incluyen al 5-
0x0-EPA, 7-oxo-DPA y 7-oxo-DHA derivados de EPA, DPA y DHA respectivamente.
Estas moléculas han demostrado acciones antiinflamatorias como agonistas del factor de
transcripcion nuclear, receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPARYy),
activando la respuesta antioxidante dependiente de Nrf-2 e inhibiendo la produccién de
citoquinas (129).

Podemos decir que los AGPI-CL omega-3 actlan sobre la inflamacién de un
modo directo ya que reemplazan al &cido araquidénico como sustrato para la sintesis de
eicosanoides, e indirectamente alterando la expresion de genes inflamatorios a traves de
la activacidn de factores de transcripcion (117) entre otros mecanismos. Tanto el EPA
como el DHA influyen sobre la funcion de muchas células actuando como agentes
inmunosupresores y antiinflamatorios aunque algunos estudios indican que difieren en
sus efectos y mecanismos de actuacion (24;27;28;129;132). Las vias son complejas y
gueda mucho que descifrar. Probablemente, las propiedades activas del DHA incluyan
ademas de los efectos sobre el desarrollo neuronal y su plasticidad, participacién como
mediadores en los procesos de sefializacion de los receptores de membrana, cambios en
la fluidez de la membrana, formacion de segundos mensajeros y mejora en la
produccién de mediadores antiiinflamatorios, debido a la disponibilidad de DHA como
sustrato (133-135). Hu Wang y colaboradores demostraron en su estudio con
macrofagos in vitro, que el factor de transcripcion Nrf2 juega un papel clave en los
efectos antiinflamatorios del DHA y EPA. Sus resultados ponen en evidencia que el
DHA, a través de la sefializacion dependiente de Nrf2, es capaz de inhibir mediadores
proinflamatorios, como la oOxido nitrico sintetasa y la COX-2, y citoquinas
proinflamatorias como la IL-6, la IL-1 y el TNF-a. (67). Otros estudios plantean que los
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 son ligandos naturales del
receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPARy), un factor de
transcripcion que regula la expresion de genes que participan en la proliferacion celular,
inflamacion y en el metabolismo de los acidos grasos y lipoproteinas. La activacion de

los PPARy puede inhibir la sefalizacion de NF-xB y la expresion de genes
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inflamatorios (124). A pesar de los datos disponibles, poco se sabe aun sobre los
mecanismos celulares y moleculares por los cuales los AGPI-CL omega-3 ejercen un
efecto beneficioso en la prevencion de enfermedades inflamatorias y las enfermedades

inmunomediadas (136). Desvelar dichos mecanismos esta aun por completar.

1.2.3. Inflamacion, DHA y embarazo.

La inflamacion se considera una de las principales causas de las complicaciones
del embarazo, prematuridad y de morbilidad en el neonato (137-142). De hecho el
embarazo se puede considerar un estado de inflamacion sistémica leve y controlada. Las
citoquinas TNF-o e IL-1 estan implicadas fundamentalmente en los procesos
inflamatorios asociados al embarazo y parto (137;139;140). No obstante, también se ha
demostrado un aumento de biomarcadores inflamatorios como la IL-8, el factor de
crecimiento de los hepatocitos y la proteina quimiotactica de monocitos durante el
embarazo. También aumentan de forma progresiva los biomarcadores vasculares como
la selectina E, la molécula 1 de adhesion vascular, la mélecula de adhesion vascular
intercelular-1 (ICAM) y el activador-inhibidor 1 del plasmindgeno (143). Otros estudios
han sugerido que una respuesta anormal de las citoquinas y otras moléculas como la
leptina pueden estar involucradas en la fisiopatologia de complicaciones de la gestacion
como la preeclampsia. Se ha demostrado una relacion entre el TNF-a, la IL-6, la IL-8,
la IL-10 y la leptina manifestando que la alteracion al alza de los niveles de estos
marcadores podria usarse como marcador de disfuncion proinflamatoria y

antiinflamatoria y de disfuncién endotelial en la preeclampsia (144).

En el embarazo también tienen lugar importantes cambios con impacto en las
vias metabolicas de los lipidos y carbohidratos y las funciones vasculares. El tejido
adiposo no solo actia como almacén de energia durante la gestacion sino que también
es un tejido metabdlicamente activo (143). Los adipocitos y su estroma son una fuente
rica de citoquinas y mediadores inflamatorios como el TNF-o y adiponectina, que

aumentan y disminuyen respectivamente, la resistencia a la insulina (145). EI aumento
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en la resistencia a la insulina y los cambios que se producen en el perfil lipidico de la
madre durante el embarazo podrian jugar un papel importante en la disfuncion
endotelial (146). El papel que las adipoquinas, citoquinas y biomarcadores de la
homeostasis vascular juegan en la regulacion de los cambios metabdlicos del embarazo

estd aun por completar.

Se ha demostrado que una ingesta alta de estos acidos grasos disminuye la
produccién de eicosanoides, citoquinas, ROS y la expresion de moléculas de adhesion.
Estudios realizados con cultivos celulares (67) han reportado que EPA y DHA pueden
inhibir la produccion de citoquinas proinflamatorias, como el TNF- «, la IL-1 y la IL-6
y en estudios in vitro se ha demostrado que pueden disminuir también la expresion de
células de adhesién molecular y recientemente también en células endoteliales de
cordon umbilical. Estos efectos quedan respaldados por estudios similares de
suplementacion alimentaria en modelos animales y humanos. En un modelo murino de
inflamacion sistémica materna y posterior exposicion de la crias a un ambiente de
hiperoxia, la suplementacion de las madres con DHA durante la gestacion conllevaba
una disminucion de la respuesta inflamatoria y una mejora en el crecimiento pulmonar
de las crias (147). Posteriormente en un modelo de exposicion similar con mayor grado
de inflamacion, se demostré que la suplementacion materna con DHA mejora el
desarrollo y la funcién pulmonar, disminuye la respuesta inflamatoria, la expresién de
enzimas de remodelacion y reduce la fibrosis pulmonar (32). En humanos, algunos
estudios han revelado descenso de los niveles de citoquinas, como medida de respuesta
inflamatoria sistémica tras la suplementacion durante 8 semanas con aceite de pescado
(148) y durante el embarazo se ha demostrado que la ingesta de &cidos grasos de cadena
larga omega-3 puede modular los niveles de citoquinas y la maduracion de células T
helper (Th) (136). Estudios comparativos en nifios amamantados cuyas madres fueron
suplementadas con EPA y DHA desde la semana 22 de gestacion, demuestran que esta
intervencion dietética conlleva un descenso de los niveles de citoquinas Thl, como
interferon gamma (IFN-y) e IL-1 en plasma, y descenso de las citoquinas Th2, IL-14 e

IL-13 en sangre de cordon umbilical (109). En la actualidad son pocos los estudios que
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han investigado la relacion de los acidos grasos omega-3, la inflamacién y la gestacion

y etapa perinatal.

45 | Efecto de la suplementacion materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacion y el
patrén de acidos grasos.







JUSTIFICACION







Justificacion

2. JUSTIFICACION

El interés terapéutico de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga se
despierta a principios de la década de los 80 (149), a medida que los estudios
epidemioldgicos revelan que el consumo de grandes cantidades de pescado rico en
omega-3 se asocia a menor incidencia de enfermedades inflamatorias (31). A esto se
suman otros estudios que revelan que los acidos grasos de cadena larga, especialmente
el acido docosahexaenoico (DHA), tienen también un papel vital en el desarrollo fetal
(134:150;151).

El DHA vy el acido eicosapentaenoico (EPA) son dos acidos grasos omega-3
nutricionalmente esenciales con la peculiaridad de que no son sintetizados en cantidades
suficientes por el organismo y por eso deben obtenerse a través de la dieta (152). En
etapas vulnerables como el embarazo y la lactancia se recomienda un alto consumo de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 (AGPI-CL ®-3) ya que los
niveles de DHA materno descienden durante el embarazo (23) y contindan
descendiendo si el periodo de lactancia es largo (153). También se ha observado que los
niveles de DHA materno descienden ain mas en los embarazos multiples y que son mas
bajos en mujeres multiparas que en primiparas (154) y cuando el periodo entre
embarazos es muy estrecho. El estatus de DHA en el feto depende exclusivamente de la
transferencia placentaria y por ende de su administracion a través de la dieta materna
(155). Por tanto, la alimentacion juega un papel relevante en estas dos etapas ya que el
desarrollo éptimo del feto y del recién nacido necesita asegurar un aporte materno
adecuado de DHA.. Parece razonable entonces la importancia de un suplemento dietético

que se ajuste a las necesidades de estas etapas.

La suplementacion dietética con DHA ha demostrado que influye en la
composicion de acidos grasos del organismo y fosfolipidos circulantes (156). Por eso,
los acidos grasos del plasma y de las membranas de eritrocitos han supuesto un indice

atil para determinar el adecuado aporte de DHA de la dieta (157;158). En la mayoria de
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estudios que han valorado como la ingesta dietética de &cidos grasos influye en la
composicion lipidica de los tejidos, se ha reportado que la ingesta de acidos grasos
omega-3 o su precursor el &cido linolénico puede variar la composiciéon de EPA y DHA
observando interacciones sobre todo con el ARA que disminuye tras la suplementacion
con aceite de pescado sin recogerse datos sobre otros &cidos grasos (88;90;91). Estudios
en esta linea podrian determinar la ingesta dptima de DHA y tiempo necesario de
suplementacion para conseguir un estatus adecuado a las necesidades que conlleva el

embarazo y la lactancia.

La mayoria de los estudios publicados sobre la suplementacion con DHA y sus
efectos, se ha centrado en el desarrollo visual y neuronal del recién nacido. Ademas de
estos efectos ampliamente conocidos, existe evidencia de los beneficios que el DHA
parece tener sobre la respuesta inflamatoria. Tanto EPA como DHA influyen sobre la
funcién de muchas células del sistema inmune aunque algunos estudios indican que
difieren en sus efectos y mecanismos de actuacién. Los datos son inconsistentes y poco
se sabe sobre el mecanismo por el cual los AGPI-CL omega-3 podrian tener un efecto
beneficioso en la prevencion de enfermedades inflamatorias y las enfermedades
inmunomediadas (136). Muchos datos son en relacion a la produccién de eicosanoides
derivados de estos &cidos grasos y su accion sobre las propiedades de las membranas
celulares en condiciones de enfermedad y pocos sobre la produccién de citoquinas y
sujetos sanos. Por tanto, resulta interesante establecer si existe relacion entre la ingesta
de DHA y la produccién de citoquinas inflamatorias en etapas fisioldgicas como el
periodo perinatal y las primeras etapas del desarrollo del recién nacido, donde el
organismo es mas vulnerable y donde los acidos grasos ya han demostrado amplios
beneficios, aportando asi algo més de conocimiento sobre los beneficios de una dieta

rica en omega-3, sin necesidad de consumir suplementos farmacologicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal:

Analizar si la administracion de un suplemento diario de un producto lacteo
enriquecido con aceite de pescado (320 mg de DHA y 72 mg de EPA) a la mujer
embarazada durante el Gltimo trimestre de gestacion y el periodo de lactancia puede
influir sobre la secrecion de las siguientes citoquinas: GM-CSF, IL-2, IL4, IL-6, IL-10,
INF- vy TNF- a.

3.2 Objetivo secundario:

Analizar el patrén de acidos grasos de la madre, de la leche materna y del recién
nacido tras la suplementacion diaria de la madre con un producto lacteo enriquecido con
aceite de pescado (320 mg de DHA y 72 mg de EPA) durante el ultimo trimestre de
gestacion y el periodo de lactancia.

53 | Efecto de la suplementacién materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacién y el
patrén de acidos grasos.







PACIENTES
Y
METODOS







Pacientes y métodos

4.1. PACIENTES

4.1.1. Pacientes y disefio del estudio

Ensayo clinico controlado, aleatorizado, doble ciego, de grupos paralelos
(Control y DHA) en el que participaron de forma voluntaria 137 mujeres gestantes
controladas en los servicios de Ginecologia del Hospital Materno-Infantil de Granada y
del Complejo Hospitalario Universitario Insular Materno-Infantil de Gran Canaria. La

inclusion en el estudio se realizo entre Junio del afio 2009 y Agosto del 2010.

El estudio cont6 con la aprobacion del Comité Etico de ensayos clinicos con
seres humanos de ambos hospitales. Esta registrado en wwwe.clinicaltrials.gov con el
codigo de identificacion NCT01947426.

El disefio se realizd cumpliendo la normativa del Real Decreto 223/2004, el

Convenio de Oviedo y la Declaracion de Helsinki.

4.1.2. Criterios de participacion

La idoneidad para la participacién de las voluntarias se considerd segun los

siguientes criterios:

4.1.2.1. Criterios de participacion de las madres:

4.1.2.1.1. Criterios de inclusién:

- Aceptar libremente participar en el estudio y contar con el consentimiento
informado firmado por la voluntaria (se adjunta en el apartado ANEXOS I).

- Mujer gestante con un embarazo de curso normal.

- Ausencia de enfermedad sistémica grave.

- Ausencia de enfermedad metabdlica (diabetes e hipertension gestacional).

57 | Efecto de la suplementacién materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacién y el
patrén de acidos grasos.




Pacientes y métodos

- indice de masa corporal al inicio de la gestacion entre 18-30 Kg/m?.
4.1.2.1.2. Criterios de exclusion:

- Factores de riesgo en el embarazo.

- Intolerancia a la lactosa.

- Intolerancia a las proteinas de la leche de vaca.

- Malnutricion.

- Alimentacion incorrecta o alternativa.

- Déficits que hicieran necesario el uso de suplementos farmacoldgicos a partir
de la semana 24.

- Embarazos mdltiples.

- Diagndstico de retraso del crecimiento intrauterino.

- Muerte fetal.

- Presencia de circunstancias que a juicio de los investigadores supusieran bajas
expectativas de cumplimiento con el protocolo del ensayo.

- No deseo de lactancia materna.

- Toma de suplementos con DHA durante la gestacién y/o lactancia.

4.1.2.2. Criterios de participacion de los hijos:

4.1.2.2.1. Criterios de inclusion:

- Edad gestacional entre la semana 38-42.

- Nacimiento por parto eutdcico.

- No alteraciones en monitor durante el parto.

- Peso al nacer adecuado a la edad gestacional.

- Apgar mayor o igual a 7 en el primer y quinto minuto de vida.

- Alimentacion del recién nacido con lactancia materna.
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4.1.2.2.2. Criterios de exclusion:

- Intolerancia a la lactosa.
- Intolerancia a las proteinas de la leche de vaca.
- Enfermedad sistémica grave.

- Existencias de cromosopatias y malformaciones fetales.

4.1.3. Disefio de los grupos e intervencion.

La intervencién dietética consistié en suplementar diariamente la dieta de las
gestantes con una bebida lactea control é una bebida lactea enriquecida con acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga de la serie omega-3 desde la semana 28 de
gestacion hasta el final de la lactancia materna. Un equipo de nutricionistas se encargo
de elaborar dietas tipo Mediterranea, perfectamente equilibradas, adaptadas a las

necesidades de las gestantes.

Las caracteristicas de cada grupo se describen a continuacion:

Grupo Control (n=70): dieta equilibrada tipo Mediterranea e ingesta de 400

ml/dia (en dos tomas de 200 ml) de la bebida lactea control.

Grupo DHA (n=67): dieta equilibrada tipo Mediterrdnea e ingesta de 400
ml/dia (en dos tomas de 200 ml) de la bebida lactea enriquecida con &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga de la serie oemga-3 que supone un aporte de 320 mg de
DHA 'y 72 mg de EPA diarios.

59 | Efecto de la suplementacién materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacién y el
patrén de acidos grasos.




Pacientes y métodos

Control (n=70)

PARTO

Control (n=51)

2.5 MESES

Control (n=37)

4 MESES

Control (n= 26)

RECLUTAMIENTO

(n=137)

~—~

/

1 Intolerancia a proteina leche de
vaca

4 No consentimiento informado
1 Parto prematuro

4 No gusta el batido

1 Enf. Chron

1 Medicacién en embarazo

1 Cambio de ciudad

11 No lactancia materna
1 APLV en nifio
2 Abandono del batido

3 Abandono LM
7 No acude a citas
1 No localizable

DHA (n= 67)

P
<

PARTO

DHA (n= 47)

2.5 MESES

DHA (n= 42)

4 MESES

DHA (n= 29)

2 Diabetes gestacional

4 No consentimiento
informado

2 Colico nefritico

4 No gusta el batido

2 Hipotiroidismo

1 Bajo peso

1 Intolerancia a lactosa
1 Cardiopatia congénita
nifio

3 No lactancia materna
2 Abandono del batido

4 Abandono LM

6 No acude a citas

1 No localizable

2 No quieren continuar

Figura 9. Diagrama de flujo donde se muestran las participantes en el estudio.

Se realiz6 un seguimiento nutricional de las gestantes con el objetivo de

minimizar el factor de confusion que podia suponer la dieta. Comenzo con una encuesta

nutricional de 110 items sobre frecuencia de consumo de alimentos (FFQ) (159;160)
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que incluia preguntas especificas sobre el consumo de fuentes de DHA, tales como
mariscos, atun, sardinas, salmon, trucha y otro tipo de pescados. Ademas de una
encuesta alimentaria recordatorio de 96 horas e informacion sobre alimentacion y
habitos sociales de cada gestante. Posteriormente, se disefi0 una dieta basada en un
sistema de mend para un mes con contenidos intercambiables dentro de cada grupo de
nutrientes, lo que permitié mantener las preferencias de todas las gestantes y seguir las
recomendaciones nutricionales, especialmente aquellas relacionadas con el consumo
semanal de pescado. Todas las gestantes recibieron una hoja informativa que recogia los
efectos beneficiosos del consumo de pescado y las recomendaciones de varias
instituciones reconocidas de Europa y del resto del mundo (21;22). De esta manera se
aseguraba que el consumo de pescado y derivados fuera el adecuado y asi cubrir la
ingesta recomendada de 300 mg/dia de EPA+DHA (2-3 raciones de pescado por

semana) para el buen desarrollo fetal (160).

Tras el primer mes de intervencion, se realizd una segunda encuesta con un
doble proposito: verificar el correcto seguimiento de la dieta y consumo de pescado y la
correcta ingesta del producto lacteo. Después del parto, una tercera entrevista, con los
mismos objetivos que la anterior, ademas de conocer cualquier incidencia. En esta etapa
se intensifico la promocion de la lactancia materna durante al menos los 4 primeros
meses de vida del nifio, aunque lo deseable es que continuasen al menos hasta el sexto

mes post-parto.

