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Introduccion

1.1. ALIMENTOS FUNCIONALES

La definicion del International Life Science Institute en 1999, establece que un
alimento puede ser considerado funcional si se ha demostrado de forma satisfactoria que posee
un efecto beneficioso sobre una o varias funciones especificas en el organismo, mas alla de los
efectos nutricionales habituales, siendo éste relevante para la mejora de la salud y el bienestar
ylo la reduccion del riesgo de enfermar. Los alimentos funcionales, en la medida en que implican
nuevos nutrientes o proporciones diferentes de los mismos, pueden considerarse nuevos
alimentos, segun la clasificacion establecida por la Unién Europea y por el Comité Cientifico de

la Alimentacién Humana'.

Los alimentos funcionales como tal, tienen que tener unas caracteristicas determinadas?:

v’ Tienen que ser alimentos que se manipulen para conseguir algun beneficio extra, por

eliminacion, reduccidn o adicidn de algun componente.

v’ Los alimentos funcionales son basicamente alimentos ‘“clasicos’ pero llevan
incorporados nuevos componentes alimentarios 0 no alimentarios, siempre que tengan

un claro efecto beneficioso.

v" La base de la alimentacion es una alimentacion completa y variada. Los alimentos
funcionales complementan la funcion nutritiva y la prevencién de ciertas enfermedades.
Hay que tener en cuenta que las cantidades deben ser las normalmente consumidas en

la dieta.

v la presentacion de un alimento funcional tiene que ser como la de un alimento, sin
modificar sus caracteristicas. Nunca deben presentarse en forma de capsulas o

comprimidos.
Un alimento funcional puede ser un alimento natural, un alimento al que se afiade un

componente, o un alimento al que se le ha quitado un componente mediante medios

tecnoldgicos o bioldgicos. También puede tratarse de un alimento en el que se ha modificado la
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Introduccion

naturaleza de uno 0 mas de sus componentes, o0 en el que se ha modificado la biodisponibilidad
de uno 0 mas de sus componentes, o cualquier combinacidn de estas posibilidades.

Los alimentos funcionales tienen como objetivo modificar o potenciar las “propiedades
saludables” de alguno de sus componentes. Segun el concepto tradicional de nutricién, la
principal funcién de la dieta es aportar los nutrientes necesarios para el buen funcionamiento del
organismo. Este concepto de “nutricién adecuada” se esta sustituyendo por el concepto de
“nutricion 6ptima”, que se trata de aquella que ademas, contempla la posibilidad de que algunos

alimentos mejoren nuestra salud y contribuyan a prevenir determinadas enfermedades34.

Precisamente por este planteamiento aparecen los alimentos funcionales, cuyo
desarrollo se basa en la relacién entre dieta y salud>. Se ha demostrado que existe una gran
variedad de micro-componentes de la dieta que pueden influir en la capacidad de un individuo
para alcanzar todo su potencial genético y minimizar el riesgo de enfermar. La respuesta del
organismo ante el consumo de un alimento funcional depende de diversos factores incluyendo
los genéticos, el estado fisioldgico y la composicion de la dieta completa. Un alimento funcional
puede ir dirigido a toda la poblacién o a grupos concretos como los referidos a la edad,

constitucion genética o situacion fisiologica34.

1.1.1. Regulacién de las alegaciones de salud?

Para que los alimentos funcionales puedan aportar todos los beneficios posibles para la
salud publica, los consumidores tienen que comprender bien y confiar en los criterios cientificos
utilizados para documentar sus efectos y atribuciones beneficiosas. En tal sentido, es necesario
un marco regulador que proteja a los consumidores de las atribuciones de propiedades falsas o
confusas, y que ademas pudiera responder a las necesidades de la industria en cuanto a

innovacion en el desarrollo de productos, su comercializacion y su promocion.

Japdn esta por delante del resto del mundo en este aspecto. En 1991, se establecio el
concepto de “Alimentos para Uso Especifico en la Salud” (Foods for Specified Health Use,
FOSHU)S. Los alimentos que se incluyan dentro de la categoria de FOSHU deben ser
autorizados por el ministro de Salud, tras la presentacion de pruebas exhaustivas con
fundamento cientifico, que apoyen la alegacién relativa a las propiedades de dichos alimentos,

cuando son consumidos como parte de una dieta ordinaria.
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En la Union Europea, la propuesta de reglamento comunitario, presentada por la
Comision Europea a mediados del 2003 (2003/0165(COD)) y todavia pendiente de aprobacion,
pretende proteger adecuadamente los derechos fundamentales del consumidor y otorgar
seguridad juridica a las empresas alimentarias sobre las alegaciones a utilizar en el etiquetado,
presentacién y publicidad de los productos?. En tal sentido, las alegaciones de salud deben estar
adecuadamente corroboradas para proteger al consumidor, fomentar el comercio justo y

potenciar las investigaciones y la innovacién en la industria alimentaria.

Debido al creciente interés en el concepto de los “Alimentos Funcionales” y en las
‘Alegaciones de Salud’, la Union Europea ha creado una Comisién Europea de Acci6n
Concertada sobre Alimentaciéon Funcional en Europa (Functional Food Science in Europe,
FUFOSE). El programa ha sido coordinado por el Instituto Internacional de Ciencias Bioldgicas
(International Life Sciences Institute Europe) y su objetivo es desarrollar y establecer un enfoque
cientifico sobre las pruebas que se necesitan para respaldar el desarrollo de productos
alimenticios que puedan tener un efecto beneficioso sobre una funcion fisioldgica del cuerpo y
mejorar el estado de salud y bienestar de un individuo y/o reducir el riesgo de que desarrolle
enfermedades.

La accion concertada de la UE apoya el desarrollo de dos tipos de alegaciones de salud
con respecto a los alimentos funcionales8, que deben ser siempre validas en el contexto de la

dieta global y estar asociadas a los alimentos que se consumen normalmente:

1. Tipo A: alegaciones de “funcionales de mejora” asociadas a determinadas funciones
fisiologicas y psicolégicas y a actividades biologicas que van mas alla de su papel
establecido en el crecimiento, el desarrollo y otra funciones normales del cuerpo. Este
tipo de alegacion no hace referencia a enfermedades o estados patolégicos (p. e€j.
algunos oligosacaridos no digestibles mejoran el crecimiento de la flora bacteriana

intestinal; la cafeina puede mejorar el rendimiento cognitivo).

2. Tipo B: alegaciones de ‘“reduccién de riesgo de enfermedades”, que se asocian al
consumo de un alimento o de sus componentes para ayudar a reducir el riesgo de
padecer una determinada enfermedad o afeccion, gracias a los nutrientes especificos

que contenga o no dicho alimento (p. €j. los folatos pueden reducir el riesgo de que una
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mujer tenga un hijo con defectos del tubo neural, y una ingesta adecuada de calcio
puede ayudar a reducir el riesgo posterior de osteoporosis).

Para poner en practica las conclusiones y principios del programa FUFOSE, se cred un
nuevo programa de Accion Concertada de la Comision Europea, el Proceso para la Valoracion
de Soporte Cientifico de las Alegaciones con respecto a los Alimentos “Process for the
Assesment of Scientific Support for Claims on Foods”, (PASSCLAIM)?, que tiene como objetivo
resolver los temas relativos a validacion y verificacion cientifica de alegaciones y la informacion

al consumidor.

1.1.2. Probioticos

Dentro del campo de los alimentos funcionales, existe un grupo denominado
probidticos. EI campo de probidticos es un amplio sector que comprende toda una serie de
alimentos fermentados muy extendidos en otras culturas, obtenidos no solo a partir de leche sino
de otros productos, especialmente de cereales. En este grupo también incluyen preparados
farmacéuticos'. Los probidticos han entrado en el capitulo de los alimentos funcionales por
cumplir acciones diana sobre o6rganos y sistemas, sin limitarse a la actividad puramente
nutricional de sus contenidos. Los géneros bacterianos mas utilizados como probi6ticos son los
lactobacillus y bifidobacterias, siendo las bacterias &cido-lacticas (BAL) las que mas se usan

para este fin.

Elie Metchnikoff, premio Nobel de medicina, propuso ya a principios del siglo XX que el
consumo de bacterias no patégenas era beneficioso para la salud y el bienestar del hombre!.
En la actualidad existe una amplia literatura sobre la accién saludable que ejercen las BAL y los
productos obtenidos a partir de su fermentacién'216, Estos efectos son debidos no solo a sus
propiedades nutricionales y su influencia sobre el medio gastrointestinal'?, sino también a su

accion sobre el sistema inmune?8-20,

Con frecuencia se han citado en la bibliografia ciertas propiedades
inmunomoduladoras de las BAL, con efecto tanto sobre la inmunidad de la mucosa como a nivel
sistémico. Se han llevado a cabo estudios tanto “in vivo” como “in vitro” con leches fermentadas

con distintos tipos de BAL, donde se han demostrado modificaciones en diversos parametros
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inmunoldgicos, como la concentracion de macréfagos, anticuerpos, interferén (IFN) y otras

citocinas, o en la activacion de la fagocitosis (Tablas 1y 2).

Tablal. Modulacion de la respuesta humoral por bacterias acido-lacticas

BAL INMUNIDAD HUMORAL aumento de:

B. bifidum, L. acidophilus Células B en sangre perisférica?!

Proliferacion de células B en placas de Peyer2
B. breve

lgG(virus/gripe)23,IgA(rotavirus)2*

Yogur, L. acidophilus, L. casei, B.longun

+mezcla BALs 196, loA
L.GG IgA(rotavirus)?s, IgM (rotavirus)26
L. acidophilus+bifidobacterias IgA?7 IgA (S. tuphimurium)
Leche fermentada con L. casei IgA (S.tuphimurium)

Tabla2. Modulacion de la secrecion de citocinas por bacterias acido-lacticas

BAL CITOCINAS aumento de:
L.casei, L.acidophilus y bifidobacterias IL -1, TNF-ar, IFN-y
S. thermophilus, lactobacilos y
bifidobacterias + LPS 6, TP 12, 157
L. acidophilus Ke-10 |L-220
L. bulgaricus+S. thermophilus [FN-y30
L.acidophilus IFN-a, IL-1at, TNF-03!
L. helveticus IFN-y, IL-232
L. brevis shsp. Coagulans IFN-33
Bifidobacterium lactis (HN019) IFN-34

Las BAL son capaces de proporcionar una barrera natural al organismo al poseer un
efecto inhibitorio frente a bacterias patégenas sin afectar a las sapréfitas logrando una mayor
resistencia a enfermedades infecciosas3s. También se ha demostrado que las BAL producen los
siguientes efectos beneficiosos: mejoria de la diarrea de etiologia diversa3, disminucién de la
intolerancia a la lactosa3’, menor prevalencia de alergias3839, efecto antiinflamatorio sobre la

mucosa intestinal y actividad anticancerigena*4!. En pediatria, los lactobacilos se utilizan en la
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prevencion y tratamiento de patologias diversas como diarreas de origen virico y bacteriano, en
los tratamientos con antibidticos y en la intolerancia a la lactosa*2. Actualmente y debido a su
caracter beneficioso de las BAL, se han estudiado diversos efectos sobre el organismo:

v" Actividad  inmunomoduladora regulando el sistema inmune especifico y no

especifico1213.16:43,

v Mejora de la respuesta antibacteriana debido a la actividad antagonista contra
patogenos. Al contribuir a restablecer el efecto barrera de la mucosa intestinal, reducen
el sobrecrecimiento bacteriano y aumentan la resistencia a la colonizacién por
microorganismos patégenos. No tan solo evitan la aparicion de la infeccién sino que

también reducen la gravedad y la duracion de la misma#4.

v Mejoria de los procesos diarreicos de cualquier etiologia®®. En nifios con diarreas por
rotavirus, la administracion de lactobacillus consigue menor nimero de dias con diarrea

acuosa y una reconstitucion total de la flora intestinals.

v’ Reduccion de las alergias. La existencia de una microflora intestinal con una elevada
proporcion de lactobacillus y bifidobacterias se ha asociado con una menor prevalencia

de alergias3846,

v’ Disminucién de la intolerancia a la lactosas47 Esta demostrado que los individuos con
deficiencia de lactasa digieren mejor la lactosa a partir del yogur que a partir de la leche.
La mejor tolerancia a la lactosa no solamente puede explicarse por el hecho de que la
fermentacion lactica disminuye un 25% el contenido de lactosa de la leche sino que el

probiético tiene capacidad enzimatica para suplir las deficiencias de lactosa del huésped.

v’ Efectos antiinflamatorios de la mucosa intestinal. La leche fermentada con L.casei ha
demostrado en adultos sanos que disminuye la actividad de las enzimas p-
glucoronidasa del colon, la &cidoreductasa glicolitica y la nitroreductasa. Un estudio
reciente ha demostrado la disminucion de la liberacion de TNF-a. en pacientes con

sindrome de Crohn, lo cual evidencia el efecto antiinflamatorio de L. casei sobre la
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mucosa intestinal, incrementando la respuesta inmunitaria del hospedador y protegiendo

del desarrollo de cancer de colon?.

v’ Prevencion de la incidencia de cancer. El aumento en la proporcién de linfocitos T,
citoquinas, anticuerpos especificos IgA, células NK4950, células B plasmaticas, asi como
la disminucion de la capacidad enzimatica de la nitrorreductasa, capaz de estimular la
fase procarcindgeno a carcinégeno, constituye una alta expectativa de proteccion frente

al cancer, hoy ampliamente estudiada entre los posibles beneficios de las BAL4041,

1.2. CONCEPTOS BASICOS DE LA RESPUESTA INMUNE51-57
1.2.1. Concepto de respuesta inmune

Histéricamente, inmunidad significa proteccion contra la enfermedad y, de forma mas
especifica, frente a una enfermedad infecciosa. Las células y las moléculas responsables de la
inmunidad forman el sistema inmunitario y la respuesta colectiva y coordinada frente a

sustancias extrafias se denomina respuesta inmunitaria.

La funcion fisioldgica del sistema inmunitario es la defensa contra microorganismos
infecciosos. Sin embargo, las sustancias extrafias no infecciosas también pueden desencadenar

respuestas inmunitarias.
1.2.2. Tipos de sistemas de defensa

En la escala animal aparece precozmente un conjunto de mecanismos (denominados
sistemas de defensa naturales, inespecificos o innatos) que pueden eliminar un gran nimero de
antigenos. En los vertebrados aparecen nuevos sistemas de defensa que se solapan,
complementan y utilizan los anteriores mecanismos. Estos “nuevos” sistemas de defensa
(denominados sistemas adquiridos, adaptativos o especificos) estan encargados de desarrollar
una defensa mas eficaz cualitativa y cuantitativamente, complementaria de la ejercida por los
anteriores. El solapamiento entre ambos sistemas es tal que no pueden separarse de forma
artificial (figura 1). Aunque posteriormente se sefialaran las caracteristicas comunes y las
diferencias fundamentales entre los mecanismos de defensa inespecificos vy especificos,
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podemos adelantar en este punto que la diferencia clave entre estos sistemas radica en la
especificidad del reconocimiento antigénico y en la memoria inmunoldgica. En otros términos, los
sistemas de defensa especificos son capaces de reaccionar frente a antigenos concretos,
(estrictamente frente a ciertas regiones de los mismo), mientras que los sistemas de defensa
naturales impiden la agresién de forma inespecifica. La figura 2 muestra los principales

componentes del sistema inmune.

Figura 1. Mecanismos de defensa en vertebrados

Mecanismos de defensa l
I
I I
Inespecificos l Especificos l
' |
I I
Barreras naturales l Respuesta inmune Respuesta inmune
inespecifica especifica
Piel, mucosa y otros l
= Celular
I— Inflamacion —
Fagocitosis Humoral
Citolisis

Fuente: J Pefia y A Caballero. Introduccion a la Inmunologia®.

1.2.3. Componentes de la inmunidad innata o inespecifica

Los sistemas de defensa naturales pueden clasificarse de forma arbitraria en 3 grupos:

v’ Las barreras bioldgicas estan formadas por elementos anatomicos, fisicos y quimicos
que impiden el acceso de antigenos a regiones internas de los individuos. Se localizan
en la piel y en las superficies mucosas que estan en contacto con el medio ambiente
(aparato digestivo, respiratorio y genitourinario). La inespecificidad de estos sistemas es
total, evitando la entrada de sustancias extrafias de forma independiente a su

naturaleza.
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v E segundo grupo de elementos de defensa estd formado por sustancias solubles,
producidas tanto por células inmunoldgicas como no inmunes que ejercen su efecto
sobre antigenos microbianos. Dentro de estas sustancias se incluyen la lisozima (que
actla sobre algunos tipos de bacterias), las proteinas del sistema complemento, las
proteinas fijadoras de hierro (lactoferrina y transferrina) que, al limitar la cantidad de
hierro, ejercen un efecto bacteriostatico y los interferones antivirales que evitan la
multiplicacién viral. También se encuadran en este grupo los mediadores quimicos
liberados por los leucocitos polimorfonucleares neutrdfilos y las células del sistema

mononuclear fagocitico.

v’ Un tercer grupo de elementos de defensa naturales esta formado por células capaces
de destruir antigenos a través de diferentes mecanismos. Los tres tipos principales son
las células “natural killer”, que destruyen células cargadas de virus y células tumorales,
los polimorfonucleares neutrdfilos y las células del sistema mononuclear fagocitico
involucradas en las fases iniciales de la respuesta inflamatoria. De forma indirecta, otras
células sanguineas (polimorfonucleares eosinofilos y basofilos) también intervienen en la
destruccion de algunos tipos especificos de antigenos. La accion directa de algunas
células sefialadas y de sus productos de secrecion constituye la base de una
estructurada respuesta corporal denominada inflamacién. La figura 3 recoge los

diferentes tipos celulares que pueden participar en la respuesta inmune.
1.2.4. Componentes de la inmunidad adquirida o especifica

El sistema inmune no posee, en términos generales, un sustrato morfolégico tan
claramente establecido como otros sistemas corporales. Sin embargo, en términos cuantitativos,
esta formado por un nimero de células “nobles” similar al sistema nervioso central o al higado.
Las células que constituyen este sistema son los linfocitos T y los linfocitos B. Estas células
poseen un rasgo peculiar dentro de la estructura del organismo ya que, a diferencia de otros
tejidos, se originan y adquieren sus caracteristicas funcionales (proceso denominado
“‘maduracion”) en organos diferentes en los que ejercen su funcion. Los drganos encargados del
origen y maduracién de la mayor parte de las células inmunolégicas se denominan érganos
linfoides primarios o centrales y, en el ser humano, estan representados por la médula 6seay

el timo. En estos érganos se generan células inmunolégicamente maduras, es decir, células
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capaces de desencadenar una respuesta inmune. Para ello adquieren varias propiedades
funcionales, en concreto la capacidad de produccion de multiples sustancias (p. €j. citocinas) y la
expresion de varios tipos de moléculas que se expresan en su membrana. La diferencia
fundamental entre ambos tipos de linfocitos no radica unicamente en su origen y maduracién de

estas células sino en la presencia de dos tipos de receptores para el antigeno: el receptor para

Figura 2. Principales componentes del sistema inmune
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Histocompatibilidad Monocitos
Receptores Macrdfagos
Complemento Cél dendriticas
Adhesidn Células ME

Fuente: J Pefia y A Caballero. Introduccion a la Inmunologia®®.

antigenos de linfocitos B (BCR) y el receptor para el antigeno de la célula T (TCR). Debemos
sefialar en este momento que otra funcién esencial de los érganos linfoides centrales es el

establecimiento de la tolerancia a antigenos propios.

Ademas en la respuesta inmune especifica, concretamente en el reconocimiento de
antigenos por los linfocitos T, juegan un papel crucial las células presentadoras de antigenos
(CPA). Las CPA son monolitos, macréfagos y células dendriticas principalmente, aunque los

linfocitos B también pueden llevar a cabo esta funcién.

Los linfocitos T (LT), células que reciben esta denominacion ya que maduran en el
timo, son una poblacidn heterogénea. Atendiendo a la estructura del TCR se distinguen dos tipos
de linfocitos T: linfocitos T (con TCR «f3), que constituyen la poblacién mas abundante y
linfocitos T (con TCR y3), que poseen una ontogenia (proceso evolutivo) y distribucion tisular
diferente. La presencia de dos moléculas accesorias (CD4 o CD8) permite dividir funcionalmente
a grandes rasgos los LT en: linfocitos T CD4 (+) que poseen acciones colaboradoras vy linfocitos
T CD8 (+) que poseen acciones citotoxicas o supresoras. El estudio de la produccion de
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citocinas o la expresion de otras moléculas de membrana permite distinguir, a su vez,
subvariedades de estas células. Los linfocitos T CD4 (+) reconocen antigenos en el contexto de
moléculas de HLA clase Il, expresadas principalmente en CPA vy los linfocitos T CD8 (+)

reconocen antigenos en el contexto de moléculas de HLA clase |.

En este momento tiene interés sefialar dos tipos funcionales de linfocitos CD4,
atendiendo a su patrén de produccion de citocinas: los linfocitos T helper 1 (Thl), que se
caracterizan por la produccion de IL-2, interferon gamma (IFN-y) y TNF-B, cuya funcién es
estimular la inmunidad celulares (destruccion antigénica por los macréfagos o activacion de
células natural killer) y los linfocitos T helper 2 (Th2), productores de IL-4, IL-5 e IL-10,
implicados principalmente en la activacion de mecanismos de inmunidad humoral (sintesis de
inmunoglobulinas). En general, se asume que ambos tipos proceden de células precursoras
(linfocitos Tho) siendo el tipo de estimulo antigénico y la produccién de citocinas por las células
presentadoras los determinantes de la diferenciacion hacia uno u otro tipo (IL-12 en el caso de
los linfocitos Th1; IL-4 en el caso de los Th2). Por otro lado, la diferenciacién hacia una u otra
estirpe es mutuamente antagonica debida a la accion de las propias citocinas liberadas (IFN-y

inhibe el desarrollo de Th2 mientras que IL-10 inhibe el desarrollo de Th1).

Figura 3. Diferentes células inmunocompetentes que participan en la respuesta inmune
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Fuente: J Pefia y A Caballero. Introduccion a la Inmunologia®®.

Los linfocitos B (LB), células que maduran en la bolsa de Fabricio en aves y en la

médula 6sea en el ser humano, constituyen asimismo una poblacion heterogénea.
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Reciben el nombre de células presentadoras de antigenos (APC) diversos tipos
celulares (células del sistema mononuclear fagocitico, linfocitos B, células dendriticas, células
foliculares dendriticas, células de Langerhans) que poseen como caracteristica comun la

capacidad para generar epitopos reconocibles por los linfocitos CD4.

Las células del sistema inmune especifico estan recirculando continuamente desde la
sangre hacia los 6rganos linfoides secundarios o periféricos donde se desarrolla la respuesta
inmunolégica. Los principales érganos linfoides secundarios son los ganglios linfaticos, que
constituyen el lugar de encuentro con el sistema inmune para los antigenos que viajan por via
linfoide, y el bazo, que constituye el lugar de encuentro con el sistema inmune para los antigenos
que viajan por via hematica. Aunque no posee caracteristicas anatomicas de “érganc’, el
sistema linfoide asociado a mucosa (MALT: mucosal associated lymphoid tissue) posee un
significado biolégico similar a los 6rganos linfoides secundarios clasicos. Debido a su importancia
biolégica, dentro del sistema linfoide asociado a mucosas adquieren especial relevancia el tejido
linfoide asociado al arbol bronquial (BALT bronchial associated lymphoid tissue) y el tejido

linfoide asociado al aparato digestivo (GALT bronchial associated lymphoid tissue).

1.2.5. Respuesta inmune humoral y celular

Como hemos sefialado previamente, muchos antigenos presentes en el medio
ambiente no llegan a entrar en contacto con el sistema inmune debido a que son eliminados o
controlados por los mecanismos de defensa inespecifica. Sin embargo, algunos antigenos
sobrepasan estos sistemas naturales y entran en contacto con las células inmunes maduras
presentes en estos tejidos linfoides secundarios. Como se ha sefialado previamente, los
antigenos interaccionaran con receptores especificos presentes en la superficie celular de las
células inmunes. La interaccion entre antigenos y células es un proceso complejo que lleva a la
secrecion secundaria de moléculas (citocinas) y cuyo efecto final es la activacion, proliferacion y
diferenciacion celular de los linfocitos. La consecuencia final de la estimulacién de los linfocitos B
es la generacion de células plasmaticas que segregan inmunoglobulinas, capaces de reconocer
el antigeno que puso en marcha la respuesta inmune. Por otro lado, la estimulacion de los
linfocitos T lleva a la proliferacion de esta estirpe celular generandose, por lo tanto, multiples
células inmunocompetentes capaces de reconocer el antigeno. En la figura 4 se muestra un

esquema con una vision general de la respuesta inmune.

26



Introduccion

1.2.6. Fases de marcaje y efectora de la respuesta inmune
La sintesis de inmunoglobulinas o la generacion de células inmunocompetentes
constituyen Unicamente una fase de “marcaje” en la cual la sustancia extrafia es sefialada como

tal o neutralizada pero, en general, no es capaz de producir directamente su destruccién. Las

Figura 4. Esquema general de la respuesta inmune
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Fuente: J Pefia y A Caballero. Introduccion a la Inmunologia®.

inmunoglobulinas son glicoproteinas producidas por las células plasmaticas (que derivan de la
diferenciacion de los linfocitos B). Existen varios tipos (isotipos) de inmunoglobulinas que difieren
en la naturaleza de sus cadenas pesadas (IgG, IgA, IgM, IgD e IgE) vy ligeras (KgA). Desde un
punto de vista funcional una inmunoglobulina consta de un fragmento Fab (en el que reside la
capacidad de unién con el antigeno) y un fragmento Fc en el que residen las otras propiedades
de estas sustancias (capacidad de activacion del complemento, paso de la placenta, etc.). Para
que la destruccién del antigeno tenga lugar es preciso que estos elementos colaboren con

elementos de la inmunidad inespecifica: fase “efectora” de la inmunidad.

Si el antigeno ha sido reconocido mediante inmunoglobulinas, la respuesta efectora se

produce habitualmente mediante la activacion del sistema del complemento, mediante la
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opsonizacion del mismo, es decir, por un incremento en la capacidad de ser reconocido y
fagocitado por células fagociticas. Por otro lado, si la respuesta es celular, la destruccion del
antigeno se realizaré bien por activacion de los macrofagos (mediante citocinas Th1) que
destruiran intracelularmente el antigeno, o bien mediante citotoxicidad. EI concepto de
citotoxicidad es simple; la destruccién de una célula por otra. En inmunologia existen tres tipos

principales de citotoxicidad:

v Citotoxicidad natural (ejercida por las células “natural killer) que no requiere la

participacidn de antigenos de histocompatibilidad ni la cooperacion de anticuerpos.

v Citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC: antibody dependent cell cytotoxicity). Este
tipo de citotoxicidad requiere que la célula “extrafia” sea marcada como tal mediante
inmunoglobulinas. Las células que posean receptores para fraccion Fc de las
inmunoglobulinas destruiran la célula extrafia. Este tipo de citotoxicidad no requiere la

participacion de antigenos de histocompatibilidad.

v Linfocitotoxicidad. Es ejercida por linfocitos T CD8 (+) reconoce antigenos en el contexto
de moléculas de histocompatibilidad de clase |, elimina las células que presentan e

inducen la lisis de la célula diana.

1.3. INMUNOLOGIA DEL EMBARAZO Y PUERPERIO

Clasicamente se ha admitido que el embridn, y posteriormente el feto, pueden
considerarse como antigenos para los tejidos de la madre. Por ello, la respuesta inmunolégica
del hospedador debe “acomodar” este antigeno y por lo tanto modificarse con respecto a la
mujer no embarazada®. Por otro lado, hasta un 30% de las concepciones finaliza en un aborto
espontaneo, de las cuales, en aproximadamente el 60% estan implicadas alteraciones de la
respuesta inmune®?. Las modificaciones de la respuesta inmune durante esta situacion fisiolégica
son complejas y no totalmente conocidas®®6!. Ademés, es probable que las modificaciones
inmunoldgicas sean diferentes en cada uno de los momentos del embarazo y parto. Asi, aunque

el paradigma vigente es el de un predominio de respuestas Th2 durante el embarazo normal?,
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parece emerger el concepto de la importancia de algunas citocinas Th1 (p. ej. IFN-y) en las fases

iniciales de implantacion del embrion61.62,

1.3.1. Equilibrio Th1/Th2 y embarazo

En general se admite que para el adecuado mantenimiento de un embarazo es precisa
una modificacién del equilibrio Th1/Th2 hacia un perfil Th2%3. Segun esta interpretacion, un

predominio Th1 se asociaria a un aumento de abortos espontaneos®.

Los datos en los que se basa esta interpretacion son de tres tipos: (1) estudios
realizados en sangre periférica (2) estudios realizados en tejido placentario/endometrio y (3)

estudios experimentales en ratones gestantes.

1.3.1.1. Estudios descriptivos en sangre periférica

En diferentes trabajos se ha comprobado que en la sangre periférica de las mujeres
embarazadas existe un predominio de respuestas Th2. Asi, Kruse y col.%5 estudiaron la
expresion de mRNA en linfocitos de sangre periférica de mujeres durante del embarazo y en el
puerperio y lo compararon con los resultados obtenidos en mujeres no embarazadas. Estos
autores observaron una relacion IL-4/IFN-y significativamente superior en el primer y segundo
trimestre del embarazo con respecto a la relacion hallada tanto en mujeres no embarazas como

en mujeres analizadas durante el puerperio.

Reinhard y cols.% estudiaron, mediante citometria de flujo, la expresion de linfocitos
CD4 productores de IL-4 y de IFN-y. Encontrando un aumento de los niveles de IL-4 y un
descenso de los niveles de IFN-y en mujeres embarazadas con respecto a mujeres no

embarazadas.

Otros trabajos han evaluado las diferencias en la produccion de citocinas entre mujeres
con embarazos normales y en mujeres con abortos de repeticion. En este sentido, Hill y col.6
observaron que las células mononucleares sanguineas de mujeres con abortos de repeticion
estimuladas con extractos trofoblasticos generaban IFN-y, mientras que las de mujeres con
embarazos normales producian preferentemente IL-10. Estos datos han sido corroborados por el

grupo de Raghupathy®8-70 que observd que las células mononucleares de sangre periférica
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estimuladas con fitohemaglutinina en mujeres con embarazos normales producian citocinas Th2
mientras que en mujeres con abortos de repeticion estaba aumentada la produccion de citocinas
Th1. Estos mismos resultados se obtuvieron en cocultivos de células mononucleares periféricas

con tejido trofoblastico autdlogo.

1.3.1.2. Estudios descriptivos locales

También varios grupos de trabajo han encontrado un incremento en la produccién local
de citocinas tipo Th2 en el utero gestante. Asi, Hanna y col.”* encontraron un aumento de la IL-
10 en la placenta a lo largo del embarazo normal. Por otro lado, tres grupos de trabajo’%74 han
comprobado un predominio de citocinas Th2 en la decidua o endometrio de mujeres con
embarazos normales mientras que en las mujeres con abortos de repeticion se encontrd un

predominio local de citocinas Th1 (p. €j. IFN-y, IL-12).

1.3.1.3. Estudios experimentales

La hipdtesis de que el predominio de citocinas Th2 se asocia a un desarrollo normal del
embarazo, mientras que el predominio de citocinas Th1 se asocia con pérdidas fetales, ha sido
evaluada en dos tipos de modelos animales, desarrollados en ratones. Asi, el grupo de
Chaouat’™ demostro inicialmente que la administracion de citocinas Th1 (TNFa., IFN-y, IL-2) en
el ratén inducia abortos mientras que la administracion concomitante de anticuerpos anti TNFa
evitaba este problema. Empleando el mismo modelo experimental, este grupo comprobd que la
administracion de IL-10 a ratones propensos al desarrollo de abortos disminuia las pérdidas
fetales’. Finalmente, Rivera y col.”7, en un modelo de aborto inducido por lipopolisacarido,

encuentraron que la administracién de IL-10 minimizaba las pérdidas fetales.

Una vez descritos los datos en los que se sustenta el paradigma Th1/Th2 durante el
embarazo, es preciso conocer los mecanismos por los que el predominio Th1 se asocia a
pérdidas fetales y, por otro lado, los mecanismos por los que se establece la modificacion del

equilibrio Th1/Th2 durante el embarazo.

Aunque se desconocen exactamente los mecanismos por los que las citocinas Thl

se asocian a las pérdidas fetales, se han descrito tres tipos de efectos’80: (a) inhibicion del
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crecimiento trofoblastico, (b) estimulacion de la apoptosis y (c) produccion de protrombinasa, que

desencadena una accion procoagulante con obstruccion vascular.

Finalmente, entre los factores implicados en la modificacion del equilibrio Th1/Th2
desempefian un papel importante las hormonas responsables del mantenimiento del embarazo.
Asi, la progesterona y los glucocorticoides ocasionan una inhibicion directa e indirecta de los
linfocitos Th18!. Por el contrario, la relaxina ejerce un efecto contrario, estimulando el desarrollo

de los linfocitos Th182.

1.3.2. Modificaciones inmunoldgicas en el puerperio

Existen pocos datos acerca de las modificaciones de la respuesta inmune durante el
puerperio. En general se ha observado que se restablece el equilibrio Th1/Th28583, habiéndose
detectado también un descenso de los linfocitos B (CD19 positivos) en relacion con la lactancia
materna y, especificamente, con los niveles de prolactina®85. Un aspecto importante en la

respuesta inmune durante el puerperio es la dependencia de un adecuado estado nutricional®.

1.4. NUTRICION, EMBARAZO E INMUNIDAD

El embarazo junto con la lactancia constituye probablemente los mayores esfuerzos
fisioldgicos y conllevan los cambios mas importantes de los procesos bioldgicos normales de la
mujer en el curso de su vida. A lo largo del embarazo, la mujer gestante incrementa sus
necesidades energéticas, de proteinas®” y de la mayor parte de minerales889 y vitaminas®.
Durante este periodo deben ser cubiertas las necesidades del feto por su crecimiento con

formacion de nuevos tejidos®!, asi como para mantener sus propias funciones fisioldgicas®2.

La interaccion entre nutriciéon e inmunidad es un fendmeno apasionante y complejo, los
alimentos en general y los nutrientes en particular, ejercen un papel importante en el desarrollo y
preservacion del sistema inmune; por ello cualquier desequilibrio nutricional afectara en alguna

medida la competencia del sistema inmung9-%,

La vitamina A es esencial para el crecimiento y la diferenciacion de una serie de células

y tejidos. En particular durante el embarazo y en todo el periodo de lactancia, la vitamina A tiene
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un papel importante en el desarrollo saludable del feto y del recién nacido®. Frente a la
deficiencia de vitamina A se ha observado defectos en la actividad fagocitica y deterioro de la
funcion de las células T y B%.9. La vitamina D regula el metabolismo del calcio y del fosforo.
Promueve la absorcion intestinal de ambos y es probable que influya directamente en la
mineralizacién 6sea. Varios estudios observacionales sugieren un papel de deficiencia de
vitamina D en diversas infecciones respiratorias incluida la tuberculosis y, en menor medida, en
la neumonia’®. En relacién a la vitamina E se ha podido demostrar que la deficiencia de este
nutriente esta asociada con una respuesta inmune deteriorada'®!, produciéndose alteraciones en
la inmunidad humoral, la inmunidad celular y la funcién fagocitica. La vitamina E tiene un efecto
protector frente a las infecciones, ya que estimula la produccién de inmunoglobulinas y aumenta
la respuesta al test de hipersensibilidad retardada, mejorando la funcién inmune humoral y
celular'02, Por otro lado, el &cido ascérbico actua en el sistema inmune incrementando la
capacidad proliferativa de los linfocitos T'%3, con una consecuente menor incidencia de

infecciones 04,

La deficiencia de B6 causa atrofia linfoide y alteracion en la respuesta humoral y celular,
ademas, la deficiencia de esta vitamina origina un defecto en la sintesis de los acidos nucleicos y
en la proliferacion celular, particularmente de las células inmunocompetentes, defectos en la
maduracion y en la proliferacién de los linfocitos T, anergia en el test de hipersensibilidad
retardada, alteracion de la citotoxicidad mediada por las células T y disminucion de la produccion
de IL-2. Sobre la inmunidad humoral, este déficit implica una reduccién de la formacién de
anticuerpos después de la inmunizacién'%. A medida que el embarazo evoluciona, la mujer
tiende a excretar menos riboflavina (vitamina B2) y a necesitar mas de esta vitamina que las
mujeres no gravidas que siguen dietas similares. La deficiencia de &cido félico es comun durante
el embarazo, y la anemia megaloblastica ocurre frecuentemente en este estado. El &cido félico
se encuentra en todas las células y sus requerimientos dependen de la velocidad metabdlica y
del recambio celular. En consecuencia, las necesidades aumentan durante el embarazo debido a
las demandas de la eritropoyesis materna y al crecimiento fetal y placentario. La vitamina B12 es
esencial para la sintesis de acidos nucleicos. Su carencia origina una disminucion en la
proliferacion de los linfocitos en respuesta a mitégenos, una reduccién de la actividad de las
células NK 'y un descenso en el numero de linfocitos, en especial de linfocitos CD8*, por lo que el

cociente CD4/CD8 aumenta'06.
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En relacion al calcio observamos que las necesidades de este mineral se acentuan en
los Ultimos meses del embarazo, al comenzar la calcificacion dsea fetal. Con el consumo de
derivados lacteos y sobre todo de la leche se puede satisfacer facilmente la necesidad de calcio.
Durante el embarazo las necesidades de hierro estan considerablemente aumentadas. Los
aportes de hierro aconsejados para las mujeres en edad reproductiva son de 15 mg/dia y sobre
ellos deben adicionarse otros 15 mg. dando un total de 30 mg. durante el embarazo. La anemia
ferropénica se asocia a un riesgo de prematuridad y a un aumento de la morbilidad y mortalidad
feto-materna, por lo cual en muchos casos no es suficiente el aporte proveniente de la ingesta
dietética y es necesario utilizar suplementos. Su deficiencia conduce a una menor capacidad de
fagocitosis, una disminucién de la capacidad oxidativa, una baja respuesta de linfocitos a la
estimulaciéon con mitdgenos, un descenso en el nimero y actividad de las células NK y una

disminucién a la respuesta al test de hipersensibilidad retardada’?’.

El zinc es un mineral esencial para el ser humano debido a que su deficiencia ocasiona
problemas de crecimiento, enfermedades autoinmunes, produccion disminuida de IL-2 y
deterioro cognitivo'%. Estudios experimentales en animales y en humanos muestran que la
deficiencia materna de zinc puede causar infertilidad, retardo de crecimiento intrauterino o
malformaciones'®. El zinc estd ampliamente distribuido en los alimentos. Respecto al magnesio
observamos que las necesidades de este mineral se encuentran incrementadas durante la
gestacion. Los alimentos de origen vegetal tales como los frutos secos, legumbres, cereales
integrales y cacao tienen un elevado contenido en magnesio. En ratones con deficiencia de Mg
se ha observado una activacién de la respuesta inflamatoria, una secrecion de citocinas
proinflamatorias (IL-6 y TNF-a) y una activacion de macréfagos, neutréfilos y células
endoteliales. La deficiencia de Mg juega un papel importante en el proceso de envejecimiento y
parece estar relacionada con una mayor vulnerabilidad frente a las enfermedades'’0. La
deficiencia de yodo es particularmente importante en las mujeres embarazadas o las que estan
lactando a sus nifios. Los hijos de madres con insuficiencia severa de yodo durante el embarazo
pueden sufrir de retardo mental y problemas de crecimiento, de la audicién y del habla''. En
zonas con una baja ingesta de yodo, generalmente acompafada por bajas ingesta de selenio y
cobre, se observan multiples anormalidades en el sistema inmune. Por el contrario una ingesta

excesiva de yodo se ha asociado a un aumento en el riesgo de padecer tiroiditis autoinmune'2,

En relacion a la grasa dietética, se ha reconocido la importancia del consumo de ciertos

tipos de grasa durante este periodo. Ademas de suministrar energia y vitaminas liposolubles, la
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grasa dietética proporciona acidos grasos esenciales. Las familias n-6 y n-3 de acidos grasos
polinsaturados de cadena larga, denominados omega-6 y omega-3 desempefian funciones de
importancia durante la gestacion, la lactancia y la infancia, debido a que son constituyentes de
los fosfolipidos de las membranas celulares y precursores de la sintesis de eicosanoides, los
cuales tienen un rol importante en la transduccion de la sefial en la division celular y en muchos
otros procesos fisioldgicos!'3114, La gestacion y la infancia, son periodos que se asocian a un
rapido crecimiento y desarrollo tisular, por lo cual las necesidades de acidos grasos esenciales
de la mujer gestante y del feto, como también de los nifios lactantes son elevadas. El feto
depende de la transferencia placentaria de acidos grasos esenciales'5, que provienen de la
dieta y de la movilizacién de los depdsitos maternos'6. Durante el tercer trimestre de la
gestacion, los requerimientos fetales de acido araquidonico y de acido docosahexaenoico son

elevados debidos al crecimiento del tejido nervioso's,

1.4.1. Aplicaciones de los probidticos durante el puerperio y la lactancia

Dentro de los alimentos funcionales, un grupo especifico de ellos, los probiéticos, han

sido estudiados con aplicaciones especiales durante el puerperio y la lactancia.

En tal sentido, en el afio 2000, Isolauri y col."” estudiaron el potencial efecto de los
probioticos sobre la inflamacion de tipo alérgica a temprana edad. Llevaron a cabo un estudio
aleatorizado, doble ciego y controlado, trabajando con nifios de una media de edad de 4,6
meses, que manifestaron eczema atépico durante el periodo de lactancia materna exclusiva. El
grupo intervencion fue suplementado con Bifidobacterium y Lactobacillus durante 16 semanas.
La extension y la severidad del eczema atopico fueron evaluadas a los 2 y 6 meses,
observandose una mejora en las condiciones de la piel en los nifios que consumieron
suplementacion con probidticos. Los resultados proporcionan la primera demostracion clinica de
las modificaciones que cepas especificas de probidticos pueden producir en aspectos

relacionados con la inflamacién de tipo alérgica.

Rautava y col.!® publicaron en el 2002 un trabajo concordante con el estudio anterior.
Disefiaron un ensayo aleatorizado, doble ciego, destinado a evaluar el potencial efecto
preventivo de los probiéticos frente a las alergias. Se estudiaron 62 pares de madres e hijos. Las
madres tenian antecedentes de atopia y fueron aleatorizadas a recibir Lactobacillus rhamnosus o

placebo durante 4 semanas anteriores al parto y durante el periodo de lactancia hasta los 3
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meses del nifio. El riesgo de desarrollar eczema atopico durante los primeros 2 afios de vida en
nifos de madres que recibieron probioticos fue sensiblemente menor comparado con el riesgo
en nifios cuyas madres recibieron placebo (el 15% y el 47%, respectivamente; riesgo relativo
(RR) de 0,32 (Intervalo de confianza al 95% (I.C. 95%): 0,12-0,85). Este trabajo concluy6 que la
administracion de probidticos durante el embarazo y la lactancia ofrecia un modo efectivo y
seguro de aumentar el potencial inmunoprotector de la leche materna y proporcionar la

proteccion contra eczema atdpico durante los primeros 2 afios de Ivida.

En una linea diferente, Mastretta y col."® intentaron determinar la eficacia del
Lactobacillus GG y la lactancia en la prevencion de las infecciones nosocomiales del rotavirus. El
rotavirus es uno de los principales agentes etiolégicos de las infecciones nosocomiales en nifios,
por tanto, es importante el desarrollo de medidas preventivas que eviten el desarrollo de la
misma. La eficacia del Lactobacillus GG en el tratamiento de la infecciéon del rotavirus esta
suficientemente estudiada, pero existe poca evidencia de su eficacia en la prevencion de la
infeccién. Para ello, efectuaron un estudio aleatorizado, doble ciego y controlado con 220 nifios
hospitalizados, con edades comprendidas entre 1y 18 meses, los cuales recibieron Lactobacillus
GG o placebo durante su estancia hospitalaria. Los resultados de este estudio no pudieron
demostrar la eficacia de Lactobacillus GG en la prevencion de la infeccion nosocomial por

rotavirus, mientras que la lactancia materna mostrd ser mas efectiva.

En 2004, Schultz M y col.'20 publicaron un trabajo cuyo objetivo fue determinar si la
administracion oral de Lactobacillus a la mujer embarazada conducia a la colonizacion de la
mucosa intestinal del recién nacido. El aparato gastrointestinal de un feto sano es estéril.
Durante el proceso del nacimiento, los microorganismos de la madre y el ambiente colonizan el
tracto gastrointestinal del recién nacido formando una compleja microflora. Las bacterias
probi6ticas han demostrado tener una influencia beneficiosa en la inmunidad intestinal y la
inmunidad sistémica mediando, de esta manera, en la proteccién contra las infecciones
nosocomiales que afectan al recién nacido. Este trabajo demostrd que la colonizacion temporal
de la mucosa intestinal del recién nacido con Lactobacillus puede ser posible administrando

probidticos a la madre embarazada antes del parto. La colonizacion es estable durante 6 meses.
Para evaluar el impacto de los probidticos y la lactancia materna en la microflora
intestinal del nifio, Rinne y col.'2! realizaron también un ensayo doble ciego, aleatorizado y

controlado, en el cual estudiaron a 96 pares de madres e hijos. Las madres aleatorizadas al
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grupo intervencidn recibieron probidticos durante las 4 semanas anteriores al parto y la
intervencion se mantuvo hasta los 6 meses posteriores al parto. Los resultados de este estudio
sugirieron que la incorporacion de probioticos en la dieta de la madre antes del parto y durante la
lactancia puede influenciar positivamente el proceso de maduracion de la inmunidad intestinal
del nifio.