El andlisis de la ingesta nutricional se realiz6 utilizando el software de Nutriber
v.1.1.1 (Funiber, Barcelona, Esparia).

Los productos lacteos control y enriquecido en DHA fueron cedidos por la
empresa Lactalis Puleva (Granada, Espafia). Actualmente no son productos
comercializados y fueron producidos exclusivamente para el estudio. La composicion
de los mismos se muestra en la tabla 2. Se distribuyeron en envases blancos sin ningln
etiqguetado que reflejase el contenido. De esta forma, ni las gestantes ni los

investigadores responsables del estudio conocian el grupo al que pertenecia cada
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voluntaria. Igualmente, a cada gestante se le asignd una clave para garantizar la

confidencialidad de sus valores analiticos.

Tabla 2. Composicion de los productos lacteos utilizados en el estudio.

Producto lacteo DHA-EPA Producto lacteo control

Energia (kcal-kJ/100 mL) 58-145 58-145
Proteinas (g/100 mL) 3.7 3.7
Carbohidratos (g/100 mL) 6.7 6.7
Grasas (g/100 mL) 1.8 1.8
- Saturadas (g/100 mL) 0.32 0.36
- Monoinsaturadas (g/100 mL) 1.06 1.10
- Poliinsaturadas (g/100 mL) 0.42 0.34
EPA (mg/100ml) 18
DHA (mg/100mL)

Acido félico (ug/100 mL) 80 80
Vitamina B12 (ug/100 mL) 0.4 0.4
Vitamina C (mg/100 mL) 9.0 9.0
Vitamina D (ug/100 mL) 0.75 0.75
Vitamina E (mg/100 mL) 1.5 1.5
Calcio (mg/100 mL) 160 160
Hierro (mg/100mL) 2.2 2.2
Yodo (ug/100mL) 23 23
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4.2. METODOS

4.2.1. Muestras para el analisis

Se obtuvo muestras de sangre de la madre, de sus hijos y de leche materna en

diferentes momentos del estudio.
4.2.1.1. Muestras maternas:

Las muestras de la madre se tomaron durante el embarazo en la consulta del
Ginecologo. En la sala de parto en el momento del alumbramiento y en la consulta del
Pediatra durante el periodo de la lactancia. El esquema de recogida y las cantidades se

resumen a continuacion:

= 5 ml de sangre en el momento del reclutamiento (6° mes de embarazo) en la

consulta del Ginecdlogo que fueron designadas con el nombre SMO.
= 5 ml de sangre en el momento del parto en el paritorio, SM1.
= 5 ml durante el periodo de lactancia en la consulta del pediatra. A los dos meses
y medio (2,5 m) tras el parto (SM2), y a los 4 meses post-parto (SM3), final de
la intervencion dietética.
4.2.1.2. Muestras de los hijos:
Las muestras de sangre de los hijos se tomaron en el momento del nacimiento en
el mismo paritorio y posteriormente una segunda muestra a los dos meses y medio de
vida en la consulta del Pediatra.

= 5 ml de sangre de vena de cordon umbilical (SHOV) en el momento del parto.

= 5 ml de sangre del nifio a los 2,5 meses de vida (SH1)
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4.2.1.3. Muestras de leche materna:

Las muestras de leche materna se tomaron en la consulta del Pediatra intentando
siempre que fuese durante las primeras horas de la mafiana y del pecho que no se
hubiese ofrecido en la Gltima toma. La cronologia de la recogida de muestras de leche
materna se resume a continuacion:

= Calostro (LMO), 2-3 dias post-parto.

= Leche de transicion (LM1), 1 mes post-parto.

= Leche maduraalos 2,5y 4 meses (LM2) y (LM3) respectivamente.

CAPTACION
6 MESES DE GESTACION

Sangre materna (SMO) Inicio de la intervencion dietética

PARTO

“

Sangre de vena de cordon

umbilical (SHOV) Sangre materna (SM1) Calostro (LMO)

A 4
i

Leche materna (LM1)

Sangre materna (SM2) Sangre de hijo (SH1) Leche materna (LM2)

Sangre materna (SM3) Leche materna (LM3) Fin intervencion dietética

Figura 10. Esquema cronoldgico de recogida de las muestras.

64 | Efecto de la suplementacién materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacién y el
patrén de acidos grasos.




Pacientes y métodos

Las muestras fueron conservadas a -80°C y enviadas al laboratorio debidamente

conservadas, preferentemente en hielo seco, para evitar romper la cadena de frio.

De las muestras de sangre se aislo el plasma mediante proceso de centrifugacion
a 3000 r.p.m durante 15 minutos (3 eppendorf de 1,5ml). Se aislaron también las
membranas de eritrocitos (2 eppendorf pequefios, de 0,5ml y 1 grande) y citosol (2
ependorff de citosol pequefios) siguiendo el método descrito por Hanahan y Ekholm

(161) ligeramente modificado.

Una vez separado el plasma por centrifugado, se procedid a la eliminacion de los
leucocitos de la muestra por medio de un lavado con tampdn isotonico Tris 310imOSM
de pH 7.6 y posterior centrifugacion a 15000 r.p.m durante 20 minutos a 4°C,
eliminandose el sobrenadante y la capa superficial de células por medio de una pipeta
Pasteur. Este procedimiento de lavado se repitié dos veces méas. Posteriormente, a esta
suspension se le adicion6 tampén Tris hipotonico 20imOSM de pH 7.6 en una
proporcion 1:5. Tras la centrifugacion a 15000 r.p.m durante 15 minutos y a 4°C, se
obtuvo el citosol en el sobrenadante y se continud con el lavado del precipitado, que se
correspondia con las membranas eritrocitarias. La operacion de lavado con tampon
hipotonico se repitid tres veces mas. Tras el ultimo lavado, las membranas quedaron con
una ligera tonalidad rosacea y el sobrenadante procedente de la hemolisis de los
eritrocitos totalmente incoloro. Al finalizar el segundo lavado, se procedio al transvase
de las membranas a otro tubo con objeto de dejar atras el coagulo de pseudofibrina que
aportaba a las membranas una coloracion rojiza. Finalmente las muestras fueron

alicuotadas y congeladas a -80°C hasta el momento de ser analizadas.

4.2.2. Analisis de acidos grasos en leche materna, plasmay eritrocitos.

4.2.2.1. Analisis de &cidos grasos en plasma

- Condiciones instrumentales.
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El perfil de acidos grasos del plasma materno y de hijo se determinG por
cromatografia de gas liquido (GLC) segun lo descrito por Lepage y Roy (162) mediante
la cual se puede hacer en un solo paso la metilacion y transesterificacion de las

muestras.

A continuacion se muestran las condiciones de analisis optimizadas para la

determinacion del compuesto en las muestras problema:

Tabla 3.Parametros instrumentales para el patrén de acidos grasos en plasma.

Fase Movil

Supelco SP™ 2380 Fused Silica Capillary Column
60m.x0.25mm.x0.2um.

Helio Purisimo

2 uL

T, =60 °C (0.5 min)
T, = 150°C (10°C/min, 5 min)
T, =220 °C (2°C/min, 1 min)

Duracién 50.50 min

Inyector 250 °C (50.50 min)

ImL/min.

Gases para Quemar Aire e Hidrégeno.

Areas

Réplicas 1
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- Preparacion de patrones y muestras.

Patrones: El patron es una mezcla de &cidos grasos que viene preparado
comercialmente. Su nombre comercial es el siguiente: FAME Standards Supelco 37
componet FAME Mix.

Muestras: Las muestras se pesan de forma precisa en tubos de vidrio. En un
tubo de ensayo pirex se vierten 300 uL de plasma humano y se afiaden 2 mL de
disolucién metanol-tolueno 4:1. Se agitan en vortex durante 1 minuto a temperatura
ambiente y a continuacion se adicionan cuidadosamente y siempre en campana de
absorcién de gases y con medidas de proteccion ocular, los 200 pl de cloruro de acetilo.
Es extremadamente importante, que mientras se esté adicionando dicho compuesto se
mantenga la muestra en vigorosa agitacion. Tras agitar con vortex durante 1 min a
temperatura ambiente se gasea la muestra con nitrdgeno o argon para evitar una
oxidacion de los acidos grasos. A continuacién se ponen dichas muestras en un bloque
calefactor durante 1 hora a 100°C. Una vez sacadas de éste se refrigeran en un bafio de
hielo hasta perder la temperatura alcanzada anteriormente, y se vierten con especial
cuidado 5mL de carbonato potasico al 6 % que tiene por objeto parar la reaccion y
neutralizarla. A continuacién se lleva a cabo una agitacion rapida y se centrifuga a 3500
r.p.m. durante 10 minutos con el fin de separar las fases. La fase superior bencénica es
retirada con pipeta pasteur y conservada con la fraccién lipidica. Posteriormente se
evapora bajo corriente de nitroégeno y los lipidos que quedan en el fondo del tubo son
resuspendidos en 50 pl de hexano para ser analizados en el cromatdgrafo de gases
modelo HP-5890 Series Il (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA), equipado con un
detector de ionizacion de llama, inyector automatico Hewlett Packard 7673A y un
integrador Hewlett Packard 3393A. Se emplea una columna SPTM 2330 F.S (Supelco
Inc. Bellefonte, Palo Alto, CA, USA) de 60 m de longitud, 32 mm de i.d. y un grosor de
20 mm. El método tiene una duracion de 40 minutos y la siguiente rampa de
temperatura: 5 minutos a 160°C; 6 °C/min hasta alcanzar los 195°C; 4 °C/min hasta los
220°C; 2 °C/min hasta los 230°C; 12 minutos a 230°C y 14 °C/min hasta 160°C.
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Se realiz6 la determinacién cualitativa de los lipidos de membrana, por lo que
los resultados han sido expresados como porcentaje (%) del total de &cidos grasos
detectados en el cromatograma (C12, C14, C15, C16, C16:1, C18, C18:1, C18:2, C18:3,
C18:6, C20:4, C24:1, EPA (C20: 5 n-3), DPA (C22:5 n-3) y DHA). Cada acido graso
fue identificado mediante comparacion con una mezcla de ésteres metilicos de acidos

grasos (Sigma, St Louis, MO, Estados Unidos).

4.2.2.2. Analisis de &cidos grasos en membrana de eritrocito.

- Condiciones instrumentales.

El perfil de acidos grasos de la membrana del eritrocito se determinG por
cromatografia de gas liquido (GLC) segln lo descrito por Lepage y Roy (162) mediante
la cual se puede hacer en un solo paso la metilacion y transesterificacion de las

muestras.

A continuacion se muestran las condiciones de analisis optimizadas para la

determinacion del compuesto en las muestras problema:
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Tabla 4. Parametros instrumentales para el analisis de acidos grasos en eritrocitos.

Supelco SP™ 2380 Fused Silica Capillary Column
60m.x0.25mm.x0.2um.

L. Helio Purisim
Fase Movil elio Furisimo

1pL

To = 160 °C (0.0 min)
T1=177°C (20.0°C/min, 10 min)
T2 =177 °C (1.1°C/min, 1 min)
T3 =195 °C (1.5°C/min, O min)
T4 =230 °C (15°C/min, 7 min)

Duracién 33.18 min

Inyector 250 °C (33.18 min)
ImL/min.
Gases para Aire e Hidrégeno.

Quemar

Areas cuya unidad de medida son las cuentas.

T2 Detector. 260°C

- Preparacion de patrones y muestras.

Patrones: El patron es una mezcla de &cidos grasos que viene preparado
comercialmente. Su nombre comercial es el siguiente: FAME Standards Supelco 37
componet FAME Mix.
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Estandar Interno: El patron comercial utilizado es el metil tricosanoato (C:23
metilado) a una concentracién de Img/mL. A continuacion se realiza una dilucion 1/12

para que la concentracion final quede a 0.083 mg/mL

Muestras: En un tubo de ensayo pirex se vierten 500 uL de eritrocitos y se
afiade 1mL de PBS 10x. Se somete a continua agitacion. Posteriormente se centrifuga
durante 10min a 6000 r.p.m. y se elimina la fraccion hemoglobinica (sobrenadante)
evitando arrastrar el pelet de las membranas de los eritrocitos. Se afiaden 200uL de C:23
a una concentracion de 0,083mg/mL. Se agita suavemente y se afiaden 2 mL de
disolucion metanol-tolueno 2:1. Agitacion en vortex durante 1 minuto a temperatura
ambiente y a continuacion se afiaden 200 ul de cloruro de acetilo. Es extremadamente
importante, que mientras se esté adicionando dicho compuesto se mantenga la muestra
en vigorosa agitacion. Tras agitar con vortex durante 1 min a temperatura ambiente se
gasea la muestra con nitrégeno o argon para evitar una oxidacion de los acidos grasos.
A continuacion se ponen dichas muestras en un bloque calefactor durante 1 hora a
100°C. Una vez sacadas de éste se refrigeran en un bafio de hielo hasta perder la
temperatura alcanzada anteriormente, y se vierten con especial cuidado 5mL de
carbonato potésico al 6 %. A continuacion se lleva a cabo una agitacion rapida y se
centrifuga a 3500 r.p.m. durante 10 minutos. Se recoge con una pipeta pasteur el
sobrenadante obtenido (tolueno) y se lleva a sequedad total con ayuda del speed vac. A
continuacion se resuspende el extracto seco obtenido en 50uL de tolueno. Se agita y se
vierte al vial con inserto cromatografico. Por dltimo se inyecta 1ul en el cromatdgrafo

de gases con detector FID.

Los resultados se expresan a una concentracion ug/uL tras haberse calculado
mediante la férmula (sefial (cuentas) de la muestra/ sefial (cuentas) del SI) x
concentracion Sl. La sefial se obtendra habiendo realizado una correcta integracion de

los picos anteriormente.
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4.2.2.3. Andlisis de acidos grasos en leche materna.
El perfil de &cidos grasos de la leche materna se determin6 por cromatografia de
gas liquido (GLC) segun lo descrito por Lepage y Roy (162) mediante la cual se puede

hacer en un solo paso la metilacion y transesterificacion de las muestras.

A continuacion se muestran las condiciones de analisis optimizadas para la

determinacion del compuesto en las muestras problema:

Tabla 5. Pardmetros instrumentales para el analisis de acidos grasos en leche

Supelco SPTM 2380 Fused Silica Capillary Column
60m.x0.25mm.x0.2um.

L. Helio Purisimo
Fase Movil

1l

To =62 °C (0.5 min)

T1 = 150°C (15.5°C/min, 5 min)
T2 =177 °C (1.1°C/min, 1.5 min)
T3 =195 °C (1.5°C/min, O min)
T4 =230 °C (15°C/min, 7 min)

Duracién 50.50 min

Inyector 250 °C (33.18 min)

ImL/min.

Gases para Quemar Aire e Hidrégeno.

Areas

T2 Detector. 260°C

[
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- Preparacion de patrones y muestras.

Patrones: El patron es una mezcla de &cidos grasos que viene preparado
comercialmente. Su nombre comercial es el siguiente: FAME Standards Supelco 37
componet FAME Mix.

Estandar Interno: El patron comercial utilizado es el metil tricosanoato (C:23
metilado) a una concentracion de 1mg/mL. A continuacion se realiza una dilucion 1/10

para que la concentracion final quede a 0.1mg/mL

Muestras: En un tubo de ensayo pirex se vierten 300 uL de leche humana y se
afiaden 200uL de C:23 a una concentracion de 0.1mg/mL. Se agita suavemente y se
afiaden 2 mL de disolucion metanol-tolueno 4:1. Se vuelve a agitar en vortex durante 1
minuto a temperatura ambiente y a continuacion se adicionan cuidadosamente y siempre
en campana de absorcion de gases y con medidas de proteccién ocular, los 200 ul de
cloruro de acetilo. Es extremadamente importante, que mientras se esté adicionando
dicho compuesto se mantenga la muestra en vigorosa agitacion. Tras agitar con vortex
durante 1 min a temperatura ambiente se gasea la muestra con nitrégeno o argén para
evitar una oxidacion de los &cidos grasos. A continuacion se ponen dichas muestras en
un blogue calefactor durante 1 hora a 100°C. Una vez sacadas de éste se refrigeran en un
bafio de hielo hasta perder la temperatura alcanzada anteriormente, y se vierten con
especial cuidado 5mL de carbonato potasico al 6 %. A continuacién se lleva a cabo una
agitacion rapida y se centrifuga a 3500 r.p.m. durante 10 minutos. Se recoge con una
pipeta pasteur el sobrenadante obtenido (tolueno) y se lleva a sequedad total con ayuda
del speed vac. A continuacion se resuspende el extracto seco obtenido en 300uL de
tolueno. Se agita y se vierte al vial con inserto cromatogréafico. Por ultimo se inyecta 1ul

en el cromatografo de gases con detector FID.

Los resultados se expresan a una concentracion ug/uL tras haberse calculado
mediante la férmula (sefial (cuentas) de la muestra/ sefial (cuentas) del SI) x
concentracion Sl. La sefial se obtendra habiendo realizado una correcta integracion de

los picos anteriormente.
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4.2.3. Analisis de citoquinas en plasma.

Los niveles de citoquinas se midieron mediante el kit comercial de ELISA
multiplex MILLIPLEX® Human Cytokine/Chemokine (MPXHCYTO-60K) y usando
el Citometro de placas Luminex 200, Luminex Corporation (Austin, Estados Unidos) y
el software XPONENT (un software para la adquisicién y andlisis de datos con equipos
Luminex). Este kit permite la cuantificacién simultanea de las siguientes 42 citoquinas y
quimioquinas humanas: EGF, Eotaxin, FGF-2, ligando FIt-3, Fractalkine, G-CSF, GM-
CSF, GRO, IFN-a2, IFN-y, IL-1RA, IL-10, IL-1p, IL-2, sIL-2Ra, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p40), IL-12(p70), IL-13, IL-15, IL-17A, IP-10, 1-
MCP, MCP-3, MDC, MIP-1a, MIP-1pB, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, RANTES, sCD40L,
TGF-a, TNF-a, TNF-B y VEGF. En nuestro estudio hemos analizado 7 de ellas: GM-
CSF, IL-2, IL4, IL-6, IL-10, INF-y y TNF-a.

Por su alto coste, no fue posible realizar el analisis de citoquinas en todas las
muestras con las que contdbamos. Se analizaron las muestras de plasma de 30 de las
madres (15 correspondian al grupo suplementado y 15 al control) y de 46 nifios (24

correspondian al grupo suplementado y 22 al grupo control).

4.2.3.1. Preparacion de los controles de calidad.

Antes de su uso, hay que reconstituir el control de calidad 1 y 2 con 250 puL de

agua desionizada. Se invierten los frascos varias veces para mezclar. Se deja reposar

durante 5-10 minutos y luego se transfieren los controles a tubos de microcentrifuga de

polipropileno debidamente etiquetados.

4.2.3.2. Preparacion del estandar de citoquina humana.

Es necesario reconstituir el estandar de citoquina humana con 250 pL de agua

desionizada para obtener una concentracion estandar de 10000 pg/mL para todos los
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analitos. Se mezcla bien y se deja reposar durante 5-10 minutos. Luego se transfiere el
estandar a un tubo de microcentrifuga de polipropileno debidamente etiquetado. Esto se
utilizara como la concentracion estdndar de 10000 pg/mL.

4.2.3.3. Preparacion de los estdndares de trabajo.

Se preparan los estdndares realizando diluciones seriadas de un estandar
suministrado con el kit resultando 8 estandares que se analizaron por duplicado. Como
control negativo se utilizd diluyente del estdndar. Se etiquetan cinco tubos de
microcentrifuga de polipropileno, de 2000, 400, 80, 16 y 3,2 pg/mL. Afiadimos 200 pL
de tampon en cada uno de ellos. A continuacion se preparan diluciones seriadas
afiadiendo 50 pL del estandar reconstituido de 10.000 pg/mL al tubo de 2000 pg/mL. Se
mezcla bien y se transfieren 50 pL al tubo de 400 pg/mL. Volver a mezclar bien y
transferir 50 pL de esta dilucion al tubo de 80 pg/mL, mezclar bien y transferir 50 uL.
del estandar de 80 pg/mL al tubo de 16 pg/mL. Finalmente volver a mezclar y transferir

50 pL de éste al tubo de 3,2 pg/mL. El estdndar de 0 pg/mL ser& tampon de ensayo.

@@@@@

() P P @D » @
Standard 200 uL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
Reconstituted
standard 2,000 pg/mL 400 pg/mL 80 pg/mL 16 pg/mL 3.2 pg/mL
10,000 pg/mL

Figura 11. Esquema de las diluciones seriadas.
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4.2.3.4. Procedimiento del inmunoensayo.

Se humedece la placa con la adicién de 200 uL de tampén de ensayo (L-AB) en
cada pocillo. Se sella y se mezcla en un agitador de placa durante 10 minutos a
temperatura ambiente (20-25°C). Luego se elimina el tampdn mediante filtracion por
vacio. En la placa ya preparada, se adicionan, en primer lugar, las microesferas que
llevan incorporado el anticuerpo dirigido frente a las diferentes citoquinas,
quimioquinas y factores de crecimiento. Se realizan dos lavados de los micropocillos y
seguidamente, se afiaden los estandares, controles y muestras en el pocillo
correspondiente y se incuba la placa a temperatura ambiente (20-25°C) en agitacion
durante 1 hora. Después de la incubacion de las muestras, se retira el liquido por vacio y
se realizan dos lavados con tampén (10X Wash Buffer. L-WB). A continuacion, se
afiade el anticuerpo de deteccion (MXH1060-1) a cada pocillo y se incuba la placa a
temperatura ambiente en agitacion durante 30 minutos. Esto resulta en la formacion de
un sandwich de anticuerpos alrededor de la citoquina, quimioquina y factores de
crecimiento diana. Tras 3 lavados, se adiciona la solucion de estreptavidina-ficoeritrina
(L-SAPE9) a cada pocillo y se incuba la placa a temperatura ambiente en agitacion
durante 30 minutos. La SAPE se une al anticuerpo de deteccion biotinilado en la
superficie de la microesfera. Posteriormente, se realiza una serie de lavados antes de la
deteccidn. Los datos de la reaccion se adquieren usando el sistema Luminex 200®
(Austin, TX, EEUU) que es un instrumento basado en citometria de flujo que permite
cuantificar la intensidad de las reacciones bioguimicas que tienen lugar en la superficie
de las microesferas. Ademas, incluye un sistema informatico de captura, procesamiento
y transformacién de la sefial fluorescente en sefial digital, permitiendo asi el anélisis de
los resultados. Uno de los laseres emite una radiacion con una longitud de onda capaz
de excitar las moléculas de fluorocromo contenidas en las microesferas. La intensidad
de la fluorescencia emitida por éstas permite diferenciar el analito que se mide en cada
caso (fluorescencia interna de las microesferas). El otro laser excita las moléculas de
ficoeritrina (PE) que se afiaden al final del ensayo (fluorescencia en la superficie de las
microesferas). El sistema Optico de deteccion del Luminex® permite revelar la
intensidad de la reaccion que tiene lugar en la superficie de las microesferas y el

software del Luminex® (XPONENT) calcula automaticamente la concentracion de cada
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citoquina en la muestra problema, empleando una curva estandar derivada de una
suspension de citoquinas estandar, de concentracion conocida y de la que se hacen

diluciones seriadas.

Para una adecuada adquisicion de los datos, las microesferas estan tefiidas con
una combinacion de dos colorantes fluorescentes en proporciones conocidas de manera
que cada microesfera tiene asignado un nimero (region de la microesfera) del 1 al 100
segun el ratio de los dos colorantes fluorescentes. Los valores del Gltimo estandar
fueron considerados como limites de deteccion para cada mediador, tal y como
recomienda el fabricante. Aquellos valores por debajo del nivel de deteccion se
equipararon al nivel de deteccién. Los ajustes del equipo y condiciones se resumen en la

siguiente tabla:

Tabla 6. Ajustes del equipo Luminex®200, Luminex Corporation (Austin, EE.UU)

Events 50, per bead
Sample 100 uL

Gate Settings
8,000 to 15,000

Default (low PMT)

Reporter
Time Out 60 seconds
Bead Set Customizable 41-Plex Beads
GM-CSF 20
IFN-y 25
IL-10 27
IL-2 48
IL-4 53
IL-6 57
TNF-a 75
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4.2.4. Analisis estadistico
4.2.4.1. Caracteristicas de las madres y somatometria.

Analisis univariados. En cada uno de los dos brazos de tratamiento, las variables
categoricas se resumieron en frecuencias y porcentajes y las numéricas en medias y
desviaciones estandar (SD) 6 en medianas y rangos intercuartilicos (IQR) segun se
dieran o no los supuestos de normalidad. Los porcentajes se compararon con el test de
la 4% las medias con el t-test y las medianas con el test de Wilcoxon para datos

independientes.

Curvas de crecimiento. Para el peso, talla y perimetro craneal, Los datos se

analizaron de acuerdo con el siguiente modelo de efectos mixtos (163):
Yimesk = o+ frmes + B, mes’ + iy mes + y;+ Nifio  + € jmesi

donde y ; mes representa a cada uno de los marcadores antropométricos para el nifio k-
ésimo del grupo de tratamiento i (i = Control, DHA) en cada uno de los meses de
observacion (mes = 0, 1, 2.5, 4, 8 y 12), ; corresponde al efecto de tratamiento
tratamiento i-€simo (7 control = 0), Nifio i es el efecto aleatorio correspondiente al k-ésimo

nifio y finalmente, e ; mesk representa la variabilidad interna al nifio.

4.2.4.2. Evolucion de los acidos grasos en madres (plasma, eritrocitos y leche

materna).

Representaremos por x . . la determinacion en la del I-esimo acido graso (I =

IVJ
1, ..., 15) en la gestante k perteneciente al grupo i-ésimo (i = Control, DHA) en la fase j
( = 0,1,2,3). Los porcentajes de cada uno de ellos en relacion con el total se obtuvo

comao:
i gkl

X
y;‘.j.k:e‘ = 100 X 1—

11N e
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Cada é&cido graso se resumio segun fase (0, 1, 2 y 3) y tratamiento (Control y
DHA) en mediana y rango intercuartilicos (IQR). En lo que sigue, omitimos en la
notacion el indice correspondiente a cada uno de los acidos grasos (I). En cada fase, las
medianas de ambos tratamientos se compararon con el test de Wilcoxon para datos

independientes.

En orden a realizar una comparacion global entre las trayectorias de los acidos
grasos entre los grupos Control y DHA (evolucion de los porcentajes de acido graso) se

considero el siguiente modelo de analisis de efectos mixtos (163):

(M) yijk= 0+ a+ F;j+bc+ej:i=Control, DHA; j=0,1,2,3

donde ¢; es el efecto de fase (o= 0), f;j es el efecto de grupo (tratamiento) segun fase
(Beontroij = Fio = 0*, para todo 1, j), by es el efecto aleatorio correspondiente al k-ésimo
sujeto mientras que ejjx son Vvariables aleatorias independientes N(O , o) e

independientes de by.

*Para la lactancia materna, no se impone que pSpuao=0. La intervencion con la
suplementacion de DHA se inicia desde el 6° mes de gestacion, por lo que en las
muestras de calostro (fase O para lactancia materna) se puede reflejar el efecto de la

misma.
En orden a contrastar el efecto de tratamiento, consideramos el modelo reducido:
(MO) yijk = O+ a;+bi+ e, :i=Control, DHA; j=0,1,2,3
Ambos modelos se estimaron por el metodo de la maxima verosimilitud. El efecto de

tratamiento se contrasto mediante el test de razon de verosimilitudes que compara los
modelos M y MO.
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4.2.4.3. Evolucidn de los acidos grasos en nifios (plasma y eritrocitos).

Para los nifios, las determinaciones de los acidos grasos sélo se realizaron en las
fases 0 y 1 (0= nacimiento; 1= 2.5 meses de vida). Por tal motivo, en cada fase y para
cada tratamiento, los porcentajes se resumieron en medianas y rangos intercuartilicos.
Las comparaciones entre tratamientos se llevaron a efecto utilizando el test de Wilcoxon

para datos independientes.

4.2.4.4. Evolucion de las citoquinas en madres.

Para cada una de las citoquinas, representaremos por citoquinq’j’k su

determinacion en la gestante k perteneciente al grupo i-ésimo de tratamiento (i = DHA,
control) en la fase j (j = 0, 1, 2). Las citoquinas se resumieron segun fase (0, 1y 2) y
tratamiento (DHA, control) en medianas y rangos intercuartilicos (IQR). En orden a
evaluar el efecto del DHA sobre las citoquinas se considerd el siguiente modelo de

analisis de efectos mixtos (163):
(M)  citoquina;jx = 0+ ¢+ 7;;+ madrec+e;jx : i=DHA, control; j=0,1,2

donde ¢; es el efecto de fase (¢o=0), 7; es el efecto de tratamiento segun fase ( zontro,
= 7,0 = 0, para todo i, j), madre es el efecto aleatorio correspondiente a la k-ésima
madre mientras que ejjx son variables aleatorias independientes N(O , o) e

independientes de madrey.

En orden a contrastar el efecto de tratamiento, consideramos el modelo reducido:
(MO) citoquina;jx = @+ ¢+ madrei+e;jx : i=DHA, control; j=0,1,2

Ambos modelos se estimaron por el metodo de la maxima verosimilitud. El efecto de
tratamiento se contrasto mediante el test de razon de verosimilitudes que compara los
modelos M y MO.
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4.2.4.5. Evolucidn de las citoquinas en nifio.

Las citoquinas en nifios solo se determinaron en las fases 0 y 1 (0= nacimiento;
1= 2.5 meses de vida). Por tal motivo, en cada fase y para cada tratamiento, los datos se
resumieron en medianas y rangos intercuartilicos. Las comparaciones entre tratamientos

se llevaron a efecto utilizando el test de Wilcoxon para datos independientes.

4.2.4.6. Asociacion del DHA con las citoquinas.

Las asociaciones entre el DHA vy las diferentes citoquinas se llevaron a efecto

mediante el coeficiente de correlacion de Spearman.

En todos los analisis, un contraste de hipotesis se considerd estadisticamente

significativo cuando los correspondientes p-valores fueron inferiores a .05.

Todos los andlisis de datos se llevaron a efecto utilizando el paquete estadistico
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5. RESULTADOS

5.1. Somatometria de las madres e hijos.

Analizamos las caracteristicas antropométricas de las madres participantes en el
estudio, como se muestran en la tabla 7. No encontramos diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a edad, peso, talla, tension arterial y parametros bioquimicos
tales como perfil lipidico y glucemia. Lo que demuestra la homogeneidad basal entre

grupos.

Tampoco, encontramos diferencias en el curso del embarazo y parto, sin

diferencias en la edad gestacional y la puntuacion del Apgar en el recién nacido.

La somatometria de los hijos tampoco muestra diferencias, siendo el peso, la
talla y el perimetro craneal similar en ambos grupos como podemos ver en la tabla 8. La
evolucion de las caracteristicas antropométricas en los nifios tampoco fue diferente a lo
largo del estudio, como se refleja en la figura 12. En el seguimiento realizado a lo largo
del primer afo de vida de los nifios no detectamos diferencias significativas en cuanto a
las variaciones de peso, talla y perimetro craneal entre grupos, siendo el crecimiento

lineal y similar en ambos.
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Tabla 7. Caracteristicas de las madres e hijos

Edad, aios

Peso, kg (6 meses)

Talla, cm

IMC, Kg/mZ (6 meses)

Hijos: varones | mujeres, %

Tension arterial sistolica, mmHg

Tension arterial diastélica, mmHg

Colesterol sérico total, mg/dL

Triglicéridos, md/dL

Glucemia, mg/dL

Hemoglobina, g/dL

Hematocrito

Semana del parto

Apgar 1, % <8
9

Apgar5,% <8
9

10

Control (N=70)

30.3+4.9

721+132

163 +6.4

271250

58.9/41.1

11013

65.8 £ 8.3

257 + 39

152 (124 ; 195)

97 (78 ; 112)

12 (11 12)

35 (32 ; 36)

40 (39 41)

271
72.9

10.4
75.0
14.6

Los datos son medias + SD, medianas (IQR) y porcentajes

DHA (N = 67)

306+54

70.9+11.0

163 +6.4

26.5+3.7

52.8/47.2

107 +£9

64.3+6.8

253 + 41

156 (124 ; 187)

90 (77 ; 126)

12(11:12)

34 (33 ; 36)

39 (38 ; 40)

17.0
83.0

6.4
74.5
19.1

p

765

569

743

406

522

169

273

638

875

927

529

849

542

237

706
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Tabla 8. Medidas antropometricas de los hijos

Fase Control (N = 56) DHA (N = 53)

Peso, Kg 0 3.15+0.49 3.23+0.53 .390
1 4.15 + 0.63 427 +0.74 411
Talla, cm 0 50.13 + 2.87 50.12 + 2.38 .978
1 54.26 + 2.52 54,56 + 2.80 578
Perimetro cefalico, 0 34.20 + 1.36 33.85 £1.55 .285
cm
1 37.27+£1.31 37.11 +1.66 .601

Los datos son medias (+SD)
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Peso (Kg)

o -
N
s~ -
o -
o -
5+
N

Meses

Talla (cm)
60 70 75
1 1 1

55
L

50
L

o o
[
s
o o
®
5 -
5 4

Meses

26

Perimetro Craneal (cm)
40 42
1

38
L

36
L

Figura 12. Evolucion de los valores esperados de peso, talla'y perimetro craneal en
el primer afo de vida.

Control —; Suplementado - -
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5.2. Determinacion de la composicion de acidos grasos en plasma materno.

La evolucién de los acidos grasos en plasma materno a lo largo del tiempo de
estudio se muestra en la figura 13 y los datos para cada acido graso, fase y grupo se

resumen en la tabla 9.

En el momento basal (reclutamiento) no se encuentran diferencias significativas
entre grupos para ninguno de los acidos grasos analizados en plasma materno, siendo

sus niveles similares en ambos grupos lo que manifiesta la homogeneidad entre ellos.

Los &cidos grasos saturados aumentan en ambos grupos en el momento del
parto, no detectando diferencias significativas, salvo para el acido palmitoleico, cuyo
aumento fue mayor en el grupo control. En general, en ambos grupos las
concentraciones de los acidos grasos saturados tienden a aumentar hasta el momento del
parto disminuyendo de forma progresiva posteriormente. Sin embargo, los &cidos grasos
insaturados parecen llevar una trayectoria inversa. Disminuyen en el momento del parto
con tendencia a aumentar en los meses posteriores. No obstante, no se encuentran

diferencias significativas entre grupos para esta fase.

Destaca que las concentraciones del acido nervonico, el EPA, el DPA y el DHA
son mayores, aunque no estadisticamente significativas, en el grupo suplementado en el
momento del parto. A los 2 meses y medio del mismo, este aumento se hace mas
evidente encontrando diferencias estadisticamente significativas entre grupos para los
acidos EPA (p<.001) y DHA (p <.001). También cabe sefialar que el &acido graso
gamma linolénico aumenta de forma significativa (p=.004) en este periodo en el grupo

control respecto al suplementado.

A los 4 meses post-parto encontramos nuevamente mayor concentracion de estos
acidos grasos, EPA (p.001) y DHA (p.0042), en el grupo suplementado. El resto de

acidos grasos no muestran diferencias significativas entre ambos grupos.
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Tabla 9a. Composicion de los acidos grasos en plasma materno (Resultados

expresados %o)
Acido

Acido Laurico
C12:0

Acido Miristico
C14:0

Acido
Pentadecilico
C15:0

Acido
Palmitico
C16:0

Acido
Palmitoleico
C16:1n-7

Acido Estearico
C18:0

Acido Oléico
C18:1n-9

Acido Linoleico
(LA)
C18:2n-6

Fase

Control
0(0;0)
0(0;0)
0(0;0)
0(0;0)

0.56 (0.413; 0.768)
0.814 (0.607; 1.115)
0.75 (0.536; 0.93)
0.56 (0.431; 0.88)
0.107 (0.083; 0.149)

0.144 (0.103; 0.195)
0.146 (0.083: 0.185)
0.061 (0; 0.158)
17.906 (16.282; 23.901)
25.818 (22.672; 29.136)
21.913 (16.758; 23.674)
19.819 (15.073; 23.981)
1.054 (0.828; 1.464)
1.668 (1.222; 2.064)
1.331 (1.112; 1.947)
1.185 (0.841; 1.655)
6.839 (6.531; 7.354)
6.554 (5.796; 7.157)
8.545 (8.078: 8.864)
8.54 (7.819; 9.007)
21.91(20.29; 24.652)
25.062 (22.42; 26.493
21.426 (19.372; 22.752
20.711 (19.789; 23.527
31.654 (29.39; 34.319
27.683 (25.012; 29.863)
31.496 (29.372; 33.903)
32.366 (29.169; 34.898)

)
)
)
)

DHA
0(0;0)
0(0;
0(0;
0(0;

0.509 (0.382; 0.71)

0.793 (0.333; 1.035)

0.628 (0.478; 0.764)

0.554 (0.425; 0.825)

0.114 (0.09; 0.148)

0.146 (0.099; 0.188)

0.13(0.101; 0.185)
0.081 (0; 0.173)
17.824 (15.651; 23.861)
26.062 (19.219; 29.076)
19.133 (16.004; 22.468)
17.837 (15.412; 23.074)

0.906 (0.685; 1.226)

1.545 (1.081; 2.409)°

1.107 (0.888; 1.401)

0.941 (0.695; 1.265)

7.125 (6.483; 7.592)

6.121 (5.71; 6.788)

8.313 (7.717; 8.984)

8.497(8.103; 9.061)

23.109 (20.19; 25.367)

24.382 (22.84; 26.099)

20.736 (18.876; 22.597)

21.427 (19.401; 23.312)

31.273 (28.379; 34.632)
( )
( )
(

0)
0)
0)

26.505 (24.902; 30.429
32.701 (30.438; 34.388
30.703 (29.319; 32.403)

P
1

357
994

61
1

228
A72
761

034
919
789

049
Ar7

93
1

.003
437
641

1

163
718
129

1

415
668
984

1

47
097
192

P global
176

378

201

159

023

208

.846

331

Los datos son medianas (IQR: p25; p75). Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.
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Tabla 9b. Continuacién. Composicion de los acidos grasos en plasma materno.