Los alimentos funcionales, consumidos como parte de una dieta equilibrada y
acompafiados de un estilo de vida saludable, ofrecen la posibilidad de mejorar la salud y/o
prevenir ciertas enfermedades. En el caso de los probioticos, y su aplicacion durante el puerperio
y la lactancia, existe evidencia que indica que pueden influenciar positivamente el proceso de
maduracion de la inmunidad intestinal del nifio. De esta manera, se ha puesto de manifiesto su el

potencial efecto preventivo de los probidticos frente a las atopias.

1.5. EFECTOS INMUNOLOGICOS DEL LACTOBACILLUS CASEI

Las cepas de Lactobacillus casei, utilizadas para producir leches fermentadas, se usan
en Japon desde los afos 30, gracias a su capacidad de adhesion y persistencia en el tracto
gastrointestinal. EI nombre de L. casei fue dado en 1.919 y su nomenclatura esta relacionada

con el queso (casei y caseina son originarias del latin caseus, que significa queso).

ACTIMEL® es una leche fermentada que contiene Lactobacillus bulgaris y
Streptococcus thermophilus, los dos cultivos caracteristicos del yogur, conocidos por sus efectos
beneficiosos contra la intolerancia a la lactosa. Ademas de estos dos lactobacillus, esta leche
contiene una cepa probiotica concreta, exclusiva para ACTIMEL®: Lactobacillus casei DN-114
001.

Los efectos biolégicos de Lactobacillus casei sobre la mucosa y la flora intestinal son
muy diversos'?2123, Sin embargo, el efecto sobre la respuesta inmune sistémica ha sido
evaluado de forma muy incompleta. Dependiendo de la metodologia empleada, la administracion
de esta bacteria 0 sus productos biolégicos no modifica la respuesta inmune sistémica'2* o bien
solo estimula una respuestas inmunolégica de tipo Th1. Asi, la administracién intrapleural de
esta bacteria inducia la produccion de varias citocinas como INF-y, TNF-a e IL-1 disminuyendo
el crecimiento de tumores en un modelo experimental murino'25. En otro abordaje experimental,

la interaccion de L. casei con esplenocitos murinos tanto in vivo como in vitro, estimuld
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respuestas Th1 (produccién de IL-12 e IFN-y)'%. En ofra serie de experimentos empleando
modelos murinos, la administracion oral de L. casei estimuld respuestas Th1 que protegieron al
hospedador frente a virus de la influenza'?” o el nematodo Trichinella spiralisi?8. Finalmente, en
un estudio con un escaso numero de individuos, la administracién por via oral de esta bacteria

incrementaba la actividad de las células natural killer, lo que sugiere una modulacién Th1129,

Las investigaciones cientificas hasta el momento sugieren lo siguiente:

v El Lactobacillus casei DN-114 001 sobrevive en el medio estomacal y dudenal, lo que

supone que alcanza el colon vivo'3?,

v'El consumo de ACTIMEL® puede mejorar los diversos parametros de las defensas
naturales, cambiar la microflora colénica’®!, mejorar la calidad de la mucosa intestinal32 y

modular algunos parametros del sistema inmune especifico y no especifico’33.

v El consumo de ACTIMEL® supone una proteccion contra la infeccién de S. typhimurium

en ratones’34.

v Las investigaciones han demostrado que el consumo de ACTIMEL® ejerce efectos
positivos contra la diarrea aguda en nifios de corta edad que acuden a guarderias
infantiles. La leche fermentada que contiene Lactobacillus casei DN- 114 001 reduce la

duracion de la diarrea infantil135-138,

1.6. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Trabajos recientes han evaluado el efecto de las leches fermentadas sobre la
modulacion de la respuesta inmune'.140, Por tanto, se han abierto grandes perspectivas de
investigacion que estan permitiendo evaluar el beneficio de los alimentos funcionales en diversos
grupos de poblacion en circunstancias vitales diferentes (etapas de crecimiento, embarazo,
menopausia, senectud, esfuerzo fisico y deporte) y la repercusion sobre la modulacion del

sistema inmune.

37



Introduccion

La mujer embarazada sufre una serie de cambios inmunoldgicos sistémicos debidos
fundamentalmente a la funcién endocrina y paracrina de diferentes hormonas y citocinas
sintetizadas en el area placentaria, asi como a las ceélulas y antigenos de origen fetal
extravasados a la circulacion materna. Los rasgos principales dentro de las modificaciones
observadas durante el embarazo son: por un lado el aumento generalizado de la respuesta
inmune innata. Por otro, un desvio de la respuesta inmune adquirida hacia la induccion de la
respuesta humoral de tipo Th2 junto con un descenso o inhibicién de la respuesta inmune celular
o proinflamatoria de tipo Th1. Como consecuencia, y aunque no se pueda hablar de una
situacion de inmuno supresién durante el embarazo, existe mayor susceptibilidad a la generacién

de infecciones por patégenos intracelulares’!.
En este sentido, la razén de ser de este estudio de intervenciéon nutricional con

Lactobacillus casei (ACTIMEL®) es la de evaluar la repercusién de ACTIMEL® sobre la

modulacion del sistema inmune en mujeres con parto reciente durante el periodo de lactancia.
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Objetivos

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la influencia del consumo de probiéticos (Lactobacillus casei) sobre el perfil
Th1/Th2, mediante la determinacién del porcentaje de linfocitos T productores de IFN-y (como
medida de la actividad Th1) y el porcentaje de linfocitos T productores IL-4 (como medida de la
actividad Th2) en sangre materna, de mujeres con parto reciente durante el periodo de lactancia.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.2.1. Evaluar las modificaciones de citocinas en leche materna, en mujeres con parto

reciente durante el periodo de lactancia.

2.2.2. Valorar el estado antropométrico y la aparicién de episodios infecciosos en el

lactante durante los 6 primeros meses de vida.

2.2.3. Valorar el estado nutricional de la madre durante el embarazo.
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Material y métodos

3.1. TIPO DE ESTUDIO

Ensayo clinico controlado con grupo paralelos, aleatorizado y doble ciego. Es un estudio
de intervencion nutricional durante el puerperio. El protocolo del estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Complejo Hospitalario Universitario Materno-Infantil de Canarias con fecha
junio de 2002.

3.2. TAMANO MUESTRAL

El Lactobacillus casei puede contribuir al aumento de la actividad Th1, y por tanto,
mejorar la respuesta inmunolégica en el puerperio. Con la finalidad de evaluar esta respuesta
inmunoldgica, se disefid un estudio con 2 grupos paralelos donde m mujeres en el puerperio
fueron aleatorizadas a un grupo con Lactobacillus casei y otro, también de tamafio m, a un
control. Al no conocerse la desviacion tipica el tamafio muestral se estim6 a partir de una
muestra piloto. El tamafio muestral se estimé para un test a una cola (unilateral), una confianza
del 95% (a=0,05), una potencia del 80% y para una diferencia del 20%, obteniéndose 47
mujeres por brazo experimental. Previendo una pérdida en el seguimiento del 10% se

consideraron entonces 52 mujeres por grupo.

3.3. SELECCION DE LA MUESTRA

Las mujeres participantes del estudio fueron seleccionadas desde los Centros de Salud,
donde las mujeres embarazadas asistieron a las charlas de preparacion al parto. En dichas
reuniones, se les presenté el estudio y se las invitd a participar. Aquellas mujeres que deseaban
participar en el estudio fueron citadas en el Hospital Universitario Materno Infantil de Canarias,
donde el obstetra del equipo de investigacion realizo la entrevista de preseleccién evaluando el
cumplimiento de los criterios de inclusién/exclusion. Las mujeres preseleccionadas para el

estudio firmaron la hoja de consentimiento informado.

3.3.1. Criterios de inclusion

42



Material y métodos

Se incluyeron en el estudio mujeres con buen estado de salud general, riesgo obstétrico
bajo y parto normal.

Se incluyeron aquellas mujeres cuyo parto fue atendido en el Hospital Universitario
Materno-Infantil de Gran Canaria, durante el periodo del estudio.

Se incluyeron en el estudio a las mujeres cuyo recién nacido presentd un buen estado
de salud general.

Que fuera residentes en Gran Canaria después del parto.

Que estuvieran en predisposicién de lactancia durante un periodo mayor o igual a 3
meses.

De edad igual o superior a 18 afios e inferior a 35 afios.

Que estuvieran en predisposicion ha consumir ACTIMEL® durante el periodo del

estudio y no consumir yogur ni otra leche fermentada durante el desarrollo del estudio.

3.3.2. Criterios de exclusion

No se incluyeron en el estudio las mujeres que presentaron alguna de las caracteristicas

siguientes:

AT S A N

Embarazo de alto riesgo

Complicaciones graves durante el embarazo y el parto.

Partos gemelares o maltiples.

Anemias, si el nivel de hemoglobina era inferior a 10,5%.

Historia actual o previa de enfermedades infecciosas: virica (seropositividad al HIV,
enfermedad hepatica activa, citomegalovirus, rubéola, herpes, varicela-zoster),
bacterianas  (listeriosis, paludismo, tuberculosis) e infeccién por protozoos
(toxoplasmosis, paludismo).

Enfermedades sistémicas: cardiopatia, neumopatia, coagulopatias, enfermedades
metabdlicas y del sistema inmune.

Endocrinopatias: diabetes, disfuncion tiroidea, trastornos hipofisarios, alteraciones de la
suprarrenal.

Hipertension arterial definida como presion arterial sistolica igual o superior a 160 mmHg
ylo presién arterial diastélica igual o superior a 95 mmHg.

Disfuncion hepatica definida por valores séricos de ALT, AST > 1.5 x limite superior de la
normalidad (ULN).
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10. Afectacion renal conocida, definida por creatinina sérica > 2x ULN.

11. Talla inferior a 145 cm y/o peso < 45Kg o > 90Kg.

12. Habitos tdxicos: mas de 10 cigarrillos diarios, alcoholismo, drogadiccion.

13. Antecedentes de asma o alergias.

14. Antecedentes de sindrome de malabsorciéon o intolerancia a la lactosa.

15. Durante el periodo de lactancia usaron complejos vitaminicos no estandarizados en el

estudio.
3.3.3. Aleatorizacion
Las mujeres fueron numeradas consecutivamente segun el orden de entrada en el

estudio. El producto del estudio fue asignado aleatoriamente a cada mujer que ingresé en el

estudio. Para ello se realiz una lista de aleatorizacion estratificada dividida en cuatro subgrupos:

Primiparas | Multiparas
Edad 18-24 18-24
Edad 25-40 25-40

La lista de aleatorizacion fue generada por ordenador por una empresa independiente,
Biomedical Systems Group S.A. (Barcelona). La lista elaborada por esta empresa incluia 500
participantes, lo cual ocasion6 que los grupos tuvieran tamafios desiguales, dado que trabajamos
con 104 mujeres. El investigador realizé el reclutamiento y seguimiento de las participantes,

mientras que la aleatorizacion fue realizada por otro miembro del equipo.

Todas las participantes fueron identificadas con un cddigo alfanumérico y los
investigadores no tuvieron acceso a la secuencia de asignacion hasta que la base de datos fue
cerrada. En un sobre precintado para cada participante se mantuvieron los codigos de
identificacion para el caso de situaciones de emergencia, pero el ciego no fue abierto durante el

estudio.

Las mujeres que abandonaron o fueron retiradas a lo largo del estudio, no podian ser

reemplazadas. Las mujeres que sustituian a otra, recibieron siempre un nimero nuevo.
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La aleatorizacion y almacenamiento de los productos del estudio se realizd en el
laboratorio de Farmacologia del Departamento de Ciencias Clinicas del Centro de Ciencias de la
Salud.

3.3.4. Retirada de participantes del estudio

Las mujeres podian ser retiradas del estudio por las siguientes razones:

v Por peticion propia o de su representante legal.
v Por decision del investigador.

v’ Cuando no continuaron con la lactancia.
Se retiraron a las mujeres del estudio cuando dejaron de consumir mas de 12 tomas
seguidas de ACTIMEL® o placebo dentro de los 30 primeros dias del estudio y/o méas de 9

tomas seguidas dentro de los dias 31 al 42 del estudio, documentado en el diario de la

madre, aunque se tendra en cuenta su evaluacion por intencion de tratar.

En todos los casos, las razones que motivaron la retirada fueron anotadas

detalladamente en el cuaderno de registro de datos.

3.4. PRODUCTOS DEL ESTUDIO

La empresa DANONE S.A. envas6 y proporciond los productos del estudio. Los
productos del estudio se almacenaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante en el

laboratorio de Farmacologia donde se procedié a la aleatorizacion.

3.4.1. Producto a evaluar

ACTIMEL® es una leche fermentada que contiene tres cultivos de lactobacilos siguiendo

los siguientes criterios:
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= |Lactobacillus casei, 108/g de producto
= Lactobacillus bulgaricus, 5.107/g de producto
= Streptococcus thermophilus, 5.107/g de producto

El cultivo utilizado fue L. casei DN-114 001. El nimero internacional de identificacién del cultivo
fue Americal Type Culture Collection (ATCC) 334.

Composicién nutricional por cada 100g y 100ml y lista de ingredientes:

ACTIMEL® natural por 100g ACTIMEL® natural por 100ml
Energia 350KJ/83 Kcal Energia 371KJ/88Kcal
Proteinas 2,89 Proteinas 3,09

Glucido 14,3¢ Glucidos 15,19
Lipidos 1,69 Lipidos 1,79

Calcio +/- 104mg (tedrico) Calcio 110mg
Glucidos:

% sacarosa: 9,7186g/100g
% dextrosa: 0,58159/100g

Ingredientes: Leche con 0,5¢/l de materia grasa., crema, jarabe de azucar, leche
concentrada/polvo de leche descremada, dextrosa, fermentos de yogur, L. Casei.

3.4.2. Producto control

Con similar envase que el producto a evaluar, contenia los mismos componentes y las
mismas caracteristicas organolépticas que ACTIMEL®. El placebo fue el mismo producto
utilizado en el grupo intervencion pero sometido a irradiacion beta .La irradiacion beta no
ionizante se ha realizado en la planta de tratamiento de la empresa ION+MED, y la dosis de

irradiacion ha sido de 4,5 KGy.

3.4.3. Pautas de administracion

Las mujeres que cumplieron con los criterios de seleccién fueron aleatorizadas a recibir

leche fermentada con Lactobacillus casei o placebo.
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ACTIMEL® se administrd por via oral en tres tomas diarias, durante 6 semanas. La
administracion de ACTIMEL® o del placebo comenz6 el dia siguiente a la primera extraccion de

sangre y de calostro que se realizara dentro de las 72hs posteriores al parto.

3.4.4. Tratamiento concomitante

Todos los tratamientos que estaban recibiendo las mujeres a su entrada en el estudio y

todos los tratamientos adicionales administrados durante el ensayo, fueron considerados como

tratamientos concomitantes y fueron documentados en las hojas de recogida de datos.

Los tratamientos concomitantes fueron los minimos imprescindibles durante el estudio.
Sin embargo, si se considerd que eran necesarios para el bienestar del paciente y que no
interferian con el producto del estudio, podian ser administrados segun criterio del obstetra
encargado de la valoracion de los criterios de inclusion/exclusién.

Precauciones:

Existia la posibilidad de que los antiacidos reduzcan la absorciéon de ACTIMEL® por lo

cual debia tomarse con dos horas de separacién respecto a la toma de antiacidos.

3.4.5. Medidas para valorar el cumplimiento

En cada visita del estudio se revisé el diario de la madre. En él, la participante registraba

diariamente si tomd o no ACTIMEL® vy, en caso de no tomarlo, el motivo del incumplimiento.

3.5. ANALISIS EN MUESTRAS DE SANGRE MATERNA

Se obtuvieron 3 muestras de sangre periférica: una a las 72 hs post-parto, otra a los 10

dias y la ultima a los 45 dias.
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3.5.1. Analisis de células T secretoras de IFN-y e IL-4

La determinacién de los parametros inmunologicos se realizd en el Laboratorio de
Inmunologia del Hospital de Gran Canaria Dr. Negrin bajo la direccién del Dr. Carlos Rodriguez
Gallego.

Los cambios en el perfil inmunoldgico durante el puerperio fueron estudiados utilizando
anticuerpos monoclonales conjugados y citometria de flujo. Las muestras de sangre periférica
que fueron activadas se recogieron en tubos Vacutainer® con heparina de sodio (Becton
Dickinson, Meylan-Cedex, Francia). Se analizaron los perfiles Th1/Th2 y Tc1/Tc2 en sangre,
por técnica citométrica con la medicion del porcentaje de células secretora de citocinas IFN-y
(como medida de la actividad Th1y Tc1) e IL-4 (como medida de la actividad Th2 y Tc2). Para
calcular el Th1/Th2 se determiné el porcentaje de células CD3+CD8- INF-y(+) y el porcentaje de
células CD3+CD8- IL-4 (+) y para calcular el Tc1/Tc2 se determind el porcentaje de células
CD3+CD8+ INF-y(+) y el porcentaje de células CD3+CD8+ IL-4 (+).

Tabla 3. Protocolo para la deteccion de citocina intracelular

Activacion de linfocitos con PMA e ion6foro de calcio
Incubar 4hs/ 37°C/ 5% CO2

Fraccionar en 8 alicuotas de 100 pl

Marcaje extracelular (Incubar 15°/ T.A. / Oscuridad)

Fijacion (Incubar 15°)

Agregar 3 ml solucién de lavado, centrifugar 5°/ 1500 rpm, decantar el sobrenadante.

Repetir el paso anterior

Permeabilizacion y marcaje intracelular (Incubar 15°/ T.A. / Oscuridad)

Agregar 3 ml solucion de lavado, centrifugar 57/ 1500 rpm, decantar el sobrenadante.

Repetir el paso anterior

Resuspender el sedimento y leer en citometro de flujo

El protocolo utilizado para detectar citocina intracelular fue el siguiente: las muestras de
sangre periférica fueron estimuladas en RPMI (RPMI-1640 Biochrom, Berlin, Alemania) con 10
ng/mL de phorbol myristate acetate (PMA; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y 1 ug/mL
de ionomycin (Sigma Chemical Co.) en presencia de 10 ug/mL de brefeldin-A (BFA; Sigma
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Chemical Co.) durante 4 horas a 37°C y en una atmosfera de 5% de COZ2. Posteriormente se
usaron los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados para hacer el marcaje de superficie
de los linfocitos: CD3-PerCP, CD8-FITC, CD45-APC (todos de Becton Dickinson, San José, CA,
USA). Se mezcld la muestra suavemente y se incubd durante 15 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Para la fijacion y permeabilizacién, se utilizo el reactivo Fix & Perm (FIX
& PERM® Cell Permeabilization Kit, Caltag, Burlingame, CA, USA), siguiendo el protocolo de
trabajo indicado por el fabricante. Luego se realiz6 el marcaje intracelular utilizando lo siguientes
monoclonales: Fastimmune Anti-Human IFN-y (IFN-y-PE), Fastimmune Anti-Human IL-4 (IL-4-
PE) de Becton Dickinson (San Jose, CA, USA).

La fluorescencia fue analizada utilizando un citdmetro FACSCalibur® (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). Los datos se analizaron utilizando el software CellQuest (Apple Computer,

Inc; Cupertino, CA, USA) y fueron expresados como porcentajes.

Figura 5. Analisis de linfocitos T (CD3+) secretores de INF-y e IL-4 intracelular

mediante citometria de flujo

o0
a
O
i 10,87% 0,78%
102 - 103 104 102 103 104
INF-y IL-4

Para evaluar las células T CD4, se analizaron las células T CD3* CD8-, debido a que la
molécula de CD4 se modula cuando son activadas con ionomicin y PMA. El nimero absoluto de
células T productoras de INF-y* y el nimero absoluto de células T productoras de IL-4* en
sangre periférica fue calculado multiplicando el numero absoluto de células CD8- o CD8* por el

porcentaje de cada célula secretora de citocinas.
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3.5.2. Analisis de subpoblaciones linfocitarias y hemograma

La determinacién de los parametros hematologicos se realizé en el Laboratorio de
Hematologia del Hospital de Gran Canaria Dr. Negrin bajo la direccion de la Dra. Teresa Molero
Labarta.

Se analizaron los siguientes parametros en muestras de sangre periférica recogida con
EDTA, utilizando un analizador hematolégico automatico Cell-Dyn 4000® (Abbott Diagnostics,
Santa Clara, California, USA):

v’ Serie eritrocitaria: recuento de hematies, determinaciones de hemoglobina, hematocrito
e indices hematicos: volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media
(HCM), concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM), y amplitud de
distribucion eritrocitaria (ADE). EI VCM permite una orientacion diagnéstica de la anemia
ya que nos informa sobre el volumen de los eritrocitos, clasificandolos como normociticos,
microciticos, si son menores de lo normal, y macrociticos, si son mayores de lo normal.
Se calcula dividiendo el hematocrito entre el numero de eritrocitos y se expresa en
femtolitros (fl); 1fL equivale a 10-15 litros. Si el VCM es <80 fl la anemia es microcitica y si
es >100 fl es macrocitica; entre 80-100 fl es normocitica. La HCM es el valor medio del
contenido de Hb por cada eritrocito y se determina dividiendo la concentracion de Hb
entre el nimero de eritrocitos. Los valores de referencia de esta variable estan
comprendidos entre 27 y 33 pg. La CHCM se obtiene de dividir la Hb entre el hematocrito;
se expresa en g/dl y corresponde a la Hb por cada litro de sangre, sin tener en cuenta el
plasma (solo eritrocitos). Los valores de referencia de esta variable estan comprendidos
entre 32y 35 g/dl.

v’ Serie leucocitaria: recuento de leucocitos totales y su perfil mediante la determinacion
de la férmula leucocitaria: recuento de linfocitos, monocitos, neutréfilos, eosindfilos y

basofilos.

v’ Serie trombocitica: recuento de plaquetas.
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v Las subpoblaciones linfocitarias estudiadas fueron las siguientes: linfocitos T totales
(CD3+), linfocitos colaboradores (CD3+CD4+), linfocitos citotoxicos (CD3+CD8+),
linfocitos B (CD19+), células NK (CD3-CD56+) células NK T-like (CD3+CD56+). Las
muestras de sangre se recogieron con EDTA y se incubaron con la siguiente combinacién
de anticuerpos  monoclonales:  CD3FITC/CD8PE/CD45PerCP/CD4APC y
CD3FITC/CD56PE/CD45PerCP/CD19APC (todos de Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). Luego se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.
Posteriormente se agreg6 la solucién de lavado phosphate buffer solution (PBS; Sigma St
Louis, MO, USA) vy se analizaron en un citdmetro (FACSort® de Becton Dickinson
Biocienses, San Jose, CA, USA), utilizando el software Paint-a-gate (Becton Dickinson
Biocienses, San Jose, CA, USA). El nimero absoluto de subpoblaciones linfocitarias en
sangre periférica fue calculada multiplicando el numero absoluto de células por el

porcentaje de cada subpoblacion linfocitaria.
3.5.3. Determinaciones de inmunoglobulinas y factores del sistema complemento

Estas determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Bioquimica Hospital
Universitario Insular de Gran Canaria bajo la direccion de la Dra. Adela Soria Lopez.

Se analizaron los siguientes parametros en muestras de suero de sangre periférica:
factores del sistema complemento C3 y C4 e inmunoglobulinas: IgA, IgE, IgM, 1gG y las
subclases de 1gG (IgG1, 19G2, 1gG3 e IgG4). Todos los parametros se analizaron por
nefelometria (Nefelometro Analizador Behring, Dade-Behring, Marburg, Alemania).

3.6. ANALISIS EN MUESTRAS DE LECHE MATERNA

3.6.1. Recoleccion y procesamiento

Se obtuvieron tres muestras de leche materna: calostro (dentro de las 72hs posteriores
al parto, n=104), leche de transicion (10 dias post-parto, n=99) y leche madura (45 dias post-

parto, n=91). Las muestras de calostro se obtuvieron en el hospital. Las muestras de leche de
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transicion y leche madura se obtuvieron en el domicilio de las madres, utilizando un extractor de

leche eléctrico.

Todas las muestras fueron recolectadas en tubos plasticos estériles y congeladas a -
20°C hasta el momento del anélisis. En el momento del andlisis fueron descongeladas y se
removid la capa de grasa y elementos celulares por medio de 2 centrifugaciones. El liquido
translucido obtenido se utilizd inmediatamente para la determinacién de TGF-B y el resto fue

dividido en alicuotas y almacenado en tubos plasticos estériles a -20°C.

Las muestras de calostro se obtuvieron en el Hospital Materno-Infantil de Gran Canaria
mediante extraccién manual dada las caracteristicas del calostro. Las muestras de leche inicial y
madura se obtuvieron con sacalaleche eléctrico marca Medela® y la extraccion se realizd en el

domicilio de las participantes.

3.6.2. Deteccion de citocinas e IgA

La valoracion de la IgA se realizé en Laboratorio de Bioquimica Hospital Universitario
Insular de Gran Canaria. El resto de los parametros se analizaron en el Laboratorio de

Inmunologia del Hospital de Gran Canaria Dr. Negrin.

Las concentraciones de TGF-1y TGF-$2 de la fase acuosa de la leche materna fueron
analizadas usando un kit comercial ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) de R&D (R&D
Systems Inc., Minneapolis, MN) siguiendo el protocolo de trabajo provisto por el fabricante. Antes
de la determinacion de TGF-B1, las muestras fueron tratadas con HCI 1N ajustando a pH3. Las
muestras acidificadas fueron incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente y neutralizadas
con NaOH 1N e inmediatamente analizadas. Este tratamiento es necesario para transformar la

forma TGF-B1 latente in inmunoreactiva’2.

El contenido de IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 (interleucina-10), IL-12 (interleucina-12) y TNF-a
en la fase acuosa de la leche materna fue cuantificado por medio de un citometro de flujo
aplicando la técnica Cytometric Bead Array (CBA), usando el kit Human Inflammation CBA

(Becton Dickinson Biocienses, San Diego, CA, USA ). El minimo de concentracion detectable
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con esta técnica para cada citocina fue: 1.90pg/mL (IL-12), 7.2 pg/mL (IL-1B), 2.5 pg/mL (IL-6),
3.3 pg/mL (IL-10) y 3.7 pg/mL (TNF-a).

La concentracion de IgA (inmunoglobulina A) fue determinada utilizando una técnica

nefelométrica (Nefelometro Analizador Behring, Dade-Behring, Marburg, Alemania).

3.7. SEGUIMIENTO DE LOS NINOS

La primera valoracion del nifio se realizé dentro de las 72 hs posteriores al parto, en el
Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria. Se complet6 una ficha pediatrica donde
se recogieron las caracteristicas antropométricas del recién nacido (peso, talla, perimetro

cefélico, periodo neonatal, screening neonatal, apgar) y variables relacionadas con el parto.

El seguimiento de los nifios (a los 2 y 6 meses de vida) se realizd en el Hospital
Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria por el Dr. Luis Pefia Quintana y la Dra. Milagrosa
Santana Hernandez. En ambas visitas se completé una ficha pediatrica con la siguiente

informacion:

v Antropometria: peso, talla, perimetro cefalico

v Uso de medicamentos y pomadas

v Exploracion fisica

v’ Alimentacion del nifio: lactancia e introduccion de alimentos

v Episodios infecciosos en cada periodo: respiratorios, gastrointestinales, alergia, infeccion
urinaria, dermatitis, dias con fiebre, dias con antibi6ticos, dias ingresado, nimero de
consultas médicas domiciliarias, numero de consultas médicas hospitalarias, numero de

consultas a urgencia.

3.8. VALORACION NUTRICIONAL DE LA GESTANTE
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3.8.1. Cuestionario de frecuencia de consumo

Para este estudio se administrd el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos,
validado previamente y utilizado en la Encuesta Nutricional de Canarias (ENCA)™3.144, E|
cuestionario fue administrado en el Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria
dentro de las 48 horas post-parto. Se realizé en una sola ocasién y se referia al consumo
habitual de alimentos durante el embarazo. El cuestionario proporciond informacién sobre el
consumo de 84 alimentos (se afiadieron 3 nuevos alimentos a los 81 contenidos en el
cuestionario). Se le pregunté a las participantes cuantas veces y con qué frecuencia
consumieron esos productos durante el embarazo, seleccionando una de las 5 categorias de
frecuencia (desde “nunca” hasta “diario”). Las raciones utilizadas fueron raciones estandar (ej. 1
yogurt) o raciones habituales caseras (ej 1 vaso, 1 cucharada). La tabla de raciones estandar fue
elaborada por dietistas locales en Gran Canaria utilizada en la ENCA™43.144. Para evaluar el
consumo de diferentes alimentos, se consideraron agrupados en grupos de alimentos (cereales,

carnes, pescados, efc).

3.8.2. Tabla de composicion de alimentos

Se calculd el consumo medio diario de alimentos (g/dia) y la ingesta media de nutrientes
a través de las tablas de composicion de alimentos espafioles de Mataix y col.'%5, en su tercera
edicion, convenientemente revisada y ampliada para 121 alimentos adicionales registrados en la
poblacién canaria. Las tablas de composicién de alimentos es la utilizada para analizar los datos
de la Encuesta Nutricional de Canarias. Se compard la ingesta media de nutrientes con la
ingesta recomendada de energia y nutrientes para mujeres embarazadas publicada por Ortega
RM 146,

3.8.3. Tratamiento de las variables dietéticas
Para estimar la ingesta de energia y nutrientes diaria, se debe conocer primero el
consumo diario de cada alimento. Para ello se utilizd una tabla de raciones estandares

elaboradas por dietistas locales en Gran Canaria (Anexo V). Para conocer el consumo diario de

cada alimento se realiz6 el siguiente célculo:
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Frecuencia de Consumo x Racion Estandar / 1 si el consumo es diario

Frecuencia de Consumo x Racion Estandar / 7 si el consumo es semanal

Frecuencia de Consumo x Racion Estandar / 30 si el consumo es mensual

Frecuencia de Consumo x Racion Estandar / 270 si el consumo sélo se

realiza en alguna ocasion durante el embarazo

Una vez obtenido el consumo diario (g/dia), se calculd la ingesta de nutrientes para
cada individuo utilizando la tabla de composicion, en la que se expresa la composicién por cada
100g de alimento. Por ejemplo, para el célculo del consumo de energia se realizé el siguiente
calculo: se multiplico el consumo diario de cada alimento por su aporte de energia que esta
expresado en la tabla de composicion de alimentos. Como la tabla refleja el valor para 100g de
alimento debe dividirse por 100. Luego se sumé el aporte de energia de cada alimento para

obtener el consumo total de energia de cada paciente.

Con los totales de la ingesta de energia y nutrientes para cada paciente, se cred una
base de datos en SPSS, que posteriormente fue utilizada para llevar a cabo el anélisis
estadistico de los datos.

3.8.4. Calidad de la dieta en el embarazo: Healthy Eating Index (HEI)

La calidad de la dieta en mujeres embarazadas sanas fue evaluada utilizando el Healthy
Eating Index (HEI) desarrollado por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos
(USDA)'™7. EI HEI evalta la calidad global de la dieta mediante la identificacion de 10
componentes: 5 grupos de alimentos (cereales, vegetales, fruta, lacteos y carne, expresados en
raciones/dia), grasa total, grasa saturada, colesterol, sodio y variedad. El puntaje maximo posible

del indice es 100. Cada uno de los 10 componentes posee un rango de puntaje de 0 a 10.

Para los 5 primeros componentes (grupos de alimentos), las participantes que
consumieron el numero de raciones diarias recomendadas para cada grupo de alimentos
recibieron un puntaje de 10, si no consumieron alimentos de ese grupo reciben un puntaje de 0.
Entre 0 y 10 el puntaje se calculd proporcionalmente’’. El HEl para mujeres embarazas se
calculd utilizando la racién diaria recomendada publicada en las Guias Dietética durante el
embarazo por Ortega RM™6. Para el componente 6 (grasa total), se asigné el puntaje 10 a
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aquellas participantes cuya ingesta de grasa total fue < 30% de la ingesta energética total y el
puntaje 0 a aquellas participantes cuya ingesta de grasa total fue = 45%. Entre estos dos puntos
la puntuacion fue asignada proporcionalmente. El puntaje para grasa saturada se calculd de
forma semejante utilizando como puntos de corte < 10% para un puntaje 10 y = 15% para un
puntaje 0. El puntaje para el colesterol y el sodio se calcularon en base a los miligramos
consumidos. El punto de corte para el puntaje 10 fue 300 mg para el colesterol y 2400 mg para el
sodio. El punto de corte correspondiente al puntaje 0 fue 450 mg y 4800 mg respectivamente.
Para el célculo del componente variedad se realiz6 una modificacion sobre el realizado
por el USDA HEI. Kennedy y col.'¥ calcularon este item analizando la informacién de un registro
dietético de 3 dias, mientras nosotros estudiamos la variedad de la dieta utilizando la informacion
del consumo semanal de diferentes alimentos (cereales, legumbres, carmnes, huevos, pescados,
frutas, verduras y lacteos). Para determinar el limite superior e inferior de este componente se
establecio como referencia los puntos de corte determinados por Kennedy y col.'” A partir de
estos datos extrapolamos esta informacién para obtener los puntos de corte para un periodo de
7 dias de observacion, teniéndose en cuenta ademas la exploracion de los datos sobre el
consumo Y la consulta con investigadores. De esta forma, se establecieron los siguientes puntos
de corte: se le asigné un puntaje 0 si la participante consumié < 14 alimentos diferentes durante
un periodo de 7 dias y un puntaje 10 le correspondi6 a aquellas embarazadas cuyo consumo fue

de = 37alimentos. Todos los puntajes intermedios fueron calculados de forma proporcional™’,

No incluimos en este estudio la suplementacién con vitaminas y minerales, dado que

este indice intenta reflejar solo la ingesta proveniente de la dieta.

3.9. VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS Y DEL ESTILO DE VIDA

Se recogieron las siguientes variables a través de la libreta sanitaria de la paciente: edad
en afos, tension arterial (en mmHg), frecuencia cardiaca, semanas de gestacion al parto, peso
anterior al embarazo, peso anterior al parto, talla. El calculo del indice de masa corporal (IMC)
anterior al embarazo se realizd mediante la férmula siguiente: IMC = peso en
kilogramos/cuadrado de la talla en metros. Los valores del IMC se clasificaron segun criterios
recomendados por la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO)8 en:
delgado (IMC < 18,5 kg/m2), normopeso (IMC: 18,5-24,9 kg/m?), sobrepeso (IMC 25-29,9 kg/m?)
y obesidad (IMC = 30 kg/m?2).
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Por otro lado se registro el nivel educativo (primario/EGB, FP/BUP/COU, universitario), la
situacion laboral (ama de casa, trabajo continuo, trabajo partido, turnos, en paro < 6 meses, en
paro > 6 meses), numero de hijos (primipara o multipara), nimero de abortos y, en el caso de las
multiparas, edad de nacimiento del primer hijo (< 20, 20-24, 25-30, >30) y meses de lactancia
materna con hijos anteriores (no le dio pecho, < 3 meses, < 6 meses, < 12 meses, > 12 meses).

Se categorizaron en “si” 0 “no” las siguientes variables: se consideraba obesa antes del
embarazo, intenté reducir peso alguna vez, diagnéstico de amenaza de aborto en el primer

trimestre del embarazo, si tomé pildoras anticonceptivas.

El consumo de tabaco se categorizd como no fumadoras: si no habian fumado nunca o
que no habian fumado diariamente durante = 6 meses en el pasado; ex-fumadoras: si no
fumaron durante el embarazo pero fumaron regularmente en el pasado; fumadoras: aquellas

mujeres que fumaron como maximo 10 cigarrillos al dia durante el embarazo.

Se recogi6 informacion relativa a la actividad fisica antes y durante el embarazo:
ejercicio fisico antes del embarazo (nunca, diariamente, 2-3 veces x semana, 1 vez x semana),
caminata diaria durante el embarazo (media hora, 1 hora, 0 més de 1 hora) y tipo de actividad
diaria durante el embarazo (sedentaria: basicamente sentada y camina poco; moderada: camina

pero no realiza esfuerzos vigorosos; activa: camina y realiza esfuerzos vigorosos).

En cuanto al estilo de vida se pregunt6 también por la frecuencia de desayuno en casa
(todos los dias, a veces, nunca), frecuencia de comida en casa (todos los dias, a veces, nunca) y
frecuencia de cena en casa (todos los dias, a veces, nunca). Por ultimo se pregunto por la grasa
y utilizada para freir, cocinar y alifiar siendo las categorias de respuesta: aceite de oliva virgen,

aceite de oliva o aceite de girasol.
3.10. DESARROLLO DEL ESTUDIO

Las participantes del estudio fueron reclutadas en las reuniones de preparacion al parto
que se realizan en los centro de salud de Gran Canaria. Alli se les informé del estudio, y se las
invitd a participar del mismo. Se programd una cita con el obstetra con aquellas mujeres

interesadas en formar parte del estudio. Ademas, se les solicito que asistieran a la misma
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llevando los resultados de las pruebas analiticas que les habian practicado durante el embarazo.
En esta entrevista el médico obstetra valord los criterios de inclusion y exclusion. Aquellas

mujeres que cumplian con dichos criterios firmaron el consentimiento informado.

En la realizacion de este estudio participaron 12 Centros de Salud de Las Palmas de

Gran Canaria:

C. S. Vecindario
C.S. Alcaravaneras
C. S. Miller Bajo
C.S. Cono Sur
C. S. Canalejas
C. S. Barrio Atlantico

C.S. San Roque
C.S. San José
C. S. Guanarteme
C.S. Calero
C.S. Remudas

En estos Centros de Salud se contactd con 150 madres que asistieron a las charlas de
preparacion al parto. De éstas se preseleccionaron 121 para participar en el estudio. La
preseleccion se realizd en el Hospital Materno Infantil de Gran Canaria por los doctores Don
José Angel Garcia Hernandez y Don Octavio Ramirez Garcia. De las 121 muijeres
preseleccionadas, 17 no fueron incluidas en el estudio después del parto debido a que no
cumplian con los criterios de inclusion y exclusién. El principal motivo fue el fracaso en la
instauracion de la lactancia materna. Para intentar solucionar este problema y con la ayuda de
Dfia. Magdalena Villanueva Cabrera, Coordinadora de los Grupos de Apoyo de la Asociacion
Canaria Pro-Lactancia Materna, se dieron charlas de lactancia materna en el Centro de Ciencias
de la Salud de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria y en los Centros de Salud a las
madres preseleccionadas y también se les entregd material escrito para reforzar los
conocimientos sobre el tema. Ademas, las madres incluidas en el estudio tenian disponible un
numero de teléfono las 24hs al cual podian consultar sobre dudas o problemas que surgian

durante el periodo de lactancia.
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Figura 6. Esquema del estudio
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Finalmente fueron incluidas 104 mujeres durante el periodo comprendido entre el 20 de
diciembre de 2002 y el 31 de diciembre de 2003 (figura 7).

Visita de inicio del estudio

v’ Se realizo dentro de las 72hs posteriores al parto en el Hospital Universitario Materno-Infantil
de Gran Canaria.

v Se interrogd sobre el parto y se valoraron nuevamente los criterios de inclusidn/exclusion.

v’ Se realizo la primera extraccion de sangre y la toma de muestra de leche materna. Estas
mediciones sirvieron para establecer los valores basales antes de comenzar con la
administracion de ACTIMEL® o placebo.

v Se completd el cuestionario de habitos alimentarios.
v Se entrego el diario de la madre y el diario del nifio.

v Se asigno el numero de aleatorizacién correspondiente.
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Segunda visita

v'La segunda visita se realizd en el domicilio de la participante del estudio. Se programé a los
10 dias posparto.

v Se tomo la segunda muestra de sangre y de leche.

v Se valoran los diarios del estudio.

Tercera visita

v'Se realizo también en el domicilio de Ia participante. Se programd cuando terminé la
administracion de ACTIMEL® o placebo que fue de 6 semanas. Por tanto, la visita se

concretd a los 45 dias posparto.
v’ Se hizo la tercera y Ultima extraccion de sangre y leche materna.

v'Se recogié el diario de la madre.

Once participantes fueron consideradas como pérdidas. Las causas de éstas se detallan

en la tabla 4 (porcentaje total de pérdida: 10,6%).

Se obtuvieron 104 muestras de sangre en la primera visita (muestra basal, a las 72hs
posteriores al parto), 101 en la visita dos (10 dias postparto) y 98 en la tercera visita (al finalizar
la administracién de los productos del estudio; 45 dias postparto). En cuanto a las muestras de
leche materna se obtuvieron 104 muestras de calostro (muestra basal a las 72 hs posteriores al
parto), 99 de leche intermedia o inicial (10 dias posteriores al parto) y 91 de leche madura (al

finalizar la administracién de los productos del estudio; 45 dias postparto).

Primera valoracion del nifo

v’ Se realizé dentro de las 72 hs posteriores al parto en el Hospital Universitario Materno-Infantil
de Gran Canaria.

v'Se completd una ficha pediatrica donde se registraron las caracteristicas antropométricas del

recién nacido.
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Segunda valoracién del nifio

v’ Se realizo en el Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria por el pediatra del

equipo de investigacion y se programd a los 2 meses de vida del nifio.

v Se completd la informacidn requerida en una ficha pediatrica. Se valora el Diario del Nifio.

Tercera valoracion del nifo

v Se realizo también en el Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria por el

pediatra del equipo de investigacion y se programd a los 6 meses de vida del nifio.

v Se completo la ficha pediatrica. Se recoge el Diario del Nifio.

En cuanto al seguimiento en los nifios, se realizaron 92 revisiones a los 2 meses de vida
del nifio en el periodo comprendido entre el 18 de febrero de 2003 y el 04 de marzo de 2004 y 88
valoraciones a los 6 meses entre el 11 de julio de 2003 y el 28 de junio de 2004.

No se realiz6 la revisién de los 2 meses en doce participantes identificados con los
siguientes cadigos alfanuméricos: RD3 YFC, RD55 ERP, RD7 EAS, RD65 ILG, RD310 AAD,
RD116, RRS, RD316 AAA, RD110 RCP, RD111 RBG, RD106 VSR, RD109 MGR y RD119 CAT.

La valoracion a los 6 meses no se realiz6 en dieciséis participantes identificados con los
siguientes codigos alfanuméricos: RD2 VSH, RD3 YFC, RD55 ERP, RD38 YIR, RD7 EAS, RD59
BDT, RD65 ILG, RD310 AAD, RD116 RRS, RD316 AAA, RD110 RCP, RD111 RBG, RD106
VSR, RD109 MGR, RD119 CAT y RD16 HR.

Los motivos por los cuales no se realizaron evaluaciones en todos los nifios, fueron los

siguientes:

v porque no se pudo localizar a la madre,

v porque ésta no quiso asistir a la visita después de 3 contactos telefonicos para concertar la

cita,

v porque la madre suspendié la lactancia materna y no se realizd el seguimiento en el nifio.
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La evaluacion de los nifios se realizd en la Consultas Externas del Hospital Materno
Infantil de Gran Canaria a cargo del Dr. Luis Pefia Quintana y la Dra. Milagrosa Santana

Hernandez.

Figura 7. Esquema de la inclusion y seguimiento de las participantes
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Tabla 4. Motivos de las pérdidas

Causas de violacién de protocolo

Ne No obtencién muestra Deja de consumir >12
aleatorizacion/ | sangre para determinacion | Abandono | tomas (1-30 dias) y/o Comentario
Iniciales inmunoldgica >9 tomas (31-42 dias)
No se puede obtener
RD 35-LSA 1 muestra sangre para
determinacion
inmunolégica V3
RD3-YFC 1 Madre se retira del
estudio
RD55-ERP 1 Madre abandona el
estudio por depresion
No se puede obtener la
RD111-RGB 1 1 altima muestra de
sangre
RD310-AAD 1 Abandona el estudio el
dia7
RD116-RRS 1 Abandona el estudio el
dia b
RD316-AAA 1 Abandona el estudio el
dia 22
Deja de consumir 44
RD317-PPG 1 tomas del producto (del
dial7 al 31) y 17 tomas
(del dia 37 al 42)
Deja de consumir 12
RD118-MMG 1 tomas del producto (del
dia 34 al 37)
Deja de consumir 30
RD119-CAT 1 tomas del producto (del
dia 25 al 34) y 18 tomas
(dia 37-42)
Deja de tomar los
RD16-HR 1 productos del dia 39 al
42 del estudio
TOTAL 2 5 5 11 pacientes

3.11. ANALISIS ESTADISTICO

La distribucién de las caracteristicas basales en cada grupo (control y placebo) se

analizd mediante el test ji-cuadrado para las variables cualitativas y para el caso de las variables

cuantitativas con la prueba t-student.

Se definieron nuevas variables: variacion absoluta, para cada parametro bioldgico

estudiado en cada una de las visitas:

VA2 (variacion absoluta) = visita 2 — visita 1
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VA3 (variacion absoluta) = visita 3 - visita 1
VA4 (variacion absoluta) = visita 3 — visita 2

Para controlar la posible influencia de los valores basales en los parametros bioldgicos

se calcularon ademas las variaciones porcentuales:

VP2 (variacion porcentual) = 100*(visita2 — visita 1)/ visita1
VP3 (variacion porcentual) = 100*(visita3 — visita 1)/ visita1

VP4 (variacion porcentual) = 100*(visita3 — visita 2)/ visita2

El analisis de estas nuevas variables se llevo a cabo por intencion de tratar. Se realiz6
un célculo de los estadisticos descriptivos de tendencia central (media y mediana), dispersion
(desviacion estandar) y posicién basicos (maximo, minimo y cuartiles). Se realizaron pruebas de
ajuste de las distribuciones de las distintas variables de la muestra, para determinar si las

variables seguian una distribucion normal, aplicando el test de Kolmogorov-Smirnov.

La comparacion del perfil inmunoldgico y de los niveles de citocinas entre grupos, se
realiz6 mediante test de comparacion de medias (t-student) y en los casos en que la distribucion
normal no pudo ser asegurada, se aplicaron pruebas estadisticas no paramétricas (Mann-
Whitney).

La concentracion de citocinas se expreso en pg/ml y la concentracion de IgA se expresé
en mg/dl. En aquellas muestras de leche materna en las que se detectd una concentracion de
citocinas por debajo del limite de deteccidn, se asign6 un valor correspondiente a la mitad de

dicho limite.