Acido

Acido a linolénico
(ALA)
C18:3n-3

A.gamma-linolénico
(GLA)
C18:3n-6

Acido Araquidénico
(ARA)
C20:4n-6

Acido Nervénico
C24:1n-9

Acido
Eicosapentaenoico
(EPA)
20:5n-3

Acido
Docosapentaenoico
(DPA)
22:5n-3

Acido
docosahexaenoico
(DHA)
22:6n-3

Fase
0

_ O W NN A, oW

o WD o W N o W N

—_

W N

1
2
3

Control
0.368 (0.297; 0.462)
0.33 (0.237; 0.413)2
0.31(0.258; 0.38)
0.29 (0.203; 0.387)
0.25 (0.207; 0.319)
0.213 (0.165; 0.265)
0.69 (0.547; 0.841)
0.558 (0.37; 0.642)
9.155 (7.658; 11.12)
6.777 (5.667; 8.524)
8.743 (7.57;10.378)
8.974 (7.87; 11.939)
2.363 (1.652; 3.066)
1.398 (1.083; 1.781)
1.441(1.193; 2.422)
1.987 (1.44; 3.483)
0.364 (0.252; 0.497)
0.240 (0.171; 0.549)
0.75(0.532; 1.05)
0.595 (0.48; 1.03)2
0.418 (0.26; 0.66)

0.336 (0.228; 0.536)

0.36 (0.183; 0.709)
0.56 (0.36; 0.659)

3.84 (2.68; 5.179)
2.826 (2.009; 3.824)

2.017 (1.525; 3.147) =

2.368 (1.656; 3.806) 2
Los datos son medianas (IQR). Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.

DHA
0.36 (0.294 ; 0.445)
0.319 (0.239; 0.376)°
0.293 (0.244; 0.34
0.305 (0.23; 0.365
0.223 (0.171; 0.327)
0.214 (0.125; 0.247)
0.51(0.382; 0.687) b
0.436 (0.349; 0.509)
9.045 (7.596; 10.853)
6.274 (4.76; 8.164)
8.019 (6.797; 9.223)
9.053 (6.919; 10.014)
2.554(1.883; 3.186)
1,57 (1.304; 1.843)
1,699 (1.341; 2.652)
1.966 (1.348; 3.191
0.342 (0.269; 0.513
0.351 (0.266 ; 0.45)
1.137 (0.881; 1.671) b
0.948 (0.514; 1.444)"
0.414 (0.294; 0.687

0.342 (0.235; 0.507

(

(
0.625 (0.395; 0.726
0.495 (0.433; 0.709

)
)

)
)

_— = ~— ~—

4.026 (2.927; 4.971)
3.221 (2.475; 3.984)
3.389 (2.627; 4.922) b
3.313 (2.547; 5.134) b

P
1
.002
972
918

802
.004
234

697
053
666

335
187
811

667
<.001
.001

697

303
194

1
237
<.001
0042

P global
021

022

291

.785

<.001

394

<.001
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Figura 13a. Evolucion de las concentraciones de los acidos grasos en plasma

materno.
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Figura 13b. Continuacién. Evolucion de las concentraciones de los &cidos grasos en

plasma materno
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5.3. Determinacion de la composicion de acidos grasos en membrana de eritrocitos

materno.

La evolucion de los acidos grasos en la membrana de los eritrocitos materno

durante las fases del estudio se muestra en la figura 14ay 14b.

No se encuentran diferencias entre grupos en el patron de acidos grasos de la
membrana de los eritrocitos en el momento del reclutamiento, como es de esperar, asi
como tampoco en el momento del parto. Cabe destacar en esta Gltima fase, el descenso
observado en la concentracion de la mayoria de los acidos grasos analizados. A pesar de
este descenso las concentraciones de EPA y DHA en esta etapa son significativamente
mayores en el grupo suplementado, siendo su disminucion menor que la que sufren las

madres del grupo control.

A los 2,5 y 4 meses post-parto, las concentraciones de DHA registradas en el
grupo suplementado son significativamente mayores que en el grupo control. Por otro
parte, se advierte un descenso de los niveles de acido araquidonico (ARA) en el grupo
DHA aunque no con significacion estadistica. También la concentracion de &cido
laurico es mayor en el grupo control a los 2,5 meses tras el parto siendo significativa la
diferencia entre grupos. Por su parte, las concentraciones de acido nervonico aunque son
similares en ambos grupos, muestran un discreto aumento en el grupo DHA, sobre todo
a los 4 meses post-parto aunque no de forma estadisticamente significativa (p=0.091).

Para el resto de acidos grasos no encontramos diferencias entre grupos.

Los resultados de las concentraciones analizadas en porcentaje para cada acido

graso segun fase y grupo se resumen en la tabla 10.
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Tabla 10a. Composicion de los acidos grasos en membrana de eritrocito materno.

Acido

Acido Laurico
C12:0

Acido Miristico
C14:0

Acido
Pentadecilico
C15:0

Acido
Palmitico
C16:0

Acido
Palmitoleico
C16:1n-7

Acido Estearico
C18:0

Acido Oléico
C18:1n-9

Acido Linoleico
(LA)
C18:2n-6

Los datos son medianas (IQR).Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.

Fase

Control

0.355 (0; 0.477)

0(0;0)
0.47 (0.266; 1.007)a
0(0;0)

10.963 (9.191; 12.314)
0.637 (0.556; 0.768)
0.768 (0.518; 1.842)
0.352 (0.261; 0.493)

0(0;0)
0.182 (0.126; 0.223)
0(0;0)

0.089 (0; 0.121)
14.422 (13.556; 15.711)
33.524 (31.254; 38.192)
26.422 (25.712; 26.944)
20.617 (19.492; 22.066)
13.123 (12.151; 14.225)

0.601 (0.383; 0.814)
0.083 (0.066; 0.112)
0.219 (0.062; 0.417)
7.963 (6.576; 8.757)
18.508 (17.37; 20.785)
18.487 (17.619; 19.084)
18.442 (17.301; 18.915)
14.379 (13.422; 15.23)
)

)

)

Py

18.406 (16.251; 19.275
15.056 (14.045; 16.427
16.112 (15.163; 18.035
11.225 (9.633; 12.57)
9.201 (6.501; 11.969)
12,591 (11.549; 13.71)2
14.287 (11.884; 15.672)

DHA
0(0:0.438)
0(0;0.02)

0.344 (0.24; 0.651)°
0(0; 0.014)
11.135(10.077; 12.063)
0.582 (0.494; 0.736)
0.705 (0.543; 1.397)
0.325 (0.274; 0.441)
0(0;0)

0.167 (0; 0.212)
0(0;0)

0.098 (0: 0.124)
14.416 (13.311; 15.299
32.769 (28.666; 36.38
26.055 (24.875; 26.387
20.599 (19.193; 24.033
12.807 (11.6; 14.015)

0.435 (0.199; 0.568)
0.068 (0.055; 0.083)
(
(

— -

~ ~—

0.247 (0.081; 0.329)
7.712 (6.815; 8.399)
17.459 (16.133; 20.12)
18.186 (17.211; 19.382)
18.365 (17.632; 19.083)
14.416 (13.311; 15.299)
17.714 (16.7; 19.491)
14.837 (13.752; 16.799)
17.435 (16.254; 18.33)
11.368 (10.474; 12.303)
10.39 (8.528; 11.419)
13.009 (12.495; 15.267)°
13.363 (12.55; 14.313)

p

.389
.008
953

.965

62

985

251

83

709
A41
151
627

.866

21

992

199
484
183

13
941
257

S41
013
587

p global
049

969

681

218

659

272

312

075
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Tabla 10b. Continuacién. Composicion de los acidos grasos en membrana de

eritrocito materno.

Acido

Acido a linolénico
(ALA)
C18:3n-3

A.gamma-linolénico
(GLA)
C18:3n-6

Acido Araquidénico
(ARA)
C20:4n-6

Acido Nervénico
C24:1n-9

Acido
Eicosapentaenoico
(EPA)
20:5n-3

Acido
Docosapentaenoico
(DPA)
22:5n-3

Acido
docosahexaenoico
(DHA)
22:6n-3

Los datos son medianas (IQR).Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.

Fase

O W N - O W N = O W NN -~ O w N -~ o

o W NN

N O —

1
2
3

Control

0 (0; 0.033)
0 (0; 0.065)
0.065 (0.046; 0.087)
0.068 (0; 0.111)
0.223 (0; 0.473)
0(0;0)

0(0; 0.121)
0.123 (0.068; 0.156)
13.202 (12.426; 14.46)

7.835 (4.104; 11.408)

14.376 (13.092; 15.389) 13.651 (12.308; 14.114)

(
16.323 (14.939; 17.523)  15.039 (14.058; 15.982)
(

7.792 (6.228; 8.498)

6.763 (4.979; 7.608)
4.123 (3.918; 4.91)
4.75 (4.183; 5.758)
0.51 (0.315; 1.059)

0.155 (0; 0.346)¢
0.438 (0.282; 0.62)
0.531 (0.361; 0.694)
1.201 (1.009; 1.427)

0.473 (0.223; 0.747)

1.27 (1.153; 1.448)
1.332 (1.083; 1.787)

4.905 (4.227; 5.373)

2.004 (1.057; 4.052)
4.091 (3.542; 4.711) 2
3.733 (3.267; 5.002) =

DHA

0(0:0.085)
0.027 (0; 0.1)
0.066 (0.052; 0.093)
0.076 (0; 0.102)
0(0; 0.43)
0(0; 0)
0.092 (0; 0.139)
0.13 (0.068; 0.162)

13.021 (11.837; 14.326)

7.997 (4.882; 11.626)

7.511(6.071; 8.304)

6.71 (6.033; 7.913)
4.222 (3.905; 4.627)
5.339 (4.874; 6.086)
0.463 (0.214; 1.068)

0.297 (0.097 ; 0.52)¢
0.731(0.55; 1.175)
0.81 (0.464; 1.001)
1.222 (1.053; 1.53)

0.567 (0.32; 1.234)

1,597 (1.297; 1.695)
1,663 (1.501; 1.935)

4.77 (4.373; 5.748)

3.111 (1.642; 5.581)
5.343 (4.343; 5.798) b
5.313 (4.318; 5.871) b

1

82
99
12

699
AT6
693

93
601
155

37
754
091

039
A78
95

22

.385
485

.058
01
.007

p global
446

.885

532

289

468

425

.004
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5.4. Determinacion de la composicion de acidos grasos en leche materna.

Como se muestra en la tabla 11 y figura 15a y 15b, en el andlisis del patron
lipidico de la leche materna, s6lo se encuentra significacion estadistica para el DHA (p
<.001) y el acido pentadecilico (p=0.032). En el caso del acido pentadecilico, las
diferencias se deben al aumento de concentracion de este acido graso saturado en el
grupo control respecto al suplementado, siendo méas notable en la leche madura, a los 4

meses de la lactancia.

Tabla 11a. Composicion de los &cidos grasos en leche materna

) Fase Control Suplementado p p global
0 1.695 (0.653; 2.857) 1.423 (0.899 ; 2.442) 851 926

Acido Laurico

3.101 (2.338; 4.888)
Cc12:0

3588 (2.355:6.522) .61

2 2524 (2147:4011) 3074 (2176:4873) 437
3 458(3250:6.818) 452 (2823:6644) 73

0 381(2925:5120)  3949(30154959) 824 076
hcido Miristico 1 4553 (3.262:6.042)  4.726(3.065,7.205) 038
C14:0 2 4184(3331;4875)  4727(3.035:627) 181
3 7083 (4.36:8261)  4.245(3.20:6974) 129

0 0.185(0.138:0.225)  0.184 (0.125:0234) 997 032
Acido 0204 (0.147:0.256) 0189 (0.128:0.252) 98

Pentadecilico

C150 2 0133 (0.109:0.202)  0.148 (0.036;0.192) 958
3 0237 (0.161:0.304)>  0.159 (0.121:0.257)> .01

, 0 2244(20.046:24073) 22.752(19.811:25.101) 51 537
Acido 1 20476 (17.637; 22.795) 20.046 (16.682; 20.991) .18
Pacl'::f'ow 2 18434 (1531:20200) 17377 (14.678;20.081) 848
3 20181 (19.133;22.199) 18.073 (14.069; 21.495) 354

, 0 2136 (1483;5944) 2044 (1546;6373) 342 575
Acido 1 3.236(1.839;5.604) 297 (1.686;6.371) 329

Palmitoleico

1617 2 5731(1.198:7.559)  5.316(156:7.28) 908
3 2045 (1422;5637)  1.777(1.285,6.066) 821

Los datos son medianas (IQR).Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase
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Tabla 11b. Continuacion. Composicion de los acidos grasos en leche materna.

Acido Fase Control Suplementado p glopbal

0 5.371(1.653:7.046)  4.218 (1.417;7.364) 584 927
Acido Estedrico 1 5514 (1.712;6.923)  3.585 (1.683; 6.551) 714
C18:0 2 2.205(1.534:5.658)  2.555 (1.113; 6.553) 819
3 4703 (2.201;6.607)  4.315(1.748; 6.632) 72

0  44.408(41.899;45.906) 42.808 (39.587;46.141) 228 281
Acido Oléico 1 42108 (37.692;46.799) 42584 (38.313;46.695)  .486
C18:1n-9 2 46,614 (44.092;51.346) 45.245(40.636;49.392) .18
3 44.227(38.172;47.546)  45.864 (38.09;51.908)  .277

o 0 14217 (12.794;18.05)  14.71(12.819;18.505) 629  .688
Acido Linoleico 1 18.026 (14.142;20.273)  16.035 (13.315;19.073)  .356
5 1(;': /;:]_6 2 16.066(13.92;19.542)  15.785(14.506; 18.771)  .696
3 15.403(10.116;17.663) 13.992 (10.826; 18.106)  .413

o 0 0.487 (0.386;0.657)  0.451(0.394:0585) 972 685
Acido alinolénico 0.697 (0.484: 0.879) 0.6 (0.488; 0.747) 144
c:lz;l;_::-s 2 0.673(0.554;0.932)  0.633 (0.431; 0.862) 678
3 0.686 (0.481:0.907)  0.647 (0.532; 0.867) 962

A.gamma- 0 0 (0; 0.034) 0(0;0) 975 450
linolénico 1 0.172(0.107;0.218)  0.141(0.112; 0.175) 858
(GLA) 2 0.153 (0.119; 0.219) 0.116 (0; 0.147) 056
C18:3n-6 3 0.113 (0.077; 0.189) 0.103 (0.083; 0.155) 98

Los datos son medianas (IQR). Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.

La concentracién de DHA fue significativamente mayor en la leche materna de
las madres suplementadas en las siguientes fases del estudio: leche de transicion, 2,5y 4
meses tras el parto. La mayor diferencia entre grupos se registra en la leche de

transicion con una p <.001.

Otros acidos grasos como EPA y ARA también experimentan diferencias entre
grupos aunque no significativamente de forma global. En leche de transicion de las
madres suplementadas se registra significativamente mayor concentracion de EPA que

en las del grupo control. Para el resto de las fases, aunque la concentracion de EPA es

08 | Efecto de la suplementacién materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacion y el
patrén de acidos grasos.




Resultados

mayor en la leche de las madres del grupo DHA, no se registran diferencias estadisticas.
Algo similar ocurre con la concentracion de ARA, pero en el grupo control. En la leche
materna del grupo control a los 2,5 meses de la lactancia se registra mayor
concentracion de ARA respecto al grupo DHA. En el resto de fases no se registran

diferencias significativas.

Tabla 11c. Continuacion. Composicion de los &cidos grasos en leche materna.

Control

Suplementado

0 1.093 (0.849; 1.503)  1.082(0.916;1.327) 499  .161
Acido Araquidonico 0.666 (0.535; 0.774) 0.539 (0.466; 0.65) 133
(ARA) _ ) _ i
oy 2 0.665 (0.549; 0.794)2  0.532 (0.423; 0.592) 027
3 0.506 (0.405; 0.669)  0.552(0.366;0.642) 961
0 0.946 (0.632; 1.302) 1.042(0.69; 1.319) 429 870
Acido Nervénico 1 0.125 (0.094; 0.174)  0.097 (0.085; 0.134) 45
C24:1n-9
2 0.128 (0.078; 0.148) 0.09 (0; 0.117) 791
3 0.05 (0.021; 0.074) 0.074 (0.033;0.116) 984
, 0 0.078 (0; 0.277) 0.119 (0; 0.255) 682 151
Acido
Fepeniconzn L 0.066 (0.001;0.102)  0.135(0.073; 0.199)> 021
(EPA) 2 0.052 (0; 0.1) 0.122 (0.008; 0.186) 209
20:5n-3
! 3 0.049(0.011;0.098)  0.095 (0.037; 0.145) 268
0 0.337 (0.215;0.436)  0.381(0.32; 0.595) 061 314
Acido
. 1 0.137 (0.106;0.203)  0.182(0.13; 0.234) 322
Docosapentaenoico
(DPA) 0.196(0.128;0.215)  0.203(0.154;0.268) 714
92:5n-3 0.123(0.106;0.167)  0.174 (0.13; 0.244) 295
) 0 0.767 (0.503; 1.166)  0.987 (0.836; 1.27) 1 <.001
Acido
docosahexaenoico 1 0.382(0.227;0.486)2  0.707 (0.499; 0.872)>  <.001
(DHA) 2 0.366 (0.243; 0.508) @ 0.664 (0.605; 0.977)> 001
22:6n-3

3 0.311(0.226; 0.443)2  0.509 (0.39; 0.765) .002

Los datos son medianas (IQR).Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.
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5.5. Determinacion de acidos grasos en plasma de hijo.

Como se muestra en la tabla 12a y 12b, el DHA y otros &cidos grasos omega-3
de cadena larga como el EPA vy el &cido nervonico, registraron concentraciones

significativamente mayores en el plasma de los hijos del grupo DHA.

Por su parte, la concentracion de ARA fue significativamente mayor en sangre
de cordon umbilical del grupo control respecto al suplementado. El &cido GLA también
fue significativamente mayor en el plasma de los nifios del grupo control a los dos
meses y medio de vida. Una tendencia similar registraron los acidos grasos saturados
analizados aunque no se encuentran diferencias estadisticamente significativas, salvo
para el acido estearico cuya concentracion fue significativamente mayor en sangre de

cordon umbilical de los nifios del grupo control.

La concentracion de EPA fue significativamente mayor (p=0.013) en sangre de
cordon umbilical de los nifios cuyas madres fueron suplementadas con DHA. De hecho
la media de concentracion de EPA en sangre de cordon umbilical de los nifios del grupo
control fue cero. A los 2,5 meses de vida, la concentracion de EPA sigue siendo

significativamente mayor en el plasma de los nifios del grupo suplementado (p=0.023).

En el caso del DHA aunque las concentraciones fueron mayores en el grupo
suplementado, no se hallan diferencias estadisticas en la sangre de cordon umbilical. A
los 2,5 meses de vida, si se registran concentraciones significativamente mayores en el

plasma de los nifios del grupo DHA.

En el analisis destaca también el comportamiento del cido nervonico. Los nifios
del grupo suplementado tenian mayor concentracion del mismo en plasma a los dos

meses y medio de vida, siendo la diferencia estadisticamente significativa (p=0.026).
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Tabla 12a. Composicion de los acidos grasos en plasma de hijo.

Acido Fase
, 0
Acido Laurico
c12:0 1
, 0
Acido Miristico
C14:0 1
, 0
A. Pentadecilico
C15:0 1
, 0
Acido Palmitico
C16:0 1
, 0
A. Palmitoleico
C16:1n-7 1
Acido Estearico 0
C18:0 1
Acido Oleico 0
C18:1n-9 1
Acido Linoleico 0
C18:2n-6 1
Acido a Linolénico 0
C18:3n-3 1

A.gamma-linolénico 0
C18:3n-6 1

Ac. Araquidénico

C20:4n-6 1
A. Nervénico 0
C24:1n-9 1

Control
0(0; 0)
0(0; 0.653)
0.894 (0.697; 1.062)
1.247 (0.828; 1.95)
0(0; 0)

0.057 (0; 0.149)
29.74 (19.424; 31.166)
18.402 (17.104; 25.016)

3.147 (2.421; 3.872)

0.847 (0.767; 1.107)
11.154 (10.724; 11.689) 2
9.377 (8.728; 10.009)

18.874 (17.595; 20.643)
29.04 (26.475; 31.35)
12.711 (11.029; 13.916)
23.956 (21.688; 25.62)

0(0; 0)a
0.403 (0.266; 0.612)

0 (0: 0.473)
0.207 (0.155; 0.256) 2
15.692 (13.46; 19.472)
7.109 (5.601; 9.112)
2.39 (1.94; 3.747)
1.801 (1.242; 3.628) 2

Suplementado
0(0; 0)
0(0;0)
0.893 (0.594; 1.022)
0.96 (0.66; 1.881)
0(0;0.112)
0.026 (0; 0.129)
28.978 (20.734; 31.541)
17.262 (16.117; 23.359)
2.965 (2.149; 4.032)
0.77 (0.692; 0.978)
10.641 (9.817; 11.492) ®
9.66 (9.25; 10.055)

19.278 (17.319; 20.714)
27.038 (24.421; 29.051)
12.748 (10.88; 14.122)
24.928 (23.546; 26.385)
0(0;0)°®
0.289 (0.221; 0.554)
0 (0; 0.395)

0.136 (0; 0.185) b
13.898 (12.089; 16.958)°
7.283 (6.342; 8.519)
2.223 (1.973; 3.445)
3.788 (1.632; 4.524) ®

Los datos son medianas (IQR). Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.

p valor

619
468
169
A78
517

793

.36

498

215

.05

321

793
075
635
A27
026
151

.86

.002
044
503
641
026
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Tabla 12b. Continuacion. Composicion de los acidos grasos en plasma de hijo.

Control Suplementado

Acido 0 0(0;0.217) 2 0.22 (0; 0.343)® 013
Eicosapentaenoico

(EPA) 1 0.231(0.17;0.329) 2 0.384 (0.244; 0.48) ® 023

20:5n-3

Acido 0 0.592 (0.384; 0.808) 0.509 (0.232; 0.672) 133
Docosapentaenoico

(DPA) 1 0.435 (0.16; 0.585) 0.473 (0.237; 0.627) 54

22:5n-3

Acido 0 4.931 (3.73; 8.624) 5.158 (4.267; 6.876) 972
Docosahexaenoico

(DHA) 1 2.654 (1.701; 4.292) 4.715(3.219;5.165)> 003

22:6n-3

Los datos son medianas (IQR). Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.

También se analizo si los niveles de DHA plasmatico variaban segln el género
del nifio, no encontrando diferencias significativas. Los datos se resumen en la tabla 13

y figura 16.

Tabla 13. Comparacion de los niveles de DHA segun género del nifio.

Varones Mujeres

0 4.96 (3.77 ; 5.88) 472 (3.95 ; 8.35) 496

1 3.65(1.87 ; 4.83) 3.14 (212 ; 4.58) 670

Los datos son medianas (IQR).
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5.6. Determinacidon de acidos grasos en membrana de eritrocitos de hijo.

El patron de acidos grasos en la membrana de los eritrocitos de hijo registra un
patrén similar al plasma, como se muestra en la tabla 14a y 14b. La concentracion de

DHA y otros acidos grasos omega-3 fue mayor en el grupo suplementado.

Las concentraciones de &cidos grasos saturados como el &cido miristico, el
palmitoleico y el estearico fueron significativamente mayores en el grupo control. Para
otros acidos grasos saturados las concentraciones fueron también mayores en el grupo

control pero no de forma significativa.

La concentracion de DHA fue significativamente mayor en la membrana de los
eritrocitos de los nifios del grupo suplementado tanto al nacimiento (p=0.027) como a
los dos meses y medio de vida, donde la diferencia se hace mas evidente entre grupos (p
<0.001).

El EPA también presentd un comportamiento similar aunque las diferencias no
resultaron estadisticamente significativas a los 2 meses y medio de vida. Si al
nacimiento. En cuanto al acido nervénico no se registraron diferencias estadisticas pero,
si destaca que a los 2 meses y medio de vida los nifios pertenecientes al grupo DHA

presentaban mayor concentracion de este acido graso en la membrana de sus eritrocitos.

Por su parte, el acido linoleico, precursor de la serie omega-6, registr6 mayor
concentracion en la membrana de los eritrocitos de sangre de cordon umbilical del

grupo suplementado aunque es un hallazgo que no se mantiene en la siguiente fase.
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Tabla 14a. Composicion de los acidos grasos en membrana de eritrocitos de hijo.

Acido Control

Suplementado P valor

Acido Laurico
C12:0

Acido Miristico
C14:0

A
Pentadecilico
C15:0

Acido
Palmitico
C16:0

A. Palmitoleico
C16:1n-7

Acido
Estearico
C18:0

Acido Oleico

C18:1n-9

1

0(0;0)

2.116 (1.517; 2.704)

0.281 (0; 0.377)

2.403 (1.811; 3.449) 2

0.102 (0; 0.267)

0.13 (0.061: 0.226)

32.043 (25.96; 36.971)

27.498 (26.22; 29.416)

0.636 (0.503; 0.834)

0.66 (0.345; 0.936) 2

25582 (22.145: 29.215)2

15.362 (12.947; 16.886)

13.393 (11.517; 14.78)

21.329 (17.582; 27.908)

0(0;0)

1.481(0.97; 2.42)

0.26 (0; 0.304)

1.757(1.481; 2.433) ®

0.078 (0; 0.112)

0.101 (0; 0.166)

27.395 (25.618; 31.132)

26.024 (22.551; 29.078)

0.663 (0.55; 0.752)

0.314 (0; 0.594) b

21.113 (20.122; 24.115)°

15,576 (14.979; 17.686)

13.657 (12.512; 16.009)

19.772 (18.846; 21.058)

Los datos son medianas (IQR).Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.

.362

166

251

.048

132

12

054

17

893

.005

.005

278

387
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107 | Efecto de la suplementacion materna gestante y lactante con DHA sobre la inflamacion y el

patrén de acidos grasos.



Resultados

Tabla 14b. Continuacion. Composicion de los acidos grasos en membrana de

eritrocitos de hijo.

Acido Linoleico
C18:2n-6

Acido a Linolénico
C18:3n-3

A.gamma-linolénico
C18:3n-6

Ac. Araquidénico
C20:4n-6

A. Nervénico
C24:1n-9

Acido
Eicosapentaenoico
(EPA)
20:5n-3
Acido
Docosapentaenoico
(DPA)
22:5n-3
Acido
Docosahexaenoico
(DHA)
22:6n-3

1

3.636 (3.088; 4.375) a

10.566 (9.334; 11.817)

0.037 (0; 0.063)

0.217 (0; 0.333)

0.05 (0; 0.064)

0(0;0.012)

12.763 (7.346; 19.759)

10.518 (8.51; 13.042)

5.851 (4.331; 7.337)

1.795 (1.463; 2.578)

0.059 (0.041; 0.075) =

0.123 (0; 0.214)

0.773 (0.632; 1.033)

0.625 (0.441; 0.908)

3.691(1.918; 5.941)

2.985 (2.505; 4.654) 2

Suplementado

4.839 (4.358; 5.361) b

10.68 (8.868; 11.154)

0.054 (0; 0.696)

0(0; 0.214)

0.046 (0; 0.07)

0 (0; 0.045)

18.942 (12.865; 20.381)

11.79 (10.535; 13.358)

5.472 (4.726; 6.413)

2.048 (1.694; 2.821)

0.114 (0.087; 0.181) ®

0.19 (0; 0.404)

0.884 (0.666; 1.048)

0.943 (0.633; 1.198)

5.852 (3.64; 7.041) b

5.713 (4.154; 7.224) b

Los datos son medianas (IQR). Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.

.003

67

201

.089

862

827

A79

.087

.806

421

<.001

Ar7

49

A31

027

.001
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5.7. Determinacion de citoquinas en plasma de madre.

El anélisis de las citoquinas estudiadas: GM-CSF, IL-2, IL4, IL-6, IL-10, INF-y

y TNF-a, se resume en la tabla 15 y su evolucion en el tiempo en la figura 17.

Se objetiva un aumento significativo de algunas citoquinas inmunosupresoras
como la IL-10, la IL-2 y la IL-4 en el grupo DHA respecto al grupo control. La
concentracion de la IL- 10 aumenta progresivamente en el grupo suplementado a lo
largo del tiempo, desde el momento del reclutamiento hasta el final del periodo de la
lactancia que fue el final de la intervencion dietética. Sin embargo, en el grupo control
desciende en el momento del parto hasta casi la mitad de las cifras detectadas en el
grupo suplementado. Después del parto, en este mismo grupo, tiende a aumentar
siguiendo una tendencia similar al grupo DHA aunque detectandose en menor

concentracion respecto a este durante el periodo de la lactancia (p=0.06).

En el caso de la IL-2, hallamos mayor concentracién en el grupo DHA a lo largo
del tiempo de suplementacion. Sin embargo, en el grupo control se detecta un aumento
en sus niveles en el momento del parto con un descenso posterior, en el periodo de la

lactancia, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas.

La IL-4 se comporta casi de forma similar a la 1L-10 con diferencias
estadisticamente significativas entre grupos, siendo mayor la concentracion en el plasma
de las madres pertenecientes al grupo suplementado (p=0.009) a lo largo de todo el

tiempo de la intervencion dietética.

Por otro lado, al analizar las citoquinas proinflamatorias encontramos que las
concentraciones de la IL-6 y el TNF-a son mayores en el grupo control. En el caso de la
IL-6 se encuentran diferencias estadisticamente significativas en el momento del parto
(p<0.001) detectandose en el grupo control niveles 1,6 veces mayores que en el grupo
DHA. El TNF-a también se encuentra en mayor concentracion en el grupo control y

aunque las diferencias no son estadisticamente significativas (p=0.085) cabe destacar
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que en el momento del parto, los niveles detectados entre ambos grupos presentan una

diferencia no menospreciable, siendo mayores en el grupo control.

Por el contrario, el INF-y presenta mayores niveles en el grupo DHA pero las

diferencias detectadas no son significativas en ninguna de las fases estudiadas.

Por su parte, el GM-CSF aumenta de forma significativa en el momento del
parto en el grupo DHA, experimentando un descenso a los 2 meses y medio post-parto.
En el grupo control, el comportamiento del GM-CSF sigue un patrén lineal sin grandes
cambios durante el tiempo del estudio, disminuyendo discretamente en el momento del
parto, al contrario de lo que sucede en el grupo DHA donde se registra un aumento
considerable de su concentracion plasmatica. Las diferencias detectadas entre ambos

grupos son estadisticamente significativas.
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Tabla 15. Distribucion de las citoquinas en plasma de madre.

Citoquina

GM-CSF

IL-10

IL-2

IL-4

IL-6

INF-y

TNF-a

Los datos son medianas (IQR).Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.

Fase

0
1
2

Control

4.372 (1.345; 6.145)
3.862 (3.207; 8.66) 2
4.677 (3.137; 7.335)

39.264 (23.086; 49.914)
27.201 (18.557; 34.114)a
56.416 (43.194; 66.41)

1.11(0.892; 1.222)
1.704 (0.929; 3.304)
1.428 (1.077; 2.234)

10.729 (7.076; 14.415)
7.668 (4.627; 9.275)
14.057 (11.984; 21.587) @

5.698 (4.904: 6.076)
42.3 (29.098; 63.343) =
10.246 (5.151; 12.975)

8.93 (4.714; 19.073)
4.161 (2.824; 10.112)
19.266 (13.636; 28.733)

15.77 (12.568; 18.063)
11.901 (10.674; 15.139)
24.505 (21.388; 26.077)

DHA

5.406 (2.541; 10.048)
10.825 (5.207; 14.491) b
5.736 (4.575; 10.367)

36.248 (20.798; 68.83)
46.585 (21.565; 62.406)°
69.431 (51.098: 74.929)

1.447 (1.082; 1.668)
1.924 (0.617; 3.399)
2.912 (1.566; 4.303)

12.251 (9.713; 17.486)
11.503 (8.359; 13.316)
24.023 (15.015; 28.847) ©

5,655 (4.195; 8.313)
25.131 (16.482; 48.538) ®
8.688 (3.73; 10.331)

12.036 (7.025: 16.04)
6.151 (1.706; 15.663)
25.385 (16.507; 30.665)

14.886 (9.905; 23.113)
10.674 (8.349; 13.939)
23.391 (17.844; 25.412)

1
013
109

.046
185

176
.06

1

091
.007

1
<.001
.806

1
994
883

055
262

global

.030

.060

150

.009

.001

989

.085
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5.8. Determinacidn de citoquinas en plasma de hijo.

Las citoquinas en el plasma de los hijos presentan un patrén diferente al plasma

materno.

La IL-10 presenta niveles casi equitativos en ambos grupos, detectdndose un
discreto aumento en el grupo suplementado a los dos meses y medio de vida aunque no
con significacion estadistica. La IL-2 y la IL-4 presentan mayores concentraciones en el

grupo control aungque tampoco en este caso se detectan diferencias significativas.

Por el contrario, si se encuentran diferencias considerables para la IL-6 y el
TNF-a en el momento del nacimiento y para el TNF-o también, a los 2 meses y medio
de vida. Ambas citoquinas se encuentran en mayor concentracion en el grupo control

que en el DHA.

El INF-y se comporta practicamente igual en ambos grupos en el momento del
nacimiento. A los dos meses y medio de vida, aumenta y se registra mayor
concentracion en el grupo control, aunque no de forma estadisticamente significativa.
Por el contrario el GM-CSF se detecta en mayor concentracion en plasma de los hijos
pertenecientes al grupo DHA a los dos meses y medio de vida con diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, al nacimiento las cifras son mayores en el

grupo control aungue los datos no son consistentes.

Los resultados se resumen en la tabla 16 y el comportamiento de las citoquinas a
lo largo del tiempo en la figura 18.
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Tabla 16. Distribucion de las citoquinas en plasma de hijo.

Citoquinas

Fase

Control

Suplementado

GM-CSF 0
1

IL-10 0
1

IL-2 0
1

IL-4 0
1

IL-6 0
1

INF-y 0
1

TNF-a 0

4.741 (2.514; 6.689)
7.046 (4.918; 7.502) =

37.657 (29.044; 50.904)
110.324 (95.938; 133.966)

0.695 (0.259; 0.91)
3.943 (2.456: 5.163)

9.713 (7.261; 13.91)
49.455 (38.889; 66.351)

32,637 (24.449: 73.234)
10.59 (7.99; 14.656)

4.161 (3.482; 9.002)
38.304 (31.97; 49.058)

25.439 (19.654; 31.581) @
39.968 (33.973; 54.791) @

3 (2.311; 4.235)
7.81 (5.41;10.733) b

37.657 (31.233; 41.827)
113.105 (92.191; 118.392)

0.78 (0.594; 1.017)
2.767 (2.475; 5.927)

7.517 (6.079; 9.383)
43.235 (33.27; 73.603)

23.313 (18.936; 36.936)°
10.59 (8.862; 16.634)

4.161 (2.033; 6.812)
37.521 (25.487: 42.192)

21.267 (17.155; 22.254) ©
37.707 (28.346; 47.221) ®

Los datos son medianas (IQR).Diferentes superindices indican diferencias significativas en fase.
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5.9. Relacién entre el DHA del plasma y membrana de eritrocitos materno con las

citoquinas.

Se analiza si existe relacion entre las concentraciones de DHA acumuladas en el
plasma y la membrana de eritrocitos de la madre con los niveles de citoquinas hallados

en el momento del parto y dos meses y medio después en el plasma materno.