El andlisis estadistico descriptivo de las variables dietéticas se realiz6 mediante el
estudio de las proporciones de las variables cualitativas y de las medidas de tendencia central
(media) y medidas de dispersion (desviacion estandar) en el caso de las variables cuantitativas.
Se calcularon medidas de posicion (percentiles) para conocer la distribucion de la poblacién

segun la ingesta de energia y nutrientes.

Un nivel de significacion p < 0,05 fue aplicado en todos los test. Los datos fueron

informatizados y el andlisis se realizo con el paquete estadistico SPSS versién 13.0.
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4.1. INFORMACION GENERAL DE LA MADRE

Tras la aleatorizacion el grupo intervencion (A) incluyé 59 mujeres y el grupo control (B)
45. Las tablas 5, 6 y 7 resumen los factores pronosticos por brazo de tratamiento tras la

aleatorizacion.

Tabla 5. Caracteristicas sociodemograficas en el grupo intervencion y en el grupo control

Intervencion n = 59 Control n =45 p#
Media (DE) Media (DE)
Edad 29.4 (4.5) 30.2 (4.2) 0.343
Talla 162.6 (6.4) 162.3 (5.1) 0.752
Peso anterior al embarazo 61.0(9.5) 61.54 (9.9) 0.831
IMC 23.0 (3.3) 23.3(3.5) 0.640
Peso visita preseleccion 73.8(9.9) 73.2(10.8) 0.790
Peso anterior al parto 74.3(9.9) 74.2(10.9) 0.968
Personas en el hogar 3.59 (0.89) 3.43(0.85) 0.356
Nivel de estudios (%)

Primarios/EGB 16.9 27.3 0.325*

FP/BUP/COU 49.2 36.4

Universitario 33.9 36.4

Situacién laboral (%)

Ama de casa 8.5 11.4 0.836*

Activa jornada partida 18.6 18.2

Activa jornada continua 32.2 31.8

Activa jornada a turnos 20.3 27.3

Paro < 6 meses 10.2 6.8

Paro = 6 meses 10.2 45

IMC: indice de masa corporal; *t-student; * Ji-cuadrado ; DE: desviacion estandar

La media de edad fue 29.4 (DE: 4.5) y 30.2 (DE: 4.2) en el grupo intervencion y en el
grupo placebo, respectivamente. El 76,3% de las madres del grupo intervencion eran primiparas.
En el grupo control este porcentaje fue del 75,6%. En la evaluacién inicial de los grupos en
cuanto a las caracteristicas sociodemogréficas no se observo diferencia significativa entre ellos
(p<0,05).
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Tabla 6. Datos generales relacionados con la mujer y el embarazo en el grupo

intervencion y en el grupo control

Intervencioén n = 59 Control n =45 p*
Media (DE) Media (DE)
PAS 111.83 (11.68) 111.33(13.87)  0.845*
PAD 65.96 (7.35) 66.44 (8.64) 0.762#
FC 77.93 (10.60) 77.53 (9.07) 0.841#
Tabaquismo antes del embarazo (%)
No fumadora 56.9 48.9 0.287
Ex-fumadora 39.7 40.0
Fumadora 34 1.1
Amenaza de aborto (%) 259 244 0.870
Numero de hijos (%)
Primipara 76.3 75.6 0.933
Multipara 23.7 24.4
Nimero de abortos (%)
Ninguno 74.6 72.7 0.290
Uno 16.9 25.0
Dos 8.5 2.3
Edad al nacimiento del primer hijo (%)
<20 5.1 45 0.352
20-24 22.0 114
25-30 42.4 38.6
>30 30.5 45.5
Meses de lactancia con hijos anteriores (%)
No le dio pecho 28.6 0.0 0.489
Hasta 3 meses 21.4 30.0
Hasta 6 meses 28.6 40.0
Hasta 12 meses 7.1 10.0
Mas de 12 meses 14.3 20.0
Ha tomado pildoras anticonceptivas (%) 76.3 72.7 0.682

#t-student; * Ji-cuadrado; DE: desviacién estandar; PAS: presion arterial sistolica, PAD: presién arterial

distélica; FC: frecuencia cardiaca

Considerando las caracteristicas generales relacionadas con la historia médica de la

mujer y el embarazo, no se observaron diferencias significativas entre grupos.
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Tabla 7.Actividad fisica y habitos alimentarios durante el embarazo en el grupo
intervencion y en el grupo control

Intervencion n = 59 Control n =45 p*
Ejercicio antes embarazo (%)
Nunca 55.9 54.4 0.992
Diariamente 13.6 13.6
2-3 veces x semana 271 27.3
1 vez x semana 34 4.5
Caminata diaria en el embarazo (%)
0 a media hora 57.6 47.7 0.583
media a 1 hora 35.6 455
mas de 1 hora 6.8 6.8
Actividad (%)
Sedentaria 28.8 31.8 0.801
Moderada 47.5 40.9
Activa 23.7 27.3
Sobrepeso antes embarazo (%) 23.7 34.1 0.247
Intento reducir peso (%) 10.2 18.2 0.241
Frecuencia desayuno en casa (%)
Todos los dias 64.4 68.2 0.582
A veces 16.9 20.5
Nunca 18.6 11.4
Frecuencia comida en casa (%)
Todos los dias 66.1 59.1 0.699
A veces 20.3 27.3
Nunca 13.6 13.6
Frecuencia cena en casa (%)
Todos los dias 79.7 79.5 0.989
A veces 20.3 20.5
Grasa utilizada para freir (%)
Aceite de oliva virgen 20.3 34.1 0.176
Aceite de oliva 64.4 59.1
Aceite de girasol 15.3 6.8

* Ji-cuadrado
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Tabla 7.Actividad fisica y habitos alimentarios durante el embarazo en el grupo
intervencion y en el grupo control (continuacion)

Intervencion n = 59 Control n =45 p*
Grasa utilizada para cocinar (%)
Aceite de oliva virgen 22.0 34.1 0.395
Aceite de oliva 69.5 59.1
Aceite de girasol 8.5 6.8
Grasa utilizada para alifar (%)
Aceite de oliva virgen 45.8 59.1 0.343
Aceite de oliva 50.8 36.4
Aceite de girasol 34 45

* Jii-cuadrado

En relacion a los valores de las variables que se utilizan para evaluar la actividad fisica y
los habitos alimentarios durante el embarazo, se observé una distribucién homogénea, sin

encontrarse diferencias significativas entre grupos.

Con respecto a la actividad fisica, el 55,9% de las madres del grupo intervencion
manifestaron que no realizaban ningln tipo de ejercicio antes del embarazo. Un porcentaje

similar se observa en el grupo control (54,4%).

En relacion al sobrepeso, se observd que en el grupo intervencion el 23,7% de las
madres se consideraban con sobrepeso antes del embarazo. En este mismo grupo un 10,2%
intentd reducir peso. En el grupo control observamos un porcentaje un poco mayor (34,1%) de
mujeres que se consideraban con sobrepeso antes del embarazo, siendo 18,2% el porcentaje

que intentd reducir de peso.

Con respecto a los habitos alimentarios observamos que el 18,6% de las madres del
grupo intervencion salen de casa sin desayunar. En el grupo control este porcentaje fue del
11,4%. Al tener en cuenta la grasa que utilizan para freir y para cocinar, vemos que ambos
grupos prefieren el aceite de oliva. Para alifiar el grupo intervencién prefiere el aceite de oliva

(50,8%) mientras que el grupo control prefiere aceite de oliva virgen (59,1%).
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4.2. PARAMETROS INMUNOLOGICOS EN SANGRE MATERNA
4.2.1. Perfil Th1/Th2 y Perfil Tc1/Tc2

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variaciéon porcentual del perfil
Th1/Th2, comparado al nivel basal observado. Observamos un aumento de este parametro en

ambos grupos.

Tabla 8. Descripcion del perfil Th1/Th2 (CD3+CD8- IFNy+ / CD3+CD8- IL4+) por grupo

- - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3-V1 V3-V2 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 58 59 57 58 56 57 58 56 57
Perdidos 1 0 2 1 3 2 1 3 2
Media 4,81 5,46 6,27 ,63 1,44 ,80 21,11 36,10 19,82
DE 2,11 1,95 3,64 1,68 3,37 3,26 39,62 63,05 58,65
Minimo 1,27 1,86 1,92 -5,30 -7,01 -4,30 -54,29 -59,78 -66,55
Maximo 12,54 10,60 22,81 3,86 15,95 15,69 205,36 284,61 220,26
Percentil 25 3,57 4,05 3,91 ,027 -,1516 -1,23 .95 -2,84 -21,99
50 4,45 5,62 5,39 ,69 73 34 15,07 18,66 5,90
75 5,56 6,59 7,21 1,52 1,94 1,58 4579 51,14 29,03
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 5 5 5 3 5 5
Media 4,29 4,93 5,78 ,63 1,52 ,88 21,86 41,72 20,12
DE 1,77 1,77 2,89 1,37 2,27 1,94 37,92 51,08 42,38
Minimo 2,27 2,27 2,49 -2,92 -2,40 -1,84 -46,73 -37,36 -38,98
Maximo 10,47 10,10 17,82 3,54 9,44 7,72 143,75 156,09 176,14
Percentil 25 2,99 3,49 3,86 -,28 04 -,50 -7,68 1,08 -11,94
50 3,78 4,61 5,05 70 .98 48 21,35 29,24 8,96
75 545 5,68 6,67 1,42 2,77 1,80 41,75 79,52 37,51
p* 0,133  0,162** 0,573  0,978** 0,624 0,367  0,924** 0,373 0,468

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

Figura 8. Mediana del perfil Th1/Th2 en cada visita por grupo
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Tabla 9. Descripcion del perfil Tc1/Tc2 (CD3+CD8+ IFNy+ / CD3+CD8+ IL4+) por grupo

- - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 54 58 55 53 51 54 53 51 54
Perdidos 5 1 4 6 8 5 6 8 5
Media 29,31 4410 46,32 14,45 16,74 -4,62 75,89 91,76 26,72
DE 25,27 49,10 59,37 44,38 58,17 55,72 130,63 179,42 102,37
Minimo 1,42 1,97 3,37 -104,82 96,71  -241,56 -81,63 -75,32 -85,98
Maximo 128,40 320,60 375,67 222,10 318,00 155,38 553,24 631,82 450,91
Percentil 25 10,75 19,51 14,78 .39 -5,85 -12,33 4,78 -18,14 -41,06
50 22,74 30,36 27,67 3,91 3,63 26 25,19 22,61 3,37
75 37,79 48,54 53,15 20,27 18,40 12,41 101,09 106,75 69,25
Control
N 40 42 40 40 38 40 40 38 40
Perdidos 3 3 5 5 7 5 5 7 5
Media 32,37 41,01 4748 9,32 16,66 9,99 46,44 80,91 81,11
DE 23,30 47,38 43,89 42,82 34,95 39,18 125,60 145,36 164,91
Minimo 1,03 1,54 2,06 -56,59 -50,02 -92,21 -90,84 -71,56 -83,21
Maximo 96,77 242,14 163,31 179,55 95,69 101,35 513,20 535,41 596,12
Percentil 25 13,41 13,79 16,61 -3,13 -4,43 -6,39 -13,05 -22,32 -33,59
50 20,99 23,17 34,87 1,41 5,91 5,22 9,86 39,04 37,02
75 53,49 53,33 67,24 19,22 33,95 27,98 52,33 124,39 133,71
p* 0,431 0,364 0,562 0,123 0,630 0,202 0,102 0,914 0,099

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

Figura 9. Mediana del perfil Tc1/Tc2 en cada visita por grupo
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No se observaron diferencias significativas entre grupos, en relacion a la variacién

porcentual del perfil Tc1/Tc2, con respecto al nivel basal observado.
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4.2.2. Subpoblaciones linfocitarias

Tabla 10. Numero de linfocitos T totales (CD3) por grupo a lo largo del tiempo (n°células/pL)

- . . VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visita3 V2-V1 V3-V1 V3-V2 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 1587,25 1692,71  1805,22 105,45 226,24 121,74 11,86 19,08 15,19
DE 436,60 475,38 44771 504,39 406,20 507,73 35,79 30,97 48,89
Minimo 811,00 601,00 1001,00 -1543,00 -908,00 -652,00 -67,53 -36,70 -33,88
Maximo 2669,00 2884,00 2862,00 1182,00 1041,00 2031,00 123,77 114,55 273,72
Percentil 25 1237,00 1308,00 1531,75  -146,00 4425  -264,00 -7,42 2,27 -12,70
50 1559,00 1594,00 1775,00 178,00 316,50 61,50 10,47 16,67 3,40
75 1856,00 2071,00 1965,25 319,00 500,00 392,50 29,39 38,38 27,31
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 1519,11  1693,00 1664,77 173,88 180,80 -13,70 15,93 17,03 12,84
DE 384,822 496,62 435,46 500,51 475,61 479,60 38,50 37,69 87,01
Minimo 797,00 314,00 612,00 -1119,00 -1433,00 -880,00 -78,09 -70,07 -58,98
Maximo 2484,00 2714,00 2773,00 1208,00 1353,00 1653,00 122,14 169,76 526,43
Percentil 25 124125 1409,25 134475 -124,75 -2,00 -302,75 7,77 -15 -18,21
50 1494,50 1566,50  1640,50 156,00 140,50 -12,00 13,06 10,67 -,68
75 1840,50 2122,00 1960,25 465,25 520,50 257,00 34,85 32,76 16,00
p* 0,419**  0,998** 0,203  0,502**  0,613** 0,188** 0,581 0,718 0,225

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

Figura 10. Mediana del nimero de linfocitos T totales en cada visita por grupo
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No existieron diferencias significativas entre grupos en relacién a la variacion porcentual
del numero total de células CD3/uL, con respecto al nivel basal. A los 45 dias posparto, se
observd un aumento de este parametro en ambos grupos, sin embargo, el aumento en el grupo

intervencidn es mayor (17%), que en el grupo control (11%).



Resultados

Tabla 11. Numero de linfocitos B (CD19) por grupo a lo largo del tiempo (n°células/pl)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 173,83 171,94 190,63 -1,88 16,62 18,89 19,31 20,93 17,42
DE 91,82 73,15 93,01 84,16 61,34 69,71 75,18 49,94 54,27
Minimo 13,00 40,00 39,00 -265,00 -167,00 -95,00 -66,67 -45,18 -50,97
Méaximo 568,00 360,00 535,00 217,00 178,00 314,00 400,00 200,00 317,17

Percentil 25 102,00 116,00 124,50 -38,00 -20,25 -26,75 -18,86 -1,82 -14,43
50 164,00 164,00 174,50 -5,00 11,50 17,50 -4,56 7,83 10,52
75 218,00 195,00 229,00 53,00 38,75 49,25 40,11 39,73 36,03

Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 188,83 208,97 193,90 20,14 9,27 -10,10 56,77 46,18 17,71
DE 94,09 117,32 109,310 100,69 72,80 112,92 286,57 24558 97,31
Minimo 10,00 21,00 7700 -162,00 -16500  -348,00 -69,12 -67,35 -80,00
Méaximo 377,00 558,00 469,00 346,00 154,00 217,00 1840,00 1540,00 538,10
Percentil 25 111,75 132,25 103,25 -32,50 -48,75 -59,50 -19,22 -18,44 -32,55
50 173,50 195,50 167,50 -2,50 12,50 6,50 -1,14 12,73 3,05
75 248,00 252,50 262,75 64,75 62,50 46,75 40,41 37,63 35,60
p* 0,425* 0,126 0,806 0,700 0,845 0,214 0,842 0,578 0,333

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

Figura 11. Mediana del nimero de linfocitos B en cada visita por grupo
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No existieron diferencias significativas entre grupos en relacion a la variacion porcentual
del numero de células CD19/uL con respecto al nivel basal. Entre la visita 2 y la visita 3 se

observd un aumento del 11% en el grupo intervencidn, frente a un aumento del 3% en el grupo

control.
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Tabla 12. Numero de células CD3/CD4 por grupo a los largo del tiempo (n°células/pL)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion
N 58 59 58 58 57 58 58 57 58
Perdidos 1 0 1 1 2 1 1 2 1
Media 954,03 1038,61 1086,01 72,03 130,85 55,53 12,91 18,91 15,28
DE. 292,91 343,00 304,85 323,14 274,63 334,42 39,35 33,06 53,01
Minimo 507,00 285,00 581,00 -92500 -621,00 -591,00 -67,78 -36,53 -44,01
Méaximo 1748,00 1777,00  1959,00 816,00 803,00 1168,00 154,84 120,51 269,12
Percentil 25 714,50 765,00 880,75 -98,25 -49,00 -221,25 -10,08 -5,21 -17,51
50 899,00 1002,00 1042,50 60,50 146,00 32,50 715 14,91 3,83
75 114525 1306,00 1229,50 251,50 297,00 255,75 28,87 35,40 37,42
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 5 5 3 5 3 3 5 5
Media 922,02 100540 1035,42 83,38 141,75 45,97 14,45 20,62 24 .44
DE. 279,29 335,20 317,72 341,035 296,69 359,98 39,05 42,15 104,85
Minimo 500,00 174,00 371,00 -1122,00 -726,00 -663,00 -79,58 -66,18 -64,12
Méaximo 1651,00 1617,00  1830,00 708,00 989,00 1015,00 110,10 197,80 583,33

Percentil 25 704,25 790,25 842,50 -65,25 42,00  -159,75 -6,33 -5,74 -16,78
50 877,50 986,00 995,00 47,00 140,50 31,00 5,63 17,67 2,51
75 1109,75  1254,75 120550 296,25 291,50 189,50 37,75 35,88 20,61

p* 0,484 0,629  0,429* 0,727  0,853**  0,893** 0,655 0,994 0,654

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

Figura 12. Concentraciéon media de células CD3/CD4 en cada visita por grupo
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No existieron diferencias significativas entre grupos en relacion a la variacion porcentual

del numero de células CD4/uL con respecto al nivel basal. Se observd un aumento de este

parametro en ambos grupos.
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Tabla13. Nimero de células CD3/CD8 por grupo a lo largo del tiempo (n°células/uL)

- - - VA VA VA VP VP VP

Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion
N 58 59 58 58 57 58 58 57 58
Perdidos 1 0 1 1 2 1 1 2 1
Media 512,48 562,27 606,03 51,93 97,31 45,87 18,45 24,08 14,06
DE. 191,99 190,49 238,89 196,73 158,01 211,21 4415 39,42 51,93
Minimo 178,00 269,00 61,00 -606,00 -404,00 -392,00 -67,56 -86,88 -85,41
Maximo 1215,00 1123,00 1519,00 750,00 467,00 742,00 201,07 145,48 254,98
Percentil 25 372,75 417,00 439,25 -27,00 14,00 -60,50 -5,97 3,33 -12,16
50 488,00 543,00 574,00 60,50 98,00 6,00 11,99 17,33 1,12
75 592,75 685,00 748,00 127,50 189,00 115,75 33,31 44,05 27,24

Control

N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 489,21 555,00 533,07 65,78 47,92 -21,62 17,27 15,51 11,75
DE 149,45 205,86 154,02 161,32 153,99 185,95 36,98 37,22 90,45
Minimo 215,00 112,00 194,00 -386,00 -307,00 -529,00 -77,51 -52,10 -55,61
Méaximo 923,00 1333,00 804,00 410,00 371,00 604,00 129,11 144,49 539,29
Percentil 25 390,50 421,00 411,50 -42,25 -48,25  -110,25 -7,64 -8,23 -20,48
50 480,50 541,50 547,50 63,50 44,00 -32,00 16,98 10,89 -5,38
75 598,75 666,50 660,50 157,25 168,25 43,50 36,88 37,46 10,48
p* 0,514**  0,855**  0,069** 0,650  0,129** 0,096 0,691 0,200 0,146

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

Figura 13. Concentraciéon media de células CD3/CD8 en cada visita por grupo
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No existieron diferencias significativas entre grupos en relacion a la variacion porcentual

del numero de células CD8/uL, con respecto al nivel basal. Se observd un aumento de este

parametro en ambos grupos, sin embargo el nimero de células CD8/uL siempre es mayor en el

grupo intervencion, siendo la variacion porcentual del nimero de células de 17% mientras que el

aumento del grupo control es del 11%. Ente la visita 2 y 3 se observd un descenso en la

variacién porcentual del 5% del numero de células CD8/uL en el grupo control, en tanto que en

el grupo que consumi6 Lactobacillus casei se observé un aumento del del 1% en el nimero de

células.
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Tabla 14. Namero de células natural killer (CD3-CD56+) por grupo a lo largo del tiempo (n°células/pL)

Grupo  Visital Visita2  Visita3 ' VA VA vp vp

VP

V2-v1 V3-v1 V3-V2 V2-v1 V3-v1 V3-V2

Intervencion
N 58 59 58 58 57 58 56 52 54
Perdidos 1 0 1 1 2 1 3 7 5
Media 145,77 159,16 199,10 11,72 52,52 39,10 59,91 87,14 37,82
DE 80,42 94,65 135,27 88,71 107,97 111,45 176,07 192,36 104,99
Minimo 20,00 39,00 37,00 -170,00  -155,00  -149,00 -77,94 -51,22 -90,61
Maximo 409,00 465,00 602,00 268,00 404,00 434,00 1153,85 984,62 460,00
Percentil 25 81,75 98,00 106,25 -43,50 -13,50 -32,75 -21,54 -17,56 -32,22
50 132,00 119,00 157,50 6,00 32,00 18,50 17,99 40,62 14,44
75 194,500 194,00 236,25 46,00 108,00 84,25 74,52 103,44 68,02
Control
N 42 42 40 42 40 40 40 38 37
Perdidos 3 3 5 3 5 5 5 7 8
Media 144,90 164,42 157,50 19,52 11,50 -10,75 68,14 86,14 39,08
DE. 92,75 118,57 116,85 71,94 89,609 97,45 218,49 243,37 148,63
Minimo 10,00 36,00 2500 -112,00 -277,00 -317,00  -100,00  -100,00  -100,00
Maximo 490,00 640,00 512,00 325,00 294,00 227,00 1300,00 1300,00 480,00
Percentil 25 95,00 91,75 69,75 -19,25 -41,2500 -54,00 -31,58 -36,30 -54,60
50 121,50 124,00 123,00 13,00 5,00 -13,00 11,63 9,25 -9,80
75 161,25 203,25 212,00 46,75 63,50 43,00 100,53 102,88 46,13
p* 0,743 0,380 0,046 0,340 0,060 0,026 0,926 0,211 0,161

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

Figura 14. Mediana del nimero de células NK en cada visita por grupo
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Tras el consumo de leche fermentada con Lactobacillus casei durante el puerperio, se
aprecio un aumento significativo de células NK (p=0.026). Se observé en el grupo intervencion
un numero mayor de células CD56/L con respecto al nivel basal. Esta tendencia tiende a la
significacion entre las visitas 1 y 3 con un valor absoluto de células CD56/uL mayor en el grupo
que consumi6 leche fermentada con Lactobacillus casei. Entre las visitas 2 y la 3 se detectd un
aumento significativo en la variacién absoluta del numero de células en el grupo intervencion, en
tanto que en el grupo control se observé un descenso en el valor absoluto del nimero de células
CD56/pL.
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Tabla 15. Numero de células NK T-like (CD3+CD56+) por grupo a lo largo del tiempo (n°células/pL)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 58 59 55 58 54 55 56 52 54
Perdidos 1 0 4 1 5 4 3 7 5
Media 80,03 94,16 108,87 14,03 32,51 14,43 59,91 87,14 37,82
DE 53,77 51,17 73,02 56,00 55,28 62,01 176,07 192,36 104,99
Minimo ,00 ,00 18,00 124,00 -73,00  -193,00 -77,94 -51,22 -90,61
Maximo 252,00 257,00 326,00 213,00 244,00 193,00 1153,85 984,62 460,00

Percentil 25 39,75 61,00 48,00 -11,00 6,25 -26,00 -21,54 -17,56 -32,22
50 74,00 94,00 93,00 11,50 28,00 13,00 17,99 40,62 14,44
75 112,25 125,00 144,00 45,50 56,50 51,00 74,52 103,44 68,02

Control

N 41 41 39 40 38 38 40 38 37
Perdidos 4 4 6 5 7 7 5 7 8
Media 70,56 78,41 82,17 4,07 12,50 7,68 68,14 86,14 39,08
DE 60,72 58,80 68,96 46,77 51,87 71,59 218,49 243,37 148,63
Minimo 5,00 ,00 ,00 -170,00 -101,00 -163,00 -100,00  -100,00  -100,00
Maximo 228,00 249,00 332,00 65,00 138,00 185,00  1300,00  1300,00 480,00

Percentil 25 24,50 33,50 28,00 -14,00 -21,00 -38,25 -31,58 -36,30 -54,60
50 47,00 65,00 70,00 9,50 4,50 -8,00 11,63 9,25 -9,80
75 97,50 101,00 116,00 35,75 45,25 28,50 100,53 102,88 46,13

p* 0,177 0,158** 0,041 0,646 0,083** 0,205 0,926 0,211 0,161

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

Figura 15. Mediana del nimero de células NK T-like en cada visita por grupo
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No existieron diferencias significativas entre grupos en relacién a la variacion porcentual
del numero de células CD3+CD56+/jL con respecto al nivel basal. Se observé un aumento de
este parametro en ambos grupos, sin embargo, el numero de células es siempre mayor en el
grupo intervencién. A los 45 dias posparto, la variacion porcentual del numero de células fue del
41% y del 9% para el grupo intervencion y control respectivamente. Ente las visitas 2 y 3 se
determind un descenso en el grupo control del 10% del nimero de células, mientras que en el

grupo que consumid Lactobacillus casei se observéd un aumento del numero de células del 14%.
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4.2.3. Formula leucocitaria

Tabla 16. Numero de neutréfilos por grupo a lo largo del tiempo (n°células/pL)

- . . VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visita3 V2-V1 V3-V1 V3-V2 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 7095,2 4265,0 3505,5 -2830,1  -3424.1 -7239 -33,06 42,77 -7,58
DE 3042,6 2029,2 1172,1 32428 2990,1 2249,5 36,00 25,52 41,21
Minimo 3180,0 1510,0 1170,0 -11470,0 -13580,0 -12890,0 -73,53 -87,05 -77,19
Maximo 16700,0 16700,0 7970,0 8790,0 1160,0 4670,0 123,90 26,01 141,52
Percentil 25 4940,0 3230,0 27350 41700 -4730,0 -1157,5 -55,33 -62,57 -30,42
50 6520,0 3990,0 3310,0 -2550,0 -2780,0 -555,0 -38,58 -45,57 -14,63
75 8440,0 4700,0 38575 -1080,0 -1495,0 110,0 -21,25 -30,41 3,03
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 6838,3 4199,0 34825 -2639,2  -3443,0 -712,5 -34,90 -46,10 -10,76
DE 20941 1429,2 1098,5 2102,1 2118,6 1507,5 22,956 20,43 31,91
Minimo 2990,0 1540,0 1630,0  -8750,0  -9000,0 -4610,0 -80,77 -78,60 -63,94
Maximo 11600,0 8760,0 5710,0 2180,0 -30,0 1950,0 33,13 -,83 68,42
Percentil 25 5210,0 3377,5 25350 -37225 48350 -1315,0 -50,35 -59,48 -32,04
50 6615,0 3955,0 33250  -2540,0 -3225,0 -750,0 -41,43 -49,34 17,20
75 8022,5 4800,0 44200  -10200 -1767,5 405,0 -21,47 -36,85 11,36
p* 0,812 0,942 0,963 0,757 0,551 0,845 0,715 0,659 0,983

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en relacién a la variacion porcentual

del nimero de neutréfilos totales por pL. Los valores de referencia de esta variable estan

comprendidos entre 2,5 y 8x103/uL. Entre las visitas 1y 3 se observo una disminucion del 46%

en el grupo intervencion frente a una disminucion del 49% en el grupo control. La reduccién

porcentual observada entre las visitas 1y 2 fue la siguiente: 39% para el grupo intervencion y

41% para el grupo control.

7000 -

6000 -

5000 -

4000 -

3000

visita 1

visita 2

visita 3

—e— Internvencion —s— Control

78

Figura 16. Mediana de la concentracion de neutrofilos en cada visita por grupo
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Tabla 17. Numero de linfocitos por grupo a lo largo del tiempo (n°células/pL)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 205762 220523  2326,55 147,61 268,96 128,12 10,10 15,23 11,47
DE 478,57 538,75 551,11 537,96 435,11 568,98 25,65 22,68 43,400
Minimo 1200,00 807,00 1200,00 -1888,00 -810,00  -790,00 -65,78 -27,64 -39,70
Méaximo 3310,00 3660,00 3530,00 1220,00 1070,00 2548,00 78,33 70,83 259,47
Percentil 25 1700,00 1810,00 1917,50  -110,00 -5,00  -237,50 -5,85 -22 -10,27
50  2060,00 2220,00 2290,00 230,00 295,00 20,00 12,55 13,53 1,04
75  2380,00 2560,00 265250 470,00 612,50 430,00 25,82 32,17 20,82
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 1961,42 2286,90 2226,75 325,47 303,25 -48,00 19,87 18,96 73
DE 446,38 526,77 520,80 488,71 482,835 534,55 29,24 31,56 26,13
Minimo 1020,00  1200,00 800,00 -550,00 -1230,00 -1250,00 -31,43 -60,59 -60,98
Méaximo 3040,00 3560,00 3540,00 1580,00  1480,00 930,00 105,79 145,10 72,50

Percentil 25  1647,50  1900,00  1922,50 27,50 500  -492,50 1,24 ,1931 -17,36
50  1955,00 2180,00 2290,00 250,00 280,00 -50,00 14,11 15,27 2,17
75  2330,00 2572,50 2540,00 622,50 610,00 342,50 32,21 30,69 16,43

p* 0,419* 0,450~  0,370* 0,296 0,715  0,126* 0,244 0,199 0497+

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en relacién a la variacion porcentual
del numero de linfocitos totales por pL. Los valores de referencia de esta variable estan
comprendidos entre 1,5y 4,5x103/pL. Entre las visitas 1 y 3 se observé un aumento del 13% en
el grupo intervencidn frente a un aumento del 15% en el grupo control. EI aumento porcentual
observado entre las visitas 1y 2 fue la siguiente: 13% para el grupo intervencién y 14% para el

grupo control.

Figura 17. Concentraciéon media de linfocitos en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 18. Numero de monocitos por grupo a lo largo del tiempo (n°células/uL)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 612,05 431,40 504,29  -180,64  -107,15 73,06 -23,29 -9,34 23,51
DE 266,97 130,05 142,31 231,12 259,49 143,24 25,62 32,68 4450
Minimo 249,00 181,00 207,00 -936,00 -1129,00 -215,00 -75,67 -67,08 -44.42
Méaximo 1810,00 874,00 848,00 215,00 299,00 472,00 47,57 71,70 227,62

Percentil 25 450,00 336,00 402,00 -304,00 -165,75 -19,25 -41,66 -30,05 -4,11
50 579,00 420,00 501,50  -117,00 -74,50 71,50 -23,29 -16,15 17,54
75 673,00 524,00 609,75 -38,00 41,00 133,00 -7,56 717 34,35

Control

N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 579,88 441,40 49790  -138,47 -80,95 64,17 -20,10 -10,31 20,32
DE 164,38 117 .41 136,34 154,07 138,10 140,71 24,84 27,94 42,62
Minimo 212,00 203,00 286,00 -582,00 -381,00 -350,00 -69,88 -57,06 -50,65
Méaximo 1230,00 696,00 849,00 176,00 209,00 450,00 59,91 98,58 221,67

Percentil 25 484,00 359,75 380,75 -234,00 -178,50 -26,25 -38,06 -28,71 -6,47
50 563,50 431,00 480,00 -126,00 -81,00 77,00 -23,94 -14,66 19,72
75 663,75 507,75 607,50 -34,50 1,00 139,00 -5,50 N 31,32

p* 0,866 0,693  0,825* 0,788 0,800 0,862 0,620 0,823 1,000

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en relacién a la variacion porcentual
del nimero de monocitos totales por ul. Los valores de referencia de esta variable se encuentran
entre 0,15 y 1,2x10%/pl. Entre las visitas 1 y 3 se observé una disminucion del 16% en el grupo
intervencion frente a una disminucion del 15% en el grupo control. La reduccién porcentual
observada entre las visitas 1y 2 fue la siguiente: 23% para el grupo intervencion y 24% para el

grupo control.

Figura 18. Mediana de la concentracion de monocitos en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 19. Numero de eosinéfilos por grupo a lo largo del tiempo (n°células/pL)

- - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 195,01 234,33 207,98 39,32 11,37 -25,91 66,08 52,75 8,13
DE 121,91 131,16 130,67 135,33 129,35 123,12 143,03 153,25 76,33
Minimo 15,00 26,00 54,00 -279,00 -207,00 -396,00 -82,54 57,79 -85,90
Méaximo 556,00 655,00 686,00 348,00 390,00 319,00 685,71 629,73 296,61
Percentil 25 94,00 140,00 118,00 -41,00 -70,00 -82,25 -21,56 -32,13 -38,16
50 175,00 206,00 174,00 18,00 -5,00 -16,00 15,08 -2,90 9,44
75 252,00 304,00 262,00 119,00 58,75 46,75 114,59 64,22 33,14
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 269,88 283,73 242,35 13,85 -32,62 -47 65 24,09 5,81 -13,14
DE 156,10 182,63 163,07 138,84 150,75 128,42 80,64 78,15 35,10
Minimo 44,00 100,00 48,00 -37400 -363,00 -409,00 -48,95 -76,03 -80,71
Méaximo 764,00 931,00 806,00 420,00 377,00 291,00 354,55 272,73 84,35
Percentil 25 154,50 161,25 140,50 -96,00 -137,75 -85,25 -34,29 -46,54 -38,25
50 243,00 224,50 171,50 14,500 -67,50 37,50 9,97 -25,66 -14,70
75 326,750 325,50 350,50 95,50 78,50 11,00 36,99 4517 6,66
p* 0,009 0,177 0,386 0,486 0,095 0,390 0,221 0,084 0,370

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

Respecto a la variacidn porcentual del numero de eosindfilos totales por pL no existieron

diferencias significativas entre grupos. Los valores de referencia de esta variable estan

comprendidos entre 0 y 0,5x10%/uL. Se observo una disminucién mayor en el grupo control, cabe

destacar que los valores basales de la variable son mayores en este grupo

Figura 19. Mediana de la concentracion de eosindfilos en cada visita por grupo

250 +
230
210 -
190 +

170 A

150

visita 1 visita 2 visita 3

—e— Internvencion —s— Control

81



Resultados

Tabla 20. Numero de baséfilos por grupo a lo largo del tiempo (n°células/pL)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 57 56 56
Perdidos 0 0 1 0 1 1 2 3 3
Media 45,81 46,81 42,00 1,00 -4,24 -4,46 84,35 65,75 4512
DE 49,67 59,14 34,02 78,29 48,00 65,15 310,54 224,30 201,29
Minimo ,00 ,00 ,00 -22500 -227,00 -395,00 -100,00 -87,98  -100,00
Méaximo 258,00 442,00 156,00 423,00 94,00 156,00 2226,32 1320,00 1320,00
Percentil 25 18,00 20,00 16,75 -17,00 -17,25 -21,25 -50,46 -46,78 -52,72
50 30,00 39,00 31,00 1,00 ,00 -3,50 ,00 ,00 -13,76
75 56,00 51,00 53,25 25,00 16,25 22,50 141,73 85,89 73,43
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 35
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 10
Media 41,90 42,92 45,22 1,02 2,07 3,12 96,08 55,61 111,34
DE 25,40 42,04 56,52 50,84 64,13 62,69 483,99 193,60 550,01
Minimo 4,00 ,00 5,00 -92,00 -100,00 -210,00  -100,00 -95,24 -95,89
Maximo 107,00 219,00 369,00 212,00 334,00 277,00 3028,57 954,29  3200,00
Percentil 25 24,50 13,00 22,00 -22,75 -28,50 -19,00 -74.41 -44 85 -38,70
50 36,50 37,50 37,00 -3,50 2,50 4,00 -9,00 8,13 ,00
75 57,75 61,25 55,00 24,00 16,00 17,00 87,88 71,25 37,50
p* 0,300 0,699 0,899 0,589 0,831 0,686 0,194 0,780 0,816

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

No se observo diferencias significativas entre grupos, en relacion al numero de
basdfilos totales por uL. Los valores de referencia de esta variable se encuentran entre 0 y
0,2x103%/pL. Se observo una disminucion de la variacion porcentual entre las visitas 1y 2 del 9%,

sin embargo en el grupo intervencion no se observa disminucion del nimero de basofilos.

Figura 20. Mediana de la concentracion de baséfilos en cada visita por grupo
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Resultados

4.2.4. Inmunoglobulinas

Tabla 21. Niveles de inmunoglobulina G por grupo a lo largo del tiempo (mg/dL)

. . . VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visita3 V2-V1 V3-V1 V3-V2 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 805,23 976,42 1091,46 171,18 280,03 113,08 24,29 38,28 19,30
DE 225276 248585 247,532 149,43 151,20 184,41 25,07 23,92 64,43
Minimo 405,00 201,00 623,00 -377,00 -125,00 -413,00 -65,22 -15,59 -37,89
Maximo 1620,00 2040,00 2210,00 433,00 602,00 979,00 103,70 104,15 487,06

Percentil 25 646,00 834,00 961,75 110,00 207,50 17,25 10,89 25,71 2,56
50 775,00 985,00 1110,00 168,00 281,00 120,50 23,62 36,72 12,26
75 957,00 1110,00 1210,00 250,00 401,50 211,50 37,46 55,63 22,30

Control

N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 868,76  1057,66  1154,67 188,90 274,80 91,1500 27,68 34,38 9,46
DE 260,75 236,28 287,67 165,48 157,06 178,75 31,49 24,82 19,36
Minimo 304,00 697,00 652,00 -265,00 -42,00  -280,00 -24,56 -4,49 -29,08
Maximo 1720,00 2010,00 2240,00 537,00 694,00 665,00 176,64 107,43 73,48

Percentil 25 692,25 904,50 935,50 108,25 181,25 -20,00 11,20 21,42 -1,72
50 820,00 1050,00 114500 214,00 268,50 93,00 23,76 31,27 8,58
75 1020,00 1170,00 1277,50 290,50 349,50 159,50 37,29 38,33 14,25

p* 0,194* 0,107 0,299 0,430  0,869* 0,236 0,702 0,188 0,124

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la
concentraciéon de inmunoglobulina G con respecto al nivel basal. Los valores de referencia de
esta inmunoglobulina se encuentran entre 615-1655 mg/dL. Se observd un aumento de este
parametro en ambos grupos. El aumento entre las visitas 2 y 3 fue del 12% en el grupo

intervencion es del 12% y del 9% en el grupo control.

Figura 21. Mediana de la concentracién de inmunoglobulina G en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 22. Niveles de inmunoglobulina G1 por grupo a lo largo del tiempo (mg/dL)

- - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 486,67 595,32 592,70 108,64 103,55 -3,87 29,55 28,39 1,41
DE 171,00 146,33 193,21 116,21 159,13 163,36 33,51 43,22 29,99
Minimo 143,00 288,00 21500 -260,00 -326,00 -405,00 -39,22 -49,17 -54,58
Méaximo 1270,00  1010,00  1370,00 369,00 451,00 388,00 162,24 189,51 123,96
Percentil 25 382,00 518,00 454,25 51,00 -23,25 117,00 11,48 -4,28 -18,80
50 478,00 582,00 601,50 122,00 115,00 31,00 22 47 26,62 4,33
75 569,00 678,00 724,250 179,00 213,50 108,25 42,00 46,06 19,78
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 488,23 615,73 657,20 127,50 160,75 34,9500 37,95 48,53 13,30
DE 161,75 172,00 201,62 130,95 181,53 208,06 70,89 99,42 55,57
Minimo 99,90 194,00 423,00 -370,00 -222,00 -424,00 -65,60 -30,79 -45,94
Méaximo 830,00 987,00 1530,00 451,10 801,00 783,00 451,55 624,72 302,58
Percentil 25 359,25 503,25 489,25 65,25 47,2500 -74,75 14,09 7,53 -10,91
50 472,50 616,00 622,00 123,50 152,00 -5,00 25,38 32,54 -,89
75 585,75 737,500 789,25 202,00 224,50 119,00 47,63 58,11 17,50
p* 0,963**  0,522**  0,114* 0,547 0,236 0,662 0,674 0,259 0,539

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en a la variacion porcentual de la

concentracion de Inmunoglobulina G1 con respecto al nivel basal. Los valores de referencia de la

Inmunoglobulina G1 se encuentran entre 155 y 1292 mg/dL. Se observd un aumento de este

parametro en ambos grupos. Sin embargo, entre las visitas 2 y 3 encontramos un aumento de

aproximadamente el 4% en el grupo de intervencidn, mientras que en el grupo control disminuye.

700 -

600 -

500 +

400

L

visita 1

\Visita 2

visita 3

—e— Internvencion —a— Control

84

Figura 22. Concentracion media de inmunoglobulina G1 en cada visita por grupo



Resultados

Tabla 23. Niveles de inmunoglobulina G2 por grupo a lo largo del tiempo (mg/dl)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 232,59 291,40 318,46 58,81 84,15 25,48 30,61 40,74 10,29
DE 87,74 93,22 128,12 60,69 88,39 86,75 34,24 44,01 29,97
Minimo 97,80 109,00 113,00  -157,00 -90,00  -166,00 -31,21 -32,03 -46,50
Méaximo 503,00 523,00 651,00 208,00 328,00 293,00 204,70 209,82 99,12

Percentil 25 169,00 229,00 216,75 32,00 11,50 -25,50 12,56 477 -8,20
50 215,00 280,00 302,50 62,00 76,50 37,50 27,04 37,10 14,22
75 268,00 356,00 413,75 85,00 143,00 62,75 43,12 59,91 24,44

Control

N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 251,72 338,50 361,77 86,77 105,74 19,72 47,08 55,27 8,03
DE 102,10 131,69 142,30 70,31 110,69 100,85 94,64 102,50 32,34
Minimo 44 40 131,00 124,00 -26,00 -120,00 -268,00 -9,52 -42,86 -51,81
Méaximo 702,00 863,00 677,00 277,60 332,00 336,00 625,23 643,24 136,03

Percentil 25 193,75 24225 252,75 30,75 35,25 -32,50 16,72 16,91 -8,74
50 233,00 323,00 337,00 75,00 92,50 18,00 32,69 40,44 5,65
75 289,75 40825 451,25 135,50 169,75 68,00 48,60 68,74 19,70

p* 0,193 0,086  0,119* 0,147  0,287* 0,763 0,349 0,691 0,457

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No se observaron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la
concentracion de Inmunoglobulina G2 con respecto al nivel basal. Los valores de referencia de
esta variable estdn comprendidos entre 44 y 747 mg/dL. Se observd un aumento de este
parametro en ambos grupos, sin embargo el aumento es ligeramente menor en el grupo

intervencion.

Figura 23. Mediana de la concentracion de inmunoglobulina G2 en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 24. Niveles de inmunoglobulina G3 por grupo a lo largo del tiempo (mg/dL)

- - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 31,72 37,83 40,56 6,10 8,55 2,53 30,68 36,12 7,54
DE 19,22 19,24 25,24 9,59 13,62 16,19 41,75 51,96 33,79
Minimo 4,80 7,95 7,74 -22,60 -28,40 -44.60 -33,43 -51,73 -55,39
Méaximo 83,60 97,10 122,00 34,30 40,60 55,20 217,60 241,48 106,47
Percentil 25 14,70 24,50 20,72 2,00 -1,65 -5,35 7,58 -8,42 -19,60
50 28,10 32,70 34,85 4,69 8,15 2,45 18,43 31,26 9,27
75 43,80 54,80 56,07 12,00 16,00 9,35 4498 62,78 32,29
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 29,70 37,35 36,07 7,65 5,93 -1,68 31,77 28,55 2,65
DE 12,09 14,62 13,56 10,00 12,20 11,52 38,30 49,06 45,87
Minimo 6,65 9,21 10,50 -23,80 -16,70 -28,60 -66,30 -41,36 -52,44
Méaximo 55,10 69,20 60,60 32,80 29,60 25,70 164,89 146,28 209,92
Percentil 25 20,55 28,30 28,12 2,45 -1,52 -7,75 12,43 -2,98 -22,08
50 29,80 37,70 38,20 6,40 3,85 -0,70 26,01 21,73 -2,54
75 38,55 47,35 45,32 11,77 13,32 515 49,48 42,67 18,53
p* 0,915 0,874 0,828 0,589  0,331*  0,159* 0,504 0,333 0,144

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la

concentracion de Inmunoglobulina G3 con respecto al nivel basal. Los valores de referencia de

esta variable se encuentran entre 41 'y 209 mg/dL. Se observé que entre la visita 2 y la visita 3

este parametro aumenta un 9% en el grupo intervencion, mientras que el grupo control

disminuye un 3%.

Figura 24. Mediana de la concentracion de inmunoglobulina G3 en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 25. Niveles de inmunoglobulina G4 por grupo a lo largo del tiempo (mg/dL)

- - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 27,19 29,40 32,62 2,20 515 2,92 85,37 615,08 1018,95
DE 21,16 25,50 31,30 12,42 20,77 22,02 432,34  2669,39  3350,98
Minimo 0,08 0,17 0,10 -59,88 -53,24 -61,82 -99,30 -98,84 -98,88
Méaximo 106,00 115,00 166,00 30,00 92,00 62,00 2887,50 143482 14304,7
Percentil 25 12,20 11,20 10,17  -0,1200 -1,65 -8,00 -1,39 -7,53 -22,54
50 21,80 23,20 24,00 3,60 1,80 0,35 15,92 6,39 0,99
75 38,10 38,90 48,70 7,40 13,08 10,89 36,61 51,68 41,93
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 35,62 41,56 46,56 5,93 10,31 4,41 196,03 500,40 771,52
DE 2413 34,31 39,01 23,20 28,63 28,52 112440 207715 244118
Minimo 0,10 0,12 0,54 -79,84 -7427 104,77 -99,04 -98,60 -98,84
Méaximo 102,00 131,00 190,00 52,90 117,30 76,00 7300,00 10500,0 104427
Percentil 25 17,85 18,00 19,22 1,27 1,00 -2,80 8,21 6,88 -10,26
50 29,40 30,80 35,05 6,30 7,85 2,80 21,99 30,14 13,98
75 53,10 54,45 67,80 13,22 22,10 11,90 41,00 70,18 26,91
p* 0,064 0,072 0,037 0,041 0,056 0,322 0,154 0,113 0,270

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

No se detectaron diferencias significativas entre grupos en la variaciéon porcentual de la

concentracion de Inmunoglobulina G4 con respecto al nivel basal. Los valores de referencia de

esta variable se encuentran entre 1y 291 mg/dL. Se observé un aumento de este parametro en

ambos grupos, aunque entre las visitas 2 y 3 el aumento fue mayor en el grupo control (13%)

mientras que en el grupo intervencion fue del 1%.

Figura 25. Mediana de la concentracion de inmunoglobulina G4 en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 26. Niveles de inmunoglobulina A por grupo a lo largo del tiempo (mg/dI)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 168,30 210,65 197,61 42,35 27,67 -14,36 28,16 20,00 -1,69
DE 66,17 81,180 80,28 36,72 43,97 35,471 32,88 35,27 47,30
Minimo 25,40 25,40 25,40 -46,90 -75,60  -114,60 -56,92 -44 47 -54,83
Méaximo 362,00 453,00 461,00 163,00 137,70 119,50 195,93 193,13 336,62

Percentil 25 122,00 158,00 146,00 18,00 -4,50 -36,50 9,25 -2,70 -16,92
50 164,00 205,00 180,00 37,00 23,45 -12,00 22,06 19,34 -5,14
75 206,00 256,00 242,25 64,00 57,00 2,25 45,63 29,84 1,33

Control

N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 193,03 238,83 216,92 45,80 21,90 -21,08 29,16 14,63 -8,23
DE 75,48 77,20 77,02 39,21 49,43 45,36 32,77 27,58 17,66
Minimo 25,40 22,10 22,10 4400 -155,00 -158,00 -13,84 41,11 -48,87
Maximo 377,00 471,00 366,00 170,50 157,00 123,00 173,10 91,53 57,48

Percentil 25 131,00 191,25 178,00 25,50 -1,25 -44,50 9,20 417 -19,85
50 180,50 226,50 219,50 38,00 23,00 -13,50 23,61 12,76 -5,88
75 252,75 293,00 28525 68,00 55,50 -0,25 38,61 28,44 -0,08

p* 0,084 0,082  0,237** 0,653  0,545** 0,556 0,836 0,435 0,504

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

En la variacion porcentual de la concentracién de Inmunoglobulina A con respecto al nivel basal
no se observaron diferencias significativas entre grupos. Los valores de referencia de esta variable estan
comprendidos entre 68 y 382 mg/dL. Se observd un aumento de este pardmetro en ambos grupos: 19%

y 13% en el grupo intervencidn y control respectivamente.

Figura 26. Concentracion media de inmunoglobulina A en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 27. Niveles de inmunoglobulina M por grupo a lo largo del tiempo (mg/dL)

- - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 127,12 154,58 146,92 27,46 18,73 -8,58 25,74 22,11 342
DE 60,06 70,216 57,58 33,63 34,56 35,15 31,52 36,16 59,78
Minimo 28,50 27,40 45,60 -44,00 -57,00  -137,00 -61,57 -40,97 -50,97
Méaximo 307,00 411,00 298,00 144,00 155,00 116,60 129,73 140,73 425,55
Percentil 25 84,700 112,00 107,50 10,20 -2,500 -20,50 10,89 1,27 -13,11
50 122,00 145,00 143,50 25,00 13,80 -7,50 21,37 14,90 -5,91
75 155,00 192,00 182,50 38,00 40,30 6,92 36,47 39,40 5,31
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 120,14 155,78 139,54 35,64 17,04 17,73 31,79 17,15 -9,08
DE 53,37 71,67 60,28 34,70 31,61 28,14 29,75 30,21 17,83
Minimo 48,50 56,30 43,50 -30,00 -63,50 -99,00 -19,35 -59,35 -63,75
Méaximo 254,00 361,00 292,00 158,00 100,00 37,80 147,14 99,41 38,89
Percentil 25 70,85 98,65 84,45 11,17 -1,00 -35,25 12,19 -1,45 -18,85
50 109,50 151,00 141,50 30,55 16,25 -13,50 26,48 15,20 9,38
75 157,00 203,75 180,25 52,12 38,75 2,50 43,36 31,66 1,54
p* 0,586  0,933*  0,542** 0,239  0,806** 0,139 0,292 0,879 0,148

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

En la variacion porcentual de la concentracion de Inmunoglobulina M con respecto al

nivel basal no existieron diferencias significativas entre grupos. Los valores de referencia de esta

variable se encuentran entre 63 y 277 mg/dL. Se observé entre las visitas 2 y 3 una disminucion

de este parametro del 9% en el grupo control y de 6% en el grupo intervencidn.

Figura 27. Mediana de la concentracion de inmunoglobulina M en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 28. Niveles de inmunoglobulina E por grupo a lo largo del tiempo (Ul/mL)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 58,34 54,10 47,75 -4,23 -11,36 -7,01 1,57 10,53 17,14
DE 71,05 67,03 55,35 24,11 32,59 20,25 63,71 128,70 128,95
Minimo 4,41 4,41 4,41 94,00 -176,00 -95,00 -74,94 -74,94 -80,48
Méaximo 321,00 256,00 231,00 81,00 38,89 38,89 423,81 862,31 862,31

Percentil 25 11,80 13,20 12,42 -10,60 -17,50 -8,22 -25,23 -36,89 -24,57
50 26,40 23,50 23,80 -1,70 -4,75 -1,36 -3,54 -11,19 -6,99

75 73,40 70,80 59,40 2,20 1,67 0,97 10,54 9,01 3,66
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 121,56 118,17 99,62 -3,38 -24.27 -14,70 8,16 46,58 45,34
DE 135,26 129,33 112,50 52,00 54,07 38,34 58,76 368,03 368,96
Minimo 4,41 4,41 441 12700 -199,00 -106,00 -51,36 -85,21 -86,17
Méaximo 507,00 476,00 441,00 239,00 136,05 136,11 298,19  2286,55 2310,87

Percentil 25 18,72 20,62 17,67 -16,87 -36,12 -28,06 -17,54 -39,54 -26,79
50 53,60 65,95 61,65 -0,03 -12,59 -7,45 -0,23 -18,53 -10,63
75 165,00 193,00 142,75 6,75 0,15 0,00 9,68 0,82 0,00

p* 0,008 0,002 0,010 0,997 0,083 0,015 0,478 0,338 0,204

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la
concentracion de Inmunoglobulina E con respecto al nivel basal. Los valores de referencia de
esta variable se encuentran por debajo de 100 Ul/mL. Se observaron diferencias entre grupos en
el nivel basal de la variable. Los valores hallados en el grupo control fueron mayores que los

valores detectados en el grupo intervencion.

Figura 28. Mediana de la concentracion de inmunoglobulina E en cada visita por grupo
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Resultados

4.2.5. Factores de sistema complemento

Tabla 29. Niveles de complemento C3 por grupo a lo largo del tiempo (mg/dl)

- . . VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visita3 V2-V1 V3-V1 V3-V2 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 137,09 124,97 109,52 -12,11 -28,10 -15,08 -5,91 -17,32 -7,99
DE 28,49 22,311 17,38 28,00 29,69 24,11 22,58 20,95 40,24
Minimo 68,80 42,10 70,60 -72,90 -83,00 -65,00 -63,39 -48,24 -36,96
Maximo 208,00 195,00 160,00 54,00 45,00 117,90 72,97 46,80 280,05
Percentil 25 117,00 113,00 95,75 -29,00 -48,35 -27,50 -17,91 -33,14 -21,06
50 134,00 122,00 112,50 -11,00 -31,00 -16,50 -8,33 -20,09 -13,29
75 162,00 139,00 120,00 6,00 -7,60 -5,00 4,34 -6,76 -4,42
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 137,8 130,93 112,51 -6,95 -26,32 -17,36 -0,98 -16,82 -12,01
DE 29,93 21,99 20,79 31,61 27,51 22,42 26,78 17,70 17,51
Minimo 70,70 91,20 78,90 -73,00  -102,00 -66,20 -38,07 -48,57 -44,43
Maximo 210,00 177,00 159,00 66,30 22,70 46,30 93,78 26,61 48,89
Percentil 25 119,25 112,25 97,62 -32,50 -45,00 -32,00 -20,60 -30,78 -22,34
50 137,50 132,50 108,00 -6,35 -24,00 -20,50 -5,51 17,75 -16,13
75 159,00 147,25 129,75 8,25 -7,55 -2,25 740 -6,63 -1,94
p* 0,893** 0,70  0,441*  0,389*  0,764** 0,588 0,448 0,670 0,686

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

En la variacion porcentual de la concentracién de Complemento C3 no existieron

diferencias significativas entre grupos con respecto al nivel basal. Los valores de referencia de

esta variable se encuentran comprendidos entre 85 y 193 mg/dl. Se observé una disminucion de

este parametro en ambos grupos.

Figura 29. Mediana de la concentracion de Complemento C3 en cada visita por grupo

140 +

130 +

120 +

110 ~

100

visita 1 \Visita 2 visita 3

—e— Internvencion —a— Control

91



Resultados

Tabla 30. Niveles de complemento C4 por grupo a lo largo del tiempo (mg/dL)

Grupo  Visital Visita2  Visita3 V;’_’\‘” V;’_’\"” V;’_’\"IZ v;,-l\:n ve\,l-l\:n V?\,I-I:IZ
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 24,96 27,11 22,45 2,14 -2,60 -4,52 15,76 -4,32 -10,89
DE 8,82 8,701 6,32 7,62 6,58 6,25 40,86 29,68 42,16
Minimo 8,97 7,67 5,46 -13,18 -20,50 -20,50 -62,17 -56,67 -51,01
Méaximo 45,50 48,40 42,20 21,60 9,50 20,28 175,36 92,87 252,87
Percentil 25 18,60 21,50 17,67 -4,20 -7,15 -7,32 -12,53 -24,34 -26,71
50 22,60 26,40 21,65 2,00 -2,40 -4,50 8,77 9,82 -18,63
75 32,00 30,70 26,72 7,70 1,92 -1,60 38,31 8,46 -7,09
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 26,03 27,73 23,60 1,69 -3,16 -4,52 17,44 -5,39 -13,52
DE 10,21 8,84 7,71 8,49 8,99 7,02 48,13 32,58 22,01
Minimo 6,35 13,80 11,20 -13,00 -33,50 -25,50 -41,95 -62,73 -60,56
Méaximo 53,40 53,10 44,00 22,30 18,60 9,60 237,01 92,08 39,86
Percentil 25 17,07 21,37 17,95 -4,97 -8,05 -8,70 -15,99 -31,85 27,71
50 25,25 26,25 22,60 1,95 -2,35 -3,10 10,51 -10,08 -12,49
75 32,57 32,65 28,37 7,52 3,12 -0,35 32,39 13,00 -1,36
p* 0,694 0,915 0421*  0,781*  0,724* 0,295 0,948 0,767 0,310

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la

concentracion de Complemento C4 con respecto al nivel basal. Los valores de referencia de esta

variable se encuentran entre 12 y 36 mg/dL. Se observo una disminucién de este parametro en

ambos grupos.

Figura 30. Mediana de la concentracion de Complemento C4 en cada visita por grupo
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Resultados

4.2.6. Parametros hematolégicos

Tabla 31. Numero de leucocitos por grupo a lo largo del tiempo (n°células/pL)

. . . VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visita3 V2-V1 V3-V1 V3-V2 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 10139,4 7204,9 6586,3 -29345  -3391,7 -575,3 -25,40 -30,05 -3,99
DE 3099,8 2010,97 14494 3092,7 3040,0 22976 21,91 20,81 26,42
Minimo 5780,0 3740,0 3060,0 -11780,0 -13230,0 -11820,0 -64,37 -72,30 -64,95
Maximo 19500,0 18200,0 12100,0 7600,0 1090,0 4880,0 71,70 14,08 75,59

Percentil 25 7780,0  6280,0 5655,0  -4450,0 -4907,5  -1485,0 -40,33 -45,43 -21,35
50 9180,0  6820,0 6420,0  -2600,0 -2785,0 -540,0 -27,80 -30,84 -7,80
75  11400,0 7690,0 71950  -1100,0  -14475 480,0 12,41 -17,16 6,89

Control

N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 9694,2 7253,0 6548,3 -24411  -3200,4 -686,1 -22.67 -30,39 -7,37
DE 2265,2 1597 4 1460,3 22519 22970 1642,0 19,11 17,94 19,68
Minimo 6130,0 4290,0 4260,0 -8950,0 -9510,0 -5180,0 -59,27 -63,40 -47,96
Maximo 15200,0  11400,0 9680,0 2380,0 180,0 1900,0 26,39 2,26 29,50

Percentil 25 79475  6165,0 5507,5 -3830,0 -4640,0  -1590,0 -37,34 -40,00 -21,10
50 94550  7015,0 64150  -2350,0 -3010,0 -495,0 -24,86 -31,98 -1,56
75 10950,0 8057,5 75175 -967,5  -1570,0 205,0 -10,56 -19,19 3,68

p* 0,844 0,746 0,795 0,540  0,737* 0,917 0482  0,932* 0,857

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacién porcentual del
numero de leucocitos totales por uL. Los valores de referencia de esta variable se comprenden
entre 3y 11x10%/uL. Entre la visitas 1y 3 se detectdé una disminucién de este parametro del 31%
en el grupo intervencion y del 32% en el grupo control. La reduccion porcentual observada entre

las visitas 1y 2 fue del 28% para el grupo intervencion y del 25% para el grupo control.

Figura 31. Mediana del nimero de leucocitos en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 32. Numero de hematies por grupo a lo largo del tiempo (106/ulL)

Grupo  Visital Visita2  Visita3 V;’_’\‘” V;’_’\"” V;’_’\"IZ v;,-l\:n ve\,l-l\:n V?\,I-I:IZ
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 3,70 4,21 4,33 0,50 0,62 0,12 14 47 18,37 3,50
DE 0,45 0,38 ,318 0,35 0,47 0,30 10,60 14,43 7,740
Minimo 2,58 3,33 3,53 -0,59 -0,71 -0,51 -11,71 -14,09 -11,26
Méaximo 5,04 4,96 5,01 1,17 1,41 0,84 45,35 54,65 21,92
Percentil 25 3,43 3,90 4,07 0,28 0,34 -0,07 6,79 8,36 -1,54
50 3,68 4,33 4,34 0,47 0,65 0,13 13,54 18,56 3,03
75 4,00 4,49 4,55 0,77 1,00 0,37 23,79 28,46 8,95
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 3,82 4,21 4,29 0,39 0,46 0,07 11,72 14,79 2,35
DE 0,54 0,37 0,25 0,37 0,56 0,37 11,60 19,67 9,56
Minimo 2,37 3,41 3,70 -0,67 -0,47 -0,50 -14,26 -10,11 -10,35
Méaximo 4,81 5,24 477 1,09 1,87 0,86 43,88 78,48 24,29
Percentil 25 3,60 3,99 410 0,14 0,06 -0,25 3,51 1,71 -5,53
50 3,86 4,26 4,29 0,38 0,42 0,10 10,20 10,60 2,41
75 414 4,44 4.45 0,71 0,78 0,30 19,65 21,78 7,59
p* 0,254** 0,890  0,457*  0,151*  0,139*  0,408**  0,218** 0,041 0,512**

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

La variacion porcentual del nimero de hematies entre los valores basales de la variable
(visita 1) y la visita final (visita 3) aumenta en ambos grupos: 19% en el grupo intervencion y
11% en el grupo control. Se observé que esta diferencia era estadisticamente significativa. Los
valores de referencia de esta variable estan comprendidos entre 3,5 y 5x106/pL.

Figura 32. Mediana del nimero de hematies en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 33. Concentracién de hemoglobina por grupo a lo largo del tiempo (g/dL)

- - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 11,32 12,69 12,86 1,36 1,52 0,17 12,92 14,76 1,83
DE 1,44 1,24 0,98 1,02 1,23 0,91 10,66 12,87 7,41
Minimo 6,83 9,71 10,10 -1,00 -1,00 -2,00 -7,09 -7,09 -15,75
Maximo 14,90 15,10 15,00 4,68 4,88 2,60 52,47 54,71 23,85
Percentil 25 10,40 11,90 12,40 0,76 0,80 -0,40 7,42 6,40 -2,96
50 11,10 12,60 12,90 1,32 1,55 0,05 11,00 14,25 0,38
75 12,30 13,50 13,62 2,00 2,25 0,82 18,11 21,71 7,51
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 11,41 12,69 12,82 1,28 1,39 0,09 12,53 14,37 1,19
DE 1,70 1,23 0,84 1,045 1,477 0,81 10,94 16,70 6,76
Minimo 7,83 9,35 9,16 -1,30 -1,60 -1,30 -9,03 -10,67 -9,03
Maximo 15,00 14,90 13,90 3,13 517 2,30 38,79 66,03 21,50
Percentil 25 10,60 11,77 12,30 0,60 0,46 -0,57 515 4,58 -4,05
50 11,45 12,95 12,90 1,35 1,15 0,00 11,57 9,30 0,00
75 12,52 13,60 13,47 2,22 2,10 0,60 20,21 19,71 5,00
p* 0,567  0,977* 0,767  0,703*  0,627**  0,652** 0,783 0,406  0,668**

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la

concentracion de hemoglobina. Se observé un aumento en la concentracion de hemoglobina en

ambos grupos y en ambas visitas, lo que es ldgico esperar tras la recuperacion posparto. Los

valores de referencia de esta variable estan comprendidos entre 12'y 517g/dL.

Figura 33. Mediana de la concentracion de hemoglobina en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 34. Niveles de hematocrito por grupo a lo largo del tiempo (%)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 33,62 38,11 38,38 4,48 4,72 0,28 14,50 15,71 1,14
DE 4,48 3,40 2,99 3,38 4,45 2,85 11,66 15,11 7,69
Minimo 19,60 30,50 31,30 -4,50 -6,30 -5,60 -10,28 -14,29 -13,30
Maximo 4410 44 80 43,60 10,90 12,60 6,40 55,61 59,69 19,33

Percentil 25 30,40 36,20 36,40 2,20 1,95 -1,45 6,38 5,29 -3,38
50 33,20 38,30 38,20 4,90 5,50 0,35 14,39 15,52 0,96
75 36,20 39,80 40,32 7,00 8,00 2,35 23,27 26,64 6,69

Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 34,29 37,90 38,00 3,60 3,63 0,01 11,69 12,83 0,73
DE 4,89 3,64 2,50 3,38 4,98 3,57 11,05 18,23 9,73
Minimo 21,70 29,10 28,40 -6,50 -5,40 -6,30 -14,25 -12,62 -14,65
Maximo 45,60 45,40 4210 9,10 16,50 7,40 41,94 76,04 24,03
Percentil 25 32,02 35,15 36,90 1,32 0,72 -3,10 3,93 1,95 -7,31
50 33,80 38,45 38,00 4,00 3,20 0,60 10,78 9,13 1,54
75 37,67 40,55 39,85 6,32 715 2,00 19,82 22,24 5717
p* 0,480*  0,766*  0,511*  0,201*  0,259*  0,676**  0,227** 0,167  0,817*

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacién porcentual del
hemotacrito. Se observo un aumento de este parametro en ambos grupos y en ambas visitas, lo
que es logico esperar tras la recuperacion posparto, sin embargo, el aumento fue mayor en el
grupo intervencion (16% y 9% en el grupo intervencion y control respectivamente). Los valores

de referencia de esta variable estan comprendidos entre 36 y 50%.

Figura 34. Nivel medio de hematocrito en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 35. Volumen corpuscular medio (VCM) por grupo a lo largo del tiempo (fl)

Grupo  Visital Visita2  Visita3 V;’_’\‘” V;’_’\"” V;’_’\"IZ v;,-l\:n ve\,l-l\:n V?\,I-I:IZ
Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 90,71 90,62 88,56 -0,08 -2,15 -2,07 -0,03 2,31 -2,28
DE 5,24 4,61 475 1,67 2,25 1,63 1,92 2,46 1,81
Minimo 75,90 79,30 77,30 -5,50 -8,20 -9,20 5,76 -8,59 -10,50
Maximo 99,70 99,10 97,40 5,50 2,60 0,50 7,25 3,43 0,57
Percentil 25 87,50 87,60 85,77 -1,00 -3,70 2,72 -1,05 -3,86 -2,86
50 91,50 90,30 88,50 0,10 -1,90 -1,70 0,10 2,17 -1,92
75 94,30 93,60 91,52 0,60 -0,57 -1,00 0,70 -0,65 -1,19
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 89,60 89,98 88,67 0,37 -1,07 -1,46 0,43 -1,12 -1,56
DE 6,13 6,18 5,57 1,33 2,24 1,88 1,47 2,49 2,06
Minimo 67,30 67,20 67,55 -1,90 -5,20 -4,80 -2,21 -5,46 -5,20
Méaximo 100,00 101,00 100,00 3,60 3,80 4,10 3,80 4,18 4,28
Percentil 25 86,35 87,55 85,72 -0,62 -2,70 -2,40 -0,69 -2,94 -2,60
50 91,35 90,85 89,45 0,00 -0,70 -1,60 0,00 -0,78 -1,74
75 93,52 93,85 91,85 1,50 0,05 -0,55 1,62 0,05 -0,60
p* 0,513 0,959  0,914* 0,186  0,022** 0,313 0,205  0,021** 0,319

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

Las determinaciones realizadas en las 3 visitas se encontraron dentro de los valores de
referencia (80-100fl).

Figura 35. Mediana del volumen corpuscular medio en cada visita por grupo
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Resultados

Tabla 36. Niveles de hemoglobina corpuscular media (HCM) por grupo a lo largo del tiempo (pg)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 30,62 30,20 29,71 -0,42 -0,92 -0,50 -66,72 -67,24 -1,50
DE 2,56 2,30 2,06 1,32 1,94 1,59 1,30 1,17 5,25
Minimo 24,20 24,60 23,60 -3,10 -5,00 -3,60 -69,53 -69,81 -9,92
Méaximo 36,40 36,30 33,30 4,30 3,90 3,10 -63,59 -64,19 10,65

Percentil 25 28,70 28,60 28,20 -1,40 -2,30 -1,52 -67,64 67,94 -5,13
50 30,20 30,20 30,20 -0,30 -0,90 -0,90 -66,74 -67,46 -3,06
75 32,50 31,80 30,82 0,30 0,27 0,40 65,99 -66,33 1,40

Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 29,95 30,20 29,96 0,24 -0,05 -0,31 -66,31 -66,60 -0,77
DE 2,52 2,65 2,33 1,31 1,74 1,81 1,59 1,49 5,91
Minimo 20,00 21,60 21,80 -1,60 -2,90 -4.40 -69,15 -69,62 -12,98
Méaximo 34,40 34,80 33,80 3,50 3,10 3,60 -62,78 -63,35 11,92
Percentil 25 28,80 29,07 28,65 -0,82 -1,60 -1,82 -67,79 -67,55 5,47
50 30,60 30,60 30,50 0,15 -0,15 -0,40 -66,25 -66,63 -1,27
75 31,72 32,02 31,55 1,20 1,47 1,12 -65,47 -65,69 3,50
p* 0,200** 0,572 0,426  0,015*  0,025** 0,532  0,160** 0,020 0,504

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

Las determinaciones realizadas en las 3 visitas se encontraron dentro de los valores de

referencia (27 y 33 pg).

Figura 36. Mediana de los niveles de hemoglobina corpuscular media en cada

visita por grupo
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Resultados

Tabla 37. Concentracién de hemoglobina corpuscular media CHCM por grupo a lo largo del tiempo (g/dL)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion
N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 33,75 33,30 33,55 -0,45 -0,21 0,23 -1,18 -0,36 0,87
DE 1,72 1,41 1,39 1,61 2,27 1,98 4,86 6,91 6,12
Minimo 28,30 30,70 30,50 -4,80 -5,40 -2,70 -13,37 -15,04 -7,30
Méaximo 36,90 37,00 36,80 4,10 7,10 5,00 14,49 23,91 16,13
Percentil 25 32,90 32,20 32,50 -1,40 -1,70 -0,92 -4,04 4,71 -2,81
50 33,70 33,30 33,55 -0,40 -0,65 -0,40 -1,22 -1,91 -1,23
75 34,80 34,20 34,42 0,40 1,25 1,15 1,23 3,74 3,60
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 33,40 33,56 33,78 0,15 0,37 0,19 0,54 1,29 0,76
DE 1,40 1,54 1,65 1,52 2,15 2,04 4,59 6,46 6,21
Minimo 29,70 30,50 30,40 -2,50 -3,20 -3,90 -6,91 9,12 -11,37
Méaximo 36,20 37,80 38,30 4,20 510 5,30 12,50 15,89 16,61

Percentil 25 32,27 32,17 32,32 -1,20 -1,80 -1,10 -3,53 -5,13 -3,30
50 33,40 33,70 33,85 0,20 0,30 -0,15 0,58 0,91 -0,44

75 34,30 34,62 34,97 1,30 1,67 1,70 3,88 5,03 5,28

p* 0,285  0,379* 0,457  0,059**  0,299** 0951 0,074~ 0,233 0,940

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

Las determinaciones realizadas en las 3 visitas se encontraron dentro de los valores de
referencia (32 y 35 g/dL). Si la CHCM es menor de 30 g/dL tenemos una anemia hipocrémica,
pero su mayor utilidad es cuando estd aumentada, mayor de 36 g/dL, porque es muy

caracteristico de la esferocitosis hereditaria.

Figura 37. Niveles medios de la concentraciéon de hemoglobina corpuscular media en cada

visita por grupo
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Resultados

Tabla 38. Amplitud de distribucién eritrocitaria (ADE) por grupo a lo largo del tiempo (%)

. - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita1  Visita2  Visitad V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion

N 59 59 58 59 58 58 59 58 58
Perdidos 0 0 1 0 1 1 0 1 1
Media 12,94 12,58 12,11 -0,36 -0,84 -0,48 2,77 -6,1 -3,40
DE 1,514 1,62 1,26 0,78 1,07 0,91 5,25 7,24 6,41
Minimo 10,50 10,40 9,94 -2,90 -3,70 -2,90 -19,21 -22,29 -18,88
Maximo 17,80 19,20 17,00 2,90 2,40 2,70 17,79 19,83 22,88

Percentil 25 12,00 11,60 11,37 -0,60 -1,22 -0,70 -5,45 -9,70 -5,72
50 12,60 12,20 11,90 -0,40 -0,85 -0,30 -2,94 -6,93 -2,70
75 13,50 13,20 12,60 0,10 -0,20 0,00 -0,84 -1,82 0,00

Control

N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 12,69 12,27 12,04 -0,42 -0,63 -0,16 -3,36 -4,70 -1,11
DE 1,47 1,57 1,46 0,61 0,99 0,74 4,41 7,50 6,01
Minimo 11,00 10,40 10,50 -3,80 -3,80 -1,90 -26,39 -26,39 -13,19
Méaximo 17,50 17,50 16,80 0,30 2,40 2,70 2,42 21,24 24,55

Percentil 25 11,55 11,10 11,00 -0,60 -1,07 -0,47 -4,74 -8,63 -3,60
50 12,20 11,85 11,45 -0,30 -0,60 -0,05 -2,64 -4,37 -0,42
75 13,75 13,07 12,50 0,20 -0,10 0,20 -1,52 -0,90 1,70

p* 0,258 0,141 0,338 0,852 0,230 0,046 0,896 0,212 0,041

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

La ADE es una medicion cuantitativa de la anisocitosis, los valores normales estan entre
15.5'y 14.5%. Solo la elevacion es anormal. Las determinaciones realizadas en las 3 visitas se

encontraron dentro de los valores de referencia.

Figura 38. Mediana de la amplitud de distribucion eritrocitaria en cada visita por grupo
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Tabla 39. Numero de plaquetas por grupo a lo largo del tiempo (103/uL)

- - - VA VA VA VP VP VP
Grupo Visita 1 Visita2 Visita3 V2-V1 V3V V32 V2-V1 V3-V1 V3-V2
Intervencion
N 59 59 57 59 57 57 59 57 57
Perdidos 0 0 2 0 2 2 0 2 2
Media 277,98 329,49 271,87 51,51 -7,64 -56,30 25,94 2,25 12,24
DE 82,57 97,913 58,27 102,72 67,08 78,64 43,49 24,33 216,62
Minimo 125,00 15,40 151,00 -251,60 -208,00 -329,00 -94,23 -48,37 -48,81
Maximo 516,00 714,00 416,00 412,00 121,00 248,60 142,64 80,13 1614,29
Percentil 25 220,00 285,00 238,00 1,00 -45,50 -85,00 0,34 -14,04 -24,58
50 267,00 316,00 264,00 64,00 2,00 -55,00 20,78 0,64 -17,96
75 341,00 365,00 297,00 101,00 34,00 -17,50 49,69 16,24 -5,22
Control
N 42 42 40 42 40 40 42 40 40
Perdidos 3 3 5 3 5 5 3 5 5
Media 300,40 351,09 272,10 50,69 -27,35 -79,77 26,25 2,71 -19,70
DE 104,51 98,812 61,09 104,55 74,75 68,43 43,68 25,97 18,78
Minimo 143,00 167,00 155,00 -201,00 -181,00 -219,00 -54,62 -42,48 -43,96
Méaximo 546,00 654,00 461,00 298,00 105,00 80,00 161,96 57,07 47,90
Percentil 25 207,00 274,25 228,75 -20,75 -7850  -128,75 -5,63 -21,56 -30,91
50 277,50 342,00 279,50 70,00 -26,50 -86,00 23,43 -11,19 -22.91
75 368,00 408,75 296,75 122,50 46,75 -35,25 55,00 19,02 -13,64
p* 0,232** 0,243 0,629 0,863  0,178** 0,063 0,929 0,164 0,071

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; **t-student; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacién porcentual del
numero total de plaquetas por L. Los valores de referencia de esta variable se encuentran entre
120 y 450x103/uL. Entre las visitas 1y 3 se observd un aumento en la variacion porcentual del

numero de plaquetas en el grupo intervencion y una disminucion del 11% en el grupo control.

Figura 39. Mediana del nimero de plaquetas en cada visita por grupo
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Resultados

4.3. CITOCINAS EN LECHE MATERNA

Tabla 40. Niveles de TGF-B1 en leche materna por grupo a lo largo del tiempo (pg/mL)

Grupo Calostro L Inicial L Madura VA VA VA VP VP VP
n=104 n=99 n=91 V2-v1 V3-V1 V3-V2 V2-v1 V3-V1 V3-v2
Intervencion
N 59 58 54 58 54 54 58 54 54
Perdidos 0 1 5 1 5 5 1 5 5
Media 3420,18 581,51 390,79 -2553,9 29347  -198,21 -6,25 -33,57 252,96
DE 4458,43 495,82 637,45 3886,3 4020,3 894,89 235,51 22475  1056,34
Minimo 62,50 7,31 38,57 -13329,2 -13661,9 -1446,61 -99,92 -99,11 -95,01
Maximo 19934,50 1522,64 3899,92 1217 1 3088,4 3734,07 1388,37 1501,09 6222,28
Percentil 25 493,25 174,89 161,14 -3184,9  -4470,0 -875,25 -86,28 -95,81 -73,11
50 1464,00 315,61 214,72 -850,7  -1228,7 -71,37 -74,96 -84,25 -36,51
75 445940 1159,41 341,12 -92,4 -332,0 90,14 -24.68 -56,70 46,40
Control
N 42 41 37 41 37 36 41 37 36
Perdidos 3 4 8 4 8 9 4 8 9
Media 4356,13 442,80 546,73 -3195,2  -3233,6 67,62 -51,83 -11,44 938,1
DE 7283,48 388,90 726,37 5834,1 6264,4 927,44 72,517 177,72 3903,7
Minimo 53,70 6,69 61,79 -29634,5 -29916,3 -1163,64 -99,51 -98,89 -93,6
Maximo 32071,50 1264,84 3965,58 7719 3479,4  3819,91 315,31 715,81  23103,3
Percentil 25 614,79 120,41 185,69 -3430,8  -3119,9  -325,33 -95,35 -94,03 -65,1
50 1653,10 300,35 354,09 -1120,3  -1089,6 -46,65 -78,69 -68,46 -14,4
75 4172,30 720,19 533,10 -191,5 -141,2 296,49 -28,60 -30,54 1731
p* 0,801 0,230 0,031 0,776 0,457 0,096 0,386 0,167 0,130

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

La variacién porcentual de la concentracion de TGF-B1 entre los valores basales de la

variable (visita 1) y la visita final (visita 3) disminuyé en ambos grupos, 84% en el grupo

intervencion y 68% en el grupo control, no habiendo diferencias con significacion estadistica

entre grupos. Lo mismo sucede con la variacién porcentual de la concentracion de TGF-B1 entre

las visitas 1y 2 donde disminuy6 75% en el grupo intervencién y 79% en el grupo control. Los

indicadores de TGF-B1 son mayores en el grupo control en leche madura (354 vs 215).

Figura 40. Mediana de la concentracion de TGF-B1 en cada visita por grupo
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Tabla 41. Niveles de TGF-B2 leche materna por grupo a lo largo del tiempo (pg/mL)

Grupo Calostro L Inicial L Madura VA VA VA VP VP VP
n=104 n=99 n=91 V2-v1 V3-V1 V3-V2 V2-v1 V3-v1 V3-V2
Intervencion
N 59 58 54 58 54 54 58 54 54
Perdidos 0 1 5 1 5 5 1 5 5
Media 343459 170315 45330,0 -16199,6 10934,3  29460,4 -15,70 108,32 389,27
DE 36581,9 196626 1429641 392121 148860 144274 86,30 670,68 1880,93
Minimo 39400 12150 1884,0 -175328 -181578 -100626 -98,11 -94,40 -95,24
Méaximo 192350,0 110970 659050,0 76697,0 636425 642393 315,09  3389,75 12707,6
Percentil 25 14086,0 7721,2 5585,2 -16785,7 -20063,7 -6267,2 -64,64 -78,95 -54,99
50 21223,0 11960,5 8881,0 -7962,2  -11390,5 -970,2 -42,51 -57,06 -15,45
75 31789,0 17680,5 14078,7 2240 -3705,75 3653,7 1,84 -27,02 34,18
Control
N 42 41 37 41 37 36 41 37 36
Perdidos 3 4 8 4 8 9 4 8 9
Media 58534,3 21496,3 53388,1  -37937,7  -7168,7  33014,6 39,74 147,40 653,88
DE 1194344 255209 1274671 1229779 180352 133735 306,51 629,16  2385,22
Minimo 2311,0  3363,0 11570 -617214 -536326 -84066,0 -97,97 -98,71 -91,99
Maximo 630000,0 142605 644300,0 87718,0 624961 638051 1854,90 3231,61 10210,4
Percentil 25 11599,7  9773,0 77525 -26603,0 -20644,0 -12482,7 -69,99 -72,67 -58,52
50 25660,0 13189,0 11158,0 -13090,0 -7067,0 -1189,0 -35,29 -38,13 -8,98
75 51408,7 21204,0 20765,0 3602,5 3886,5 2693,2 43,96 28,45 2414
p* 0,705 0,259 0,099 0,793 0,482 0,592 0,738 0,222 0,687

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la

concentracion de TGF-B2. Entre las visitas 1y 3 se observé una disminucion del 57% en el grupo

intervencion y del 38% en el grupo control. La reduccién porcentual observada entre las visitas 1

y 2 fue: 43% para el grupo intervencion y 35% para el grupo control.

Figura 41. Mediana de la concentracion de TGF-B2 en leche materna en cada

30000 +
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -

5000

visita por grupo

visita 1

visita 2

visita 3

—e— Intervencion —s— Control

103



Resultados

Tabla 42. Niveles de IL-8 en leche materna por grupo a lo largo del tiempo (pg/mL)

Grupo Calostro L Inicial L Madura VA VA VA VP VP VP
n=104 n=99 n=91 V2-v1 V3-V1 V3-V2 V2-v1 V3-v1 V3-V2
Intervencion
N 59 58 54 58 54 54 58 54 54
Perdidos 0 1 5 1 5 5 1 5 5
Media 2089,45 170,08 297,10 -1892,24 -1859,21 -86,35 -63,70 -27,59 717,91
DE 213440 359,70 1196,15  2147,99  2098,40 417,65 127,84 281,92  3928,25
Minimo 19,50 11,60 6,40 -954590 -9541,80 -2571,50 -99,79 -99,86 -98,56
Méaximo 9568,20 2604,90 7755,10 181,50 250,20 887,20 84813 159141  27400,3
Percentil 25 394,70 29,32 19,22 -2737,10 -2835,85  -106,07 -97,60 -98,94 -78,50
50 1323,90 66,60 3580 -1022,70 -1158,50 -26,10 -93,26 -95,87 -37,54
75 3190,80 172,30 98,22 27422  -303,87 9,25 -74,32 -75,82 80,90
Control
N 42 41 37 41 37 36 41 37 36
Perdidos 3 4 8 4 8 9 4 8 9
Media 1589,69 254,47 25553 -1372,30 -1555,08  -111,97 -25,02 112,07 438,53
DE 1687,03 478,82 506,52  1803,63 1818,59 526,34 179,59 868,27  1855,63
Minimo 14,00 7,60 12,40 -6261,80 -6417,20 -2522,60 -99,73 -99,52 -95,44
Méaximo 6455,00 2565,00 2071,10  1697,50 932,60 1339,10 713,69 510559 110951
Percentil 25 259,90 24,00 2790 -2467,60 -2738,05 -168,25 -96,27 -98,57 -81,56
50 1032,00 99,30 54,00 911,40  -948,00 -48,55 -90,98 -93,02 -14,51
75 2548,72 243,95 189,10 -203,70  -157,65 17,82 -70,71 -63,19 276,00
p* 0,258 0,489 0,116 0,317 0,492 0,702 0,359 0,232 0,505

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

La mediana de la variacion porcentual de la concentracion de IL-8 entre los valores

basales de la variable (visita 1) y la visita final (visita 3) disminuyeron en ambos grupos, 96% en

el grupo intervencion y 93% en el grupo control, no habiendo diferencias con significacion

estadistica entre grupos. Lo mismo sucede con la mediana de la variacion porcentual de la

concentracion de IL-8 entre las visitas 1y 2 donde disminuyeron 93% en el grupo intervencion y

91% en el grupo control.

Figura 42. Mediana de la concentracion de IL-8 en leche materna en cada visita por grupo
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Resultados

Se observo que la distribucion de la variacion porcentual de la variable entre las visitas
inicial y final fue menor en el grupo intervencion (valores minimos y maximos comprendidos entre
-100 y 1591). La distribucion en el grupo control mostré concentraciones mas altas (valores

minimos y maximos que oscilan entre -100 y 5105).
Estos datos estaban en concordancia con los valores observados en TNF-a. Dado que

TNF-a estimula la produccién de IL8, valores bajos de TNF-a induciran una menor produccion de

IL8, como ocurre en el grupo intervencion.

Tabla 43. Niveles de IgA en leche materna por grupo a lo largo del tiempo (mg/dL

Calostro L Inicial L Madura VA VA VA VP VP

VP

Grupo n=104 n=99 n=91 V2V1 V3.Vl V3V2 O V2V1 V3V V32
Intervencion
N 59 58 54 58 54 54 58 54 54
Perdidos 0 1 5 1 5 5 1 5 5
Media 76322 5671 7970  -71486 -68836 2368  -7276  -5968 41,96
DE 1100,00 34,27 17703 1107019 115024 176,36 30,15 130,05 264,97
Minimo 37,60 24,90 2490 -605020 -6060,80 -14600  -9926  -9919  -77.44
Maximo 611000 199,00 961,00 3550 70140 89850 47,65 85956  1437,60
Percentil 25 118,00 33,97 2775  -82285 75615  -1975  -9406  -9578  -31,35
50 42700 48,65 3540 -35675  -331.35 635  -8635  -8861  -1817
75 852,00 63,37 46,40  -5937  -67.47 05 6319 60,31 014
Control
N 42 41 37 41 37 36 41 37 36
Perdidos 3 4 8 4 8 9 4 8 9
Media 78622 59,56 11198 73808 63678 56,77 68,12 67,75 14132
DE 1119,92 3826 26127 111160 93510 267,65 32,97 50,32 60947
Minimo 2490 24,90 2490 -469400 -342800  -6050  -99.07  -9840  -69,71
Maximo 4960,00 266,00  1490,00 1130 74500 144560 2224 13394 325586
Percentil 25 11750 4135 20,30 -1140,70 -907,65  -2665  -9451  -9469  -39.45
50 271,00 52,50 39,10  -23360  -24870 940  -8268  -8535  -18,91
75 112250 72,05 5560  -49,30  -80,65 330 4410 6576 12,65
p* 0812 0,382 0,229 0,722 1,000 0,742 048 0,668 0,811

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la de la
concentracion de IgA en leche materna. Entre las visitas 1y 3 se observd una disminucion del
89% (mediana) en el grupo intervencién y una disminucion del 85% (mediana) en el grupo
control. La mediana de reduccion porcentual que se observo entre las visitas 1y 2 fue: 86% en el

grupo intervencion y 83% en el grupo control.
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Figura 43. Mediana de la concentracion de IgA en leche materna en cada visita por grupo
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Tabla 44. Niveles de IL-10 en leche materna por grupo a lo largo del tiempo (pg/mL)

Grupo Calostro L Inicial L Madura VA VA VA VP VP VP
n=104 n=99 n=91 V2-v1 V3-V1 V3.V2 V2-v1 V3-v1 V3-V2
Intervencion
N 59 58 54 58 54 54 58 54 54
Perdidos 0 1 5 1 5 5 1 5 5
Media 7,86 1,99 2,06 -4,66 -4,75 ,04 -8,23 -5,87 21,03
DE 19,34 1,81 2,15 17,35 17,99 2,91 121,85 138,91 132,35
Minimo 1,65 1,65 165 12595  -12595 -12,85 -98,71 -98,71 -88,62
Maximo 127,60 14,50 16,70 12,85 15,05 15,05 778,79 912,12 912,12
Percentil 25 1,65 1,65 1,65 -4,22 -3,85 0,00 -71,90 -69,01 0,00
50 1,65 1,65 1,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
75 6,10 1,65 1,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Control
N 42 40 37 40 37 36 40 37 36
Perdidos 3 5 8 5 8 9 5 8 9
Media 5,91 1,98 1,88 4,14 -2,89 -03 8,10 1,1 11,03
DE. 14,71 1,39 1,02 15,22 12,23 1,76 92,44 60,00 65,83
Minimo 1,65 1,65 1,65 -63,05 -58,85 -8,15 -97,45 97,27 -83,16
Maximo 64,70 9,80 6,80 8,15 515 515 493,94 312,12 312,12
Percentil 25 1,65 1,65 1,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
50 1,65 1,65 1,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
75 1,65 1,65 1,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
p* 0,011 0,657 0,976 0,030 0,014 0,988 0,030 0,014 0,988

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney, DE: desviacion estandar

La citocina IL10 es producida por linfocitos del tipo Th2, es la citocina inmunosupresora

por excelencia, inhibiendo la sintesis de muchas otras citocinas, entre las que podemos citar

IFN-y e IL-12. Entre las visitas 1 y 3 se observo una diferencia significativa en la variacion

porcentual media de la concentracion de IL-10: en el grupo intervencion disminuye un 6% y el en

grupo control aumenta un 1%.
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Se detectaron concentraciones de IL-10 en 30% de las muestras de calostro, 11,5% de
las muestras de leche inicial y 17% de las muestras de leche madura. Los valores inferiores a
limite de deteccion fueron reemplazados por la mitad de dicho limite (1,65) como se ha

observado en la literatura®s.

Tabla 45. Niveles de IL-12 en leche materna por grupo a lo largo del tiempo (pg/mL)

Grupo Calostro L Inicial L Madura VA VA VA VP VP VP
n=104 n=99 n=91 V2-v1 V3-V1 V3-V2 V2-v1 V3-v1 V3-V2
Intervencion
N 59 58 54 58 54 54 58 54 54
Perdidos 0 1 5 1 5 5 1 5 5
Media 49,21 20,71 2,55 -29,33 -50,17 -2,61 168,80 23,77 38,39
DE 152,029 120,62 4,58 193,19 156,90 10,31 959,20 313,34 307,33
Minimo ,95 .95 95  -970,10  -997,70 -57,70 -99,43 -99,73 -95,53
Méaximo 1016,20 919,20 21,60 894,40 20,65 2065 6257,89 2173,68 2173,68
Percentil 25 0,95 0,95 0,95 -9,91 -10,02 -1,51 -86,91 -91,09 -50,62
50 2,40 0,95 0,95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
75 14,50 3,25 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Control
N 42 41 37 41 37 36 41 37 36
Perdidos 3 4 8 4 8 9 4 8 9
Media 30,83 15,36 573 -15,83 -28,77 -11,33 760,50 51,91 169,43
DE 103,62 45,30 19,18 116,66 112,74 46,08  4000,31 231,37 610,75
Minimo ,95 .95 95  -52395 -52395  -240,75 -99,82 -99,82 -99,61
Maximo 52490 241,70 114,20 240,75 103,10 30,45 253421 928,83  3205,26
Percentil 25 0,95 0,95 0,95 -2,57 -3,80 0,00 -57,75 -73,09 0,00
50 0,95 0,95 0,95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
75 5,72 0,95 0,95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
p* 0,349 0,349 0,809 0,209 0,383 0,479 0,249 0,393 0,263

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la
concentracion de IL-12. Entre las visitas inicial y final se observo una distribucion de la variacién
porcentual de la variable mayor en el grupo intervencion. Los valores minimos y maximos se

encontraron entre 100 y 2174 en el grupo intervencion y entre -100 y 929 en el grupo control.