5.9.1 Relacion entre el DHA plasmatico y citoquinas.

En el momento del parto no se hallan correlaciones significativas entre el DHA
del plasma materno con los niveles de citoquinas en plasma. Sin embargo a los 2,5
meses tras el parto, que supone unos 5 meses y medio tras el inicio de la intervencion
dietética, se halla correlacion inversa y estadisticamente significativa entre el DHA
acumulado en el plasma materno y los niveles de IL-6. De manera que a mayor
concentracion de DHA, menores son los niveles detectados de IL-6 en el plasma de la

madre. Los datos se muestran en la tabla 17 y figuras 19 y 20.

5.9.2 Relacion entre el DHA de membrana de eritrocitos y citoquinas.

Se encuentra correlacion entre el DHA acumulado en la membrana de los
eritrocitos materno y el factor estimulante de las colonias de macrdgafos y granulocitos
tanto en el momento del parto como tras 2,5 meses del mismo. Se relacionan de una
forma directamente proporcional y estadisticamente significativa. De manera que a
mayor concentracion de DHA en la membrana de los eritrocitos, mayores son los
niveles de GM-CSF en el plasma. Las asociaciones se muestran en la tabla 18 y figura
21y 22.
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Tabla 17. Correlaciones de Spearman % de DHA en plasma materno y citoquinas.

Reclutamiento 2.5 m tras parto

Citoquina

Rho P-valor Rho Rho P-valor

GM-CSF 0,0577 0,7841 0,1701 0,3362 0,0782 0,6982
IL-10 0,0067 0,9727 0,2780 0,1114 0,0451 0,8163
IL-2 0,1552 0,4795 -0,0644 0,7650 -0,0474 0,8108
IL-4 -0,2060 0,3232 0,1000 0,6342 0,2502 0,1905
IL-6 -0,0939 0,6279 -0,1102 0,5350 -0,4691 0,0103
INF-y 0,0328 0,8659 -0,0694 0,7207 -0,1632 0,3977
TNF-a -0,0520 0,7889 -0,0971 0,5849 -0,1338 0,4889

Rho = Coeficiente de correlacién de Spearman; P Ho: No hay correlacién
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Figura 19. Correlacion entre el DHA en plasma materno con las citoquinas en el

momento del parto.
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Figura 20. Correlacion entre el DHA en plasma materno con las citoquinas a los

2,5 meses tras el parto.
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Tabla 18. Correlaciones de Spearman entre el % de DHA en eritrocitos de la
madre y las citoquinas.

Reclutamiento 2.5 m tras parto

Citoquina

Rho P-valor Rho P-valor Rho P-valor

GM-CSE 0,099  0,6601 03926  0,0351 0,4101 0,0375
IL10 02746 0,656 20,0202 09176 0,2247 0,2598
L2 03301  0,1439 03825  0,1069 0,2556 0,1982
L4 00633  0,7742 02488  0,2768 0,3353 0,0873
L6 00064 09747 01552 0,419 20,1992 0,3192
INF-y 01134 05735 02211 0,2092 0,1099 0,5839

TN 00260 08978 20,2523 0,1866 20,1148 0,5686

Rho = Coeficiente de correlacién de Spearman; P HO: No hay correlacion
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el momento del parto.
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5.10. Relacién entre el DHA en leche maternay las citoquinas.

Analizamos si la cantidad de DHA contenido en la leche materna puede influir
sobre los niveles de las citoquinas en el plasma del hijo. Utilizamos las muestras de la
leche materna de los 2,5 meses tras el parto y las cruzamos con las muestras de plasma
de los hijos. Los resultados obtenidos no muestran significacion estadistica. De modo
que no podemos demostrar que exista una correlacion entre la concentracion de DHA de
la leche materna y las citoquinas del plasma de hijo.

La asociacion se resume en la tabla 19 y figura 23.

Tabla 19. Correlaciones de Spearman entre el %DHA en leche materna y las
citoquinas de los hijos.

2.5m tras el parto

Citoquina

P-valor

GM-CSF 0,2581 0,1848
IL-10 -0,0679 0,7314
IL-2 0,1600 0,4252
IL-4 0,2206 0,2592
IL-6 0,2632 0,1760
INF-y 0,3156 0,1019
TNF-a 0,0090 0,9636

Rho = Coeficiente de correlacién de Spearman; P HO: No hay correlacion
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5.11. Relacion entre el DHA en plasma y membrana de eritrocitos de hijo y las
citoquinas.

5.11.1. Relacién entre el DHA plasmatico y citoquinas.

No hemos encontrado correlaciones significativas en el analisis de las
correlaciones entre el DHA del plasma de los hijos y sus niveles de citoquinas. Los

datos se resumen en la tabla 20 y figuras 24 y 25.

5.11.2. Relacién entre el DHA de membrana de eritrocitos y citoquinas.

En el caso de la concentracion de DHA en la membrana de eritrocitos, se detecta
correlacion entre el DHA acumulado en la membrana de eritrocitos con el GM-CSF en
el momento del nacimiento. La asociacion entre ambos es inversamente proporcional.
En este sentido mayor concentracion de DHA en la membrana de los eritrocitos se
traduce en menores niveles de GM-CSF en el plasma. A los 2,5 meses de vida esta
correlacion no se mantiene. Por el contrario aparece una correlacion nueva,
directamente proporcional, entre el DHA y la IL-10. De manera que mayor
concentracion de DHA se correlaciona de forma positiva con los niveles de 1L-10. Para
el resto de citoquinas no se encuentras correlaciones con la concentracion de DHA en la
membrana de los eritrocitos.

Las asociaciones se resumen en la tabla 21 y figuras 26 y 27.
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Tabla 20. Correlaciones de Spearman entre el DHA en plasma de los hijos y las
citoquinas de los hijos.

Nacimiento 2.5 m de vida

Citoquina

Rho P-valor P-valor

GM-CSE 0.2477 0.1791 0.0949 06745
IL-10 0.0196 0.9168 0.0655 0.7720
IL-2 0.0369 0.8922 0.0871 0.7074
L4 0.2008 0.3056 0.0983 0.6635
L6 0.1954 0.2922 0.1192 05971
INF-y 0.0353 0.8505 0.1536 0.4949

INF-q 0.0323 0.8632 0.0825 0.7152

Rho = Coeficiente de correlacion de Spearman; P Ho: No hay correlacion
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Figura 25. Asociacién entre el DHA en plasma de hijo con las citoquinas a los 2,5
meses de vida.
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Tabla 21. Correlacion Spearman entre el DHA en eritrocitos y citoquinas de hijos.

Nacimiento 2.5 m de vida

Citoquina

Rho P-valor P-valor

GM-CSF 10.559 0.0045 0.1501 0.4626
IL-10 0.0139 0.9485 0.4031 0.0411
L2 -0.3559 0.2327 0.2541 0.2203
L4 -0.1640 0.4659 0.1019 0.6203
L6 0.0544 0.8008 0.1556 0.4477
INF-y -0.1997 0.3494 0.3457 0.0837

INE- 0.1018 0.6361 -0.2800 0.1655

Rho = Coeficiente de correlacién de Spearman; P Ho: No hay correlacién
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Figura 27. Correlacion entre el DHA en eritrocitos de hijo con las citoquinas a los
2,5 meses de vida.
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6. DISCUSION

Este estudio ha pretendido evaluar el efecto que tiene suplementar la dieta
materna con acidos grasos de cadena larga omega-3 (320 mg/dia de DHA+72 mg/dia de
EPA) durante el ultimo trimestre de gestacion y el periodo de la lactancia sobre el
patron de &cidos grasos del recién nacido, la madre y la leche materna y sobre la
sefializacion inflamatoria, midiendo la concentracion de citoquinas pro vy

antiinflamatorias en el plasma tanto de la madre como de sus hijos.

6.1. Efecto de la suplementacion con DHA sobre el perfil lipidico.

La suplementacion materna con &cidos grasos de cadena larga omega-3 durante
la gestacion influye en el patron de acidos grasos del plasma materno y de cordoén
umbilical como ya ha sido demostrado previamente (164;165). Un metaanalisis de
estudios de intervencidn concluye que tanto el plasma como los eritrocitos son buenos
marcadores para valorar el estatus de DHA en humanos teniendo especial relevancia en

algunos subgrupos de la poblacion (166).

Suplementos de DHA de 0,5 gramos al dia, cifras préximas a los 320 mg de
DHA utilizados en nuestro ensayo, desde la semana 22 de gestacion hasta el parto han
producido un aumento del porcentaje de DHA entre el total de acidos grasos en plasma
materno y de cordon umbilical en la semana 30 de gestacién y en el parto (167).
Estudios como el de Helland y colaboradores (2006) (168) no s6lo han demostrado que
la suplementacion materna con AGPI-CL omega-3 durante la gestacion aumenta la
cantidad de DHA en el plasma de la madre, en el plasma de cordon umbilical y también
en la leche materna, sino que también han puesto de manifiesto que continuar dicha
suplementacion durante la lactancia hace que el patrén de acidos grasos también se vea
modificado en el plasma de los hijos hasta los 3 meses de vida. Tan importante es
prolongar dicha suplementacion como prever este aporte. Asi en el estudio llevado a
cabo en 1995 por Monique D. Al y colaboradores (169) ya se sugeria que el estatus
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preconcepcional de acidos grasos influia sobre el estatus de acidos grasos del neonato,
demostrando que una intervencion temprana modificaba de forma mas eficiente el

patron de &cidos grasos del neonato que después del desarrollo completo de la placenta.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo van en la linea de lo publicado. La
suplementacion con un producto lacteo enriquecido con aceite de pescado desde el
ultimo trimestre de la gestacion aumenta la concentracion de &cidos grasos de cadena
larga omega-3 como el EPA, el DPA y el DHA, y la concentracion de &cido nervonico
en el plasma y la membrana de los eritrocitos. Las diferencias halladas entre grupos no
son significativas en el momento del parto, salvo para el EPA en las muestras de plasma
de los hijos. Parece que existe una relacion dosis dependiente ya que a partir de los 5
meses del inicio de la intervencion dietética si se detectan diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo suplementado y control para los niveles de acidos grasos
omega-3. Los estudios de cinética de incorporacion de los acidos grasos a los
fosfolipidos del plasma y eritrocitos ponen de manifiesto un rapido aumento de DHA en
plasma, que es dosis dependiente, con una concentracion estable al mes de iniciada la
suplementacion (20). EI DHA de los eritrocitos sigue un patron similar pero alcanza su
equilibrio a los 4-6 meses (112;170). En nuestro estudio hemos encontrado que a los 2,5
y 4 meses tras el parto, la concentracion de DHA es significativamente mayor tanto en
el plasma como en la membrana de los eritrocitos de las madres e hijos del grupo
suplementado. La explicacion a que no encontremos altas concentraciones de DHA en
las madres previamente puede explicarse por el descenso fisiologico que sufren los
niveles de DHA durante la gestacion, como ya es conocido (23), y que también
observamos en nuestro ensayo. En el momento del parto, la concentracién de DHA en
los compartimentos maternos de ambos grupos, membrana de los eritrocitos y plasma,
es menor que la concentracién con la que partian nuestras voluntarias en la semana 28
de gestacién aunque ese descenso es mas leve en el grupo DHA. Sin embargo, la
concentracion de DHA en la membrana de los eritrocitos de los hijos del grupo
suplementado es significativamente mayor en el momento del parto que en el grupo
control, lo que reflejaria la mayor transferencia de estos acidos grasos de la madre al
feto en la ultima etapa del embarazo (171) y podria explicar estos hallazgos. No

obstante, se objetiva una recuperacion en los meses posteriores en los compartimentos
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maternos con una ventaja para el grupo suplementado ya que los niveles de DHA son
significativamente menores en el grupo control. Otros estudios de suplementacion si
han observado aumentos significativos de la concentracion de DHA en el momento del
parto (167;168). Las diferencias con el nuestro pueden estar en el tamafio muestral o la
dosis utilizada ya que aunque nuestras concentraciones de DHA no son
significativamente mayores en los compartimentos maternos en el momento del parto, si
que se observa una tendencia al alza en las madres del grupo suplementado. Por otra
parte, en nuestro estudio dimos unas recomendaciones dietéticas a las madres para que
siguieran una dieta tipo Mediterraneo con ingesta frecuente de pescado, lo que también

podria haber minimizado algunas diferencias entre los grupos.

La suplementacion con DHA no modifica los niveles de éacido araquidénico
(ARA) en el plasma materno y la membrana de los eritrocitos de madres e hijos. Sin
embargo, cabe destacar que las concentraciones observadas en nuestros participantes
siempre son mayores en el grupo control. En el plasma de los hijos en el momento del
parto si se objetivan niveles significativamente menores de ARA en el grupo
suplementado. Este resultado va acorde con lo objetivado en otros trabajos (104;112),
concluyendo que la suplementacion con méas de 200 mg/dia (46) de DHA puede reducir
los niveles de ARA en el feto. En la leche materna también observamos que se
modifican los niveles de ARA al mes post-parto, siendo menores las concentraciones en
el grupo suplementado. Otros estudios como el de Imhoff-Kunsch y colaboradores
(2011) (172) suplementando con una dosis similar de DHA a la que nosotros hemos
empleado y el mismo periodo, no han encontrado diferencias entre grupos para la
concentracion de ARA en la leche materna. Sin embargo, al igual que nuestro equipo
objetivan mayores concentraciones de DHA en la leche materna en el primer mes post-

parto.

Las concentraciones de DHA de nuestro grupo de madres suplementadas son
mayores tanto en la leche de transicion como en la leche madura (a los 4 meses post-
parto). Marc y colaboradores (2011) (173) en su estudio con recién nacidos prematuros,
no sélo objetivan este hecho sino que ademas de encontrar mayor concentracion de

DHA en la leche materna de las madres suplementadas, también objetivan mayores
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concentraciones de DHA en el plasma de las madres y de sus hijos. Varios son los
estudios (172-175) que objetivan este hecho, al igual que nuestro trabajo. Estos datos
apoyan que el estatus materno de DHA vy el contenido del mismo en la leche materna
dependen de su ingesta a través de la dieta y como ya se sabe, influye en el status de

DHA del feto y del recién nacido tan importante para su desarrollo (111;176).

El ARA y el DHA como ya hemos comentado pueden formarse a partir de
elongasas y desaturasas a partir de sus precursores. Sin embargo, en el feto la
desaturacion enzimatica no es capaz de suplir las cantidades suficientes de AGPI-CL
hasta, como minimo, las 16 semanas después del nacimiento. Durante el embarazo el
DHA y el ARA son transportados a través de la placenta a la sangre venosa del feto.
Posteriormente, el recién nacido los obtiene de la leche materna que también contiene
DHA y ARA y que como ya hemos visto, también es una via de transferencia de estos
acidos grasos hacia el recién nacido. Sin embargo, la concentracion de los mismos viene
determinada por la ingesta dietética de la madre de estos acidos grasos (168). En nuestro
ensayo, los datos obtenidos reflejan este hecho. El plasma y la membrana de los
eritrocitos de los hijos de madres suplementadas tienen concentraciones de DHA
significativamente mayores que los del grupo control. Lo mismo ocurre con otros acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 y aunque las diferencias no son
significativas para todos ellos, si hay que sefialar que sus concentraciones son mayores
en el grupo DHA. Por el contrario, las concentraciones del ARA son mayores en el
grupo control. Cabe destacar también que las concentraciones del &cido nervénico,
importante en el desarrollo del recién nacido (177;178), son significativamente mayores
en el plasma de los nifios del grupo suplementado a los dos meses y medio de vida pero
los datos para poder establecer una interaccion entre el DHA y este acido graso no son
concluyentes. Algunos estudios (168) han sugerido que puede existir una ingesta
saturada de DHA con ingestas de 0,5-1 gramo/dia. Lo cual explicaria por qué superada
una cantidad de DHA no se ve afectada la concentracion de DHA de los fosfolipidos
plasmaticos. En el estudio de Helland y colaboradores (2006) (168) se observo que
cuando la concentracion de DHA en la leche materna estaba por encima del 0,8% del
total de acidos grasos, no se producia un incremento adicional del DHA del plasma de

los nifios. En nuestro estudio, la suplementacion extra de DHA ha sido de 320 mg al dia,
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con lo que no hemos objetivado este hecho en el analisis de nuestros resultados. Llama
la atencion que cuanto mas tiempo de suplementacion, mayor diferencia estadistica en

las concentraciones de los AGPI-CL omega-3 entre grupos.

Atendiendo a nuestros resultados, podemos concluir que suplementar la dieta de
las madres con DHA durante etapas tan importantes como la gestacion y la lactancia, va
a influir en el patron de &cidos grasos no sélo de la madre sino también, del feto y del
recién nacido. La importancia clinica de estos resultados se basa en los efectos
beneficiosos que el aceite de pescado tiene sobre algunos aspectos del desarrollo del
recién nacido y sobre algunos procesos patolégicos tanto en la madre como en el nifio.
Los niveles de &cidos grasos en sangre materna durante la gestacion se han asociado a
menor riesgo de parto prematuro antes de las 34 S.E.G e incluso la dieta insuficiente en
AGPI-CL omega-3 se ha considerado como factor de riesgo de parto pretérmino.
Ademas la suplementacion con AGPI-CL omega-3 se ha considerado como posible
estrategia para la prevencion de la preeclampsia por sus efectos sobre la inflamacién
aunque diversos metaanalisis no han podido aportar datos concluyentes (179). En el
nifio, el papel de los &cidos grasos de cadena larga sobre el desarrollo neuroldgico es
bien conocido (47;49-52) y aunque existe cierta controversia parece gque existen efectos
positivos sobre el desarrollo cognitivo y visual que deben seguir siendo investigados
(179). También ha sido estudiado el papel de los acidos grasos omega-3 en la dermatitis
atopica demostrandose en varios estudios que niveles bajos de estos acidos grasos
parecen relacionarse con la enfermedad (180;181). Destaca por una hipotética
consecuencia de nuestros resultados, el estudio de R. Montes y colaboradores (2013)
donde se ha demostrado que las madres cuyos nifios desarrollaron dermatitis atépica en
el primer afio y medio de vida tenian niveles méas bajos de AGPI-CL omega-3 en el
plasma durante la gestacion. En este mismo trabajo también se observo que los niveles
de AGPI-CL omega-3 en sangre de cordon umbilical de nifios sanos eran mayores que
en los nifios que desarrollaron dermatitis, por lo que se sugiere un papel protector de
estos acidos grasos para el desarrollo de esta patologia (182;183). Los mecanismos
propuestos para explicar este efecto protector de los AGPI-CL omega-3 en los procesos
atdpicos han sido por un lado, la competencia existente entre los acidos grasos omega-6

y omega-3 como sustrato para la formacion de eicosanoides ya que los derivados de los
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acidos grasos omega-3 son menos inflamatorios; la produccién de mediadores lipidicos
como las resolvinas que ejercen un papel antiinflamatorio (117) y por otro lado, la
influencia sobre los niveles de citoquinas implicadas en la atopia (184). La mayoria de
los estudios se han centrado en la relacion que puede existir entre los acidos grasos
omega-3 y la atopia (180;182;185-188). Si se ha estudiado el efecto que tiene
suplementar las formulas infantiles con DHA y ARA sobre el desarrollo de
enfermedades respiratorias y digestivas (189) pero no exclusivamente con
suplementacion de aceite de pescado. Sin embargo, encontramos un estudio de
suplementacion similar a nuestro ensayo que valora el efecto de suplementar a la mujer
embarazada con 400 mg al dia de DHA desde la semana 22 de gestacion hasta el parto
sobre la morbilidad del nifio durante los primeros 6 meses de vida. Los resultados
sugieren un efecto beneficioso respecto a menor nimero de catarros en el primer mes de
vida y menor duracién de los sintomas catarrales al mes, a los 3 y 6 meses de vida
(190). En nuestro proyecto no hemos valorado la relevancia clinica de los cambios en el
perfil lipidico tanto materno como de los hijos y a pesar de los datos beneficiosos
sugeridos en los estudios existentes hay pocos datos concluyentes en cuanto al efecto de
esta intervencion dietética sobre la morbilidad infantil, por lo que son necesarios mas
estudios que pongan de manifiesto si estas diferencias observadas tienen algln efecto

clinico sobre las madres o sobre el desarrollo de los nifios.