La importancia de esta citocina deriva de su capacidad de dirigir la diferenciacién de los
linfocitos Th hacia células efectoras tipo Th1 de la hipersensibilidad retardada. Se detectaron
concentraciones de IL-12 en 50% de las muestras de calostro, 33% de las muestras de leche
inicial y 34% de las muestras de leche madura. Los valores inferiores a limite de deteccion

fueron reemplazados por la mitad de dicho limite (0,95) como se ha observado en la literatura’4.
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Tabla 46. Niveles de TNF-a en leche materna por grupo a lo largo del tiempo (pg/mL)

Grupo Calostro L Inicial L Madura VA VA VA VP VP VP
n=104 n=99 n=91 V2-v1 V3-V1 V3-V2 V2-v1 V3-v1 V3-V2
Intervencion
N 59 58 54 58 54 54 58 54 54
Perdidos 0 1 5 1 5 5 1 5 5
Media 10,17 4,66 2,06 -5,65 -8,14 -2,35 31,03 -31,68 -,65
DE 13,44 11,96 98 18,32 13,83 12,08 361,49 71,59 59,08
Minimo 1,85 1,85 1,85 -51,75 -51,75 -83,35 -96,55 -96,55 -97,83
Maximo 53,60 85,20 8,00 81,40 6,15 6,15 214211 332,43 332,43
Percentil 25 1,85 1,85 1,85 -9,28 9,72 0,00 -79,07 -83,90 0,00
50 3,80 1,85 1,85 0,00 -1,90 0,00 0,00 -50,65 0,00
75 13,30 1,85 1,85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Control
N 42 41 37 41 37 36 41 37 36
Perdidos 3 4 8 4 8 9 4 8 9
Media 6,45 2,43 2,25 4,13 -4,32 -,16 5,40 -1,59 511
DE 19,71 1,68 1,52 20,13 21,12 1,64 84,49 60,04 52,17
Minimo 1,85 1,85 1,85 127,05 127,05 -5,85 -98,56 -98,56 -75,97
Méaximo 128,90 9,00 9,70 5,85 4,55 4,55 316,22 245,95 245,95
Percentil 25 1,85 1,85 1,85 -0,92 0,00 0,00 -25,00 0,00 0,00
50 1,85 1,85 1,85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
75 4,10 1,85 1,85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
p* 0,006 0,614 0,612 0,022 0,002 0,231 0,024 0,002 0,231

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

El TNF-a es la principal citocina responsable del shock séptico asociado a bacteriemias.

Junto con la IL-1 esta implicada en los procesos inflamatorios derivados de los procesos

infecciosos, elevando la temperatura corporal y produciendo caquexia y suefio al actuar sobre el
SNC.

Entre las visitas 1y 3 se observé una disminucién significativa de la variacion porcentual

media de la concentracion de TNF-a: 32% en el grupo intervencion y 2% en el grupo control.

Se detectaron concentraciones de TNF-a en 42% de las muestras de calostro y 18% de

las muestras de leche inicial y leche madura. Los valores inferiores a limite de deteccion fueron

reemplazados por la mitad de dicho limite (1,85) como se ha observado en la literatura?4°.
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Tabla 47. Niveles de IL-6 en leche materna por grupo a lo largo del tiempo (pg/mL)

Grupo Calostro L Inicial L Madura VA VA VA VP VP VP
n=104 n=99 n=91 V2-V1 V3-V1 V3-V2 V2-V1 V3-V1 V3-V2

Intervencion
N 59 58 54 58 54 54 58 54 54
Perdidos 0 1 5 1 5 5 1 5 5
Media 67,55 30,27 558  -3636 -5850 -19,11 108,78 80,00 181,98
thEmmo 10949 9503 1505 14490 10958 9342 93577 105281 110224
Meximo 1,25 1,25 125 -52845 -52845 -500,25 -99,76  -99,76  -99,79
Percentil 25 529,70 591,50 97,00 58310 9575 9575 694167 7660,00 7660,00
50 5,90 1,25 125  -6428 -7400 460 97,04 -9833 -69,55
75 33,90 1,25 125  -1950  -26,72 0,00 -7875  -9332 0,00
81,10 11,32 1,25 0,00 -1,31 0,00 0,00 -43,75 0,00

Control

N 42 41 37 41 37 36 41 37 36
Perdidos 0 4 8 4 8 9 4 8 9
Media 61,00 15,51 8,86 4669 -5327 620 17336 179,84 304,73
EmEmmo 112,14 26,62 19,18 117,65 121,70 3227 81243 124683 917,81
Meximo 1,25 1,25 125 -612,15 -60510 -131,85 -9980 -99,52  -99,06
Percentil 25 613,40 133,10 9520 12340 9395 54,15 3820,00 7516,00 4332,00
50 3,72 1,25 125  -3997 -5325 1212 9451 -97,70  -90,60
75 18,70 1,25 125  -1095  -845 0,00 -7395 -81,88 0,00
5410 22,90 2,97 0,00 0,00 2,58 0,00 000 4272
p* 0,347 0,666 0,341 0481 0255 0726 0413 0245 0,752

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; *Mann-Whitney, DE: desviacion estandar

No existieron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la

concentracion de IL-6. Se detectaron concentraciones de IL-6 en 83% de las muestras de

calostro, 43% de las muestras de leche inicial y 30% de las muestras de leche madura. Los

valores inferiores a limite de deteccion fueron reemplazados por la mitad de dicho limite (1,25)

como se ha observado en la literatura4.
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Tabla 48. Niveles de IL1-f en leche materna por grupo a lo largo del tiempo (pg/ml)

Grupo Calostro L Inicial L Madura VA VA VA VP VP VP
n=104 n=99 n=91 V2-v1 V3-V1 V3-V2 V2-v1 V3-v1 V3-V2
Intervencion
N 59 58 54 58 54 54 58 54 54
Perdidos 0 1 5 1 5 5 1 5 5
Media 109,29 68,30 11,08 42,81 -101,86 -24,50 386,21 16,27 35,53
DE 25555 269,53 24,19 361,82 261,89 78,41  1798,98 306,40 300,21
Minimo 3,60 3,60 360 -1191,10 -1326,90 -394,60 -99,38 -99,66 -99,10
Méaximo 1395,20 1995,00 148,60  1897,00 115,00 7530 10961,1 2091,67 2091,67
Percentil 25 3,60 3,60 3,60 -49,85 -40,92 -11,42 -86,82 -90,99 -42,76
50 8,70 3,60 3,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
75 68,30 21,65 3,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Control
N 42 41 37 41 37 36 41 37 36
Perdidos 0 4 8 4 8 9 4 8 9
Media 100,10 65,56 31,86 -35,53 -72,98 -39,98 276,30 217,91 285,57
DE 267,34 165,60 98,18 321,08 306,97 137,77  1298,50 752,65 956,56
Minimo 3,60 3,60 360 -1139,80 -1139,80  -494,80 -99,69 -99,69 -99,14
Maximo 114340 717,00 573,40 665,10 521,50 141,00 8183,33 3413,89 3916,67
Percentil 25 3,60 3,60 3,60 -9,30 -13,50 0,00 -67,41 -78,19 0,00
50 3,60 3,60 3,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
75 53,85 9,55 3,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
p* 0,472 0,557 0,644 0,169 0,116 0,233 0,254 0,157 0,433

VA: variacion absoluta; VP: variacion porcentual; “Mann-Whitney; DE: desviacion estandar

No se observaron diferencias significativas entre grupos en la variacion porcentual de la
concentracion de IL1-B. Se detectaron concentraciones de IL1-B en 47% de las muestras de
calostro, 33% de las muestras de leche inicial y 25% de las muestras de leche madura. Los
valores inferiores a limite de deteccién fueron reemplazados por la mitad de dicho limite (3,6)

como se ha observado en la literatura4.

4.4, SEGUIMIENTO DE LOS NINOS
4.4.1. Datos basales de los nifios

Todos los nifios fueron monitorizados durante el parto. Todos los bebes presentaron
meconio y orina dentro de las primeras 24 hs, siendo el periodo neonatal y el screening neonatal
normal en todos los nifios. No se observé consanguinidad entre los padres. Los recién nacidos

no recibieron ninguna vacuna.

La tabla 49 resume las principales caracteristicas de los factores pronésticos por brazo

de tratamiento tras la aleatorizacion.
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Tabla 49. Principales caracteristicas basales de los nifios por grupo

Intervencion n=58 Control n=45 .
Media (DE) Media (DE)
Peso 3,32 (0,37) 3.25(0,41) 0,333
Talla 50,2 (1,9) 50,2 (2,2) 0,946
Perimetro cefalico 34,6 (1,5) 33,9 (1,4) 0,027
Semanas de gestacion 40,1 (1,0) 39,6 (1,4) 0,077
Presentacion fetal del RN (%)
eutdeico 78,0 82,2 0,592*
distécico 22,0 17,8
Tipo de parto (%)
dirigido 62,7 57,8 0,427*
inducido 18,6 28,9
instrumental 18,6 13,3
Malestar fetal (%) 1,7 2,3 0,833**
Uso de anestésico (%) 67,8 66,7 0,903**
Apgar al minuto (%)
7 8,6 2,2 0,374*
8 6,9 8,9
9 84,5 88,9
Apgar a los 5 minutos (%)
8 5,2 2,2 0,693*
9 31,0 35,6
10 63,8 62,2

DE: desviacion estandar; * t-student;**Ji-cuadrado

4.4.2. Seguimiento a los 2 meses

Ninguno de los nifios asistié a la guarderia durante los 2 primeros meses de vida, ni

fueron sometidos a intervenciones quirdrgicas.

Tabla 50. Antropometria, uso de medicamentos y alimentacion a los 2 meses por grupo

Intervencion n=54 Control n=38 .
Media (DE) Media (DE)
Peso 5,6 (0,7) 5,4 (0,8) 0,119
Talla 59,4 (2,5) 58,4 (2,5) 0,053
Perimetro cefalico 39,8 (1,1) 39,5(1,3) 0,352
Tomo medicamentos (%) 88,9 89,5 0,929**
Usé pomadas (%) 51,9 95,3 0,747
Continua con la lactancia (%) 92,6 81,6 0,109**

DE: desviacion estandar; * t-student;**Ji-cuadrado
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Tabla 51. Exploracién fisica de los nifios a los 2 meses por grupo
Intervencion n=54 Control n=38

Normal Normal
Aspecto general (%) 100 100
Estado nutritivo (%) 100 100
Piel y mucosas (%) 96.3 974
Cabeza (%) 100 974
Cuello (%) 98.1 100
Ojos (%) 100 974
ORL (%) 98.1 94.7
Torax (%) 98.1 974
Abdomen (%) 96.3 100
Genitales (%) 98.1 100
Chorro miccional (%) 100 100
Locomotor (%) 100 974
Columna (%) 100 100
Cadera (%) 96.3 100
Extremidades (%) 100 974
Pies (%) 100 100
Valoracion neuroldgica (%) 100 100

No se observaron anomalias tras la exploracion fisica de los nifios del estudio. Agudeza

visual y auditiva no se valord por la edad.
En la tabla 52 se observa que un 13% de los nifios del grupo intervencién presentaron

una o mas infecciones respiratorias, mientras que el grupo control un 10,5% de nifios

presentaron una o mas infecciones respiratorias.
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Tabla 52. Afecciones durante el periodo de 0 a 2 meses por grupo

Intervencion n=54 Control n=38 p

Episodios respiratorios (%) 13.0 10.5 0.495*
Episodios gastrointestinales (%) 51.9 63.2 0.281*
Alergia (%) - - .

Infecciones urinarias (%) 3.7 2.6 0.631*
Dermatitis (%) 25.9 36.8 0.263*

* Fisher ** Chi-cuadrado

Respecto a las infecciones gastrointestinales un 48,1% de los nifios del grupo

intervencion no presentaron infecciones en el tracto gastrointestinal, frente a un 36,8% en el

grupo control. En cuanto a las dermatitis, 74,1% de los nifios cuyas madres fueron aleatorizadas

al grupo intervencién no presentaron dermatitis y en el grupo control encontramos un 63,2% de

nifios que no presentaron dermatitis. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas en ningun caso.

4.4.3. Seguimiento a los 6 meses

Tabla 53. Antropometria, uso de medicamentos y alimentacién

a los 6 meses por grupo

Intervencién n=51 Control n=37 .
Media (DE) Media (DE)
Peso 8,0 (0,8) 79(1,1) 0,272
Talla 69,2 (2,2) 68,0 (2,5) 0,012
Perimetro cefalico 441 (1,4) 43,8 (1,4) 0,488
Tomo medicamentos (%) 74,5 91,9 0,037*
Us6 pomadas (%) 70,6 75,7 0,597*
Continua con la lactancia (%) 52,9 40,5 0,250**
Asiste a la guarderia (%) 3,9 10,8 0,206**

DE: desviacion estandar; * t-student;**Ji-cuadrado

En la tabla 53 se refleja que el porcentaje de nifios que necesitaron medicamentos fue

menor en el grupo intervencion respecto al grupo control (75,4% y 91,9% respectivamente). Esta

diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,037)
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Tras la exploracién fisica a los 6 meses de los nifios del estudio no se observaron

anomalias. Agudeza visual y auditiva no se valor6 por la edad.

Tabla 54. Exploracién fisica de los nifios a los 6 meses por grupo
Intervencion n=51  Control n=37

Normal Normal
Aspecto general (%) 100 100
Estado nutritivo (%) 100 100
Piel y mucosas (%) 98.0 94.6
Cabeza (%) 100 100
Cuello (%) 100 100
Ojos (%) 100 100
ORL (%) 98.0 97.3
Torax (%) 100 100
Abdomen (%) 100 100
Genitales (%) 100 97.3
Chorro miccional (%) 100 100
Locomotor (%) 100 100
Columna (%) 100 100
Cadera (%) 100 100
Extremidades (%) 100 100
Pies (%) 100 100
Valoracion neuroldgica (%) 100 100

En la tabla 55 se observa que un 33,3% de los nifios del grupo intervencién presentaron
una 0 mas infecciones respiratorias, mientras que el grupo control el porcentaje de nifios que

presentaron una o0 mas infecciones respiratorias fue del 16,2 %.
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Respecto a las infecciones gastrointestinales un 70,6% de los nifios del grupo

intervencidn no presentan infecciones en el tracto gastrointestinal, frente a un 45,9% en el grupo

control, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,020).

Tabla 55. Afecciones durante el periodo de 2 a 6 meses por grupo

Intervencién n=51 Control n=37 p
Episodios respiratorios (%) 33.3 16.2 0.071*
Episodios gastrointestinales (%) 29.4 54.1 0.020*
Alergia (%) 3.9 54 0.562*
Infecciones urinarias (%) - 5.4 0.174*
Dermatitis (%) 21.6 37.8 0.095*

* Fisher ** Chi-cuadrado

En cuanto a las dermatitis, 78,4% de los nifios cuyas madres fueron aleatorizadas al

grupo intervencion no presenten dermatitis, y en el grupo control encontramos un 62,2% de nifios

que no presentan dermatitis.

4.5. EVALUACION NUTRICIONAL DE LA GESTANTE

4.5.1. Frecuencia de consumo de alimentos durante el embarazo

Tabla 56. Frecuencia de consumo de cereales y legumbres durante el embarazo

CEREALES, No consume Diario Semanal Mensual Ocasional durante
LEGUMBRES (%) (%) (%) (%) el embarazo (%)
Pan blanco 12.6 52.4 26.2 7.8 1.0
Pan integral 36.9 36.9 204 29 29
Pasta: macarrones, 19 0.0 85.4 11.7 1.0
espaguetis
Arroz hervido 29 49 77.7 12.6 19
Cereales dulces 38.8 320 233 58 0.0
(desayuno)
Gofio de trigo 74.8 4.9 14.6 49 1.0
Gofio de millo 55.3 12.6 23.3 6.8 0.0
Papas sancochadas, 2.9 2.9 82.5 1.7 0.0
guisadas
Papas chips 17.5 3.9 51.5 27.2 0.0
Legumbres 5.8 6.8 80.6 49 1.9

115



Resultados

Respecto a la frecuencia de consumo de cereales y legumbres durante el embarazo
(tabla 56) podemos advertir que los resultados méas destacables fueron que el 52,4% de las
mujeres de nuestro estudio come pan blanco a diario, mientras que el 37% consumen pan

integral. Un poco mas de la mitad de las mujeres estudiadas no consumen ningun tipo de gofio.

Tabla 57. Frecuencia de consumo de carnes, huevos y pescado durante el embarazo

Noconsume Diario Semanal Mensual Ocasional durante
CARNES, HUEVOS, PESCADO (%) (%) (%) (%) el embarazo (%)
Carne de vaca-ternera 17 10 641 233 0.0
(bistec,hamburguesa) ' ' ' ' '
Carne de cochino (excepto 301 0.0 301 359 39
embutidos) ' ' ' ' '
Jamén (cocido o serrano) 8.7 30.1 49.5 10.7 1.0
MoﬂaQeIa, Chorizo, Salchichon, otros 495 6.8 4.0 78 19
embutidos
Higado 71.8 0.0 1.7 10.7 5.8
Otras visceras (rifiones, sesos) 94.2 0.0 49 1.0 0.0
Carne de aves (pollo..) 49 1.9 75.7 14.6 29
Carne de cabra, cabrito, cordero 78.6 0.0 49 7.8 8.7
Huevo 1.9 49 91.3 1.9 0.0
Pescado blanco (sama,viejas,cherne) 6.8 0.0 67.0 243 1.9
Pescado azul o 14.6 10 592 243 1.0
(longorones,guelde,sardina,atun,..)
Pulpo, calamar, choco 20.4 0.0 13.6 58.3 7.8
Marisco (gambas, lapas,
mejilones...) 36.9 1.9 9.7 40.8 10.7

En cuanto a la frecuencia de consumo de carnes, huevos y pescado durante el
embarazo (tabla 57) destacamos que aproximadamente el 67% de las embarazadas de este
estudio ingirieron pescado blanco de forma semanal y el 59,2% consumieron pescado azul

semanalmente.
Al observar la frecuencia de consumo de verduras durante el embarazo (tabla 58) se

detectd que aproximadamente un 32% de las mujeres encuestadas consumen ensaladas a diario

durante el embarazo y casi el 80% ingiere semanalmente potaje de verduras.
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Tabla 58. Frecuencia de consumo de verduras durante el embarazo

No consume Diario Semanal Mensual Ocasional durante

VERDURAS (%) (%) (%) (%) el embarazo (%)
Potaje de verduras 6 58 9.7 78.6 49 10
caldo de papas
Lechuga o ensaladas 6.8 32.0 57.3 3.9 0.0
Verduras sancochadas 20.4 9.7 59.2 10.7 0.0
(judias verdes, acelgas..)
Tomate crudo 11.7 29.1 57.3 1.9 0.0
Tomate guisado 55.3 2.9 27.2 13.6 1.0
Ceballas o pimientos 437 175 33.0 49 1.0
(crudos)
Cebollas o pimientos 35.0 1.7 437 87 1.0
(guisados
Otras hortalizas 28.2 136 52.4 5.8 0.0

(guisadas o crudas)

La tabla 59 muestra la frecuencia de consumo de frutas durante el embarazo. En ella

observamos que el 66% de las embarazadas encuestadas consumieron a diario naranjas,

mandarinas o kivis. Se observo que el 30% de las embarazadas no consumieron ningun zumo

natural de fruta y so6lo el 47% lo consumieron a diario.

Tabla 59. Frecuencia de consumo de frutas durante el embarazo

FRUTAS No consume Diario Semanal Mensual Ocasional durante
(%) (%) (%) (%) el embarazo (%)
Manzana 6.8 36.9 417 13.6 1.0
Aguacate 25.2 5.8 456 22.3 1.0
Eafama’ mandarinas, 29 66.0 28.2 29 0.0
iwis

Platanos 15.5 30.1 427 9.7 19
Papaya, mangas 35.9 10.7 31.1 18.4 3.9
Zumos de fruta 30.1 466 155 78 00
naturales

Memeladas ,frutas 427 165 204 19.4 1.0

almibar o conserva

En relacion a la ingesta de lacteos (tabla 60) se observd que un 31% de las

embarazadas consumieron a diario leche entera, 23% consumié leche semidesnatada y un 25%

consumi6 leche desnatada. El 26% de las gestantes ingiri6 diariamente leche fermentada

durante el embarazo. Un 22% de las mujeres encuestadas consumieron diariamente queso

tierno durante la gestacion.
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Tabla 60. Frecuencia de consumo de lacteos durante el embarazo

LACTEOS No c(%sume Di(::Ar)i)o Se?:/(:)a)nal Me(r:/f)ual O:Ia:ri:l?:rla(:zrgz;e
Leche entera 65.0 31.1 2.0 1.0 0.0
Leche semidesnatada 73.8 23.3 1.9 1.0 0.0
Leche desnatada 72.8 25.2 1.0 1.0 0.0
(Ltfrf:mg;frasa vegetal 86.4 8.7 19 19 10
(L:(‘:’tri‘;é‘f)rme”tada 34.0 26.2 214 155 29
Flan, natillas 31.1 1.7 4.7 15.5 0.0
Yogurt natural 68.0 184 8.7 3.9 1.0
Yogures de frutas 50.5 31.1 14.6 29 1.0
Yogures desnatados 63.1 30.1 6.8 0.0 0.0
jggggilggnwﬁﬁzza 95.1 3.9 0.0 10 0.0
Nata, crema de leche 62.1 1.0 16.5 17.5 2.9
Queso tierno o fresco 19.4 223 447 12.6 1.0
%’gzﬁesrgmgni‘;m) 31.1 175 369 136 10
Queso seco (majorero, 58.3 12,6 18.4 9.7 1.0

manchego)

Respecto a la frecuencia de consumo de grasas y aceites (tabla 61) se observo que

diariamente utilizaron principalmente aceite de oliva (64,1%) y aceite de oliva virgen (39,8%).

Tabla 61. Frecuencia de consumo de grasas y aceites durante el embarazo

GRASAS - ACEITES No c(?/?)sume D(i;)r)io Se:z}j\)nal Me(r:z)ual (:cl:aes;:l%l;a:la::r?:)ot)e
Mantequilla 49.5 22.3 214 6.8 0.0
Margarina 59.2 19.4 15.5 5.8 0.0
Aceite de oliva 31.3 64.1 49 0.0 0.0
Aceite de oliva virgen 50.5 39.8 8.7 1.0 0.0
Aceite de girasol 0 soja 87.4 8.7 2.9 1.0 0.0
Aceite de maiz 95.1 1.9 1.0 1.9 0.0
Mayonesa 27.2 3.9 37.9 29.1 1.9
Tocio, manteca de 86.4 0.0 6.8 6.8 0.0
Ketchup, mostaza 35.0 8.7 30.1 26.2 0.0
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Tabla 62. Frecuencia de consumo de dulces durante el embarazo

DULCES No consume  Diario Semanal  Mensual Ocasional durante
(%) (%) (%) (%) el embarazo (%)
Azucar 30.1 63.1 5.8 1.0 0.0
Miel 56.3 8.7 15.5 14.6 4.9
(Bn?gf;aambre,"croissants",donuts) 252 78 431 214 1.9
Dulces y pasteles 33.0 1.9 36.9 24.3 3.9
Galletas 25.2 16.5 48.5 9.7 0.0
Caramelos y golosinas 43.7 16.5 26.2 13.6 0.0
Chocolate 30.1 13.6 35.9 19.4 1.0
Helado 15.5 14.6 40.8 27.2 1.9

La tabla 62 muestra la frecuencia de consumo de dulces durante el embarazo. En ella se
observd una frecuencia de consumo diario de galletas (17%), caramelos y golosinas (17%),
chocolate (14%) y helado (15%)

Tabla 63. Frecuencia de consumo de bebidas durante el embarazo

BEBIDAS Noconsume Diario Semanal  Mensual Ocasional durante
(%) (%) (%) (%) el embarazo (%)

Bebidas refrescantes con gas 35.0 22.3 33.0 6.8 2.9
Bebidas refrescantes sin gas 194 62.1 16.5 1.9 0.0
Café 4.7 44.7 1.7 1.9 0.0
Té 72.8 7.8 13.6 5.8 0.0
Cerveza 79.6 1.9 5.8 8.7 3.9
Vino de mesa, champagne - 816 19 39 6.8 58
cava
Chupito de melocoton, 98.1 0.0 0.0 10 10
manzana
Llcpres, branc_jy (ginebra, ron), 990 0.0 0.0 0.0 10
whisky, combinado
Vodka, aguardiente 99.0 0.0 0.0 0.0 1.0
Agua mineral sin gas 14.6 83.5 1.9 0.0 0.0
Agua mineral con gas 78.6 18.4 1.9 1.0 0.0

En relacion al consumo de bebidas (tabla 63) se observo que las embarazas prefirieron
consumir a diario bebidas refrescantes sin gas (62%) en lugar de aquellas bebidas gasificadas

(22%). Lo mismo sucede con el consumo de agua, 84% de las embarazadas consumieron
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diariamente agua sin gas y un 18% consumieron a diario agua gasificada. La frecuencia diaria de

consumo de café durante el embarazo fue 45%.

Tabla 64. Frecuencia de consumo de salados durante el embarazo

SALADOS No consume Diario Semanal Mensual Ocasional durante

(%) (%) (%) (%) el embarazo (%)
Sal 5.8 86.4 7.8 0.0 0.0
Frutos secos 24.3 12.6 32.0 27.2 3.9
(almendras, pistachos,...)
Aceitunas 25.2 8.7 447 18.4 2.9

En la tabla 64 se muestra la frecuencia de consumo de salados durante el embarazo,

donde se observo que un 13% de las embarazadas encuestadas consumen frutos secos a diario.

4.5.2. Modificacion del consumo de alimentos durante el embarazo

Tabla 65. Modificacion del consumo de cereales y lequmbres durante el embarazo
CEREALES, LEGUMBRES  Diminuye (%) Aumenta (%) No se modifica (%)

Pan blanco 29 49 92.2
Pan integral 1.9 5.8 92.2
Pasta: macarrones, espaguetis 2.9 1.0 96.2
Arroz hervido 29 1.0 96.1
Cereales dulces (desayuno) 2.9 8.7 874
Gofio de trigo 1.9 3.9 94.2
Gofio de millo 0.0 5.8 94.2
Papas sancochadas, guisadas 3.9 29 93.2
Papas chips (100g) 8.7 1.0 90.3
Legumbres 1.9 11.7 86.4

La tabla 65 muestra la modificacion del consumo de cereales y legumbres durante el
embarazo. En ella se observa que un 11,7% de las participantes del estudio aumentaron el

consumo de legumbres durante el embarazo.
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Tabla 66. Modificacion del consumo de carnes, huevos y pescado durante el embarazo

CARNES, HUEVOS, PESCADO Diminuye (%) Aumenta (%) No se modifica (%)
Carne de vaca-ternera (bistec,hamburguesa) 49 49 90.3
Carne de cochino (excepto embutidos) 5.8 1.9 92.2
Jamén (cocido o serrano) 4.9 9.7 854
Mortadela, Chorizo, Salchichdn, otros embutidos 6.8 3.9 89.3
Higado 4.9 1.9 93.2
Otras visceras (rifiones, sesos) 1.0 0.0 99.0
Carne de aves (pollo..) 3.9 1.9 94.2
Carne de cabra, cabrito, cordero 1.9 0.0 98.1
Huevo 3.9 29 93.2
Pescado blanco (sama,viejas,cherne) 2.9 2.9 94.2
Pescado azul (longorones,guelde,sardina,atin,..) 49 4.9 89.3
Pulpo, calamar, choco 58 1.9 92.2
Marisco (gambas, lapas, mejillones...) 8.7 6.8 84.5

En relacion del consumo de carnes, huevos y pescado se observd que las mujeres
encuestadas en general no modificaron el consumo de estos alimentos durante el embarazo
(tabla 66).

Tabla 67. Modificacion del consumo de frutas durante el embarazo

FRUTAS Diminuye (%)  Aumenta (%) No se modifica (%)
Manzana 5.8 19.4 74.8
Aguacate 5.8 5.8 88.3
Naranja, mandarinas, kiwis 29 29.1 68.0
Platanos 6.8 17.5 75.7
Papaya, mangas 0.0 13.6 86.4
Zumos de fruta naturales 1.9 28.2 69.9
Mermeladas ,frutas almibar o conserva 1.0 3.9 95.1

La tabla 67 muestra la modificacion del consumo de frutas durante el embarazo. En ella
se observo que las mujeres encuestadas aumentaron el consumo de frutas sobre todo el de
manzana (casi un 20%) y las naranjas (aproximadamente un 30%) al igual que la ingesta de

zumos naturales de frutas (28,6%).
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Tabla 68. Modificacion del consumo de verduras durante el embarazo

VERDURAS Diminuye (%) Aumenta (%) No se modifica (%)
Potaje de verduras 6 caldo de papas 0.0 13.6 86.4
Lechuga o ensaladas 1.0 9.7 89.3
;/sé?guar:s')sancochadas (judias verdes, 19 126 85.4
Tomate crudo 0.0 3.9 96.1
Tomate guisado 0.0 1.0 99.0
Cebollas o pimientos (crudos) 29 1.9 95.1
Cebollas o pimientos (guisados 1.9 2.9 95.1
Otras hortalizas (guisadas o crudas) 0.0 13.6 86.4

Como en el caso de las frutas, se observé que durante el embarazo las mujeres de este
estudio aumentaron consumo de potaje de verdura (14%) y de otras hortalizas guisadas o crudas

(14%). Estos datos se observan en la tabla 68.

Tabla 69. Modificacion del consumo de lacteos durante el embarazo

LACTEOS Diminuye (%) Aumenta (%) No se modifica (%)
Leche entera 1.9 8.7 89.3
Leche semidesnatada 4.9 8.7 86.4
Leche desnatada 29 8.7 88.3
Leche con grasa vegetal (tipo Millac) 1.0 0.0 99.0
Leche fermentada (Actimel) 1.9 11.7 86.4
Flan, natillas 29 1.9 95.1
Yogurt natural 1.0 6.8 92.2
Yogures de frutas 1.0 3.9 95.1
Yogures desnatados 1.0 5.8 93.2
Yogures con grasa vegetal tipo Millac 0.0 1.9 98.1
Nata, crema de leche 1.9 1.0 97.1
Queso tierno o fresco 1.9 49 93.2
Queso semiseco (majorero, palmero,...) 29 1.9 95.1
Queso seco (majorero, manchego) 3.9 1.9 94.2

También se observé que el 11,7% de las mujeres encuestadas incrementaron la ingesta

de leches fermentadas y también aumentaron ligeramente el consumo de leche entera (tabla 69).

122



Resultados

Tabla 70. Modificacion del consumo de dulces durante el embarazo

DULCES Diminuye (%) Aumenta (%) No se modifica (%)
Azicar 3.9 0.0 96.1
Miel 0.0 2.9 97.1
(Bn(w)!?;aambre,"croissants",donuts) 107 9.7 796
Dulces y pasteles 8.7 3.9 874
Galletas 6.8 1.9 91.3
Caramelos y golosinas 5.8 9.7 84.5
Chocolate 14.6 7.8 7.7
Helado 1.7 28.2 60.2

La tabla 70 muestra la modificacién del consumo de dulces durante el embarazo. En ella
se observa que aproximadamente un 30% de las mujeres del estudio aumentaron el consumo de

helado durante el embarazo.

Tabla 71. Modificacion del consumo de bebidas durante el embarazo

BEBIDAS Diminuye (%) Aumenta (%) No se modifica (%)
Bebidas refrescantes con gas 25.2 5.8 68.9
Bebidas refrescantes sin gas 49 4.9 90.3
Café 27.2 1.0 71.8
Té 10.7 39 85.4
Cerveza 25.2 0.0 74.0
Viino de mesa, champagne - cava 27.2 0.0 72.8
Chupito de melocotén, manzana 15.5 0.0 84.5
Iég:r:)ﬁﬁ;g;andy (ginebra, ron), whisky, 233 0.0 76.7
Vodka, aguardiente 8.7 0.0 91.3
Agua mineral sin gas 6.8 30.1 63.1
Agua mineral con gas 7.8 8.7 83.5

En general, disminuye el consumo de bebidas refrescantes con gas, te, café y bebidas
alcohdlicas durante el embarazo en las mujeres del presente estudio (tabla 71).
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Tabla 72. Modificacion del consumo de salados durante el embarazo

SALADOS Diminuye (%) Aumenta (%) No se modifica (%)
Sal 1.0 29 96.1
Frutos secos
(almendras, pistachos,...) 49 78 874
Aceitunas 4.9 1.9 93.2

Aproximadamente el 8% de las mujeres encuestadas aumentaron la ingesta de frutos

secos durante el embarazo (tabla 72).

Tabla 73. Modificacion del consumo de grasas y aceites durante el embarazo
GRASAS - ACEITES Diminuye (%) Aumenta (%) No se modifica (%)

Mantequilla 1.9 1.9 96.1
Margarina 1.0 1.9 97.1
Aceite de oliva 1.0 1.0 98.1
Aceite de oliva virgen 0.0 1.9 98.1
Aceite de girasol 0 soja 0.0 1.9 98.1
Aceite de maiz 0.0 1.9 98.1
Mayonesa 7.8 0.0 92.2
Tocino, manteca de cerdo 1.0 0.0 99.0
Ketchup, mostaza 4.9 0.0 95.1

En general, no se observaron modificaciones en el consumo de grasas y aceites durante
el embarazo. Solo un pequefio porcentaje de las mujeres del estudio diminuyeron el consumo de

mayonesa, ketchup y mostaza durante el embarazo (tabla 73).

4.5.3. Consumo de alimentos e ingesta media diaria de energia y nutrientes

En la tabla 74 se observa el consumo medio diario durante el embarazo de los distintos
grupos de alimentos, advirtiéndose un elevado consumo diario de queso, frutas, verduras y
bebidas azucaradas. Por otra parte, se observd una disminucion en el consumo de carnes,
grasas, salsas, patatas y embutidos a medida que aumentaba la edad. Por el contrario, se
observo que con el aumento de la edad, aumentaba el consumo de otros alimentos como el

pescado, los frutos secos, la leche, el queso, el yogur y la bolleria (datos no mostrados).
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Tabla 74. Consumo medio diario durante el embarazo de los distintos grupos de alimentos

Alimento Media DE Ps P25 Pso P75 Pgs

Carnes 66,9 39,7 16,5 383 59,4 926 1527
Huevo 23,9 16,4 8,6 171 21,4 25,7 60,0
Pescado 56,6 34,5 10,9 334 498 70,2 1249
Leche 536,7 322,9 0 3375 450,0 6750 11250
Queso 71,3 68,0 0 257 471 943 2200
Yogur 160,1 11,7 0,8 714 1250 250,0 3750
Otros lacteos 72,0 72,7 0 16,2 53,4 104,7 2049
Cereales 133,3 441 71,8 984 1295 1583 2145
Frutas 663,5 3916 2113 3839 5890 8496 14684
Verduras y hortalizas 481,2 2574 1495 2768 4321 6549 9315
Legumbres 30,6 25,3 11 12,9 25,7 38,6 90,0
Frutos secos 6,7 9,0 0 0,11 2,2 9,6 27,0
Patatas 47,8 30,5 13,3 286 429 64,3 1143
Embutidos 28,5 21,7 1,3 11,4 229 40,0 61,7
Bolleria 10,8 16,5 0 0 7,1 14,3 50,0
Dulces 64,1 44,3 6,6 31,6 57,8 88,7 1517
Aceites 32,9 18,7 10,0 20,0 30,0 450 64,0
Grasas 6,7 6,2 0 1,6 4,3 12,0 13,6
Salsas 6,0 9,9 0 11 3,6 7.2 19,4
Bebidas azucaradas 317,9 306,9 0 1428 2286 4000 1085,7
Bebidas alcohdlicas 6,8 19,8 0 0 0 2,5 54,3

Consumo en g o cc/personaldia; DT: desviacion estandar; P: percentil

En la figura 44 se expresa el consumo en forma de porcentaje de los diferentes grupos

de alimentos sobre el consumo total de alimentos.

B Dulces . B Carnes
204 .AC]iI/tES 2% OHuevo
0
. 1%
B Bebidas azucaradas ° O Pescado
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@ Yogur
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EVerduras y hortalizas
17% B Otros lacteos
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W Cereales
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Figura 44. Distribucion porcentual del consumo medio diario de los grupos de alimentos durante el embarazo
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Tabla 75. Ingesta media diaria de energia y nutrientes

Media DE Ps Pas Ps Pss Pos
Energia (kcal.) 2808,3 7738 1854,3 2257 4 2708,7 3216,1 45347
MACRONUTRIENTES
Glucidos (g) 313,0 94,5 208,3 237,2 2916 3669 520,
(% VCT) 44,9 7.4 33,9 39,1 45,0 499 57,3
Proteinas (g) 106,8 29,6 70,0 83,4 100,7 1277 1669
(% VCT) 15,4 2,7 11,6 13,5 15,1 16,5 21,1
Lipidos (g) 133,9 46,3 60,0 104,9 131,8 1555 2331
(% VCT) 42,4 7,1 27,4 37,6 429 48,1 52,3
AGS (9) 47,2 21,2 216 318 42,8 60,0 90,4
AGMI (g) 56,3 20,0 22,5 43,7 54,5 68,9 98,7
AGPI (g) 15,6 54 76 11,6 15,3 18,7 26,5
Colesterol (mg) 441,1 162,8 249,5 331,9 406,5 5088  810,4
Fibra (g) 28,7 10,6 14,9 20,9 27,2 339 51,1
Alcohol (g) 04 0,9 0 0 0 0.2 27
MINERALES
Calcio (mg) 2055,9 7560 10976 14833 1886,8 24729 37045
Hierro (mg) 16,8 45 10,4 13,3 16,7 19,5 25,3
Magnesio (mg) 481,8 142,6 293,6 366,5 456,8 576,1 7989
Sodio (mg) 4685,4 1669, 1 2379,3 3715,9 44911 5261,5  8469,1
Potasio (mg) 49732 14841 3021,6 3754,9 47158 5903,6 77874
Fosforo (mg) 2293,9 7211 1368,5 1735,7 2057,2 2769,6 35764
VITAMINAS
Tiamina (mg) 1,8 05 1,1 14 1,7 2,2 27
Riboflavina (mg) 3.2 1,1 1,8 24 2,9 38 54
Niacina (mg) 31,1 98 17,1 24,0 29,6 38,1 49,1
Folatos (ug) 419,0 156,6 210,1 296,9 4112 5118 6606
Vit. B6 (mg) 2,9 0,9 1,7 23 27 34 47
Vit. B12 (ug) 13,4 9,6 58 8,5 10,7 14,4 21,7
Vit. C (mg) 3417 1753 120,1 238,42 310,4 4211 6558
Vit. A (ug) 1880,6 1088,2 7971 1147,0 1632,8 22956 39528
Vit. D (ug) 7.2 5,0 1,8 34 6,1 9,9 17.1
Vit E (mg) 15,6 6,1 78 10,9 14,8 19,8 26,0

VCT: valor caldrico total; AGS: acidos grasos saturados; AGMI: &cidos grasos monoinsaturados; AGPI: &cidos grasos
poliinsaturados; DE: desviacién estandar; P: percentil
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El consumo medio de energia y nutrientes durante la gestacidn y su distribucién en el
total de la muestra se expone en el tabla 75. Al comparar los datos de esta poblacion con la
ingesta recomendada de energia y nutrientes para la segunda mitad del embarazo en mujeres
de 20 a 39 afos™6 se observo que un importante porcentaje de gestantes no alcanzaron el 50%
de la ingesta recomendada de hierro, folatos y vitamina D (36,9%, 26,2% y 38,8%
respectivamente). Sin embargo, més de un 30% de la poblacién superd el 200% de la ingesta

recomendada para las proteinas, tiamina, niacina, riboflavina, vitaminas Ay C (tabla 76).

Tabla 76. Porcentaje de mujeres con ingesta inferior o superior a la ingesta recomendada de energia y
nutrientes para la segunda mitad del embarazo en mujeres de 20 a 39 aios

Ingesta’ Porcentaje de mujeres

Recomendada <30%IR  <50%IR <66%IR <75%IR <100%IR >150%IR  >200% IR
Energia (kcal.) 2550 - - 2.9 6,8 43,7 10,7 1,0
Proteinas (g) 56 - - - - 1,9 72,8 36,9
MINERALES
Calcio (mg) 1400 - - 1,9 1,9 214 39,8 14,6
Hierro (mg) 30 1,0 36,9 77,7 87,4 100
Magnesio (mg) 450 - - 49 12,6 47,6 10,7 1,0
VITAMINAS
Tiamina (mg) 1,0 - - - - - 69,9 34,0
Riboflavina (mg) 1,6 . - - - 1,9 74,8 44,7
Niacina (mg) 17 - - - 1,0 49 69,9 34,0
Folatos (ng) 600 1,9 26,2 45,6 63,1 88,3 1,0
Vit. B6 (mg) 20 - - 1,0 1,0 12,6 37,9 13,6
Vit. B12 (ug) 22 ] ; - - - 100 100
Vit. C (mg) 80 - 1,0 1,0 1,0 1,0 95,1 87,4
Vit. A (ng) 800 ; ; - - 49 738 52,4
Vit. D (ng) 10 18,4 38,8 55,3 61,2 78,6 78 1,0
Vit E (mg) 15 - 1,9 19,4 26,2 51,5 13,6 1,9

IR: ingesta recomendada; * Datos obtenidos de Ortega RM146,
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4.5.4. Calidad de la dieta en el embarazo: Healthy Eating Index

La tabla 77 muestra el puntaje total y de cada componente del HEI. El puntaje del indice
fue de 54,9. Esta puntuacién se aleja de la puntuacion optima de > 80 requerida para calificar
como buena la calidad de la dieta de las embarazadas de esta poblacién de estudio. En cuanto a
la puntuaciéon media de los 5 primeros componentes del indice, se observé que el consumo de
cereales se encontraba por debajo de las raciones diarias recomendadas para embarazadas (7-8
raciones/dia), siendo el consumo de vegetales, frutas, lacteos, y carnes superior a las
recomendaciones (4-5 raciones/dia, 3 raciones/dia, 3-4 raciones/dia y 2-3 raciones/dia,

respectivamente).

Tabla 77. Puntaje total y de cada componente del Healthy Eating Index en embarazadas sanas

HEIl items Media (DE) Rango % Puntaje=0 % Puntaje =10
Cereales 35(14) 0-8 1 0
Vegetales 6,9 (2,6) 2-10 0 30,1
Frutas 8,5(2,3) 1-10 0 59,2
Lacteos 9,3(1,7) 0-10 1 78,6
Cames? 8,1(2,0) 3-10 0 41,7
Grasa total 2,7(3,0) 0-10 36,9 58
Grasa saturada 34 (3,8) 0-10 41,7 12,6
Colesterol 3,9(3,9) 0-10 37,5 18,4
Sodio 2,8(3,1) 0-10 379 49
Variedad 57 (1,9) 1-10 0 1,9

Total 54,9 (10,9) 29-79

DE: desviacion estandar; 2 Incluye huevos, frutos secos, y legumbres

Al observar la distribucion de la poblacion segun el HEI por grupos de edad (figura 45)
advertimos que el 50% de las embarazadas con edad comprendida entre 19-24 afios obtuvo un
puntaje entre 51-60. En el rango de puntaje 71-80 (maxima puntuacién alcanzada por las
mujeres del presente estudio) se distingue que el porcentaje més alto de embarazadas (13,3%)

correspondio al grupo de edad comprendido entre 25-29 afios.
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Figura 45. Distribucion de la poblacién segun el Healthy Eating Index por grupos de edad

Grunos de edad

>90

B Total @19-24 B25-29 O030-34 O35-40 ‘

®
B
©
S

71-80

I
i

]
i ]

51-60

31-40

Puntaje del Healthy Eating Index

<30

T T T T T T
25 30 35 40 45 50

[S)
9
=
1S
=
a
N
)

Porcentaie de embarazadas

129

1
55



5. Discusion






Discusion

5.1. INMUNIDAD MATERNA

El presente estudio encontré que el consumo de leche fermentada con Lactobacillus
casei durante el puerperio muestra una leve tendencia a modular la respuesta inmune. Luego
del consumo de leche fermentada con Lactobacillus casei durante el puerperio se observé un
aumento significativo de células NK'y un aumento no significativo de linfocitos T y linfocitos B. En
relacion a los perfiles Th1/Th2 'y Tc1/Tc2 no se observaron diferencias significativas entre grupos
durante el periodo de estudio. Estos datos son contradictorios a los de otros autores, quienes
observaron que el consumo de probidticos en otras poblaciones, produce un aumento de IFN-
150153 aumentando por tanto el perfil Th1/Th2. No obstante, en estos estudios la concentracién

de IFN-y fue cuantificada directamente.

La expresion de la mayoria de las citocinas esta estrictamente regulada. En general, no se
detecta una produccién significativa de estas moléculas, siendo necesaria la activacion celular
para que se produzcan citocinas en cantidades suficientes para ejercer sus efectos biologicos. Son
moléculas que poseen una vida media muy corta y actian a muy bajas concentraciones, del orden

de picogramos, mediante la unién a receptores de alta afinidad presentes en la superficie celular.

El IFN-y es producido por linfocitos Th1y por células NK. Ademas de su efecto antiviral
posee una importante actividad inmunomoduladora. Incrementa la expresion de moléculas de
HLA de clase | y Il en varios tipos celulares, y en el reconocimiento de antigenos lo que facilita su
funcion presentadora de Ag y es un potente activador de los macréfagos, incrementando su
capacidad tumoricida y microbicida. Actia también de forma autocrina sobre las propias células
NK que lo producen, aumentando su actividad citolitica y, como consecuencia, incrementando su
efecto antitumoral. Sobre los linfocitos Th2 inhibe la proliferacion, de manera que su presencia
durante la estimulacién antigénica induce la diferenciacion de linfocitos T hacia células efectoras

tipo Th1 favoreciendo, por tanto, el desarrollo de las respuestas inflamatorias.

La citocina IL-4 es producida por linfocitos Th2, mastocitos, basdfilos, células del
estroma de la médula 6sea y, posiblemente, por determinadas subpoblaciones de células NK.
Es una citocina muy pleiotrépica, 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 Th1. Posee efectos inmunosupresores, ya que inhibe la produccion de

deteminados mediadores inflamatorios de los macréfagos. Por otra parte, promueve el desarrollo
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de las respuestas inmunes humorales a través de la induccion del crecimiento y diferenciacion
de linfocitos B, produciendo el cambio isotipico hacia IgG4 e IgE. Por todo ello, los efectos de
esta citocina se han relacionado con el desarrollo de los procesos alérgicos y con el incremento

de IgE en las infecciones parasitarias.

En el presente estudio se analiz6 el porcentaje de células T CD3+CD8-y T CD3+CD8+
secretoras de INF-y. En tal sentido, cabe destacar que como se observo un aumento de células
CD3+ y CD8+ en el grupo intervencion, esto pudo provocar una alteracion de los valores
porcentuales o relativos, lo cual podria dificultar poner de manifiesto un aumento de células
productoras de IFN-y en el grupo que consumié leche fermentada con Lactobacillus casei. Para
minimizar estos efectos, se calculd el valor absoluto de las células T CD8- y CD8+ secretoras de

INF-y, pero tampoco se detectaron diferencias entre grupos en los perfiles Th1/Th2 y Tc1/Tc2.

Una posible explicacion de esta divergencia podria ser que los complejos cambios que
acontecen en la inmunidad de la madre durante el embarazo y el puerperio destinados a la
proteccién del recién nacido, hacen que el efecto del consumo de leche fermentada con
Lactobacillus casei en la madre sea menor al observado en otras circunstancias. Para proteger
el recién nacido, la inmunidad de la madre sufre complejos cambios durante el embarazo y el
puerperio®. Durante el embarazo el sistema inmunoldgico de la madre se modifica para evitar el
rechazo del feto'5, aunque los mecanismos precisos que desarrolla el sistema inmune de la
madre aun no son completamente entendidos'. La supervivencia del feto parece depender
considerablemente en la modulacién de la respuesta inmune para evitar que se produzca el

rechazo del mismo'57.

En general se admite que para el adecuado mantenimiento de un embarazo es preciso
una modificacién del equilibrio Th1/Th2 hacia un perfil Th2%3. Segun esta interpretacion, un
predominio Th1 se asociaria a un aumento de abortos espontaneos®. Estudios previos han
comprobado que en la sangre periférica de las mujeres embarazadas existe un predominio de
respuestas Th2. Asi, Kruse y col.%5 estudiaron la expresion de mRNA en linfocitos de sangre
periférica de mujeres durante del embarazo y en el puerperio y lo compararon con los resultados
obtenidos en mujeres no embarazadas. Estos autores observaron una relacion IL-4/IFN-y
significativamente superior en el primer y segundo trimestre del embarazo con respecto a la
relacion hallada tanto en mujeres no embarazas como en mujeres analizadas durante el

puerperio. Reinhard y col.®8 estudiaron, mediante citometria de flujo, la expresién de linfocitos
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CD4+ secretores de IL-4 y de IFN-y. Encontrando un aumento de los niveles de IL-4 y un
descenso de los niveles de IFN-y en mujeres embarazadas con respecto a mujeres no
embarazadas. Otros trabajos han evaluado las diferencias en la produccion de citocinas entre
mujeres con embarazos normales y en mujeres con abortos de repeticion. En este sentido, Hill y
col.7 observaron que las células mononucleares sanguineas de mujeres con abortos de
repeticion estimuladas con extractos trofoblasticos generaban IFN-y, mientras que las de
mujeres con embarazos normales producian preferentemente IL-10. Estos datos han sido
corroborados por el grupo de Raghupathy®-70 que observé que las células mononucleares de
sangre periférica estimuladas con fitohemaglutinina en mujeres con embarazos normales
producian citocinas Th2 mientras que en mujeres con abortos de repeticion estaba aumentada la
produccion de citocinas Th1.

Por tanto, se considera al posparto como el tiempo para la recuperacién de los
profundos cambios inmunoldgicos que se producen durante el embarazo. Esto podria inducir un
compleja respuesta inmunoldgica que podria atenuar los efectos de L. casei sobre la respuesta

inmune sistémica durante puerperio.

Figura 46. Tras una infeccion viral las células NK responden en los primeros dias
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Fuente: M. Loépez-Botet y J. Pefia. Activacion células NK%,

En linea con otros estudios?950.150 ¢l estudio de las subpoblaciones linfocitarias se ha
observado un aumento significativo del numero de células NK en el grupo que consumio
Lactobacillus casei. Las células NK participan activamente en la defensa del organismo frente a
infecciones, principalmente de tipo viral y frente al crecimiento de células tumorales. Estas

células participan tanto en la defensa innata y como en los mecanismos de defensa adquirida o
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adaptativa. La funcion esencial de estas células es identificar y destruir células diana. También
es importante su funcion reguladora del sistema inmune debido a su capacidad secretora tanto
de citocinas como de quimiocinas. La citotoxicidad natural consiste en la lisis de una gran
variedad de células de manera espontanea y sin necesidad de un periodo de sensibilizacién
previa. Esto implica que estas células no requieren un proceso preparatorio de activacion para
destruir células en los términos que lo hacen los linfocitos T citotoxicos, pero la activacion por
células blanco o por citocinas hace que esta funcién sea mas eficiente. Las células NK forman
parte de la primera barrera defensiva del individuo junto con macréfagos y polimorfonucleares
(figura 46). Las células NK constituyen parte de la respuesta inmune innata. Ciertas citocinas que
potencian el efecto de estas células son producidas precisamente por macrofagos en las
primeras fases de la infeccion. Las células NK actuan destruyendo células (por ejemplo
infectadas por virus) y produciendo citocinas y quimiocinas, que intervienen regulando el sistema
inmune y el proceso inflamatorio (figura 47). Las células NK y NK T-like (CD3+CD56+) producen
[FN-y158,

Figura 47. Las células NK participan en la respuesta inmune innata mediante la lisis de

células, este caso infectadas por virus, produccion de citocinas, IFN-y y quimiocinas
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Fuente: M. Lopez-Botet y J. Pefia. Activacion células NK3.
En concordancia con estudios previo'¥0.15% se observd un nimero mayor de células T

CD3+, TCD19+, TCD8+ y NK T-like en el grupo que consumi6 leche fermentada con

Lactobacillus casei, no obstante este aumento no alcanzd significacion estadistica.
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Las inmunoglobulinas son glicoproteinas que estan formadas por cadenas polipeptidicas
agrupadas, dependiendo del tipo de inmunoglobulina, en una o varias unidades estructurales
basicas. La IgG se sintetiza tardiamente tras un primer contacto con el antigeno, sin embargo,
tras un segundo contacto la mayoria de las Igs formadas pertenecen a esta clase (Respuesta
Secundaria). En suero la 1gG es la inmunoglobulina mas abundante y representan més del 70 %
de las Igs séricas totales; las diferentes subclases se presentan en proporciones muy diferentes.
La IgG+ es la subclase mas frecuente (mas del 60 %), seguida de la IgG2 (aproximadamente un

18 %), mientras que IgGs e IgGs se encuentran en mucha menor proporcion.

Los anticuerpos del tipo IgM son los que se forman en respuesta a un estimulo
antigénico (Respuesta primaria). Representa del 5 al 10 % de las Igs séricas totales y junto a la
IgD es la mas frecuentemente encontrada en la superficie de los linfocitos B como

inmunoglobulina de membrana.

La IgA posee capacidad neutralizante y precipitante, mientras que su capacidad de fijar
complemento y de opsonizacién son muy débiles, limitdndose su efecto a neutréfilos y no a
macrofagos. La propiedad mas importante de esta inmunoglobulina viene determinada por su
capacidad de unirse por el extremo Fc (fragmento cristalizable de una molécula de
inmunoglobuina) a la pieza secretora, gracias a la cual puede ser secretada por las mucosas y
glandulas exocrinas, ejerciendo su accion mas importante en la superficie de mucosas y liquidos
bioldgicos (sobre todo IgA,), tales como el liquido cefalorraquideo, secrecién bronquial, lagrima,
saliva, etc. Esto es importante porque asi protegen precisamente los puntos mas vulnerables del
organismo, esto es, las puertas de entrada al mismo, como son 0jos, boca, aparato digestivo,
sistema respiratorio, vagina, etc. Esta inmunoglobulina se encuentra también en la leche materna.
Los niveles de todas las inmunoglobulinas, a excepcion de la IgG en recién nacidos son muy bajos,
siendo por tanto de gran significacion el hecho de que la IgA se transfiera desde la madre al
lactante a través de la secrecion lactea.

La IgE se encuentra en forma libre en sangre y suele encontrarse elevada en individuos
alérgicos en los que esta inmunoglobulina puede llegar a presentarse en grandes cantidades. La

vida media de la IgE en sangre periférica es de 24-48 horas.

A través de la valoracion de las inmunoglobulinas se evalta la funcionalidad de los

linfocitos B. Al analizar los resultados obtenidos en el presente estudio no se hallaron diferencias

135



Discusion

significativas entre grupos en la concentracion plasmética de inmunoglobulinas durante el periodo

de estudio. Estos resultados estan en contraste con estudios previos'21.160,

En relacion a los efectos sobre la IG e IgE se observd una menor concentraciéon de
concentracion de 1gG2, IgG4 e IgE durante periodo de estudio en el grupo que consumié leche
fermentada con Lactobacillus casei. Una posible explicacion de estos resultados, podria
justificarse por una menor actividad Th2 en el grupo intervencion, como ha sido sugerido

previamente en otros estudios con probidticos!21.159,161,

En un estudio rutinario de hematimetria se cuantificaron y evaluaron diferentes grupos
celulares, las glébulos rojos (hematies), los globulos blancos (leucocitos), las plaquetas, el
contenido de hemoglobina, y otros parametros relacionados con su cantidad, forma y contenido.
En relacién con nuestros resultados, se aprecié en el grupo que consumid leche fermentada con
Lactobacillus casei una mejora de los parametros de la serie roja (hematies, hemoglobina,
hematocrito) en comparacion con la situacion basal, siendo esta mejora significativa sélo en la

determinacion del niumero de hematies.

En cuanto el recuento total de plaquetas, en nuestro estudio observd que existe un
aumento en el nimero de plaquetas en comparacién a la situacion basal en el grupo
intervencidn, mientras que en el grupo control disminuye, sin embargo esta variacién no es

significativo.

En relacion a los glébulos blancos existen diferentes grupos, los llamados
polimorfonucleares (neutréfilos, eosindfilos y basofilos) y los mononucleares (linfocitos y
monocitos). Los leucocitos neutrdfilos son los més numerosos y porcentualmente los mas
significativos que se encuentran. Su funcion es la fagocitosis que se entiende como si fuera una
absorcion y digestion de sustancias extrafias (bacterias, cuerpos extrafios, tejidos efc). Las
formas inmaduras que aparecen cuando hay un estimulo intenso medular para su produccion se
llaman cayados (por la forma del nucleo); suele indicar la existencia de actividad intensa de las
defensas contra infecciones por bacterias. Los leucocitos eosinéfilos se llaman asi por el color
rojo en el que aparecen al microscopio por una tincion con eosina. Suelen estar elevados en
ciertas enfermedades causadas por alergia o por infecciones parasitarias. Los basdfilos suelen
tener un comportamiento similar. Los leucocitos mononucleados son los linfocitos y los

monocitos. Tienen un nucleo celular unico y pequefio. Sus funciones son las combatir
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infecciones virales y bacterianas cronicas. En los resultados obtenidos en nuestro estudio, no se

observaron diferencias significativas entre grupos, respecto al nivel basal en los pardmetros

estudiados en la férmula leucocitaria.

5.2. LECHE MATERNA Y SEGUIMIENTO DEL NINO

La leche materna constituye el mejor alimento para el recién nacido durante los primeros
seis meses de su vida. En primer lugar satisface todos sus requerimientos nutritivos durante esta
etapa de rapido crecimiento. En segundo lugar, diversos estudios han demostrado que la leche

de la madre confiere al recién nacido una notable proteccion frente a enfermedades

infecciosas162.163,

Figura 48. Componentes de la leche materna que pueden afectar el sistema inmune

del recién nacido
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Fuente: Bo Lonnerdal. Immunological considerations of breast milké4,

Este efecto puede ser debido a la accion combinada de algunos componentes de la

leche (figura 48), como inmunoglobulinas, linfocitos, macréfagos y diversas sustancias con

propiedades antimiocrobianas'®5.166, Ademas, la leche materna también contiene sustancias
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prebidticas que estimulan de forma selectiva el crecimiento de bacterias deseables en el intestino
infantil'67.168, La composicion de la microbiota intestinal infantil estéd profundamente influenciada
por la dieta y la introduccion de alimentos solidos y la retirada progresiva de la leche coincide con

cambios drasticos en la microbiota’6®.

A pesar de todas las ventajas que aporta la leche materna, la prevalencia de lactancia
materna exclusiva al alta hospitalaria en Gran Canaria es del alrededor del 52,8%'70. Esto nos
ocasiono dificultades en el momento de la inclusién de pacientes al estudio, dado que muchas
madres no pudieron entrar en el estudio por dificultades para la instauracién de la lactancia
materna. La lactancia requiere un aprendizaje. Muchas madres descubren tras el parto que no
saben como han de dar el pecho y afrontan con intranquilidad los problemas iniciales. Las
dificultades en el acoplamiento del nifio, el retraso en la subida de la leche, el dolor de la
ingurgitacion mamaria o trastornos de la succion, se superan facilmente si la madre los conoce
previamente, sin embargo provocan el abandono de la lactancia si la madre no esta informada y
preparada. Las madres, que dan el pecho exigen méas paciencia y dedicacion que las que optan
por el biberon. El personal de las plantas de maternidad también necesita ser adiestrado para

ofrecer ayuda e informacion a la madre sin caer en contradicciones.

Para tratar de paliar esta situacion, recibieron informacion y apoyo para la instauracién
de la lactancia materna tras el parto. Previamente, durante las ultimas semanas del embarazo,
las mujeres preseleccionadas para el estudio que cumplieron en el momento de la preseleccion
los criterios de inclusion recibieron charlas informativas en la Universidad y en los Centros de
Salud a y también se les entregé material escrito para reforzar los conocimientos sobre lactancia
materna. Ademas, durante el periodo de lactancia tenian un numero de teléfono disponible las
24hs al cual podian consultar para resolver las dudas o los problemas que surgieron durante

este periodo.

En este grupo de mujeres, pudimos observar que el mantenimiento de lactancia materna
hasta los 6 meses mostré una prevalencia mayor que la descripta en la literatura para poblacion
canaria (71% al alta, 60,3% a los 15 dias, 33,8% a los 3 meses y 16,2% a los 6 meses). En la

figura 49 se refleja la evolucion de la lactancia materna en los 6 meses tras el parto.
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Figura 49. Evolucién de la lactancia materna hasta los 6 meses en la muestra y en Canarias
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Durante el periodo de estudio no se observaron cambios significativos en la
concentracion de TGFB1, TGF B2, IL1B, IL-6, IL-8, IL-12, e IgA en leche materna.

Respecto al TGF: existen dos tipos de factores transformadores del crecimiento, el TGF-
ay el TGF-B, que no poseen ninguna similitud estructural ni comparten los mismos efectos.
Solamente el TGF-B tiene efectos inmunomoduladores. Es producido por linfocitos T, plaquetas
y otros muchos tipos celulares. Su nombre responde a la observacion inicial de que inducia
cambios fenotipicos en los fibroblastos de rata. 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 citocina tiene también efectos
inmunosupresores ya que se observd que inhibia el crecimiento y la funcién de muchos tipos
celulares. En el sistema inmune inhibe la sintesis y/o el efecto del IFN-y, TNF-a, TNF-B, IL-1, IL-2

e IL-3, asi como la citotoxicidad natural y especifica.

El TGF-B es producido por células tipo Th3'', y se ha enfatizado el papel
supresor/regulador de estas células en el desarrollo de de la alergia y de la tolerancia'”

inmunologica frente al contenido intestinal.

Las concentraciones de TGF-B1 y TGF-f2 determinadas en las muestras de leche
materna de nuestro estudio son algo mayores a los datos observados en la bibliografia!18.149.173-
77y no se han encontrado diferencias significativas entre grupos, en relacion a la variacion entre

|la visita inicial y la visita final del estudio.
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En este sendito, los probidticos han demostrado revertir el incremento de la
permeabilidad intestinal y potenciar las respuestas IgA especificas del intestino, promoviendo de
esta manera sus mecanismos de defensa de barrera, los cuales son frecuentemente defectuosos

en nifios con eccema atopico y alergia a alimentos!73.174.178,

Algunos probi6ticos han demostrado contribuir al procesamiento de los antigenos
alimentarios y reducir su alergenicidad in vitro e in vivo. El consumo de lactobacillus durante el
embarazo y la lactancia han demostrado incrementar la concentracién TGF-f en leche
materna''8, Este ultimo hallazgo no ha podido ser puesto de manifiesto con los resultados

obtenidos en nuestro estudio.

La citocina IL8, es una citocina con actividad proinflamatoria cuya produccién puede ser
estimulada por el TNF-a, por ello valores bajos de TNF-a, induciran una menor produccién de
IL8, como ocurre en el grupo intervencion. La mediana de la variacion porcentual de la
concentracion de IL-8 entre los valores basales de la variable (visita 1) y la visita final (visita 3),
disminuye en ambos grupos, no habiendo diferencias con significacion estadistica entre grupos,
no obstante la concentracion de IL8 determinada en las muestras de leche de nuestro estudio es

menor a la hallada por otros autores!?®.

En leche materna se encuentra inmunoglobulina A (IgA) en su forma secretora, muy
importante para la inmunidad del recién nacido, donde presenta inmadurez tanto en sus sistemas
digestivos como inmunitarios. El recién nacido no va a producir por si mismo esta
inmunoglobulina hasta la cuarta o sexta semana de vida, por lo que debera obtenerla antes de
esta edad, a través de la leche materna. La leche de vaca y la leche de férmula para lactantes no
contienen IgA, por lo que si el recién nacido no la ha obtenido del calostro materno, su intestino

puede aparecer mas permeable a los alergenos'78.

En los resultados observados en nuestro estudio, no existen diferencias significativas
entre grupos, en relacion a la variacién porcentual de la de la concentracién de IgA, siendo las
concentraciones medias determinadas en leche materna menor a las detectadas por otros

autores’80,

La citocina IL10 es producida por linfocitos del tipo Th2, es la citocina inmunosupresora

por excelencia, inhibiendo la sintesis de muchas otras citocinas, entre las que podemos citar
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IFN-y e IL-12 (figura 50). Algunos estudios sugieren que la citocina IL-10 en leche humana
puede tener efectos inmunomoduladores, antiinflamatorios en el tracto digestivo de los nifios
pequefos’81.182 estos autores han obtenido en sus determinaciones concentraciones mayores
de esta citocina con un rango que oscila entre 66 a 9301 pg/ml, valores superiores a los

observados en nuestro estudio.

Figura 50. Accion de la IL-10 sobre las células Th
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Fuente: A Suarez, L Mozo, C Gutiérrez-Martin. Citocinas y Quimiocinas®®

Inicialmente la citocina IL-12 se describié como el factor estimulador de las células
asesinas naturales (NK), pero la actual importancia de esta citocina deriva de su capacidad de
dirigir la diferenciacion de los linfocitos Th hacia células efectoras tipo Th1 de la hipersensibilidad
retardada. La forma madura de esta molécula (p75) esta compuesta de dos subunidades, p35y
p40. La sintesis de ambas subunidades estéd regulada diferencialmente, siendo ambas
necesarias para la actividad funcional del heterodimero. Esta citocina incrementa la actividad
citotoxica de las células NK. Incrementa la produccion de IFN-y por linfocitos T y células NK 'y

activa linfocitos T citotoxicos.

Las concentraciones de citocinas observados en nuestro estudio, son similares a las
obtenidas por Takahata y col.'8, mientras que el porcentaje de muestras con niveles detectables
en nuestro estudio es menor. Sin embargo nuestros resultados discrepan de los presentados por
Bryan y col.’84 donde se detectan concentraciones mayores de esta citocina en leche materna

con un valor medio de 1408 pg/ml.
Las concentraciones de TNF-a detectadas en calostro coinciden aproximadamente con

la detectada en el estudio de Takahata y col.'8, sin embargo estos autores pudieron detectar

esta citocina en un porcentaje mayor de muestras (77%), que las detectadas en el presente
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estudio (64%). El trabajo presentado por Hawkes y col.8, muestra mayores rangos de deteccion
que los encontrados en nuestro estudio. El rango de concentracion de TNF-a detectado por este
autor fue el siguiente: en calostro comprende desde nd (no detectable)-2933, en leche inicial
oscila entre nd-570 y en leche madura nd-724. No obstante, el porcentaje de muestras positivas
fue menor. Hawkes y col.'® pudieron determinar un 37% de muestras positivas en calostro, 25%
en leche inicial y 22% en leche madura. En nuestro estudio se determinaron 64% de muestras

positivas en calostro, 40% en leche inicial y 30% en leche madura.

Borruel y col.4® estudiaron el efecto de las bacterias probidticas sobre la liberacion de
TNF-a por la mucosa intestinal, dado que el TNF-a desempefia una funcién clave en la
patogenia de la inflamacion intestinal de la enfermedad de Crohn. Encontraron que la liberacion
de TNF-a por la mucosa inflamada en la enfermedad de Cronh se redujo significativamente por
el cocultivo con L. casei o L. bulgaricus, estos resultados coinciden con los hallados en nuestro
estudio donde se observd una disminucion significativa de la variacion porcentual media de la

concentracion de TNF-a entre las visitas 1y 3 en el grupo que consumio probidticos.

En relacion a la citocina IL-6, en nuestro estudio no se han encontrado diferencias
significativas entre grupos, en la variacion porcentual de la concentracion de IL-6. Walace vy
col.85 analizaron 28 muestras de leche materna, de las cuales en 24 pudieron detectaron IL-6
con niveles de concentracion comprendidos entre 0,81pg/ml y 306pg/ml. No obstante, en el
presente estudio se observaron concentraciones mayores de esta citocina que los valores
hallados por otros autores'85186, sin embargo las concentraciones determinadas en leche inicial y

leche madura son menores que las encontradas por Hawkes y col.'49

La IL-1p tiene efectos proinflamatorios que se deben en parte, a que induce la liberacion
de histamina en los mastocitos, generando vasodilatacion y aumento de la permeabilidad
vascular en el lugar de la inflamacion. Es el principal pirégeno endogeno, induciendo fiebre a
través de la produccion de prostaglandinas. También promueve la sintesis de proteinas de fase
aguda por los hepatocitos y actia sobre el SNC induciendo suefio y anorexia, tipicamente

asociada con los procesos infecciosos (figura 51).
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Figura 51. Acciones bioldgicas de la IL-1 sobre diferentes 6rganos del cuerpo humano
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Fuente: A Suérez, L Mozo, C Gutiérrez-Martin. Citocinas y Quimiocinas®.

En el presente estudio no se observaron diferencias significativas entre grupos, en
relacion a la variacion porcentual de la concentracion de IL1-B. Sin embargo hemos detectado
esta citocina en una proporcion mayor de muestras en contraste con los datos descriptos por
Hawkes y col.™9, siendo la media de concentracion de esta citocina mayor en nuestro estudio

que los observados en la literatura49.186,

Los datos obtenidos en leche materna se encuentran por encima o por debajo a los
reflejados en la bibliografia segun la citocina estudiada. La determinacion de las citocinas en
nuestro estudio se llevo a cabo aplicando la técnica Cytometric Bead Array (CBA), usando el kit
Human Inflammation CBA (Becton Dickinson Biocienses, San Diego, CA, USA ). Esta es una
técnica innovadora en lo que respecta al andlisis de leche materna. Fue muy complicado trabajar
con las muestras de calostro, dado que es una sustancia muy densa con un alto porcentaje de
materia grasa, la cual fue necesaria eliminar para realizar las determinaciones. Con los
resultados obtenidos en este estudio, no podemos afirmar una firme asociacién entre el consumo
de probiéticos durante el puerperio y la mejora global de los pardmetros inmunoldgicos en leche
materna. Sin embargo, se describe una tendencia positiva en algunos pardametros como IL10 y
TNF-a.

En relacion a los efectos beneficiosos de los probidticos en los nifios, existe evidencia

cientifica que demuestra que su uso en nifios produce beneficio en la remision de sintomas de

diarrea'9.187  alergias alimentarias'2!.188 y dermatitis'17.1%3, como asi también el consumo durante
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el embarazo'8120, Con los datos obtenidos en nuestro estudio podemos observar que en la
revision de los nifios a los 6 meses, encontramos un porcentaje menor (no significativo) de
dermatitis atopica en el grupo intervencién de forma coincidente a la observado por otros
autores'8 y también se describe un nimero significativamente menor de nifios con trastornos
gastrointestinales en este mismo grupo. Ademas, durante el periodo de 2 a 6 meses se observo
un porcentaje significativamente menor de nifios que utilizaron medicamentos, en el grupo cuyas

madres consumieron leche fermentada con Lactobacillus casei.

Este estudio, es el primero en presentar resultados referente a los efectos de
Lactobacillus casei sobre la modulacion de la respuesta inmune durante el puerperio, aportando
la maxima evidencia cientifica per se de un disefio aleatorizado y doble ciego. Los resultados del
este estudio representan el primer paso que permite evaluar el rol del Lactobacillus casei en esta
poblacion de especiales caracteristicas como es la mujer lactante y su hijo. Este estudio permite
identificar aquellos marcadores inmunologicos mas apropiados para evaluar el rol de los
probi6ticos sobre la respuesta inmune durante la lactancia. Futuras investigaciones que
involucren un mayor numero de participantes seguidos durante un periodo de tiempo mas

amplio, permitiran confirmar definitivamente los resultados mostrados en esta investigacion.

5.3. ESTADO NUTRICIONAL DURANTE EL EMBARAZO

El estado nutricional de la madre es uno de los factores ambientales mas relacionados
con la evolucién del embarazo y la salud del recién nacido. Durante esta etapa los aportes
nutricionales de la gestante deben cubrir, ademas de sus propias necesidades, las
correspondientes al feto en desarrollo y las derivadas de la sintesis de nuevos tejidos. El feto
depende enteramente para su subsistencia del aporte de oxigeno y de los nutrientes transferidos
desde la sangre a través de la placenta8.1%0, Otros factores no nutricionales (actividad fisica,
aislamiento social, tabaco, etc.) que inciden sobre la madre también influyen sobre el crecimiento

del feto®1.

A lo largo del embarazo, la mujer gestante incrementa sus necesidades energéticas, de
proteinas y de la mayor parte de minerales y vitaminas. Durante este periodo deben ser
cubiertas las necesidades del feto por su crecimiento con formacion de nuevos tejidos, asi como

para mantener sus propias funciones fisioldgicas'®2. Esto implicaria un cambio de las
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caracteristicas de su dieta para compensar los mayores requerimientos con un aumento de la
dieta habitual, siempre que ésta esté adecuadamente equilibrada o recibir suplementacion de

algunos nutrientes’?3.

Una ingesta nutricional adecuada durante al embarazo permite no sélo potenciar la salud
de la mujer y prevenir enfermedades gestacionales, sino que también se relaciona con la salud
del nifio, principalmente con el peso del recién nacido, con la probabilidad de partos prematuros,
con la aparicién de algunas malformaciones congénitas e inclusive con la aparicion de
enfermedades crénicas en la vida adulta’¥2.1941%, No obstante, la mayoria de los controles que
se realiza actualmente a las embarazadas estan orientados a conocer la evolucion del peso
durante el embarazo y generalmente no se le da mayor importancia a la composicién de la
dieta'®. Por ello, un indice que proporcione un resumen de la calidad de la dieta en las
embarazadas, seria una herramienta de Util aplicacion durante el control del embarazo para

conocer la composicidn de la ingesta dietética.

La valoracion nutricional de la dieta en las gestantes de este estudio mostréd un patrén de
consumo de alimentos con una ingesta importante de lacteos como fuente de energia vy
nutrientes, incluidas las grasas saturadas, el calcio, el sodio y la riboflavina. Se advirtié también
un importante consumo de frutas, verduras y hortalizas, que constituyen una fuente importante

de vitamina C, fibras y folatos.

Estos resultados, como los de otros autores'®1% muestran una dieta habitual en
embarazadas suficiente en calorias. Por otra parte se observa que la dieta de las embarazadas
presenta un elevado contenido en grasas (42,4%) alejado del 30-35% recomendado, con un
predominio de acidos grasos saturados (14,7%; recomendado <10%) y también con una ingesta
media diaria de colesterol (441,1 mg) superior a las recomendaciones (<300 mg/dia)'¥’, lo que
refleja un mayor consumo de carnes, lacteos con elevado contenido graso y embutidos. También
se detecta que el contenido de carbohidratos es inferior al recomendado (44,9% frente al 55%
recomendado), lo que atribuimos a un consumo bajo de cereales y legumbres. Estos datos son

semejantes a los obtenidos por Irles y col.1% en una poblacion de embarazadas de Andalucia.

En cuanto al contenido de micronutrientes, se observa que un importante porcentaje de

gestantes no alcanzaron el 50% de la ingesta recomendada'#é de hierro, folatos y vitamina D
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(36,9%, 26,2% y 38,8% respectivamente). Estas deficiencias también fueron descriptas por otros
autores'98.199 y ademas fueron puestas de manifiesto en la Encuesta Nutricional de Canarias en
la cual una de sus conclusiones afirma que son muy relevantes las ingestas inadecuadas de
vitamina A, D, E, folatos, hierro y magnesio en la poblacion Canaria'#. Es necesario mencionar
que la ENCA se realiz6 en poblaciéon general, por lo que estas deficiencias adquieren mayor

relevancia cuando las analizamos durante el periodo de gestacion.

El Healthy Eating Index (HEI) fue desarrollado por el Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA) y aporta un resumen de la calidad de la dieta basado en diferentes
aspectos de una dieta saludable'’. Asi, el USDA HEI fue disefiado para medir la calidad de la
dieta evaluando su adherencia a las recomendaciones nacionales'#’. El HEI también se ha
utilizado para evaluar la asociacion en la calidad de la dieta con los factores de riesgo en
enfermedades crénicas, dado que si se cumple el ndmero minimo de raciones diarias
recomendadas para cada grupo de alimentos, la mayoria de la poblacién tendria todos los
nutrientes necesarios para mantener la salud y prevenir las enfermedades crénicas relacionadas
con la dieta20, Sin embargo, en el caso de las embarazadas evaluar la calidad de la dieta
utilizando el HEI tendria como propdsito prevenir el bajo peso al nacer, los defectos de
nacimiento y favorecer una nutricion materna saludable evitando un aumento excesivo de

pesoZOO,ZO‘] .

El HEI en nuestra poblacion de estudio alcanzd un puntaje de 54,9. Esta puntuacion se
aleja de la puntuacion éptima de > 80 requerida para calificar como buena la calidad de la dieta.
Ninguna de las mujeres del estudio mostr6 un indice >80, mientras que el 65% de las gestantes
presentaron un indice que oscil6 entre 50-80, por lo que se considera que consumieron una dieta
que necesitaba ser mejorada y el 35% restante tenian una dieta considerada pobre (HEI <50).
Los datos obtenidos en el presente estudio revelaron una calidad de dieta menor a los datos
observados por Pick y col.200 en una poblaciéon de embarazadas americanas (HEI medio= 75,0;
D.E.= 0,99). En este estudio, el 21% de las embarazadas presentaron una calidad de dieta
buena y el 79% de las embarazadas tenian una dieta que debia ser mejorada, pero, sin
embargo, no se detectaron embarazadas con dietas pobres. Comparando la puntuacién obtenida
en cada item del indice, nuestros datos fueron semejantes a los obtenidos por Pick y col.2% para
vegetales, frutas, carnes y variedad. Sin embargo, se obtuvo una puntuacién superior para el
caso de lacteos y menor para el resto de los items (cereales, grasa total, grasa saturada,

colesterol y sodio).
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Para evaluar la dieta habitual en las embarazadas de este estudio, utilizamos un
cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos. Si bien este instrumento aporta una
informacidn nutricional que tiende a sobrestimar los consumos medios?%2, en investigaciones
previas se ha demostrado que el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos es un
instrumento adecuado para obtener estimaciones fiables de la ingesta de energia y nutrientes

durante el embarazo203.204,

Segun nuestro conocimiento este es el primer estudio que se realiza en poblacion
espafiola donde se evalla la calidad de la dieta de la mujer gestante utilizando el Healthy Eating
Index. EI HEI representa una herramienta util para evaluar la calidad de la dieta, analizando la
adherencia de la misma a las recomendaciones de las guias alimentarias nacionales. Sin
embargo, no permite discriminar el riesgo de déficit en micronutrientes, sobre todo, en aquellos

que son de especial interés en la dieta de las gestantes.

El yodo representa uno de los micronutrientes de especial interés en la dieta de la
embarazada, dado que la deficiencia del mismo constituye uno de los principales problemas
mundiales de salud de origen nutricional''205, Es bien sabido que una deficiencia leve o
moderada de este micronutriente representa un riesgo leve para la salud de la poblacién adulta,
algo mayor en la edad infantil y puede significar un riesgo importante para las mujeres
embarazadas por sus mayores necesidades de yodo y por el importante riesgo potencial para el
feto que este déficit puede representar. Como consecuencia, la Organizacién Mundial de la
Salud establecio que en la mujer durante la gestacion y la lactancia la ingesta de yodo deberia
superar los 200 ug diarios2%. Una limitaciéon de este estudio fue que no pudimos analizar la
ingesta de yodo proveniente de la dieta, debido a que la tabla de composicién de alimentos

utilizada no aporta informacién sobre este micronutriente.

En general, los resultados muestran la necesidad de consejo dietético en las mujeres
gestantes de nuestro medio para mejorar la calidad de la dieta y la suplementacion
farmacoldgica para suplir principalmente la carencia dietética de hierro y folatos. Es importante
destacar que la mujer durante la gestacion se encuentra mas receptiva a adoptar estilos de vida
mas saludable'®4. Por ello, el consejo dietético en esta poblacién podria ser una buena estrategia
a corto y largo plazo para favorecer la adopcion de habitos alimentarios saludables en el entorno

familiar.
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5.4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una posible limitacion del presente estudio podria ser la relativa ausencia de anélisis
funcionales en células T, células NK y células B. La variable principal de este estudio, el perfil
Th1/Th2, fue evaluado por medio de un estudio funcional como es la deteccion de células T
secretoras de IFN-y y de células T secretoras de IL-4 posterior a un proceso de activacion y
marcaje con anticuerpos monoclonales. Sin embargo, no se llevaron a cabo anélisis funcionales
en células By en células NK células se llevaron a cabo. No obstante, los datos mostrados en la
literatura podrian minimizar estas limitaciones: los cambios en la produccién de inmunoglobulinas
representan una medicion indirecta de la actividad funcional de las células B funcion, y ademés
existe una correlacion positiva en el nimero de células NK y la actividad funcional de estas

células en individuos inmunocompetentes206.207,

Otra posible limitacion de este estudio son las pérdidas en el seguimiento. Aunque fue
elevada la motivacién de las embarazadas y las lactantes, hubo pérdidas de participantes
durante el desarrollo del estudio. No obstante, el nimero de mujeres consideradas como
pérdidas no fue significativo. Fueron 6 las participantes del grupo control que se perdieron
durante el seguimiento: dos debido a falta de adherencia al consumo de los productos del
estudio. En el grupo intervencion fueron 5 las pérdidas de las cuales 3 fueron debidas a que no

ingirieron adecuadamente los productos del estudio.

En relacién a la aleatorizacién tal como fue indicado en la seccion de metodologia, la
lista de aleatorizacion fue generada por ordenador por una empresa independiente, Biomedical
Systems Group S.A. (Barcelona). La lista elaborada por esta empresa incluia 500 participantes,
lo cual ocasiond que los grupos tuvieran tamafios desiguales, dado que trabajamos con 104

mujeres.

La ausencia de evaluacion de parametros bioldgicos en el nifio, podria considerarse una
limitacién de este trabajo. Sin embargo, es necesario destacar que el objetivo principal de este
estudio fue evaluar los efectos de Lactobacillus casei durante el puerperio sobre la modulacion
de la respuesta inmune de la madre. Por lo que, los resultados hallados tanto en leche materna
como en el nifio constituyen hallazgos secundarios, los cuales permitiran desarrollar futuras

investigaciones donde los nifios constituyan la poblacidn principal de estudio.
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Otro aspecto a considerar es el tamafio de la muestra. Al respecto cabe mencionar que
los resultados del este estudio representan el primer paso que permite evaluar el papel del
Lactobacillus casei en esta poblacion de especiales caracteristicas como es la mujer lactante.
Por lo cual, futuras investigaciones que involucren un mayor nimero de participantes seguidos
durante un periodo de tiempo mas amplio, permitiran confirmar definitivamente los resultados

mostrados en esta investigacion.

En relacion a la evaluacion del estado nutricional durante el embazo, una limitacién de
este estudio fue que no se pudo analizar la ingesta de yodo proveniente de la dieta, debido a que

la tabla de composicién de alimentos utilizada no aporta informacién sobre este micronutriente.

Para la presente tesis se ha utilizado la informacion proveniente del cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos para evaluar la dieta habitual de las embarazadas de este
estudio. Si bien este instrumento aporta una informacion nutricional que tiende a sobrestimar los
consumos medios22, en investigaciones previas se ha demostrado que el cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos es un instrumento adecuado para obtener estimaciones

fiables de la ingesta de energia y nutrientes durante el embarazo203.204,

En cuanto a la evaluacion de la calidad de la dieta, otra de las posibles limitaciones del
presente estudio fue que se analizd de una muestra no representativa lo cual no hace posible
extrapolar los resultados a las mujeres gestantes de Canarias. Sin embargo, debe sefialarse que
las mujeres que participaron en la evaluacion fueron mujeres voluntarias y seguramente tenian
un grado de motivaciéon y de conciencia sobre la salud mayor del que cabria esperar en
poblacion general. De esta manera, es posible que los resultados que se obtendrian con
respecto a la adhesién a una dieta saludable serian incluso peores si consideraramos la
poblacion general de mujeres canarias gestantes. Pese a todo, son necesarias futuras
investigaciones involucrando un mayor nimero de embarazadas, teniendo en cuenta ademas a
los grupos vulnerables de la poblacién como son las adolescentes embarazadas y las mujeres

inmigrantes.

149






6. Conclusiones






Conclusiones

PRIMERA

Este estudio es el primero en presentar resultados referente a los efectos de
Lactobacillus casei sobre la modulacién de la respuesta inmune durante el puerperio, aportando
la méxima evidencia cientifica per se de un disefio aleatorizado y doble ciego. Los resultados del
este estudio representan el primer paso que permite evaluar el papel del Lactobacillus casei en
esta poblacidn de especiales caracteristicas como es la mujer lactante y su hijo. Este estudio
permite identificar aquellos marcadores inmunolégicos mas apropiados para evaluar el papel de
los probidticos sobre la respuesta inmune durante la lactancia. Futuras investigaciones que
involucren un mayor numero de participantes seguidos durante un periodo de tiempo mas

amplio, permitirdn confirmar definitivamente los resultados mostrados en esta investigacion.

SEGUNDA

Los complejos cambios que acontecen en la inmunidad de la madre durante el embarazo
y el puerperio destinados a la proteccion del recién nacido, hacen que el efecto del consumo de
leche fermentada con Lactobacillus casei en la madre sea menor al observado en otras

circunstancias.

TERCERA
No se observaron diferencias significativas en los perfiles Th1/Th2 y Tc1/Tc2 entre

grupos durante el periodo de estudio.

CUARTA
El consumo de leche fermentada con Lactobacillus casei durante el puerperio puede

contribuir a modular el nimero de células NK.

QUINTA

El consumo de leche fermentada con Lactobacillus casei durante el puerperio muestra
una tendencia no significativa a potenciar la respuesta inmune, aumentando el nimero de
células CD3+*, CD19*, CD8* y CD3*CD56".

SEXTA

Con los resultados obtenidos en este estudio no podemos establecer una firme

asociacion entre el consumo de probioticos durante el puerperio y la mejora de los parametros
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inmunoldgicos en leche materna. Sin embargo, se observa una tendencia positiva y significativa

en algunos pardmetros como en las citocinas IL10 y TNF-a.

SEPTIMA

En la revision de los nifios a los 6 meses se observo un porcentaje significativamente
menor de nifios con trastornos gastrointestinales y un menor consumo de medicamentos, en el
grupo cuyas madres consumieron leche fermentada con Lactobacillus casei. En este mismo

grupo, también se constatd un porcentaje menor, aunque no significativo, de dermatitis atpica.

OCTAVA
La valoracién nutricional de la dieta en las gestantes de este estudio mostré un patrén de

consumo de alimentos con una ingesta importante de lacteos, frutas, verduras y hortalizas.

NOVENA
En relacion al contenido de micronutrientes en la dieta, se observd que un importante
porcentaje de gestantes no alcanzaron el 50% de la ingesta recomendada de hierro, folatos y

vitamina D (37%, 26% y 39% respectivamente).

DECIMA
El indice utilizado para evaluar la calidad de la dieta de las gestantes estudiadas alcanzé
un puntaje de 55. Esta puntuacion se aleja de la puntuaciéon 6ptima de > 80 requerida para

calificar como buena la calidad de la dieta.

UNDECIMA

Los resultados muestran la necesidad del consejo dietético en las mujeres gestantes de
nuestro medio para mejorar la calidad de la dieta y la suplementacidn farmacologica para suplir
principalmente la carencia dietética de hierro y folatos. Es importante destacar que la mujer
durante la gestacién se encuentra méas receptiva a adoptar estilos de vida mas saludable. Por
ello, el consejo dietético en esta poblacidn podria ser una buena estrategia a corto y largo plazo

para favorecer la adopcion de habitos alimentarios saludables en el entorno familiar.
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RESUMEN

Antecedentes y objetivos: Las bacterias acido-lacticas y los productos obtenidos a partir de su
fermentacion ejercen un efecto inmunomodulador en la mucosa intestinal y a nivel sistémico. El
objetivo de este estudio fue determinar si el Lactobacillus casei administrado durante 6 semanas
en mujeres tras el parto y durante el periodo de lactancia es capaz de modular el sistema
inmune.

Sujetos y Método: Estudio de intervencion nutricional con grupos paralelos, doble ciego,
aleatorizado y controlado con un tamafio muestral de 104 mujeres. Las participantes del estudio
fueron aleatorizadas a recibir leche fermentada con Lactobaccilus casei (n=59) o placebo (n=45).
La variable principal fue el perfil Th1/Th2 mediante la determinacion de los valores de IFN-y
(Th1) e IL4 (Th2) en sangre materna por técnica citométrica. En leche materna se evaluaron por
Citometria CBA y ELISA las modificaciones de citocinas en tres momentos de la lactancia:
calostro, leche de transicién (10dias) y leche madura (45 dias). Se realiz6 también un
seguimiento de la antropometria y de los episodios infecciosos y alérgicos en el lactante hasta
los 6 meses de vida. Ademas, se aplicé un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
semicuantitativo de 84 items alimentarios, y se valoro la calidad de la dieta durante el embarazo
utilizando el Healthy Eating Index. La asociacion entre grupos de las caracteristicas de las
mujeres y su perfil inmunoldgico se analizd con el test U Mann-Whitney. Los datos se analizaron
con SPSS 12.0.

Resultados: La media de edad fue 29,4 (DE: 4,5) y 30.2 (DE: 4,2) en el grupo intervencion y en
el grupo placebo, respectivamente. Tras el consumo de leche fermentada con Lactobacillus casei
durante el puerperio, se observé un aumento significativo de células NK (p=0,026) y un aumento
no significativo de linfocitos T y B. En leche materna se detecta una disminucion de la citocina
proinflamatoria TNF-a, observandose un menor numero de afecciones gastrointestinales del
lactante (p=0,020), comparados con el grupo placebo. Respecto a la calidad de la dieta el
puntaje del indice fue de 54,9, el cual se aleja de la puntuacion 6ptima de > 80 requerida para
calificar como buena la calidad de la dieta de las embarazadas de esta poblacién.
Conclusiones: La ingesta de leche fermentada con Lactobacillus casei durante la lactancia
contribuye modestamente a modular la respuesta inmunoldgica de la madre después del parto y
se observa una menor incidencia de episodios gastrointestinales en los lactantes. Ademas, es
necesario el consejo dietético para mejorar la calidad de la dieta durante la gestacion.

Palabras claves: prebioticos; puerperio; ensayos clinicos; Lactobacillus casei DN114001; leche

materna; citocinas; respuesta inmune; calidad de la dieta; Healthy Eating Index.
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ABSTRACT

Background and objective:

The healthy action of probiotics is not only due to their nutritional properties and their influence on
the gastrointestinal environment, but also to their action on the immune system. The aim of the
present study was to determine if 6 weeks of probiotic intake would be able to modulate the
immune system in women who had recently delivered and were breast-feeding.

Subjects and method:

The design consisted of a randomised, controlled and double-blind nutritional intervention study
with parallel groups with a sample size of 104 women. The main variable is the T helper type 1/T
helper type 2 (Th1/Th2) profile determined by measuring interferon-g (Th1) and IL-4 (Th2) values
in peripheral blood by flow cytometry. The modifications of cytokines were evaluated in maternal
milk by cytometric bead array in a flow cytometer and ELISA at three stages of breast-feeding:
colostrum, early milk (10 d) and mature milk (45 d). Additionally, the anthropometry and infectious
and allergic episodes in the newborn were followed up throughout the first 6 months of life.
Moreover, the quality of the diet of pregnant women was valued using the Healthy Eating Index,
from a semi-quantitative food frequency questionnaire of 84 food items. The association between
different women'’s characteristics and the immune profile was assessed through non-parametric
Mann-Whitney U test. Data were analysed with SPSS 12.0.