6.2. Efecto del DHA sobre los valores somatométricos del recién nacido.

Esta intervencion dietética tiene un gran interés, como demuestran diversos
estudios que ponen de manifiesto que la ingesta materna de acidos grasos de cadena
larga omega-3 repercute en algunos aspectos perinatales, como la duracion del
embarazo (191-193) y el peso al nacer (194;195). Trabajos como el de Carlson y
colaboradores (2013) (196) no solo demuestran que la suplementacién con 600 mg/dia
de DHA se asocia a un aumento del DHA de los fosfolipidos de las membranas de
eritrocitos de sangre materna y cordén umbilical sino que también se asocia a mayor
duracion de la gestacion, mayor peso (197), talla y perimetro craneal (198) al

nacimiento de los nifios pertenecientes al grupo suplementado. Sin embargo, nuestro
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estudio, al igual que el publicado previamente por Miles y colaboradores (2011) (160),
no encuentra diferencias entre grupos, ni en el peso al nacimiento, talla, perimetro
craneal ni otros aspectos relacionados con el embarazo y periodo perinatal. Destacan
otros dos ensayos clinicos realizados en Méjico (199) y Australia (200) que
suplementaron a mujeres gestantes con 400 mg y 800 mg al dia de DHA
respectivamente, durante la segunda mitad de la gestacion. ElI primero de ellos no
encontr6 diferencias en cuanto a la duracion del embarazo y tampoco en el peso, talla y
perimetro craneal del recién nacido. Mientras que el segundo, si encontré aumento de
un dia en la duracion de la gestacion y mayor aumento de peso de los nifios del grupo

suplementado.

En nuestro trabajo también analizamos las variaciones de peso, talla y perimetro
craneal a lo largo del primer afio de vida, siendo las curvas de crecimiento similares en
ambos grupos sin encontrar diferencias estadisticamente significativas. Las diferencias
de nuestros hallazgos con los publicados podrian deberse al tamafio muestral,
caracteristicas de la muestra estudiada y dosis de DHA administrada. En todo caso, si
que se puede concluir que la intervencion dietética propuesta en nuestro estudio no tiene
efectos perjudiciales ni en la duracion de la gestacion ni tampoco en el peso, talla y

perimetro craneal de los recién nacidos.

6.3. Efecto del DHA sobre la secrecidn de citoquinas inflamatorias.

El interés por el estatus del DHA del feto y recién nacido se fundamenta en los
efectos beneficiosos demostrados que tiene sobre el desarrollo fetal y embrionario
(201). Ademas, es conocido que el DHA tiene efectos antiinflamatorios y que puede
modular la produccion de citoquinas inflamatorias tanto en modelos animales, como en

cultivos celulares y en estudios en humanos (93;148;202-209).

El ratio omega-6/omega-3 afecta a la respuesta de los tejidos a la inflamacion, a
la agregacion plaquetar, a la respuesta de los tejidos a la hipoxia, a la reperfusion, a la

respuesta inmune y a otros procesos en los que participan los eicosanoides y
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docosanoides. Los prostanoides derivados del EPA y DHA disminuyen el dafio tisular y
promueven la recuperacion de los tejidos controlando importantes funciones que afectan
a la salud neonatal como es la recuperacion de lesiones hipoxicas o inflamatorias (201).
No todos los estudios han demostrado reduccion de marcadores inflamatorios por los
AGPI-CL omega-3. Destaca un estudio realizado en nifios de 8 a 12 afios que fueron
suplementados con acidos grasos de cadena larga omega-3 durante 3 meses
registrandose mayor aumento tanto de citoquinas antiinflamatorias (IL-10, IL-1RA)
como proinflamatorias (TNF-a, I1L-6) en el grupo suplementado aunque las dosis de
suplementacion administradas en este caso fueron bajas, 180 mg de EPA mas 120 mg
de DHAV/dia, lo cual podria explicar la ausencia de efecto (210). En este sentido ya se
sugeria en la revision realizada por Calder en el afio 2001 (211) que dosis inferiores a 1
gramo/dia de EPA méas DHA no reportan efectos de estos acidos grasos en el proceso
inflamatorio. En cualquier caso se demostrd que los acidos grasos de cadena larga
omega-3 pueden estimular la produccion de citogquinas y este hecho se puede interpretar
como mayor estimulacion de las células inmunes. Por tanto, mejor respuesta clinica en
condiciones inflamatorias. Ademas el ratio IL-1B/IL-1RA fue menor en el grupo
suplementado que se puede traducir en un aumento relativo en la respuesta inflamatoria

respecto a los controles y atenuacidn de la respuesta inflamatoria (210).

En nuestro ensayo hemos querido valorar el efecto sobre la sefializacion
inflamatoria de la suplementacion con AGPI-CL omega-3 en mujeres gestantes, a partir
del sexto mes de gestacion y posteriormente en el periodo de la lactancia. Estudios
como el de Garcia-Rodriguez y colaboradores (2012) (143) no demuestran que una
ingesta aumentada de salmdn durante el embarazo mitigue el aumento de biomarcadores
inflamatorios como la IL-8, el factor de crecimiento de los hepatocitos y la proteina
quimiotactica de monocitos ademas de otros biomarcadores vasculares que se producen
durante el embarazo. Sin embargo, nuestros resultados ponen de manifiesto que
suplementar la dieta con este acido graso puede influir en los niveles de determinadas
citoquinas mediadoras de los procesos inflamatorios. Algunas de las citoquinas
inmunosupresoras analizadas, como la IL-4, se encuentran en mayor concentracion en el
plasma de las madres que recibieron suplementos de DHA-EPA a partir del sexto mes

de gestacion. Mientras que las concentraciones de citoquinas proinflamatorias, como la
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IL-6 y el TNF-a son mayores en el grupo control, tanto en el plasma materno como en
el de sus hijos. Si bien es verdad, que no hemos podido obtener datos concluyentes,
nuestros resultados no discrepan con lo publicado hasta el momento en otros campos.
Wachtler y colaboradores (1997) (209) demostraron que suplementando la nutricion
parenteral de pacientes post-operados de cirugia abdominal con aceite de pescado, se
reducia la concentracién plasmatica de TNF-a e IL-6. Previamente, Meydani y
colaboradores (1991, 1993) (206;208) llegaron a las mismas conclusiones en pacientes
que consumian diariamente aceites ricos en DHA y EPA, demostrando no sélo el
descenso en la produccion de TNF-a e IL6, sino también de la IL-1. Estos resultados
coinciden con los estudios llevados a cabo por Endres y colaboradores (1989) (205),
Gallai y colaboradores (1995) (207) y Caughey y colaboradores (1996) (148) donde la
suplementacion diaria con DHA y EPA produce una disminucion de la produccion de
estas citoquinas. En el estudio publicado en 1994 por U. N. Das (212) se demuestra que
el DHA es capaz de inhibir la produccion de TNF-a en pacientes con lupus eritematoso
sisttmico. En la misma linea, Neus Martinez-Micaelo y colaboradores (2012) (213)
ponen de manifiesto mediante estudios in vitro que el tratamiento previo de macréfagos
con cualquier combinacion de DHA y procianidinas inhibe la produccién de IL-6
traduciéndose en un descenso significativo de sus niveles. También en sujetos sanos se
ha visto una reduccion en la sintesis de citoquinas, en este caso de IL-2 e IL-1, tras la
suplementacion con AGPI-CL omega-3 durante 6 semanas como se evidencia en el
estudio llevado a cabo por Stefan Endres y colaboradores (1993) (214). En estos
estudios se han administrado suplementos de DHA y EPA y los resultados van en la
misma linea de los obtenidos en nuestro ensayo. El embarazo ha sido considerado un
estado de inflamacidn sistémica leve y controlada en la que se ha demostrado aumento
de leucocitos, aumento en la actividad fagocitica y aumento en la produccion de
citoquinas proinflamatorias como la IL-6, la IL-12 y el TNF-a. En condiciones
normales esta produccion esta controlada pero en patologias como la preeclampsia
ocurre un disbalance, aumentando los niveles de IL-8, INF-y y activacion de células T
con aumento de citoquinas Th1l como el TNF-a (215). En embarazos normales también
tienen lugar importantes cambios en el metabolismo de los lipidos y carbohidratos y en
las funciones vasculares. El papel que estas citogquinas y otros biomarcadores de la

homeostasis vascular tienen en la gestacion esta ain por completar (143). En este
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sentido se nos plantean nuevas vias de investigacion ya que en nuestro proyecto no
hemos analizado el efecto clinico de los resultados encontrados en cuanto a la tendencia
a la baja del TNF-a en el plasma materno del grupo suplementado y menores niveles
significativos de IL-6 respecto al control. Son necesarios futuros estudios en esta linea
que nos ayuden a revelar si estos cambios tienen algun sentido en ese estado de

inflamacion sistémica controlada observado en los embarazos normales.

En una parte del proyecto OmegAD (216) realizado en pacientes con
Enfermedad de Alzheimer, también se observa que la suplementacion dietética con
DHA durante 6 meses produce efectos claros sobre la secrecion de citoquinas por
monocitos de sangre periférica tras ser estimulados con lipopolisacéridos. Tras la
suplementacion se registra una disminucién significativa de la secrecién de IL-1, IL-6 y
G-CSF, mientras que la secrecion de TNF-a, IL-8, IL-10 y GM-CSF no es
significativamente inferior. En nuestro estudio, si hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas para las concentraciones de TNF-o e IL-10 entre el grupo
DHA y control en algunas de las fases estudiadas. De esta forma, el TNF-a se ha
encontrado en mayor concentracion en el plasma de los hijos del grupo control, tanto en
el momento del nacimiento como a los 2 meses y medio de vida. En el plasma materno
el TNF-o también es mayor en el grupo control, pero en este caso no es
significativamente inferior respecto al grupo DHA. Por su parte, la secrecion de IL-10
es significativamente mayor en el plasma de las madres del grupo DHA en todas las
fases de la intervencion. En el caso del plasma de hijo, la concentracion de IL-10
aumenta a lo largo de la intervencion, siendo mayor en el grupo DHA, pero no de forma
significativa. Clinicamente estos hallazgos se podrian traducir en un mayor “ambiente”
antiinflamatorio proporcionado por los acidos grasos de cadena larga omega-3, ya que
el TNF-a y la IL-6 son proinflamatorias y la IL-10 es supresora, capaz de inhibir a otras
citoquinas proinflamatorias. La IL-10 ha sido considerada como el mayor regulador de
células T y podria actuar como mediadora de los efectos antiinflamatorios de los AGPI-
CL omega-3 (217).

Respecto al analisis de las posibles asociaciones entre el DHA y las citoquinas,

los resultados mas Ilamativos se encuentran en relacion al DHA acumulado en el plasma
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y la membrana de los eritrocitos materno. Objetivamos que la concentracion de DHA en
el plasma de la madre parece influir sobre la concentracion de IL-6. A los 5 meses y
medio tras el inicio de la intervencion dietética, la concentracion de DHA plasmética se
relaciona de forma negativa con los niveles de IL-6. Por tanto, mayor concentracion de
DHA en el plasma materno se asocia a menores niveles de IL-6. Estos hallazgos van en
la linea de los obtenidos en el estudio OmegAD (216) donde se ha sugerido ademas de
la reduccion de la IL-6, que algunas citoquinas pueden sufrir cambios simultaneos por
la accion del DHA y donde se pone de manifiesto la relacion existente entre las
concentraciones de DHA en plasma y la secrecién de IL-1p e IL-6 en el grupo
suplementado. De este modo, a mayor concentracion de DHA, menor secrecion de
dichas citoquinas. Hallazgos que coinciden con nuestros resultados aunque en nuestro
caso no hemos analizado la concentracion de la IL-1 B. Ademas en el estudio OmegAD
se objetiva que la reduccion en la secrecion de IL-6 se asocia a menor concentracion de
IL-10. En nuestro estudio no hemos analizado las posibles correlaciones existentes entre
citoquinas pero si hemos observado resultados compatibles ya que en el plasma de las
madres suplementadas encontramos concentraciones mayores de IL-10 y menores de
IL-6 de forma simultanea. Estos cambios en paralelo sugieren que el DHA puede influir

sobre mecanismos comunes de produccién de estas citoquinas (216).

En nuestro estudio no sélo analizamos si existe relacion entre la concentracion
plasmatica de DHA y las citoquinas, sino que hemos estudiado las posibles
correlaciones entre éstas y el DHA acumulado en las diferentes muestras obtenidas
(plasma de hijo, leche materna y membrana de eritrocitos). Sélo encontramos
correlacion entre el DHA acumulado en la membrana de los eritrocitos y algunas
citoquinas. En este sentido, el DHA de la membrana de los eritrocitos materno se
correlaciona con el GM-CSF en el momento del parto y a los dos meses y medio del
mismo. De forma que mayor concentracion de DHA en este tejido coincide con
mayores niveles de esta citoquina proinflamatoria (218) en el plasma de la madre. Sin
embargo, en la membrana de los eritrocitos de los hijos se objetiva correlacion positiva
con la IL-10 a los 2 meses y medio de vida. Mayor concentracién de DHA se traduce en
mayor concentraciéon de IL-10. Esto supondria mayor defensa antiinflamatoria ya que

destaca por ser la citoquina inmunosupresora por excelencia (219;220), capaz de inhibir
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a otras citoquinas proinflamatorias. Son necesarios futuros estudios para poder aclarar
este resultado y concluir si el DHA mediante diversos mecanismos es capaz de influir
tanto sobre citoquinas proinflamatorias como antiinflamatorias como se sugiere en otro
estudio (216). Las diferencias de nuestro estudio con otros publicados en la misma linea
pueden deberse al tamafio muestral, caracteristicas de los sujetos participantes en el
estudio o la dosis diaria de suplemento de aceite de pescado administrada. No obstante,
otros estudios que comparten un objetivo similar al nuestro, no han logrado encontrar
correlacion entre el DHA y diferentes citoquinas. Es el ejemplo del estudio realizado
por Joanna S. Hawkes y colaboradores (2002) (221) en el que suplementando mujeres
en etapa de lactancia con una mezcla de 600 mg de DHA maés 140 mg de EPA diarios
durante 4 semanas, consiguen aumento de las concentraciones de AGPI-CL en células
relevantes. El contenido de DHA aumenta de forma dosis-dependiente en plasma y
leche materna, lo que pone de manifiesto el beneficio de esta intervencion dietética. Sin
embargo, no encuentran diferencias significativas entre grupos en la produccion de
citoquinas tanto en células de leche materna como en sangre periférica. Tampoco se
encontro correlacion entre la concentracion de acidos grasos de cadena larga omega-3 y
produccién de citoquinas (221). En nuestro estudio, hemos encontrado que la
concentracion de algunas citoquinas proinflamatorias es menor en el grupo
suplementado en algunas fases del estudio, lo cual, apoya que existe un efecto
antiinflamatorio potencial del DHA. Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos

gue median este efecto.

En nuestro estudio no hemos analizado el efecto clinico que pueden tener estos
cambios en la produccion de citoquinas. Sin embargo hay estudios previos de
suplementacion con &cidos grasos de cadena larga omega-3 durante la gestacion que si
han intentado valorarlo. Warstedt y colaboradores (2009) (222) sugieren que los
menores niveles de PGE2 materno después de la suplementacion con AGPI-CL omega-
3 podrian contribuir a un sistema inmune fetal menos propenso al desarrollo de
enfermedades inflamatorias como la alergia ya que los eicosanoides, citoquinas y
guimoquinas estan estrechamente relacionados en la respuesta inmune. En nuestro
ensayo clinico hemos medido la concentracion de citoquinas en condiciones basales a

diferencia de otros que lo han hecho tras estimulos como fitohemaglutinina, una lectina
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que estimula la proliferacion de células T, o alérgenos buscando una posible relacién
con la atopia (217;223). En el estudio realizado por Noakes y colaboradores en 2012
(217) se ha demostrado que el aumento de la ingesta de salmén durante el embarazo
aumenta la concentracion de acidos grasos omega-3 en plasma de cordén umbilical y
afecta a la produccion de citoquinas en neonatos, observando menor concentracion de
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 y TNF-a en respuesta a diversos estimulos. Dunstan y
colaboradores en 2003 (223) también objetivaron menor produccion in vitro de IL-10
tras estimulacion a alérgenos del gato en poblacién atépica. Una de las explicaciones a
este resultado viene dada por la influencia que los AGPI-CL omega-3 tienen sobre la
produccién de mediadores lipidicos. EI aumento de DHA y EPA en la madre y nifio
conllevd menores niveles de PGE2, eicosanoide proinflamatorio e inductor de la
produccion de IL-10, por lo que este hecho parece ser una de las causas de la menor
produccién de esta citoquina. A pesar de estos resultados no esta claro si este efecto
puede influir o no en el desarrollo de atopia aunque los resultados parecen prometedores
(179). Los niveles de IL-10 en nuestro estudio fueron mayores en el grupo
suplementado. Las diferencias probablemente se deban al disefio de los estudios, a la
dosis de AGPI-CL omega-3 empleada y a las caracteristicas de la poblacion participante

en el estudio.