Results:

Age mean of healthy postpartal women was 29.4 (SD: 4.4) and 30.2 (SD: 4.2), for L.casei and
control groups, respectively. After the consumption of milk fermented with Lactobacillus casei
during the puerperium, we observed a non-significant increase in T and B lymphocytes and a
significant increase in NK cells (0.026). A decrease in the pro-inflammatory cytokine TNF-a. in
maternal milk and fewer gastrointestinal disturbances (p=0.020) were also observed in the
breast-fed child of the mothers who consumed L. casei. Regarding the quality of the diet the
score of the index was 54,9. This result remains below the optimum score of = 80, which is
considered good the diet quality of pregnant women in this study population.

Conclusions:

The intake of milk fermented with L. casei during the lactation period modestly contributes to the
modulation of the mother’s immunological response after delivery and decreases the incidence of
gastrointestinal episodes in the breast-fed child. In addition, dietary advice for improving the diet
quality during pregnancy is necessary.

Key words: probiotics; postpartum period; clinical trials; lactobacillus casei DN114001; human

milk; cytokines; immune response, diet quality, Healthy Eating Index.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

“EVALUACION DE LA INMUNOMODULACION DURANTE EL PUERPERIO CON LA
INGESTA DE LECHE FERMENTADA CON LACTOBACILLUS CASEI”

(Nombre y Apellidos)
me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado CON ....ooeeeeeeeeeeeeeeeeee et

(Nombre del Investigador)

ha invitado ha participar en el mismo.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
e Cuando quiera.

e Sintener que dar explicaciones.

e Sin que ello repercuta en mis cuidados meédicos.

he leido la hoja de informacion que se

quien me ha presentado el estudio y me

Acepto que me realicen las extracciones de sangre y leche que indican en el estudio.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fechay Firma de la participante

Fechay Firma del investigador
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HOJA DE INFORMACION PARA LA PACIENTE

“EVALUACION DE LA INMUNOMODULACION DURANTE EL PUERPERIO CON LA
INGESTA DE LECHE FERMENTADA CON LACTOBACILLUS CASEI”

Antecedentes y objetivos

Este estudio es la primera vez que se realiza en el mundo y el objetivo es determinar en que
medida el consumo de leche fermentada con Lactobacillus casei, ayuda ha restablecer el
equilibrio inmunitario durante el puerperio y los beneficios que este consumo produce en el

crecimiento y desarrollo del nifio.

Descripcion del estudio

En este estudio participaran 104 mujeres que seran seleccionadas a partir de las Charlas de
Educacion Maternal que se dictan en los centros de salud de Gran Canaria, alli se les informara
del estudio y se las invitara a participar, luego se programara una cita con el obstetra quien
evaluara si cumplen con los criterios de inclusion y exclusion que se establecen en el protocolo.
Las mujeres seran asignadas aleatoriamente (al azar) a uno de los dos grupos de tratamiento: un
grupo consumira leche fermentada con Lactobacillus casei, y el otro grupo consumira leche
fermentada sin Lactobacillus casei. La administracion de los productos serd de 3 tomas diarias,
durante 6 semanas. Es importante destacar que el consumo de antiacidos interfiere en la
absorcion de los productos, por lo tanto si usted consume antiacidos se recomienda que la
administracion de los productos del estudio se realice 2 horas después de la toma de
antiacidos.

Se realizarén 3 tomas de muestra de sangre y de leche materna y se realizara un seguimiento de

la evolucion del nifio hasta los 6 meses de vida.

Se cumplimentard un cuestionario de nutricién a la madre lactante, y un cuestionario para
valorar la calidad de vida durante el periodo de ingesta de los productos del estudio en la madre

lactante.

Procedimientos del estudio

Las participantes del estudio seran reclutadas en las reuniones de Educacion Maternal que se
realizan en los centros de salud de Gran Canaria, alli se les informara del estudio, y se las
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invitar4 a participar del mismo. Con aquellas mujeres que deseen formar parte del estudio se
programard una cita con el obstetra, y se les solicitara que asistan a la misma llevando la cartilla
y los resultados de las pruebas analiticas que les han practicado durante el embarazo. En esta
entrevista el médico valorard los criterios de inclusion y exclusion y se les hara firmar el

consentimiento informado a aquellas mujeres que cumplan con dichos criterio.

Visita de inicio del estudio

e Se realizard dentro de las 72hs posteriores al parto, esta visita se realizard en el Hospital
Universitario Materno-Infanil de Gran Canaria.

e Se interrogara sobre el parto y se valoraran nuevamente los criterios de inclusion/exclusion.

e Se asignara el nimero de aleatorizacion correspondiente.

e Se realizara la primera extraccion de sangre y la toma de muestra de leche materna, que
corresponderan a los valores basales de las variables antes de comenzar con la
administracion de ACTIMEL® o placebo.

e Se programara el dia de inicio de la administracion de ACTIMEL® o del placebo.

e Se cumplimentara el cuestionario de habitos alimentarios.

e Seentregaran los Diarios del Estudio.

e Se concertard la segunda visita entre los 7 y los10 dias posteriores a la administracion de
ACTIMEL® o placebo.

Segunda visita

e La segunda visita se realizara en el domicilio de la participante del estudio, se programara
entre los 7 y 10 dias posteriores del comienzo de la administracion de ACTIMEL® o
placebo.

e Setomara la segunda muestra de sangre y de leche.

e Se valorara el Diario de la Madre y del Nifio.

e Se concertara la tercera visita.

Tercera visita

e Se realizara también en el domicilio de la participante, se programar& cuando termine la
administracion de ACTIMEL® o placebo que serd de 6 semanas, por lo tanto la visita se
concretara entre los 42-45 dias posteriores al comienzo de la ingesta de ACTIMEL ® o

placebo.
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e Seharalaterceray ultima extraccion de sangre y leche materna.
e Se cumplimentara el cuestionario de calidad de vida SF-36.

e Se recoge el Diario de la Madre y se valorara el Diario del Nifio.

Primera valoracion del nifio

e Se realizara dentro de las 72 hs posteriores al parto, esta visita se realizara en el Hospital
Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria.

e Se completaré una Ficha Pediatrica, donde se registraran las caracteristicas antropométricas

del recién nacido.

Segunda valoracion del nifio

e Se realizaré en el Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria por el Pediatra del
equipo de investigacion y se programara a los 2 meses de vida del nifio.

e Se cumplimentara la informacién requerida en una ficha pediatrica, valorando el Diario del

Nifio.

Tercera valoracion del nifio
e Se realizara también en el Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria por el
Pediatra del equipo de investigacion y se programard a los 6 meses de vida del nifio.

e Se completard la ficha pediatrica, valorando el Diario del Nifio.

Restricciones

Desde el momento que el obstetra establece que la paciente retne los criterios de inclusion y
exclusion y la paciente firma el consentimiento informado, no debera tomar ningun tipo de leche

fermentada hasta la entrega de los productos del estudio.

Retirada de participantes del estudio

Las mujeres pueden ser retiradas del estudio por las siguientes razones:

e Por peticion propia o de su representante legal
e Por decision del investigador
Se retiraran a las mujeres del estudio cuando hayan olvidado de mas de 3 tomas seguidas

de Actimel® documentadas en el diario del estudio.
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Riesgos

Los procedimientos del estudio no revisten ningun riesgo para la salud, siendo el producto que
se administrard en el grupo de intervencion un alimento comercializado de libre uso en Espafia y

en el grupo control el mismo alimento sin Lactobacillus casei.

Beneficios

Su participacion en este estudio, ayudara a los investigadores a determinar los beneficios que un
alimento comercializado de libre uso en Espafia, tiene sobre su salud y sobre la salud,

crecimiento y desarrollo de su hijo.

Confidencialidad

Toda la informacion obtenida en este estudio serd considerada confidencial y serd usada sélo a

efectos de investigacion.

Participacién voluntaria

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que decidiera no participar,
o decidiese retirarse del estudio en cualquier momento del mismo, no perdera ninguno de los
beneficios de atencion sanitaria a los que tiene derecho, ni tendra usted que dar explicacion
alguna de las causas que motivan dicha retirada.






ANEXO 1l

(CUESTIONARIO DE NUTRICION Y SALUD

DE LA MADRE LACTANTE)






CUESTIONARIO DE
NUTRICIONY SALUD DE LA
MADRE LACTANTE

DANONE Estudio: Lactantes



Visita Inicial Iniciales [ [ ] Codigo Participante T 1]

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

A continuacion le preguntaré con que frecuencia acostumbraba a
tomar una serie de alimentos durante el embarazo, debe responder s
los tomo:

NUNCA (N)
DIARIAMENTE (D)
SEMANALMENTE (S)
MENSUALMENTE (M)
ANUALMENTE (A)

indicando cuantas veces los ha tomado y también debe responder s
el consumo anterior d embarazo fue mayor o menor :

1=MAYOR
2=MENOR
3= IGUAL

CEREALES, LEGUMBRES N D S M A | AntesEmb.
1. Pan blanco (2-3 rebanadas)

2. Pan integral (2-3 rebanadas)

3. Pastas macarrones, spaghettis (1plato)

4. Arroz hervido (1plato)

5. Cereales dul ces (desayuno) (1/2 taza)

6. Gofio de trigo (2cucharadas)

7. Gofio de millo (2cucharadas)

8. Papas sancochadas, guisadas (1000)

9. Papas chips fritas (1000)

O U Ugood oo s

10. Legumbres (1plato) (potaoe,cocido)

DANONE Estudio: Lactantes



Visita Inicial Iniciales [ [ ] Codigo Participante T 1]
CARNES, HUEVOS, PESCADOS M A Antes Emb.
11. Carne de vaca-ternera (]
(bistec, hamburquesa) (120q)

12. Carne de cochino (excepto D
embutidos (120q)

13. Jamon (cocido o serrano) (40q) D

14. Mortadela, chorizo, salchichon, D
otros embutidos (40q)

15. Higado (120q) [ ]

16. Otras visceras (rifiones, sesos) [ ]
(1200)

17. Carne de aves (pollo..) o conejo D
(1200)

18. Carne de cabra, cabrito, cordero D
(1200)

19. Huevos (1uno) (]

20. Pescado blanco D
(sama, viejas, cherne) (150q)

21. Pescado azul (longorones, D
guelde, sardina, atun,..) (120q)

22. Pulpo, calamar, choco (120q) D

23.Marisco (gambas, lapas,
mejillones...) (120q) [:]

FRUTAS M A Antes Emb.

24. Manzana (1 pieza) (]

25. Aguacate (1 pieza)

26. Naranja (1), mandarinas (2), D
Kiwis (2)

27. Platanos (1 pieza) (]

28. Papaya, mangas (1 racion) D

29. Zumos de fruta naturales (1 vaso) D

30. Mermeladas, frutas almibar o D
conservas (2 cucharadas/piezas)

DANONE

Estudio: Lactantes



Visita Inicial

Iniciales |:|:|:|

Cdédigo Participante |:|:|:|

VERDURAS

M A Antes Emb.

31. Potaje de verduras o caldo de
papas (1 plato/taza)

[]

32. Lechuga o ensaladas (1 plato)

33. Verduras sancochadas
(judias verdes, acelgas...) (1 plato)

34. Tomate crudo (1 unidad)

35. Tomate guisado (1 cucharada)

36. Cebollas o pimientos (crudos)
(1 unidad)

37. Cebollas o pimientos (quisados)
(1 unidad)

38. Otras hortalizas
(quisadas o crudas) (1 uni/1 pla)

) U D

LACTEOS

M A Antes Emb.

39. Leche entera (1 vaso)

40. L eche semidesnatada (1 vaso)

41. L eche desnatada (1 vaso)

42. Leche con grasa vegetal
(tipo Millac) (1 vaso)

43. L eches fermentadas (1unidad)

44. Flan, natillas (1 unidad)

45. Y oqur natura (1 unidad)

46.Y oqures de fruta (1 unidad)

47. Y oqures desnatados (1 unidad)

48. Y oqures con grasa vegetal tipo
Millac (1 unidad)

49. Nata, cremade leche
(1 cucharada)

50. Queso tierno o fresco (1200)

51. Queso semiseco
(majorero, palmero,...) (600)

52. Queso seco
(majorero, manchego) (40q)

Dy D e | ] T

DANONE

Estudio: Lactantes



Visita Inicial Iniciales [ [ ] Codigo Participante T 1]

GRASAS- ACEITES N D S M A Antes Emb.

53. Mantequilla (1 porcién)

54. Margarina
(1 porcién Individual)

55. Aceite de oliva
(1 cuchara/sopera)

56. Aceite de girasol o soja
(1 cucharada)

57. Aceite de maiz (1 cucharada)

58. Mayonesa (1 cucharada)

59. Aceitunas (10 unidades)

60. Tocino, manteca de cerdo
(1 cucharada)

LI D DL By Dy D

61. Ketchup, mostaza (1 cucharada)

SALADOS N D S M A Antes Emb.

62. Sal (1 pizca) L]

63. Frutos secos (almendras, [ ]
pistachos,...) (1 pufiado)

DULCES N D S M A Antes Emb.

64. AzUcar (1 cucharadita de postre)

65. Miel (1 cucharadita de postre)

66. Bolleria (matahambre, donuts,
”croissants’, ...) (1 unidad)

67. Dulcesy pasteles
(1 porcion individual)

68. Galletas (4-5 unidades)

69. Caramelosy golosinas
(1 unidad)

70. Chocolate (1 onza de tableta)

O D Dy D e

71. Helado (1 cucurucho)

DANONE Estudio: Lactantes



Visita Inicial Iniciales [ [ ] Codigo Participante T 1]

BEBIDAS N D S M A Antes Emb.

72. Bebidas refrescantes con gas [ ]
(1 vaso)

73. Bebidas refrescantes sin gas
(1 vaso)

74. Café (1 taza)

75. Te (1 taza)

76. Cerveza (1 vaso)

77.Vino de mesa, champagne — cava
(1 vaso/1 copa)

78. Chupito de melocoton,
manzana (1 vasito)

79. Licores, brandy (ginebra, ron)
whisky, combinado

80. Vodka, aguardiente (1 copa)

81. Aguadel grifo (1 vaso)

82. Aguamineral sin gas (1 vaso)

HEEIN e RS IRENEIEE I

83. Aguamineral con gas (1 vaso)

DANONE Estudio: Lactantes



Visita Inicial Iniciales [ [ ] Cédigo Participante T 1]

EVOLUCION SOCIOECONOMICA

1. Estado civil
1. Soltera
2. Casadao en pargja
3. Divorciada/ Viuda D

2. ¢Cuantas personas conviven en el hogar (contandose usted)?

OO

3.¢Cual es el nivel maximo de estudios que ha alcanzado?

Primaria incompleta

EGB, ESO o similar

Formacion profesional

Bachillerato, BUP, secundaria o similar

COU o similar

Estudios universitarios de grado medio (escuela universitaria)
Estudios de grado superior (facultad o escuela técnica superior)

C

Nog,rwWNE

4.;Cudl essu profesion?

5. ¢Cudl es su situacion laboral?

Trabaja

Parada (continuar pregunta 7)
Amade casa

Estudiante

Trabajay estudia

agrwbdNE

6. ¢ Quéhorariorealiza en su trabajo?

Jornada partida

Jornada continua principalmente mafianas
Jornada continua principalmente tardes
Jornada continua principa mente noches
Turnos

Otras SItUaCIONES.........cuvvveeeeiriiiieeeiiiiee e

ok wbhE

7. ¢, Cuanto tiempo lleva parada?

meses

DANONE Estudio: Lactantes



Visita Inicial Iniciales [ [ ] Cédigo Participante T 1]

HABITOS ALIMENTARIOS

8. Habitualmente ¢cudl delas siguientes comidasrealiza?

1.Si  2.No

Al levantarse

Desayuno antes de salir de casa
M edia mafiana

Comida

Merienda

Cena

Comer entre horas

TOTAL 1]

9.Habitualmente, durante la semana laboral (de la mafiana del lunes, al
mediodia del viernes), ¢con qué frecuencia?

aooooaan

1. Todos los dias 2. Casi todos los dias 5. Nunca
3. Lamitad delos dias 4, Casi nunca

Desayuna en casa D

Come en casa D

Cenaen casa D

10. (Qué grasa acostumbra a utilizar para:

1. Aceitedeolivavirgen
2. Aceite de oliva

3. Aceite de girasol

4. Aceite de maiz

5. Manteca

6. Mantequilla

7. Margarina

8. Otros aceite vegetales

Freir?

Cocinar?

aoo

Alifar?

DANONE Estudio: Lactantes



Visita Inicial Iniciales [ [ ] Cédigo Participante T 1]

ANTROPOMETRIA

11. Peso al inicio del embarazo D D D Kg

12. Peso anterior al parto D D D Kg

EVALUACION GENERAL

14. Antes del embarazo ¢se ha considerado obesa o con sobrepeso?

1. Si
2. No

]

15. ¢Ha intentado reducir peso alguna vez?

1. Si
2. No

16. Numero de hijos

17. Nimero de abortos

OO

18. Edad en el nacimiento del primer hijo

OO

19. M eses totales de lactancia materna

OO

20. ¢(Hatomado usted pildoras anticonceptivas?

1. Si
2. No

DANONE Estudio: Lactantes



Visita Inicial Iniciales [ [ ] Cédigo Participante T 1]
EVALUACION GENERAL (Continuacion)
21. En el embarazo, los vémitos han persistido durante:

1. Primer trimestre
2. Segundo trimestre
3. Tercer trimestre

O

CONSUMO DE TABACO

w NP SENES

wn e

23.

24.

25.

cHafumado durante €l embarazo?

Si, regularmente
No
Ocasionalmente

¢Hafumado alguna vez?

Si regularmente (al menos 6 meses)
No
Ocasionalmente

¢Cuando dej6 de fumar?

Hace menos de un mes
Entre 1y 9 meses
Hace mas de 9 meses

DANONE

Estudio: Lactantes



Visita Inicial Iniciales [ [ ] Cédigo Participante T 1]

ACTIVIDAD FiSICA

26. Antes del embarazo, ¢realizaba g er cicios fisicos?

1. Diariamente

2. 2-3vecesalasemana

3. lvezalasemana

4. 2-3vecesa mes

5. Algunavez a afio o menos

6. No puedo por incapacidad o enfermedad

O

27. ¢(Harealizado algin gercicio fisico durante el embarazo?

1. Si
2. No

O

28. ¢Harealizado gimnasia preparto?

1. S
2. No

]

29. ;Cuanto ha caminado diariamente, durante & embar azo?

Escribir e nimero de minutos

.

30. ¢(Quétipo deactividad fisica realiza en su trabajo, estudio o labores de casa?

1. En mi trabgjo estoy basicamente sentado y ando poco
2. Enmi trabajo ando bastante pero no realizo ningun esfuerzo vigoroso
3. Enmi trabajo ando y hago esfuerzos vigorosos frecuentemente

O

DANONE Estudio: Lactantes






ANEXO Il

(FICHAS PEDIATRICAS PARA EL

SEGUIMIENTO DEL NINO)






PRIMERA VALORACION DEL
RECIEN NACIDO

(dentrodelas 72 h pogerioresal parto)

- Datos ddl parto.
- Datos ddl recién nacido.

-V acunaciones.
- Anamnesis familiar

Estudio: Lactantes

DANONE



Visita 1-Nifio/a

Iniciales |:|:|:|

Codigo Participante |:|:|:|

DATOS DEL PARTO

Fecha Visita; L[ | L[ | L[ [ []

Dia Mes Afo

Semanasdegestacion: [ | |

Presentacion fetal dd recién nacido:
Eutécico || Distocico ||

Tipo departo:

Inducido [ | Dirigido [ |

Malegtar fetal: S [ ] Nol[]
Monitorizado: S [ ] Nol[]
Uso de anestésico: Si [ ] Nol[ ]

Lugar del parto:
Hospitd [ |

En caso de respuesta ‘ Otros’ especificar:

Ambulatorio [ |

Duracionde parto: | [ | [ [ ]
Horas Minutos

Instrumental [ ]

DATOS DEL RECIEN NACIDO

Apgar (vaor comprendido entre 1y 9):

M econio:

Si[ ] Nol[ ]

Orina (dentro de las primeras 24 h): s [ ]
Peso: [ [ [ [] g Talla:

(17 em

No [ ]

Perimetro cefalico:

PERIODO NEONATAL:

[T T T em

DANONE

Estudio: Lactantes



Visita 1-Nifio/a Iniciales [ [ ] Cédigo Participante T 1]

VACUNACIONES

Hepatitis B: Si [ ] Nol[]

Otras s [ ] Nol[]
En caso de respuesta AFIRMATIVA, especificar:

ANAMNESIS FAMILIAR

¢Existe cosanguinidad entre los padres? S [ ] Nol[]

Datos delos progenitores:
DATOS PADRE MADRE
Edad [ ] ] afos anos

Profesion @ I:I I:I
Enfermedades s [ ] Nol[] S [ ] Nol[]

(@ 1. Directivos administracion y empresa 5. Sector secundario
2. Técnicos y profesionales 6. Sector servicios
3. Administrativos 7. Otros

4. Sector primario

El recién nacido, presenta antecedentes de:

Si Sl
01. Sistema cardiovascular.... |:| 08. Sistema hematolégico................. |:|
02. Sistema nervioso central.. |:| 09. Musculo-Esquelético................... |:|
03. Organos de los sentidos.. |:| 10. Patologia endocrina, metabdlica
O iINMUNItarNa.......ccoeeeeeeveere e, |:|

04. Piel y tejido subcutaneo... |:|
11. Neoplasias (especificar tipo )...... |:|

OO0 m 3
N e N B

05. Aparato respiratorio.......... |:|
12. HaDItos tOXICOS.......cvverrererreeene |:|
06. Aparato digestivo.............. |:| ]
|:| 13. Alergias ....ccceeeeeivveeeeeiiiieee e |:|
07. Aparato genitourinario...... @1 o 1 |:|
N° Descripcion de Patologia Padre/Madre Otro familiar

DANONE Estudio: Lactantes






SEGUNDA VALORACION

DEL NINO
(2 meses)
- Datos dd nifo.
- Anamnesis persond.
-V acunaciones.
- Alimentacion.

- Anamnessfamiliar.
- Exploracion fisca.
- Findizacion dd estudio.

DANONE Estudio: Lactantes



Iniciales |:|:|:|

Visita 2-Nifio/a

Codigo Participante |:|:|:|

Mes

Ano

Fecha Visita: | D[

DATOS DEL NINO

Pes: [ [ | [ [] Kg
LTI T em

Perimetro cefalico:
Talla:

[T ] em

ANAMNESIS PERSONAL

1. (Asgted nifio alaguarderia?

s []

En caso de respuesta AFIRMATIVA, especificar fecha de inicio:

pEEREEEE

Mes Afo

Fechadeinicio: | |
Dia

2. ¢Hatomado algin medicamento?

s []

En caso de respuesta AFIRMATIVA, especificar en la siguiente tabla:

NUmero de dias de asstencia:

No [ ]

[ [ ] dias
No [ |

Nombre comercial o principio activo Dosis

Indicacion

1.-

2.-

3.-

3. ¢Ha necesitado alguna pomada o tratamiento local ?

s []

En caso de respuesta AFIRMATIVA, especificar en la siguiente tabla:

No [ ]

Nombre comercial o principio activo Dosis Indicacion
1.-
2.
3.-
VACUNACIONES

D.P.T.+HIB + Palio:

s []
s []

No [ ]
No|:|

Hepatitis B: Neumococo:

M eningocaco C:

s [ ]
s []

No [ ]
No [ ]

ALIMENTACION

Jcontinla € nifio con lalactancia?

s []

En caso de respuesta NEGATIVA, especificar fecha de finalizacién:

pEEREEEE

Mes Afo

Fecha findizacion de lalactancia: | |
Dia

No [ ]

DANONE

Estudio: Lactantes



Visita 2-Nifio/a

Iniciales |:|:|:|

Codigo Participante |:|:|:|

EXPLORACION FISICA

01. Aspecto general
02. Estado nutritivo
03. Piel y mucosas
04. Cabeza
05. Cuello
06. Ojos
07. Agudeza visual
08.O.R.L.
09. Agudeza auditiva
10. Térax
11. Abdomen
12. Genitales
13. Chorro miccional
14. Locomotor
14.1. Columna
14.2. Caderas

14.4. Pies
15. Nervioso

14.3. Extremidades

¢, Se harealizado la exploracion fisica?
Si se harealizado la exploracion, evalle los resultado siguientes:

Normal Anormal No realiz. Especificar en caso de anormalidad:

10

I | |
HoHoHoooHoUoDoooon
I | |

SI

O

NO

DANONE

Estudio: Lactantes



Visita 2-Nifio/a

Iniciales |:|:|:|

Codigo Participante |:|:|:|

ANAMNESIS FAMILIAR

NUmero de hermanos: I:l:l
Datos delos hermanos:
EDAD ESCOLARIZADO ENFERMEDADES
HERMANO-1 [ 1] si[] No[ ] si[] No[ ]
HERMANO-2 [ 1] si[] No[ ] Si[] No[ |
HERMANO-3 ED Si[] No[ ] si[] No[ ]
HERMANO-4 [ 1] Si[ ] No[ ] S[ ] No[ ]
HERMANO-5 [ 1] Si[ ] No[ ] Si[ ] No[ ]

01. Sistema cardiovascular.... |:|
02. Sistema nervioso central.. |:|
03. Organos de los sentidos.. |:|
04. Piel y tejido subcutaneo... |:|
05. Aparato respiratorio
06. Aparato digestivo
07. Aparato genitourinario...... |:|

L os hermanos, presentan antecedentes de:

SI

OO0 s

Sl
08. Sistema hematolégico................. |:|
09. Musculo-Esquelético................... |:|

10. Patologia endocrina, metabdlica
o inmunitaria
11. Neoplasias (especificar tipo )...... |:|

12. Habitos toxicos

13. Alergias ...............

N O O e I | I >

14.0tros ....ccovviiiiiiiiiic |:|

Ne Descripcion de Patologia Fecha inicio Fecha fin

Ly [ [ [ Y
e e ST S [ Y
I s [ [ | S
ry [T [ [ Y
I s [ [ [
ry ] [T ST Y S
ry ] e [ S [ Y

FINALIZACION DEL ESTUDIO

¢, Haabandonado o se haretirado la paciente del estudio ?

En caso afirmativo por favor, remitaseal formulario de FINALIZACI ON DEL ESTUDIO.

Remitase alapéagina58.

SD NO|:|

Firma del investigador: ...........cccooooiiiiiiiiiiiiiniinns

Fecha: |

Dia Mes Afo

DANONE

Estudio: Lactantes



Cdédigo Participante [ 1]

Iniciales L[]

Visita 2-Niflo/a

elieulin uolooaju| e

selbla|ly e

Svdl0

©Ip/SaU00IS0daP oN-T

olUSIWIUBIIST

S02I10D e

(selp ua) ugloeing-g

eIp/SeU0I0ISodap oN-T

epnbe ealleiq e

solwWoA/sauoloelibinbay e

uljjoy,, 1@nbnpyy

SIATVYNILSILINIOH1ISVYO

siijoinbuolg e

elUOWNSN e

siinbuolg e

Svrvd SVIA

snibuie e

sniepbiwy/snibulied e

SIIpIOUaPY /SHIUTY e

eIpaW SO e

BUISIX3 SO *

SVYL1V SVIA

OLNIINVLVYHL
Svid

OJI10IdILNY | OJILYINOLNIS

OLIN3INVLIVHL

(selp us)
uoloeIng o0 eJp/ oN

VHO34

ON

S3INOIDD3AANI

Estudio: Lactantes
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Cdédigo Participante [ 1]

Iniciales L[]

Visita 2-Niflo/a

sasaw z-0

(Svia)
SOSIUONI
3d OY3INNN

VION3IOdN
SVYLINSNOD ANNN

SVI4V1V1IdSOH
SVOId3aN
SVLTINSNOD ANNN

SVIaVITIOINOd
SVYOIAaN
SVLISIAINNN

(svia)
0SOd3y

(svia)
aLv

(Svia)
349314

0dold3d
1v101

S3INOIONIAHTLNI

©a10e| B11S0D

leued ap snnewiag

salolsju] "1X3-

salolladng 1x3-g

UBWIOPQ Y-y

00U0l4]-§

0[Iend-¢

ered-T

©o1do1y shirewsaq

OIN3INVLVHLl |OJILOIFILNY | OOJILYWOLNIS

Svid OLNIINVLIVYL

(sejp us)
uoloeINg o elp/oN

VYHO34

443dNS

S3ANOIDO3ANI

Estudio: Lactantes
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TERCERA VALORACION

DEL NINO
(6 meses)
- Datos dd nifo.
- Anamnesis persond.
-V acunaciones.
- Alimentacion.

- Anamness familiar.
- Exploracion fisca.
- Findizaciéon dd estudio.

DANONE Estudio: Lactantes



Iniciales |:|:|:|

Visita 3-Nifio/a

Codigo Participante |:|:|:|

Mes

Ano

Fecha Visita: | D[

DATOS DEL NINO

Peso: D:H:D Kg
LTI Jem

Perimetro cefalico:
Talla:

[T T om

ANAMNESIS PERSONAL

1. ¢(Asgted nifio ala guarderia?

s []

En caso de respuesta AFIRMATIVA, especificar nimero de dias:

pNEEYEREE

Mes Afo

Fechadeinicio: | |
Dia

2. ¢Hatomado algin medicamento?

s []

En caso de respuesta AFIRMATIVA, especificar en la siguiente tabla:

NUmero de dias de asstencia:

No [ |

[ [ ] dias
No [ ]

Nombre comercial o principio activo Dosis

Indicacion

1.-

2.-

3.-

3. ¢Hanecesitado alguna pomada o tratamiento local ?

s []

En caso de respuesta AFIRMATIVA, especificar en la siguiente tabla:

No [ ]

Nombre comercial o principio activo Dosis Indicacion
1.-
2.
3.-
VACUNACIONES

D.P.T. +HIB + Palio:

s [ ]
si []

No [ ]
No [ ]

M eningococo C:

Hepatitis B: Neumococo:

s []
s [ ]

No [ ]
No [ ]

DANONE

Estudio: Lactantes



Visita 3-Nifio/a Iniciales [ [ ] Cédigo Participante T 1]

ALIMENTACION

¢ContinGia é nifio con lalactancia? s [ ] Nol[]

En caso de respuesta NEGATIVA, especificar fecha de finalizacién:

Fecha finalizacion de lalactancia HEEENEEEE
Dia Mes Afio

Alimentacion del nifio:
Indique en lasiguiente tabla el tipo de aimentacidn que toma e nifio y lafechadeinicio:

Alimentacion mixta Fecha inicio
[ ] cerealessingluten | . [ B
|:| Cerealescongluten | ... /... A
] Pt | [
|:| verduras | . Y .
(] Pol0 | [
|:| Ternera 1L [T
|:| Pescado | .. T S
|:| OtroS-1: ooeieeieeiieiiesiesieesieesenssensneene | e T S
|:| (O 10 1SR Y

ANAMNESIS FAMILIAR

L os hermanos, presentan antecedentes de:

SI NO SI NO
01. Sistema cardiovascular.... |:| |:| 08. Sistema hematoldgico................. |:| |:|
02. Sistema nervioso central.... |:| |:| 09. MUsculo-Esquelético................... |:| |:|
03. Organos de los sentidos.. |:| |:| 10. Patologia endocrina, metabdlica
04. Piel y tejido subcutaneo... |:| |:| O iINMUNItarNa.......ccoeeeeeeieeiee e, |:| |:|
05. Aparato respiratorio........ |:| |:| 11. Neoplasias (especificar tipo)...... |:| |:|
12. HaDItos tOXICOS.......cvverrererrreenne |:| |:|
06. Aparato digestivo.............. |:| |:| .
13 Alergias ....cceeeeevveeeeeeiiiieeee e |:| |:|
07. Aparato genitourinario...... |:| |:| 14, OtrOS ..ocvveee e |:| |:|
N° Descripcion de Patologia Fecha inicio Fecha fin
Ly /... T [ A
I e /... S [ | A
I s [ A [ [ A
[ e /... | AT R [ [
e [ AR [ [ [
[ e /... AR I [ [
[ e [ AR [ [ [

DANONE Estudio: Lactantes



Visita 3-Nifio/a Iniciales [ [ ] Cédigo Participante T 1]
EXPLORACION FiSICA

Sl NO
¢ Se ha realizado la exploracion fisica? ] []

Si se harealizado la exploracion, evalle los resultado siguientes:
Normal Anormal No realiz. Especificar en caso de anormalidad:

01. Aspecto general

02. Estado nutritivo

10

03. Piel y mucosas
04. Cabeza

05. Cuello

06. Ojos

07. Agudeza visual
08.O.R.L.

09. Agudeza auditiva
10. Térax

11. Cardiovascular

12. Respiratorio
13. Abdomen
14. Genitales

15. Chorro miccional

16. Masculo-Esquelético

17. Locomotor
17.1. Columna
17.2. Caderas
17.3. Extremidades
17.4. Pies

18. Neuroldgico

HOHOHoODOoDoHooobDoDgooon
HOHOHoODOoDoHooobDoDgooon

HOHOHoooDoooHoHodorD

FINALIZACION DEL ESTUDIO

¢, Haabandonado o se haretirado la paciente ddl estudio ? Si D No D

En caso afirmativo por favor, remitaseal formulario de FINALIZACI ON DEL ESTUDIO.
Remitase alapéagina58.

Firma del investigador: ...........ccocoevveinienncnenn Fecha: | | | | | | | | |

DANONE Estudio: Lactantes



Cdédigo Participante [ 1]

Iniciales L[]

Visita 3-Niflo/a

elieulin uolooaju| e

selbla|ly e

Svdl0

©Ip/SaU00IS0daP oN-T

olUSIWIUBIIST

S02I10D e

(selp ua) ugloeing-g

eIp/SeU0I0ISodap oN-T

epnbe ealleiq e

solwWoA/sauoloelibinbay e

uljjoy,, 1@nbnpyy

SIATVYNILSILINIOH1ISVYO

siijoinbuolg e

elUOWNSN e

siinbuolg e

Svrvd SVIA

snibuie e

sniepbiwy/snibulied e

SIIpIOUaPY /SHIUTY e

eIpaW SO e

BUISIX3 SO *

SVYL1V SVIA

OLNIINVLVYHL
Svid

OJI10IdILNY | OJILYINOLNIS

OLIN3INVLIVHL

(selp us)
uoloeIng o0 eJp/ oN

VHO34

ON

S3INOIDD3AANI

Estudio: Lactantes
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Cdédigo Participante [ 1]

Iniciales L[]

Visita 3-Niflo/a

S9saWwl 9-Z

(Svia)
SOSIUONI
3d OY3INNN

VION3IOdN
SVYLINSNOD ANNN

SVI4V1V1IdSOH
SVOId3aN
SVLTINSNOD ANNN

SVIaVITIOINOd
SVYOIAaN
SVLISIAINNN

(svia)
0SOd3y

(svia)
aLv

(Svia)
349314

0dold3d
1v1i01

S3INOIONIAHTLNI

©a10e| B11S0D

leued ap snnewiag
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ANEXO IV

(DIARIO DE LA MADRE — DIARIO DEL NINO)






DIARIO DE LA MADRE

Cddigo de la Paciente: _

Iniciales de la Paciente:

Fecha de la 12 Visita: / / Préxima Visita:

Fecha de la 22 Visita: [ ] Préxima Visita:

Fecha de la 32 Visita: [

Hospital Materno Infantil de Gran Canaria

Para cualquier consulta, dirijase a Dfia.Adriana Ortiz Tel:
Dr. Tel:




IMPORTANTE

1. Consumo de Actimel:

Completar cada casilla S| cuando tome Actimel, NO cuando olvide alguna toma.

2. Fiebre:
Se considera febricula entre 37 y 38°C y fiebre aquellas temperaturas superiores a
38°C. Se realizard la toma de la temperatura a nivel axilar. Anote en el Diario

cuando padezca de fiebre o febricula.

3. Malestar o Enfermedad:

Completar este apartado si sufre algin malestar como dolor de cabeza, o alguna

enfermedad como infeccion, gripe, mastitis, etc, durante el desarrollo del estudio.

4. Medicamentos:

Indicar si toma algun medicamento, el nombre del mismo y cada cuantas horas lo

toma.

5. Comentarios:

En este apartado podra mencionar cualquier acontecimiento que no sea habitual,
gue pueda influir en su estado de salud y en el de su hijo y que Usted considere
importante, como asi también modificaciones en su alimentacion, si omite alguna

comida o si hace comidas fuera de casa.



CONSUMO DE ACTIMEL. DESDE: _ _/_

_/2.00_ HASTA: _ [/ _/2.00_.

‘ ACTIMEL (3 al dia) Fiebre o Malestar o Medicamentos .
DIA p Comentarios
NO1 NO2 N°3 Febricula Enfermedad [Nombre [Dosis
DIA 1 Si  No Si No Si No |Fiebre O
O O O O O O Febricula O
DIA 2 Si No Si No Si No |Fiebre O
O Od O O O O Febricula O
DIA 3 Si No Si No Si No |Fiebre O
O Od O O O O Febricula O
DIA 4 Si No Si No Si No |Fiebre O
O Od O O O O Febricula O
DIA 5 Si No Si No Si No |Fiebre O
O Od O O O O Febricula O
DIA 6 Si No Si No Si No |Fiebre O
O O O O O 0O Febricula O
DIA 7 Si No Si No Si No |Fiebre O
O Od O O O O Febricula O
DIA 8 Si No Si No Si No |Fiebre O
O O O O O 0O Febricula O
DIA 9 Si No Si No Si No |Fiebre O
O Od O O O O Febricula O
Si No Si No Si No |Fiebre O
DIA 10 O O O O O O Febricula O




CONSUMO DE ACTIMEL. DESDE: _ _/_

_/2.00_ HASTA: _ [/ _/2.00_.

DIA ACTIMEL (3 al dia) Fieb,re 0 Malestar o Medicamentos Comentarios
NG NO2 N°3 Febricula Enfermedad [Nombre [Dosis
pA1L| 35 B2 |3 & |Feriea o
piA 12| 2 No| S Nop St Nofresee 5
DA 13[ 2 13 |3 & [Fevrioua B
DiA 14| 5 [ 3 Mo f S o s O
DA 15| 2 B2 | 2 B | 2 X |Febrioua O
pia 16| 5 [ 3 B[S B (Ees B
oA 17| 5 B[ 2 &2 & [Fevieua
pia 18| 5 [ 3 B[ 3 Mo (e B
pia 19| 5 B[ 3 B[ 3 B s B
Dia20 [ B B f 5 Mo B e e e O




CONSUMO DE ACTIMEL. DESDE: _ _/_

_/2.00_ HASTA: _ [/ _/2.00_.

DIA ACTIMEL (3 al dia) Fieb,re 0 Malestar o Medicamentos Comentarios
NG NO2 N°3 Febricula Enfermedad [Nombre [Dosis
pa2t| 5 B2 B3 & |Ferea o
DiA 22| 2 No| S No St Nofrebee 5
DA 23[ 2 2| 3 X | 2 & [Fevrioua B
DIA 24| 5 N [ 3 Mo f S o s O
DA 25| 2 B2 | 2 B | 2 X |Febrioua O
DiA 26 5 W[ 3 B f 3 Mo e O
DA 27| 5 B[S &2 & [Fevieua &
DiA 28| 5 W[ 3 Mo f 5 Mo e O
piA 29| 3 Ro | St No| St o joee o
piago [ B B0 f 5 Mo B e e e O




CONSUMO DE ACTIMEL. DESDE: _ _/_

_/2.00_ HASTA: _ [/ _/2.00_.

DIA ACTIMEL (3 al dia) Fieb,re 0 Malestar o Medicamentos Comentarios
NG NO2 N°3 Febricula Enfermedad [Nombre [Dosis
pAasl| S5 B2 |3 & |Ferea o
piA 32| 2 No| S No St Nofmesee 5
DA B[ 2 |3 & |3 & [Fevrioua 5
DA 34| 2 | 2 B | 2 X |Febrioua O
DA 35| 2 B2 | 2 B | 2 O |Febrioua O
pia 36| 5 [ 2 B[S B [Fes B
DA 37| 5 B[ 2 &2 & [Fevieua
pia 38| 5 W[5 B[S B (. B
pia 39| 3 Ro | St No| St o jree o
W = I A =




CONSUMO DE ACTIMEL. DESDE: _ _/_

_/2.00_ HASTA: _ [/ _/2.00_.

‘ ACTIMEL (3 al dia) Fiebre o Malestar o Medicamentos .
DIA p Comentarios
NO1 NO2 N°3 Febricula Enfermedad [Nombre [Dosis
Si No Si No Si No |Fiebre O
DIA 41 O Od O O O O Febricula O
Si No Si No Si No |Fiebre O
DIA 42 O O O 0O O 0O Febricula O

Otros Comentarios:







DIARIO DEL NINO/A

Cddigo de la Paciente: _

Iniciales de la Paciente:

Visita 12 [ Préoxima Visita:

Visita 22 [ Préoxima Visita:

Visita 32: [/

Hospital Materno Infantil de Gran Canaria

Para cualquier consulta, dirijase a Dfia.Adriana Ortiz Tel:
Dr: Tel:




IMPORTANTE

1. Fiebre:

¢,Cuando tomar la temperatura?

En los casos que su nifio se muestre decaido, duerma mas de lo acostumbrado vy
en general cuando le parezca que no se siente bien.

Los neonatos pueden tener una temperatura axilar de 33-36°C. Solamente
después de una semana, la temperatura axilar se estabiliza en 36°C.

Se consideran normales los valores comprendidos entre 35 y 37°C, definiendo
febricula entre 37 y 38 y fiebre aquellas temperaturas superiores a 38°C.

Tome de forma habitual la temperatura a los nifios menores de seis afios,
poniendo el termémetro en la axila o en la ingle, colocando el brazo o la pierna a lo
largo del cuerpo del nifio y sujetando el brazo o pierna contra el termémetro
durante 3 minutos.

Anote en el Diario cuando el bebé padezca de fiebre o febricula.

2. Alimentacion:

Complete la casilla de Alimentacién cuando introduzca alimentos nuevos en la

dieta del bebé. Indicar también si deja de dar leche materna.

3. NUmero de deposiciones:

Durante las primeras 24 a 48 horas, las deposiciones suelen ser negras y espesas
(se llama meconio), los dias siguientes se van haciendo verde-amarillentas (se
llaman deposiciones de transito), en dias posteriores se hacen amarillas.

En este apartado debera anotar el nimero de deposiciones de su bebé, tenga en
cuenta que cuando el nifio se alimenta con leche materna lo normal es que
tenga hasta 2 deposiciones por dia.

En el apartado de comentarios podra destacar también cuando el color y la
consistencia de las deposiciones no son habituales. Es normal que el recién

nacido haga cacas amarillas y semiliquidas al mamar.



Estrefiimiento

¢ Dos 0 menos deposiciones por semana.
e Defecacion con esfuerzo, superior al 25% del tiempo.
e Deposiciones duras o caprinas, superior al 25% del tiempo.

e Sensacion de evacuacion incompleta, superior al 25% del tiempo.

Si se cumplen 2 o0 méas de algunas de las condiciones mencionadas, decimos

entonces que el bebe sufre estrefiimiento.

4. Célicos:
Anotar si el bebé padece de cdlicos. ¢ Qué entendemos por colicos?
Decimos que el bebé sufre cdlicos, cuando observamos llanto y nerviosismo

mas de 2 horas y media por dia al menos 3 dias ala semana.

5. Malestar o Enfermedad:

Indicar si el nifio ha perdido peso, si esta decaido, molesto o con vomitos: se
considera normal la expulsién de leche tras la alimentacion, coincidiendo con la
expulsibn de aire, que suele ser de poca cantidad y con escasa fuerza
denomindndose regurgitaciones.

Indicar si su hijo tiene alguna de estas patologias:

e Otitis externa, Otitis media

¢ Rinitis/Adenoiditis

e Faringitis’/Amigdalitis

e Laringitis

¢ Bronquitis, Neumonia, Bronquiolitis

¢ Muguet “hollin”

o Alergia

e Infeccidn urinaria

e Dermatitis en cara, cuello, tronco, abdomen, extremidades superiores o

extremidades inferiores.



e Dermatitis de pafal

e Costra lactea

e Tos

e Catarro
e Gripe

e Ictericia
e Diarrea
e Asma

e Conjuntivitis

e Otra patologia que no esté en este listado.

6. Medicamentos:

Indicar si el nifilo ha tomado algin medicamento, el nombre del mismo y cada

cuantas horas lo ha tomado.

7. Visita Médica:

Indicar si su bebé ha realizado una revision médica, especificar si ha sido una

consulta domiciliaria, en el hospital o en urgencias.

8. Reposo:
Si su hijo permanece en cama por prescripcion médica o porgue se encuentra

decaido y molesto.

9. Comentarios:

En este apartado podra mencionar si ese dia el bebé ha recibido alguna vacuna,
si ha tenido problemas para dormir, si ha estado mas tranquilo o mas activo de lo
normal, si ha sido ingresado, si ha sufrido alguna intervencion, o cualquier

acontecimiento que no sea habitual en su hijo y que Usted considere importante.



SEGUIMIENTO DEL PRIMER MES. FECHA: DESDE: _ _/__/200_ HASTA: __/__/200_.

Fiebre o ' s HLIuE 2 Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
o 1 |Fe, 8 5 3
o 2 |Foe, 5 T
o 3 |Foe, 5 T
o 4 e, 2 I 5
on s |, O 5 5
om o |Fre, B 5 5
o 7 |Fe, B 5 5
- 5 5
- 5 5
10 |Foe, 5 S
o |Foe, 5w 5
oo [ O 5 5
om1s |, O 5 5
o 14 |FEe, B 5 5
o 15 |Fe, B 5 5




SEGUIMIENTO DEL PRIMER MES.