Nuestros resultados sugieren una accion potencial de los AGPI-CL omega-3
como modificadores de la secrecién de citoquinas y aunque no hemos medido la
consecuencia de estos cambios, diversos estudios han valorado el efecto clinico que
puede tener este hecho. A pesar de los datos publicados, aln existe controversia y
muchas hipoétesis por desarrollar. Son necesarios futuros estudios que nos ayuden a
establecer si el DHA contenido en diferentes tejidos puede influir y de qué manera en la
produccién de citoquinas inflamatorias y el significado clinico que estas modificaciones

pueden tener en estas etapas de la vida.
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7. CONCLUSIONES

7.1. La administracion de un suplemento con DHA a la mujer embarazada

durante el tercer trimestre de gestacion y el periodo de lactancia puede influir sobre la

produccién de citoquinas, aumentando las antiinflamatorias y disminuyendo las

proinflamatorias.

La secrecion de las citoquinas inmunosupresoras, 1L-10 e IL-4, es mayor
en las madres que son suplementadas con DHA desde el sexto mes de
gestacion hasta el final de la lactancia materna.

La secrecion de la citoquina proinflamatoria, IL-6 es mayor en las
madres del grupo no suplementado en el momento del parto.

La secrecion de IL-6 en el momento del nacimiento es menor en los hijos
de madres que recibieron suplementos de DHA desde el sexto mes de
gestacion.

La secrecion de TNF-a, proinflamatoria, es menor en los hijos del grupo
DHA, tanto al nacimiento como a los 2 meses y medio de vida mientras

contindan con lactancia materna.

7.2. La concentracion de DHA acumulado en los tejidos puede influir en la

secrecion de citoquinas inflamatorias.

La concentracion de DHA acumulado en el plasma materno tras cinco
meses de suplemento se correlaciona de forma negativa con la secrecion
de IL-6. Por tanto, la secrecion de IL-6 disminuye significativamente en
el plasma materno a mayor concentracion de DHA.

La concentracion de DHA acumulado en la membrana de eritrocitos de
los hijos a los 2.5 meses de vida se correlaciona de forma positiva con

los niveles de IL-10.

7.3. La administracion de un suplemento con DHA a las mujeres embarazadas

durante el tercer trimestre de gestacion y periodo de lactancia incrementa los niveles de
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acidos grasos omega-3 en sangre y leche materna e incrementa el estatus de acidos

grasos omega-3 del recién nacido y nifios amamantados.

7.4. La administracion de un suplemento con DHA en forma de bebida lactea a
la mujer durante el tercer trimestre de gestacioén y periodo de lactancia no produce
efecto sobre la concentracion de acido araquidénico pero en su descendencia puede

aumentar ligeramente la concentracion de acido nervénico.

En resumen, la administracion de un suplemento con DHA y EPA a las
embarazadas desde la semana 28 de gestacion hasta el final de la lactancia, aumenta los
niveles de acidos grasos omega-3 tanto en la madre, en la leche materna como en el hijo
e influye sobre la sefializacion inflamatoria dando lugar a un patron de citoquinas mas
antiinflamatorio. Futuros estudios deben dilucidar si estos cambios en el patron lipidico
y en la produccién de citoquinas se asocian a efectos clinicos en la madre y/o en el

recién nacido.
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9. ANEXOS |

9.1. ENCUESTA NUTRICIONAL

INSTRUCCIONES PARA RELLENAR ESTA ENCUESTA:
1. Esta encuesta consiste en recordar y/o anotar todos los alimentos consumidos

durante 4 dias, tres de los cuales pueden ser cualquier dia entre el lunes y el

viernes, y el cuarto debe de ser un dia de fin de semana (sabado 0 domingo).

2. Para cada dia debe de rellenar una tabla distinta, indicando en primer lugar la
fecha y el dia de la semana al que se refiere.
3. La tabla estd dividida en 5 apartados: desayuno, media mafiana, comida,
merienda y cena.
4. Latabla consta de 4 columnas:
COLUMNA 1: ALIMENTOS
= En cada fila de esta columna debera anotar el nombre de los alimentos y
bebidas consumidos, sin olvidar los que se hayan tomado entre horas
(refrescos, tapas, caramelos,... ). Indicar s6lo un alimento por fila.
= Debe de anotar también el tipo de alimento.
Ejemplos
- Si consume carne, indique si es cerdo, ternera, pollo (pechuga,
muslo),...
- Si consume pescado, indique si son boquerones, merluza,
sardinas,...
- Nombre de las verduras: tomates, zanahorias, coliflor,...
- Tipo de aceite: oliva, girasol,...
- Pan blanco, integral, de molde,...
» Indique también si le echa azlcar, aceite,...
= Si es un alimento elaborado con varios ingredientes, indique el nombre
de todos los ingredientes que lo componen, cada uno de los ingredientes
debe ir en una fila diferente:
Ejemplo:
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Si usted come una ensalada con lechuga, tomate, cebolla,
pepino,... debera indicar en una fila la lechuga, en otra fila el
tomate,... y anotar las cantidades de cada ingrediente por
separado.

COLUMNA 2: PREPARACION

» En esta columna deberd indicar la forma de preparacion de los alimentos

indicados en la columna anterior: Ejemplo: crudo, a la plancha, cocido, al

horno, frito,...

COLUMNA 3: MEDIDA CASERA

» Indique la cantidad del alimento consumido utilizando una medida casera

como puedan Ser:

Cucharita de postre

Cuchara

Vaso pequefio

Vaso

Numero o porcion de una pieza y su tamafio: (Ejemplo: un

platano, un filete pequefio, un cuarto de cebolla...)

COLUMNA 4: CANTIDAD EN GRAMOS:

= En esta columna debe de indicar, si la conoce, la cantidad en gramos del

alimento ingerido. Para ello puede ayudarse de la cantidad indicada en el

envase. Es importante que al menos rellene una de estas dos ultimas

columnas para cada alimento o ingrediente.

Ejemplo:
. CANTIDAD
ALIMENTOS PREPARACION MEDIDA CASERA
(gramos)
Comida:
Patatas fritas Medio plato
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Filete de pechuga de|plancha Dos filetes 250 gramos
pollo

Pan blanco Un bollo 60 gramos
Yogur natural Un yogur 125 gramos
azucarado

Melocot6n Una pieza

5. Al final de cada tabla encontrara un casillero de Incidencias donde debe anotar

si a lo largo de ese dia ha tomado alguna medicacion fuera de la habitual o si

sufre alguna dolencia leve como pueda ser un dolor de cabeza, dolor de

estdmago...

6. Una vez finalizada toda la encuesta, introducir en el sobre adjunto y enviar por

correo.

Muchas gracias por su colaboracion en este estudio.
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DIA 1

Fecha:

Dia de la semana:

ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gramos)

Desayuno:

Media mafana;

Comida:

Merienda:

Cena:

Incidencias:




DIA 2

Fecha:

Dia de la semana:

ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gramos)

Desayuno:

Media mafana;

Comida:

Merienda:

Cena:

Incidencias:




DIA 3

Fecha:

Dia de la semana:

ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gramos)

Desayuno:

Media mafana;

Comida:

Merienda:

Cena:

Incidencias:




DIA 4

Fecha:

Dia de la semana:

ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gramos)

Desayuno:

Media mafana;

Comida:

Merienda:

Cena:

Incidencias:
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9.2. EVALUACION DE LA INGESTA NUTRICIONAL

DATOS PERSONALES: Codigo:

Nombre:
Edad:
Sexo: (H-Hombre / M-Muijer):

Teléfono:

1. ¢Alguno de los dias recogidos en la encuesta comio o cend fuera de casa?

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4
Si, una vez. O 0 O 0
Si, dos veces O 0 O 0
No O O [ 0

2. ¢Considera que la dieta consumida en los dias indicados fue la habitual?
DIA1 DIA2 DIA 3 DIA 4

Si, fue un dia habitual O O 0 0
La comida fue especial 0 O O 0
La cena fue especial 0 O 0 0
Todas las comidas fueron especiales 0 0 0 0

3. ¢Realiza en la actualidad alguna dieta o régimen?
7 Si
0 No

En caso afirmativo indique el motivo:
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4. ¢Esta tomando vitaminas o suplementos dietéticos?
0 Si
a No

En caso afirmativo indique el nombre y la cantidad diaria:

5. Indique el tipo de aceite que consume para:

Oliva virgen Oliva Girasol Otros*
Crudo: ensaladas, alifios,... N N 0
Para Freir ] N B 0

* Indique el tipo de aceite:
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9.3. FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

Durante el altimo afio, ¢con qué frecuencia consumio los siguientes alimentos?

VECES/ VECES/ VECES/ VECES/
ALIMENTOS NUNCA

DIA SEMANA MES ANO

CARNES

Pollo/ aves

Ternera/toro
Cerdo

Cordero

Conejo

Jamon serrano

Jamon York

Embutidos (chorizo, salchichas, mortadela,

chopped, etc.)

Higado, rifién, corazdn, cesos
PESCADO Y MARISCO

Pescado blanco (merluza, lenguado, rape,

etc.)

Pescado azul (atin , sardina, boqueron,

caballa, aguja, etc.)

Pescado en conserva

Calamares, chopitos, pulpo, sepia, choco, etc.

Mariscos (gambas, langostinos, almejas,

mejillones, etc.)

Peces de rio (trucha, salmén, etc.)
HUEVOS

Huevo frito, cocido, tortilla, etc.
LEGUMBRES

Lentejas

Garbanzos

Judias blancas/chicharos

Guisantes
CEREALES

Pan blanco

Pan integral
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Pan de molde

Arroz (todas sus modalidades)

Pasta (fideos, macarrones, pizza, etc.)

Patatas (fritas, cocidas, asadas, en tortilla,

etc.)

LACTEOS

Leche entera

Leche semidesnatada

Leche desnatada

Leche condensada

Yogurt entero

Yogurt desnatado

Natillas/flan

Queso fresco

Queso Manchego, bola

Queso en porciones

Queso fundido

Helados

GRASAS

Mantequilla

Margarina

Tocino, manteca

Mayonesa

Aceite de oliva virgen

Aceite de oliva refinado (no virgen)

Aceite de orujo (oliva)

Aceite mezcla virgen-refinado

Aceite de semillas (girasol, maiz, otros)

Aceitunas

VERDURAS

Lechuga

Tomate (natural, en ensalada, frito, etc.)

Pimiento (natural, en ensalada, frito, etc.)

Zanahoria

Judias verdes

Cebolla
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Col/coliflor

Acelgas/espinacas

Esparragos

Habas frescas

Champifion y setas

FRUTAS

Manzana

Peras

Naranjas/mandarinas

Platanos

Melocotén

Fresas

Uvas

Melon/sandia

En conserva

DULCES Y PASTELES

Azucar/miel

Mermelada

Chocolate/cacao

Galletas/pastas/pasteles/bolleria/dulces/caram
elos

BEBIDAS

Zumos de frutas envasados

Refrescos

Cerveza/sidra

Vino

Ron/Ginebra/Cofiac/Anis/Whisky/licores

FRUTOS SECOS

Almendras, avellanas, cacahuetes, nueces, etc.

CONSUMO DE ACEITE

Tipo de aceite:

Compra semanal media (litros):

N° miembros familia:
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CONSUMO DE PAN

Tipo:
Compra por dia (g): Sobrante medio por dia (g):

Comprobar si la cantidad sobrante del dia la aprovecha para el desayuno del dia siguiente.

CONSUMO DE TABACO

1. ¢ Usted fuma actualmente?
1.1. Si fumo (al menos uno al dia)...........coooeiiiiiiiii I:I

(se incluiran las personas que hayan dejado de fumar dos meses antes de la entrevista)

1.2. No fumo actualmente, pero fumé tiempo atras....................ceevenennn

N

1.3. No fumo actualmente, no he fumadonunca.......................oooeininn

2. ¢cual es el tipo de tabaco que fuma habitualmente? (respuesta multiple)

2.1. Rubio I:I
2.2. Negro I:I

2.3. Puros I:I
2.4. En pipa I:I

3. Si fuma cigarrillos, ¢cuantos fuma al dia?.........cc.cccceveveicie e,

4. Si fuma puros, ¢CUANOS @ 12 SEMANAY.......c.cceecerereeeeee e

5. Si fuma pipa, ¢CUanto tabaco (gramos/SEMANA)?.......c.ecevrerrerererrererieeseeesieenes

ACTIVIDAD FISICA

1. EN EL TRABAJO
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Quisiéramos saber el tipo y la cantidad fisica que implica su trabajo. Sefiale cual de las 4 posibilidades
siguientes se corresponde mejor con su trabajo actual: (si tiene mas de un trabajo, indique al que mas

horas por semana dedica, Si esta jubilado o no trabaja actualmente, deje la pregunta en blanco).

1.1. Ocupacion Sedentaria. ... .....c.ouerereerenreniireeeieiennanennannns I:I
Usted pasa la mayor parte de su tiempo sentado, por ejemplo trabajo de oficina, etc.

1.2. Ocupacion que implica estar de pie...........coceveveeeiiiiian... I:I
Usted pasa la mayor parte de su tiempo de pie o andando. Su trabajo no requiere un esfuerzo

fisico intenso (por ejemplo, dependiente de una tienda, peluquero, guarda de seguridad, etc.)

1.3. Trabajo manual..........coooeviininiiie e I:I

Implica cierto esfuerzo fisico que puede incluir el manejo de objetos pesado y la utilizacion de

herramientas (por ejemplo, fontanero, electricista, carpintero, etc.)

1.4 Trabajo manual pesado............cooeviiiiiiiiiiiiiiiii e, I:I
Implica una actividad fisica muy vigorosa que incluya el manejo de objetos muy pesados (por

ejemplo, estibador, albafiil, minero, pedn de construccion, etc.)

2. OTRAS ACTIVIDADES
En una semana habitual durante el afio pasado, ¢cuantas horas dedicé a cada una de las
actividades siguientes?

2.1. Caminar (incluye desplazamientos al trabajo y tiempo libre).
Horas/semana (Verano)............

Horas/semana (Invierno)............

2.2. Ir en bicicleta (incluye desplazamientos al trabajo y tiempo libre).
Horas/semana (Verano).............

Horas/semana (Invierno).............

2.3. Ejercicio fisico (futbol, aerobic, natacion, tenis, gimnasia, correr, etc.)
Horas/semana (Verano)...........

Horas/semana (Invierno)..........

2.4. Trabajo de la casa (limpiar, lavar, cocinar, cuidar de los nifios, etc. )

Horas/semana..............
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2.5. ¢Cuantos pisos de escaleras sube cada dia?................... pisos por dia

2.6. Otras actividades (jardineria, bricolaje, etc.)

Horas/semana................
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9.4 HOJA INFORMATIVA PARA LA VOLUNTARIA

Titulo del proyecto: “INFLUENCIA DE LA GRASA ALIMENTARIA SOBRE LA
COMPOSICION DE LA LECHE MATERNA Y SOBRE EL DESARROLLO
DEL RECIEN NACIDO”

Obijetivo: conocer el perfil lipidico mas adecuado para la dieta de una mujer durante el
embarazo y la lactancia, asi como, evaluar los efectos beneficiosos, para la madre y para

el nifio, de un suplemento de DHA en dicha dieta.

Metodologia: consumir desde el 6° mes de embarazo y hasta el final de la lactancia una
dieta equilibrada que incluirda 500mL/dia (2 vasos al dia) de un producto lacteo
desnatado enriquecido en DHA o del mismo producto lacteo desnatado sin DHA. Se
tomardn 4 muestras de sangre (5 mililitros) de la madre (inicio, parto, 3 meses, 6
meses), 1 muestra de leche materna (10 mililitros) en cada mes de lactancia, 1 muestra
de sangre de cordon umbilical, 1 muestra de placenta y 3 muestras de sangre del nifio (5
mL a los 3, 6 y 12 meses de vida). Se hara una revisién en el segundo trimestre del
embarazo y otra después de la semana 37. Se harén revisiones mensuales del nifio hasta
que cumpla el primer afio de edad y que incluiran el seguimiento de su desarrollo motor
y cognitivo. Las muestras serdn procesadas Yy conservadas por los laboratorios
participantes (Instituto de Nutricion de Granada, Hospital de Cruces de Baracaldo y
Puleva Biotech S. A.) con la finalidad de obtener diversos parametros de interés para el
estudio. Una vez acabado el mismo, todos los laboratorios se comprometen a la
destruccion de las mismas por los métodos adecuados. Por ultimo se realizaran
diferentes encuestas a lo largo del estudio para evaluar el seguimiento de la dieta por

parte de cada voluntaria.

Beneficios esperados: los beneficios, para la madre y para el nifio, del consumo de una

dieta equilibrada durante el embarazo y la lactancia son ampliamente conocidos.
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Incomodidades y riesgos derivados del estudio: al proceder a la extraccion de las
muestras de sangre la voluntaria podria notar sintomas como picor, rubor, escozor, dolor

etc... en la zona del pinchazo. No se espera ningln otro riesgo o incomodidad.

Posibles acontecimientos adversos: no se esperan.

Carécter voluntario de su participacion: la participacion es voluntaria asi como la
posibilidad de retirarse del estudio en cualquier momento, sin que por ello se altere la

relacién participante-investigador.

Personas que tendran acceso a los datos: los datos seran tratados segun establece la
Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal. Los investigadores de este estudio garantizan la confidencialidad de los datos.
Cada voluntario contara con una clave de identificacion y sélo tendran acceso a sus
datos los responsables del mismo: Dr.José Mataix, Dr.José Antonio Hurtado, Dr.Pablo

Sanjurjo, Dr.Luis Pefia. Todos mantendran una confidencialidad absoluta.

Modo de compensacion econémica: se hard un seguimiento exhaustivo de la
embarazada y de su hijo, que incluira tests de desarrollo motor y cognitivo que no se
Ilevan a cabo de forma rutinaria. Ademas las analiticas de la madre y de su hijo le seran

entregadas a la madre.

Cualquier aspecto que establezca dudas y preguntas para el participante, podra
consultarse antes, durante y después del estudio a los organizadores del mismo
(teléfonos 958-240331 y 958-240398).
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9.5. CONSENTIMIENTO INFORMADO (HOJA DE ADMISION EN EL

ESTUDIO)

Titulo del proyecto: “INFLUENCIA DE LA GRASA ALIMENTARIA SOBRE LA
COMPOSICION DE LA LECHE MATERNA Y SOBRE EL DESARROLLO

DEL RECIEN NACIDO”

apellidos de la voluntaria)

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con los responsables sobre el estudio.

Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que me puedo retirar del estudio:
1. Cuando quiera.

2. Sin tener que dar explicaciones.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

e Fecha: Firmado:
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