Fiebre o g 72 Num'. Al Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
o 16 |FE, B S S
o 17| Fetre , 5 5 K
o 18| Fre , 3 5 K
om 19|, 3 5 e 5 e
o 20| FEve , 5 S o
on 21| e, 5 5 K
o 22| Fe B S 5
om 2| FEbe, O 5 5
o 24| Fee,, 3 5 e S ne
o 25 Fetre 3 5 5t
oin 20| Fete , 5 5 K
om 27| E5be,, B 5 5
om 25| FEbe, O 5 5
o 29| FEe O 5 S
o 30 FEre, 5w 5w
o 31 |Fre, B S S




SEGUIMIENTO DEL SEGUNDO MES. FECHA: DESDE: __/__/200_ HASTA: __/__/200._.

Fiebre o ' s HLIuE 2 Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
om 1 |Fere, B 5 3
o 2 |Foe,, 5 T
o 3 |Foe, 5 T
o 4 e, 2 I 5
on s |, O 5 5
om o |Fre, B 5 5
o 7 |Fe, B 5 5
- 5 5
- 5 5
10 |Foe, 5 S
o |Foe, 5w 5
oo [ O 5 5
om1s |, O 5 5
o 14 |FEe, B 5 5
o 15 |Fe, B 5 5




SEGUIMIENTO DEL SEGUNDO MES.

Fiebre o g 72 Num'. Al Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
o 16 |FE, B S S
o 17| Fetre , 5 5 K
o 18| Fre , 3 5 K
om 19|, 3 5 e 5 e
o 20| FEve , 5 S o
on 21| e, 5 5 K
o 22| Fe B S 5
om 2| FEbe, O 5 5
o 24| Fee,, 3 5 e S ne
o 25 Fetre 3 5 5t
oin 20| Fete , 5 5 K
om 27| E5be,, B 5 5
om 25| FEbe, O 5 5
o 29| FEe O 5 S
o 30 FEre, 5w 5w
o 31 |Fre, B S S




SEGUIMIENTO DEL TERCER MES. FECHA: DESDE: _ _/__/200_ HASTA: __/__/200_.

Fiebre o ' s HLIuE 2 Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
om 1 |Fere, B 5 3
o 2 |Foe,, 5 T
o 3 |Foe, 5 T
o 4 e, 2 I 5
on s |, O 5 5
om o |Fre, B 5 5
o 7 |Fe, B 5 5
- 5 5
- 5 5
10 |Foe, 5 S
o |Foe, 5w 5
oo [ O 5 5
om1s |, O 5 5
o 14 |FEe, B 5 5
o 15 |Fe, B 5 5




SEGUIMIENTO DEL TERCER MES.

Fiebre o g 72 Num'. Al Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
o 16 |FE, B S S
o 17| Fetre , 5 5 K
o 18| Fre , 3 5 K
om 19|, 3 5 e 5 e
o 20| FEve , 5 S o
on 21| e, 5 5 K
o 22| Fe B S 5
om 2| FEbe, O 5 5
o 24| Fee,, 3 5 e S ne
o 25 Fetre 3 5 5t
oin 20| Fete , 5 5 K
om 27| E5be,, B 5 5
om 25| FEbe, O 5 5
o 29| FEe O 5 S
o 30 FEre, 5w 5w
o 31 |Fre, B S S

10




SEGUIMIENTO DEL CUARTO MES. FECHA: DESDE: __/__/200_ HASTA: __/__/200_.

Fiebre o ' s HLIuE 2 Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
om 1 |Fere, B 5 3
o 2 |Foe,, 5 T
o 3 |Foe, 5 T
o 4 e, 2 I 5
on s |, O 5 5
om o |Fre, B 5 5
o 7 |Fe, B 5 5
- 5 5
- 5 5
10 |Foe, 5 S
o |Foe, 5w 5
oo [ O 5 5
om1s |, O 5 5
o 14 |FEe, B 5 5
o 15 |Fe, B 5 5




SEGUIMIENTO DEL CUARTO MES.

Fiebre o g 72 Num'. Al Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
o 16 |FE, B S S
o 17| Fetre , 5 5 K
o 18| Fre , 3 5 K
om 19|, 3 5 e 5 e
o 20| FEve , 5 S o
on 21| e, 5 5 K
o 22| Fe B S 5
om 2| FEbe, O 5 5
o 24| Fee,, 3 5 e S ne
o 25 Fetre 3 5 5t
oin 20| Fete , 5 5 K
om 27| E5be,, B 5 5
om 25| FEbe, O 5 5
o 29| FEe O 5 S
o 30 FEre, 5w 5w
o 31 |Fre, B S S

12




SEGUIMIENTO DEL QUINTO MES. FECHA: DESDE: _ _/__/200_ HASTA: __/__/200_.

Fiebre o ' s HLIuE 2 Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
om 1 |Fere, B 5 3
o 2 |Foe,, 5 T
o 3 |Foe, 5 T
o 4 e, 2 I 5
on s |, O 5 5
om o |Fre, B 5 5
o 7 |Fe, B 5 5
- 5 5
- 5 5
10 |Foe, 5 S
o |Foe, 5w 5
oo [ O 5 5
om1s |, O 5 5
o 14 |FEe, B 5 5
o 15 |Fe, B 5 5




SEGUIMIENTO DEL QUINTO MES.

Fiebre o g 72 Num'. Al Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
o 16 |FE, B S S
o 17| Fetre , 5 5 K
o 18| Fre , 3 5 K
om 19|, 3 5 e 5 e
o 20| FEve , 5 S o
on 21| e, 5 5 K
o 22| Fe B S 5
om 2| FEbe, O 5 5
o 24| Fee,, 3 5 e S ne
o 25 Fetre 3 5 5t
oin 20| Fete , 5 5 K
o 27| b, B 5 5
om 25| FEbe, O 5 5
o 29| FEe O 5 S
o 30 FEre, 5w 5w
o 31 Fre, 8 S S

14




SEGUIMIENTO DEL SEXTO MES. FECHA: DESDE: __/__/200_ HASTA: _ _/__/200_.

Fiebre o ' s HLIuE 2 Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
om 1 |Fere, B 5 3
o 2 |Foe,, 5 T
o 3 |Foe, 5 T
o 4 e, 2 I 5
on s |, O 5 5
om o |Fre, B 5 5
o 7 |Fe, B 5 5
- 5 5
- 5 5
10 |Foe, 5 S
o |Foe, 5w 5
oo [ O 5 5
om1s |, O 5 5
o 14 |FEe, B 5 5
o 15 |Fe, B 5 5

15




SEGUIMIENTO DEL SEXTO MES.

Fiebre o g 72 Num'. Al Malestar o Medicamentos Visita .
DIA Febricula Alimentacion I?;?gr(])es;- Colicos enfermedad N Dosis | médica Reposo Comentarios
o 16 |FE, B S S
o 17| Fetre , 5 5 K
o 18| Fre , 3 5 K
om 19|, 3 5 e 5 e
o 20| FEve , 5 S o
on 21| e, 5 5 K
o 22| Fe B S 5
om 2| FEbe, O 5 5
o 24| Fee,, 3 5 e S ne
o 25 Fetre 3 5 5t
oin 20| Fete , 5 5 K
om 27| E5be,, B 5 5
om 25| FEbe, O 5 5
o 29| FEe O 5 S
o 30 FEre, 5w 5w
o 31 Fre, 8 S S




ANEXO V

(TABLA DE ALIMENTOS EN RACIONES ESTANDARES)






RACIONES ESTANDARES EN GRAMOS Y MILILITROS

ne alimentos g/ml ne alimentos g/ml
1 Pan blanco 50 42 | Leche con grasa vegetal 225
2 Pan integral 50 43 | Flan o natillas 110
3 Pasta 80 44 | Yogur natural 125
4 Arroz 80 45 | Yogur fruta 125
5 Cereales dulces 30 46 | Yogur desnatado 125
6 Gofio de trigo 35 47 | Yogur grasa vegetal 125
7 Gofio de millo 35 48 | Nata o crema de leche 15
8 Papas sancochadas 100 49 | Queso tierno o fresco 120
9 Papas fritas 100 50 | Queso semiseco 60
10 Legumbres 90 51 | Queso seco 40
11 | Carne vacuno 120 52 | Mantequilla 12
12 | Carne porcino 120 53 | Margarina 12
13 | Jamén (cocido o serrano) 40 54 | Aceite de oliva 10
14 | Embutidos (chorizo, salchichdn, etc) | 40 55 | Aceite de girasol 0 soja 10
15 | Higado 120 56 | Aceite de maiz 10
16 | Otras visceras 120 57 | Mayonesa 17
17 | Carne ave/conejo 120 58 | Aceitunas 35
18 | Carne de cordero, cabra, cabrito 120 59 | Tocino 0 manteca de cerdo 17
19 Huevo 60 60 Ketchup o mostaza 17
20 | Pescado blanco 150 61 | Sal 3
21 | Pescado azul 120 62 | Frutos secos 27
22 Pulpo, calamar, choco 120 63 Azlcar 7
23 | Marisco 65 64 | Miel 10
24 | Manzana 200 65 | Bolleria 50
25 | Aguacate 200 66 | Dulcesy pasteles 115
26 | Naranja, 2 mandarinas, 2 kiwis 190 67 | Galletas 33
27 | Platano 135 68 | Caramelos y golosinas 5
28 | Papayo, mando 175 69 | Chocolate 20
29 | Zumo de frutas naturales 175 70 | Bebidas refrescantes con gas 200
30 | Mermeladas, confituras 40 71 | Bebidas refrescantes sin gas 200
31 | Potaje de verduras, caldo de papas | 225 72 | Café 45
32 | Lechuga o ensalada 200 73 | Té uotras infusiones 125
33 | Verdura sancochada 175 74 | Cerveza 200
34 Tomate crudo 200 75 Vino de mesa, champagne, cava 100
35 | Tomate guisado 25 76 | Chupito de melocoton, manzana... 45
36 | Cebolla o pimientos crudos 175 77 | Licor o brandy 50
37 | Cebolla o pimientos guisados 90 78 | Vodka o aguardiente 45
38 | Otras hortalizas (crudas o guisadas) | 150 79 | Agua del grifo 200
39 | Leche entera 225 80 | Agua mineral sin gas 200
40 | Leche semidesnatada 225 81 | Agua mineral con gas 200
41 | Leche desnatada 225
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RESUMEN

Los alimentos funcionales, consumidos como parte de
una dieta equilibrada y acompariados de un estilo de vida
saludable, ofrecen la posibilidad de mejorar la salud y/o
prevenir ciertas enfermedades.

En tal sentido, es prioritaria la aprobacion de un marco
regulador dentro de la UE para proteger a los consumido-
res, fomentar el comercio justo y potenciar la innovacion
de productos dentro de la industria alimentaria. Es tam-
bién vital comunicar a los consumidores los beneficios que
suponen para su salud, de manera que estén bien informa-
dos para poder escoger mejor los alimentos que consu-
men.

En el caso de los probiéticos, y su aplicacién durante el
puerperio vy la lactancia, existen evidencias que indican
que pueden influenciar positivamente el proceso de madu-
racién de la inmunidad intestinal del nifio y ponen de ma-
nifiesto también un potencial efecto preventivo de los pro-
bioticos frente a las atopias.

Palabras claves: Alimentos funcionales. Nutricién co-
munitaria. Salud publica. Probioéticos. Puerperio. Lactan-
cia.

INTRODUCCION

En las dltimas décadas se ha observado un nota-
ble desarrollo de la nutricién comunitaria, entendida
como aquella area de la nutriciéon que trasciende a la
comunidad, aplicada dentro del contexto de la salud
publica y que estudia e intenta plantear soluciones a
los problemas nutricionales que la poblacién presen-
ta, actuando como herramienta de promocion de la
salud (1).

ABSTRACT

The functional foods, along with a balanced diet and a
healthy life style, offer the possibility to improve health
and to prevent certain diseases.

Thus, the approval of a regulating frame within the UE
to protect the consumers, to promote fair trade and to
strengthen the product innovation within the food industry
is considered a high priority.

In addition, consumers need to be informed on the
heatlh benefits of the functional foods, to make them able
to choose appropiately their own diets.

There are several evidences indicating the favorable
role of probiotics and their use during puerperium and
breastfeeding on the maduration process of the child in-
testinal immunity. A potential preventive effect in the
atopia has also been suggested.

Key words: Functional foods. Community nutrition.
Health public. Probiotics. Puerperium. Breastfeeding.

La dieta y la nutricién son muy importantes para
promover y mantener la buena salud a lo largo de
toda la vida. Esta bien establecida su funcion como
factor determinante de enfermedades no transmisi-
bles o crénicas, y ello la convierte en componente
fundamental de las actividades de prevenciéon (2). La
segunda mitad del siglo XX se caracterizd6 por pro-
fundos cambios de las dietas y los estilos de vida,
que a su vez han contribuido al incremento de algu-
nas enfermedades no transmisibles (3). La rapidez




A. ORTIZ-ANDRELLUCCHI Y L. SERRA-MAJEM

de estos cambios, junto con la creciente carga de
morbilidad, estd creando una importante amenaza
para la salud publica que exige medidas inmediatas y
eficaces.

En cuanto al sobrepeso y la obesidad, no sélo la
prevalencia actual ha alcanzado niveles sin prece-
dentes, sino que la tasa de aumento anual es sustan-
cial en la mayoria de las regiones en desarrollo (4).
Los paises mediterraneos han abandonado sus habi-
tos y costumbres tradicionales, siendo estos cambios
mas dramaéticos en nifios y adolescentes. Los nifios y
adolescentes espafioles presentan consumos altos
de cereales refinados, lacteos, carne, salchichas y
embutidos; productos de panaderia tales como bo-
llos, tortas y galletas, snacks dulces o salados y bebi-
das azucaradas (5). La combinacién de este patron
alimentario unido a un estilo de vida sedentario ha
contribuido a un aumento importante en la preva-
lencia de sobrepeso y obesidad en nifios y adoles-
centes. La prevalencia de obesidad en nifios espafio-
les ha aumentado del 6,4% en 1984 a 13,9% de
2000 (6). Por todo esto, es necesario plantear estra-
tegias preventivas que pongan énfasis en la dieta y la
actividad fisica.

La eleccién de alimentos, como cualquier com-
portamiento humano complejo, estd influida por
muchos factores interrelacionados. Lo que nos lleva
a comer o dejar de comer es, sin duda, el hambre y
la saciedad, pero lo que elegimos comer no esta de-
terminado sélo por las necesidades nutricionales o
fisiologicas. Otros factores que condicionan nuestra
eleccion son:

—Propiedades organolépticas de los alimentos
como el sabor, el olor o el aspecto.

—Factores cognitivos, emocionales y sociales —lo
que gusta y lo que no, el conocimiento v las actitu-
des relacionados con la salud v la dieta, y el contexto
social o los habitos— condicionan nuestra elecciéon a
la hora de comer.

—Valores personales, circunstancias vitales (co-
mo el hecho de estar casado o convivir con alguien),
o habilidades (por ejemplo, saber cocinar), creencias
en asuntos como los productos organicos, los modi-
ficados genéticamente, que sean seguros, que pro-
porcionen un aporte nutricional adecuado, que ten-
gan efecto beneficioso para la salud demostrado
cientificamente pueden ser especialmente importan-
tes para algunos individuos.

—Factores econdémicos, culturales y religiosos
también restringen nuestra elecciéon. Los precios de
los productos desempefian un papel relevante en
nuestra eleccion.

El interés que despierta en los consumidores la re-
lacién entre la dieta v la salud, aumenta la demanda
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de informacién sobre los alimentos funcionales. Al
mismo tiempo, la confusiéon de los consumidores es
grande en el actual entorno multimediético de ritmo
imparable.

Aun no existe una definicion universal para los
alimentos funcionales porque se trata més de un
concepto que de un grupo de alimentos. A grandes
rasgos pueden considerarse alimentos funcionales
aquellos que proporcionan un efecto beneficioso pa-
ra la salud, ademas de sus contenidos de nutricion
bésica.

En Europa, en 1999 se elabor6 un primer docu-
mento de consenso sobre conceptos cientificos en
relacion con estos alimentos. En este documento el
International Life Science Institute (ILSI) estable-
ci6 que un “alimento funcional es aquel que contiene
un componente, nutriente o no nutriente, con efec-
to selectivo sobre una o varias funciones del organis-
mo, con un efecto afiadido por encima de su valor
nutricional y cuyos efectos positivos justifican que
pueda reivindicarse su caracter funcional o incluso
saludable”.

Los alimentos funcionales como tal, tienen que
tener unas caracteristicas determinadas (7):

—Tienen que ser alimentos que se manipulen pa-
ra conseguir algin beneficio extra, por eliminacion,
reduccion o adiciéon de algin componente.

—Los alimentos funcionales son bésicamente ali-
mentos “clasicos” pero llevan incorporados nuevos
componentes alimentarios o no alimentarios, siem-
pre que tengan un claro efecto beneficioso.

—La base de la alimentacién es una alimentacién
completa y variada. Los alimentos funcionales com-
plementan la funcién nutritiva y la prevencion de
ciertas enfermedades. Hay que tener en cuenta que
las cantidades deben ser las normalmente consumi-
das en la dieta.

—La presentacion de un alimento funcional tiene
que ser como la de un alimento, sin modificar sus
caracteristicas. Nunca deben presentarse en forma
de capsulas o comprimidos.

Un alimento funcional puede ser un alimento
natural, un alimento al que se afiade un compo-
nente, o un alimento al que se le ha quitado un
componente mediante medios tecnologicos o bio-
l6gicos. También puede tratarse de un alimento en
el que se ha modificado la naturaleza de uno o mas
de sus componentes, o en el que se ha modificado
la biodisponibilidad de uno o méas de sus compo-
nentes, o cualquier combinacién de estas posibili-
dades.

Los alimentos funcionales tienen como objetivo
modificar o potenciar las “propiedades saludables”
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de alguno de sus componentes. Segun el concepto
tradicional de nutricién, la principal funcién de la
dieta es aportar los nutrientes necesarios para el
buen funcionamiento del organismo. Este concep-
to de “nutriciébn adecuada” se esté sustituyendo por
el concepto de “nutricion 6ptima”, que se trata de
aquella que ademas, contempla la posibilidad de
que algunos alimentos mejoren nuestra salud y
contribuyan a prevenir determinadas enfermedades
(8,9).

Precisamente por este planteamiento aparecen
los alimentos funcionales, cuyo desarrollo se basa en
la relacién entre dieta y salud. Se ha demostrado
que existe una gran variedad de micro-componentes
de la dieta que pueden influir en la capacidad de un
individuo para alcanzar todo su potencial genético y
minimizar el riesgo de enfermar. La respuesta del
organismo ante el consumo de un alimento funcio-
nal depende de diversos factores incluyendo los ge-
néticos, el estado fisiologico y la composicion de la
dieta completa. Un alimento funcional puede ir diri-
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gido a toda la poblacién o a grupos concretos como
los referidos a la edad, constitucién genética o situa-
cion fisiologica.

La tabla I describe algunos ejemplos de alimentos
funcionales, sus caracteristicas y la evidencia cientifi-
ca sobre su papel en la salud.

Para que los alimentos funcionales puedan apor-
tar todos los beneficios posibles para la salud publi-
ca, los consumidores tienen que comprender bien y
confiar en los criterios cientificos utilizados para do-
cumentar sus efectos y atribuciones beneficiosas. En
tal sentido, es necesario un marco regulador que
proteja a los consumidores de las atribuciones de
propiedades falsas o confusas, v que ademés pudie-

TABLA 1
EJEMPLOS DE ALIMENTOS FUNCIONALES

Clase/componente Origen Beneficio potencial
Carotenoides
Beta caroteno Zanahoria, frutas Neutraliza los radicales libres que podrian danar las células

Luteina Vegetales verdes (col, acelga,
espinaca), maiz, huevos, citricos

Licopeno Tomate y productos derivados
del tomate

Fibras dietéticas

Fibra insoluble Céscara de trigo

Beta glucano Avena

Acidos grasos

Omega 3, acido graso DHA ~ Aceites de peces
Acido linoleico Queso, productos carnicos

Flavonoides
Catequinas Te
Flavonas Citricos

Esteroles vegetales

Ester estanol Maiz, soja, trigo

Puede contribuir al mantenimiento de una vision saludable

Podria reducir el riesgo de cancer de prostata

Podria reducir el riesgo de cancer de colon
Reduce el riesgo de enfermedad cardiovascular

Podrian reducir el riesgo de enf. cardiovascular y mejorar funciones mentales y visuales

Podrian mejorar la composicion corporal, podrian reducir el riesgo de ciertos tipos de
cancer

Neutraliza radicales libres, podria reducir el riesgo de cancer
Neutraliza radicales libres, podtia reducir el riesgo de cancer

Reduce los niveles de colesterol sanguineo, por lo tanto reduce el riesgo de enfermeda-

des cardiovasculares

Prebidticos/probiéticos

Inulina, fructooligosacaridos
(FOS), polidextrosa

Lactobacilos, bifidobacterias ~ Yogur, productos lacteos

Fitoestrdgenos

Isoflavonas Alimentos con soja

Ajo, miel, achicoria, cebolla, puerro  Podria mejorar la salud gastrointestinal, pueden mejorar la absorcion
de calcio
Podrfa mejorar la salud gastrointestinal y la inmunidad sistémica

Podrian reducir los sintomas de la menopausia
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ra responder a las necesidades de la industria en
cuanto a innovaciétn en el desarrollo de productos,
su comercializacion y su promocion.

Japédn esta por delante del resto del mundo en este
aspecto. En 1991, se estableci6 el concepto de “Ali-
mentos para Uso Especifico en la Salud” (Foods for
Specified Health Use, FOSHU) (10). Los alimentos
que se incluyan dentro de la categoria de FOSHU de-
ben ser autorizados por el ministro de Salud, tras la
presentacion de pruebas exhaustivas con fundamento
cientifico, que apoyen la alegacion relativa a las pro-
piedades de dichos alimentos, cuando son consumi-
dos como parte de una dieta ordinaria.

En la Unién Europea, la propuesta de reglamento
comunitario, presentada por la Comisién Europea a
mediados del 2003 (2003/0165(COD)) y todavia
pendiente de aprobacién, pretende proteger ade-
cuadamente los derechos fundamentales del consu-
midor y otorgar seguridad juridica a las empresas ali-
mentarias sobre las alegaciones a utilizar en el
etiquetado, presentaciéon y publicidad de los produc-
tos (7). En tal sentido, las alegaciones de salud deben
estar adecuadamente corroboradas para proteger al
consumidor, fomentar el comercio justo y potenciar
las investigaciones v la innovacién en la industria ali-
mentaria.

Debido al creciente interés en el concepto de los
“Alimentos Funcionales” y en las “Alegaciones de Sa-
lud”, la Unién Europea ha creado una Comision Euro-
pea de Accidon Concertada sobre Bromatologia Fun-
cional en Europa (Functional Food Science in
Europe, FUFOSE) (11). El programa ha sido coordi-
nado por el Instituto Internacional de Ciencias Biologi-
cas (International Life Sciences Institute —-ILSI- Eu-
rope) y su objetivo es desarrollar y establecer un
enfoque cientifico sobre las pruebas que se necesitan
para respaldar el desarrollo de productos alimenticios
que puedan tener un efecto beneficioso sobre una fun-
cién fisioldgica del cuerpo y mejorar el estado de salud
y bienestar de un individuo y/o reducir el riesgo de que
desarrolle enfermedades.

La accién concertada de la UE apova el desarro-
llo de dos tipos de alegaciones de salud con respecto
a los alimentos funcionales (12), que deben ser siem-
pre vélidas en el contexto de la dieta global y estar
asociadas a los alimentos que se consumen normal-
mente:

1. Tipo A: alegaciones de “funcionales de mejo-
ra” asociadas a determinadas funciones fisioldgicas y
psicolbgicas y a actividades biolégicas que van méas
alla de su papel establecido en el crecimiento, el de-
sarrollo y otra funciones normales del cuerpo. Este
tipo de alegacién no hace referencia a enfermeda-
des o estados patolégicos (p. ej. algunos oligosacari-
dos no digestibles mejoran el crecimiento de la flora
bacteriana intestinal; la cafeina puede mejorar el
rendimiento cognitivo).

2. Tipo B: alegaciones de “reduccion de riesgo de
enfermedades”, que se asocian al consumo de un
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alimento o de sus componentes para ayudar a redu-
cir el riesgo de padecer una determinada enferme-
dad o afeccién, gracias a los nutrientes especificos
que contenga o no dicho alimento (p. ej. los folatos
pueden reducir el riesgo de que una mujer tenga un
hijo con defectos del tubo neural, y una ingesta ade-
cuada de calcio puede ayudar a reducir el riesgo pos-
terior de osteoporosis).

Para poner en préactica las conclusiones y princi-
pios del programa FUFOSE, se cre6 un nuevo pro-
grama de Accién Concertada de la Comision Euro-
pea, el Proceso para la Valoracion de Soporte
Cientifico de las Alegaciones con respecto a los Ali-
mentos “Process for the Assesment of Scientific
Support for Claims on Foods”, (PASSCLAIM) (13),
que tiene como objetivo resolver los temas relativos
a validacién v verificaciéon cientifica de alegaciones y
la informacién al consumidor.

Dentro de los alimentos funcionales, un grupo es-
pecifico de ellos, los probiéticos, han sido estudiados
con aplicaciones especiales durante el puerperio y la
lactancia.

En tal sentido, en el afio 2000 Isolauri y cols. (14)
estudiaron el potencial efecto de los probiéticos so-
bre la inflamacion de tipo alérgica a temprana edad.
Llevaron a cabo un estudio aleatorizado, doble ciego
y controlado, trabajando con nifios de una media de
edad de 4,6 meses, que manifestaron eczema atopi-
co durante el periodo de lactancia materna exclusi-
va. El grupo intervencién fue suplementado con Bi-
fidobacterium y Lactobacillus durante 16 semanas.
Se evalub a los 2 y 6 meses, la extension v la severi-
dad del eczema at6pico y se observé una mejora en
las condiciones de la piel en los nifios que consumie-
ron suplementacién con probidticos. Los resultados
proporcionan la primera demostracion clinica, de las
modificaciones que cepas especificas de probioticos
pueden producir en aspectos relacionados con la in-
flamacion de tipo alérgica.

Rautava y cols. (15) publicaron en el 2002 un tra-
bajo concordante con el estudio anterior. Disefiaron
un ensayo aleatorizado, doble ciego con grupo con-
trol, destinado a evaluar el potencial efecto preventi-
vo de los probiéticos frente a las alergias. Se estudia-
ron 62 pares de madres e hijos. Las madres tenian
antecedentes de atopia y fueron aleatorizados a reci-
bir Lactobacillus rhamnosus o placebo durante 4
semanas anteriores al parto y durante el periodo de
lactancia hasta los 3 meses del nifio. El riesgo de de-
sarrollar eczema atépico durante los primeros 2
anos de la vida en los infantes de madres que reci-
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bieron probidticos fue sensiblemente menor en
comparacion con los infantes cuyas madres recibie-
ron placebo (el 15% y el 47%, respectivamente;
riesgo relativo, 0,32 (0,12-0,85 1.C. del 95%). Este
trabajo concluy6é que la administracion de probioti-
cos durante embarazo vy la lactancia ofrece un modo
efectivo y seguro de aumentar el potencial inmuno-
protector de la leche materna y proporcionar la pro-
teccion contra eczema atopico durante los primeros
2 arios de la vida.

En una linea diferente, Mastretta y cols. (16) in-
tentaron determinar la eficacia del Lactobacillus
GGy la lactancia en la prevencién de las infecciones
nosocomiales del rotavirus. El rotavirus es uno de los
principales agentes etiologicos de las infecciones no-
socomiales entre nifios, por lo tanto es importante
el desarrollo de medidas preventivas. La eficacia del
Lactobacillus GG en el tratamiento de la infeccién
del rotavirus estd estudiada en la literatura, pero
existe poca evidencia de su eficacia en la prevencién
de la infeccién. Para ello, efectuaron un estudio
aleatorizado, doble ciego y controlado con 220 ni-
fnos de 1 a 18 meses hospitalizados, los cuales reci-
bieron Lactobacillus GG o placebo durante su es-
tancia hospitalaria. Los resultados de este estudio no
pueden demostrar la eficacia de Lactobacillus GG
en la prevencion de la infeccién nosocomial por ro-
tavirus, mientras que la lactancia materna mostro6 ser
mas efectiva.

En 2004, Schultz M y cols. (17) publicaron un tra-
bajo cuyo objetivo fue determinar si la administra-
cién oral de Lactobacillus a la mujer embarazada
conduce a la colonizaciéon de la mucosa intestinal del
recién nacido. El aparato gastrointestinal de un feto
sano es estéril, durante el proceso del nacimiento los
microbios de la madre y el ambiente colonizan el
tracto gastrointestinal del recién nacido formando
una compleja microflora. Las bacterias probioticas
han demostrado tener una influencia beneficiosa en
la inmunidad intestinal y la inmunidad sistémica, me-
diando de esta manera, en la proteccién contra las
infecciones nosocomiales que afectan al recién naci-
do. Este trabajo demostrd que la colonizacién tem-
poral de la mucosa intestinal del recién nacido con
Lactobacillus puede ser posible administrando pro-
bidticos a la madre embarazada antes del parto. La
colonizacion es estable 6 meses.

1. Serra-Majem L. Las mejores practicas en nutricibn comuni-
taria: Retos y Compromisos. Arch Latinoam Nutr 2004; 54
40-3.

2. Informe sobre la salud en el mundo 2002: reducir los riegos
y promover una vida sana. Ginebra: Organizacion Mundial
de la Salud, 2002.

3. Reddy KS. Cardiovascular diseases in the developing countries:
dimensions, determinants, dynamics and directions for public
health action. Public Health Nutrition 2002; 5: 231-7.

ALIMENTOS FUNCIONALES EN NUTRICION COMUNITARIA

Para evaluar el impacto de los probioticos vy la lac-
tancia materna en la microflora intestinal del nifio,
Rinne y cols. (18) realizaron también un ensayo doble
ciego, aleatorizado y controlado, en el cual estudiaron
a 96 pares de madres e hijos. Las madres aleatoriza-
das al grupo intervenciéon recibieron probiodticos du-
rante las 4 semanas anteriores al parto y la interven-
cién se mantuvo hasta los 6 meses posteriores al
parto. Los resultados de este estudio sugieren que la
incorporacién de probidticos en la dieta de la madre
antes del parto y durante la lactancia pueden influen-
ciar positivamente el proceso de maduracion de la in-
munidad intestinal del nifio.

Los alimentos funcionales, consumidos como par-
te de una dieta equilibrada y acompanados de un es-
tilo de vida saludable, ofrecen la posibilidad de mejo-
rar la salud y/o prevenir ciertas enfermedades. Es
prioritaria la aprobacién de un marco regulador den-
tro de la UE para proteger a los consumidores, fo-
mentar el comercio justo y potenciar la innovacién
de productos dentro de la industria alimentaria. Es
también vital comunicar a los consumidores los be-
neficios que suponen para su salud, de manera que
estén bien informados para poder escoger mejor los
alimentos que consumen. En el caso de los probioti-
cos y su aplicacion durante el puerperio y la lactan-
cia, existe evidencia que indica que puede influenciar
positivamente el proceso de maduracién de la inmu-
nidad intestinal del nifio y ponen de manifiesto tam-
bién un potencial efecto preventivo de los probioti-
cos frente a las atopias.
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The healthy action of probiotics is not only due to their nutritional properties and their influence on the gastrointestinal environment, but also to
their action on the immune system. The aim of the present study was to determine if 6 weeks of probiotic intake would be able to modulate the
immune system in women who had recently delivered and were breast-feeding. The design consisted of a randomised, controlled and double-blind
nutritional intervention study with parallel groups with a sample size of 104 women. The main variable is the T helper type 1/T helper type 2
(Th1/Th2) profile determined by measuring interferon-y (Thl) and IL-4 (Th2) values in peripheral blood by flow cytometry. The modifications
of cytokines were evaluated in maternal milk by cytometric bead array in a flow cytometer and ELISA at three stages of breast-feeding: colostrum,
early milk (10d) and mature milk (45d). Additionally, the anthropometry and infectious and allergic episodes in the newborn were followed up
throughout the first 6 months of life. After the consumption of milk fermented with Lactobacillus casei during the puerperium, we observed a non-
significant increase in T and B lymphocytes and a significant increase in natural killer cells. A decrease in the pro-inflammatory cytokine TNF-a in
maternal milk and fewer gastrointestinal disturbances were also observed in the breast-fed child of the mothers who consumed L. casei. The intake
of milk fermented with L. casei during the lactation period modestly contributes to the modulation of the mother’s immunological response after
delivery and decreases the incidence of gastrointestinal episodes in the breast-fed child.

Probiotics: Postpartum period: Clinical trials: Lactobacillus casei DN114001: Human milk: Cytokines: Immune response

It is generally acknowledged that pregnancy is associated
with a modification of the T helper type 1/T helper type 2
(Th1/Th2) balance toward a Th2 profile'”. According to this
interpretation, Thl prevalence would be associated with an
increase in spontaneous abortions'”. The data on which this
interpretation is based come from three types of studies:
studies carried out in peripheral blood, studies carried out in
placental or endometrial tissue and experimental studies in
gestational mice® 7,

Few data exist about the modifications of the immune
response during the puerperium. In general, it has been
observed that the Th1/Th2 balance™® improves during the
lactation period. Moreover, a decrease in the B lymphocytes
(positive CD19) has been observed during this period,
having a specific connection with prolactin levels®'?.

The dependence on adequate nutritional status is an impor-
tant aspect of the immune response during the puerperium'".

Probiotics are considered functional foods because they exert
different actions on organs and systems. In addition, their
components have nutritional activity. The lactic acid bacteria
are the most commonly used micro-organisms in probiotic
products. The bacterial strains most used as probiotics are
Lactobacillus and Bifidobacterium. There is ample literature
on the healthy action of lactic acid bacteria and their fermen-
tation products''?>~'®. These effects are not only due to their
nutritional properties and their influence on the gastrointes-
tinal environment, but also to their action on the immune
system!”. The biological effects of Lactobacillus casei on
the intestinal membrane and flora are diverse!'®. However,
its effect on the systemic immune response has scarcely
been evaluated. Depending on the methodology, the adminis-
tration of this bacterium or its biological products may not
be implied in the modification of the systemic immune

response(lg), or could alternatively stimulate the Thl.

Abbreviations: AV, absolute variation; IFN, interferon; NK, natural killer; Tcl, cytotoxic T cell type 1; Tc2, cytotoxic T cell type 2; Thl, T helper type 1; Th2,

T helper type 2; TFG, transforming growth factor.

* Corresponding author: Dr Lluis Serra-Majem, fax + 34 928 453475, email Iserra@dcc.ulpgc.es



NS British Journal of Nutrition

2 A. Ortiz-Andrellucchi et al.

Thus, the intrapleural administration of these bacteria
induces the production of several cytokines such as interferon
(IFN)-a, TNF-a and IL-1, diminishing the growth of tumours
in an experimental model in mice®®. In another experimental
study, the interaction of L. casei with mouse splenocyte cells
in vivo and in vitro stimulated the Th1 response (production of
IL-12 and IFN-y)(m. Moreover, it has been reported that the
oral administration of L. casei stimulates the Thl response,
thus protecting the host against the influenza virus®? or
Trichinella spiralis nematode . Finally, in a smaller study,
the oral administration of this bacterium increased the activity
of the natural killer (NK) cells®?.

The present study was designed to determine if probiotic
intake (milk fermented with L. casei DN114001) over a
6-week interval from postnatal day 3 to day 45 would be
able to modulate the immune system in women who had
recently delivered and were breast-feeding. In addition, the
role of probiotic intake on cytokines in maternal milk and
on newborn health variables was also ascertained.

Subjects and methods
Subjects

The present prospective study was based on 104 pregnant
women aged 18—40 years. Sample size was estimated consi-
dering an immunological response of 90 % in the intervention
group and of 70 % in the control group. With 5 % level of sig-
nificance and 80% of power, fifty-two individuals were
needed in each group considering a non-participation rate of
10 %. Women were included if they had good general health
status and a low obstetric risk, with a normal delivery at the
Hospital Universitario Materno Infantil de Canarias resulting

Recommendations for
breast-feeding

First
evaluation
of infant

in the birth of a healthy baby. Subjects with pre-existing clini-
cal conditions such as diabetes, hypertension, autoimmune
diseases, asthma, allergy, renal diseases, hepatic diseases,
antecedents of viral, bacterial or protozoan infection, as well
as those with multiple pregnancy, high-risk pregnancy, anae-
mias with Hb below 10-5 %, and those who smoked more
than ten cigarettes per d were excluded from the study.
Women completed a socio-demographic and lifestyle ques-
tionnaire. Additional, anthropometric measurements and
infectious and allergic episodes in the newborn were evaluated
during the first 6 months of life. The study protocol is sum-
marised in Fig. 1. All subjects were well informed about the
study and agreed to participate. The Ethics Committee of
the Hospital Universitario Materno Infantil de Canarias
revised and approved the study protocol. Informed consent
of all participants was obtained.

The participants were randomised after delivery to receive
milk fermented with L. casei or placebo. The culture used
was L. casei DN-114001. The international culture collection
number was Americal Type Culture Collection (ATCC) 334.
Group assignment was carried out according to the entrance
order in the study through a randomised list divided into
four strata: primiparous of age 18—24 years, primiparous of
age 25-40 years, multiparous of age 18—24 years or multipa-
rous of age 25—-40 years. Randomisation was performed using
an allocation sequence that was computer generated by an
independent firm, Biomedical Systems Group S. A. (Barce-
lona, Spain). The main investigator enrolled all the patients.
The randomisation procedure was conducted by an external
collaborator of the investigation team. All the participants
were identified with an alphanumeric code. The investigators
did not have access to the allocation sequence until the data-
base was closed. Sealed envelopes for each participant were

Third evaluation
of infant
6 months

Second evaluation
of infant
2 months

Administration of fermented
milk with Lactobacillus casei

Pregnancy

or placebo

.

Delivery
. 10d
-3 mont.hs Preselection ) | Second visit
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Fig. 1. Study design.
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kept in case of emergency situations, but the blinding was not
broken during the study follow-up. Control and intervention
products presented similar sensory properties to maintain
double-blind status. Therefore, the placebo is the same product
used for the intervention group but subjected to a 3 radiation
process. The dose of the radiation was 4-5kGy. Hence, the
L. casei was inactivated and not viable in the placebo, but
the inactivated cells were retained. The administration of the
study products (milk fermented with L. casei or placebo) con-
sisted of consumption three times per d during 6 weeks.
Initiation of the fermented milk intake occurred on the day
following the first extraction of blood and breast milk samples
(colostrum). A diary was given to all mothers to write down
the fermented milk intake per d during the study period.

The final sample of this prospective study was based on 104
pregnant women. Forty-five received placebo and fifty-nine
received fermented milk with L. casei DN114001. The
follow-up rate was 89-4 %. The main causes for non-partici-
pation during follow-up are shown in Fig. 2. Non-attendance
to a visit was the only cause of a lack of infant participation.

Analyses of peripheral blood samples

Three peripheral blood samples were obtained: at 3, 10 and
45 d postpartum.

Analyses of interferon-y- and IL-4-producing T cells. The
assessment of immunological parameters was carried out in
the Immunology Laboratory of the Hospital Universitario
Dr Negrin de Gran Canaria. Using conjugated monoclonal
antibodies and a flow cytometer, we studied the changes in
the immune profile of postpartum women. Peripheral blood
for whole-blood activation assays was collected into sodium

heparin Vacutainer® tubes (Becton Dickinson, Meylan-

Cedex, France). Whole-blood cultures were stimulated in
Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 medium (Bio-
chrom, Berlin, Germany) with phorbol myristate acetate
(10ng/ml; Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) and
ionomycin (1 pg/ml; Sigma Chemical Co.) in the presence
of brefeldin-A (10 pg/ml; Sigma Chemical Co.) for 4h at
37°C in a 5% CO, atmosphere. The following murine
conjugated monoclonal antibodies to human lymphocyte
cell-surface antigens were used: CD3-PerCP, CD8-fluorescein
isothiocyanate (FITC), CD45-allophycocyanin (APC), and
isotypic-matched irrelevant antibodies (all from BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA). Whole-blood cultures were
mixed and incubated for 15min at room temperature in the
dark with the indicated monoclonal antibodies. For fixation
and permeabilisation, the Fix & Perm reagent (FIX &
PERM® Cell Permeabilization Kit; Caltag, Burlingame, CA,
USA) was used according to the manufacturer’s protocols.
For intracellular labelling of cytokines, Anti-human IFN-
v-phycoerythrin (PE), Anti-human IL-4-PE and PE-labelled
isotypic-matched irrelevant antibodies (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) were used. Cell fluorescence was analysed
in a FACSCalibur® flow cytometer (BD Biosciences). Lym-
phocytes were gated by forward and side scatter and pan-
leucocyte (CD45; BD Biosciences) marker expression, and
at least 20000 events were analysed. The collected data
were analysed using CellQuest Macintosh software (Apple
Computer, Inc., Cupertino, CA, USA) and presented as
percentages.

Determining the percentage of IFN-y- and IL-4-producing
T cells was carried out by gating on CD3TCDS8" and
CD3*CD8~ lymphocytes. The Th1/Th2 cell ratio was

104 mothers
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|

45 assigned |

4
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placebo |

s

6 Lost to follow-up:

1 after delivery
1 after5d

| Lactobacillus casei

5 Lost to follow-up:
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1 depression after delivery
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1 after 22 d
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1 without the last blood sample

> 54 mothers completed study

39 mothers completed study |«

v

38 children completed follow-up
at 2 months

v

37 children completed follow-up
at 6 months

Fig. 2. Trial profile.
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analysed by calculating the percentage of INF-y'-producing
CD8™ T cells and the percentage of IL-4"-producing CD8~
T cells. The cytotoxic T cell type 1/cytotoxic T cell type 2
(Tc1/Tc2) ratio was assessed by analysing the percentage of
INF-y*-producing CD8" T cells and the percentage of
IL-4"-producing CD8" T cells. Since the CD4 molecule is
down-regulated by phorbol myristate acetate plus ionomycin
activation, CD8”CD3" T cells were gated for the analysis
of CD4 T cells. The absolute counts of INF-y'-producing
cells and of IL-4"-producing cells in whole blood were calcu-
lated as the products of the absolute CD8™ or CD8" T cell
count and the percentages of each cytokine-secreting cell
population.

Analyses of lymphocyte subsets. The Haematology Labo-
ratory of the Hospital Universitario Dr Negrin de Gran
Canaria analysed haematological parameters in peripheral
blood samples collected with EDTA. Routine blood haemato-
logy (number of erythrocytes, Hb concentration, packed cell
volume, mean corpuscular volume, mean corpuscular Hb,
mean corpuscular Hb concentration, erythrocyte distribution
width, number of leucocytes, lymphocytes, monocytes, neu-
trophils, eosinophils and basophils) was assessed using an
automated haematology analyser (Cell-Dyn 4000®; Abbott
Diagnostics, Santa Clara, CA, USA).

The following lymphocyte subsets were measured: mature T
cell (CD3™%); helper T cell (CD3*CD4™"); cytotoxic/supressor T
cell (CD37CD87); B cells (CD19); NK cells (CD3~CD56™);
NK T-like cells (CD3*CD56"). EDTA whole blood cells
were incubated with the monoclonal antibodies combination:
CD3FITC/CDSPE/CD45PerCP/CD4APC, and CD3FITC/
CDS56PE/CD45PerCP/CD19APC (all from BD Biosciences,
San Jose, CA, USA). After 10 min incubation at room tempera-
ture in the dark, erythrocyte lyses was performed. Samples were
then washed with PBS (Sigma, St Louis, MO, USA) and
acquired on a cytometer (FACSort™; BD Biosciences). Analysis
was carried out on the Paint-a-gate software (BD Biosciences).
Lymphocytes were gated by forward and side scatter and pan-
leucocyte (CD45; BD Biosciences) marker expression.

The absolute counts of lymphocyte subpopulations in the
whole blood were calculated as the products of the absolute
lymphocyte counts and the percentages of each lymphocyte
subpopulation.

Analyses of complement components and immunoglobulins.
The serum peripheral blood samples were analysed in the Bio-
chemistry Laboratory of the Hospital Universitario Insular de
Gran Canaria. The following parameters were assessed in
serum from clotted samples: complement components C3
and C4, IgA, IgE, IgM, IgG and the subclass IgGl, IgG2,
IgG3 and IgG4, all determined by nephelometry (Behring
nephelometer analyser; Dade-Behring, Marburg, Germany).

Analyses of breast milk samples

Collection and processing. Three samples of maternal milk
were determined: colostrum (within 72h after delivery;
n 104), early milk (10d postpartum; n 99) and mature milk
(45d postpartum; n 91). Colostrum samples were obtained at
the Hospital Universitario Materno Infantil de Gran Canaria
by manual extraction, and the early and mature milk were
obtained at the mother’s home with an electric breast-pump.
All samples were collected in sterile plastic tubes and stored

at —20°C until analysis. After thawing, the fatty layer and
the cellular elements of the breast milk were removed by
two centrifugations. Some of the resulting translucent whey
was immediately used for measurement of transforming
growth factor (TGF)-B, and the rest was stored in samples
in plastic tubes at —20°C.

IgA and cytokine assays. The concentrations of TGF-1
and TGF-B2 in the breast milk aqueous phase were analysed
using commercial ELISA kits (R&D Systems Inc., Minnea-
polis, MN, USA) according to the manufacturer’s protocols.
Before assay for TGF-B1 the sample had to be treated
with 1 M-HCI to adjust to pH 3; the acidified sample was incu-
bated for 15min at room temperature and neutralised with
1 M-NaOH and immediately tested. The treatment was per-
formed to activate latent TGF-B1 to the immunoreactive
form®. IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 and TNF-a contents
in the breast milk aqueous phase were quantified by means of
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) by flow cytometry, using
a Human Inflammation CBA kit (Becton Dickinson Bios-
ciences, San Diego, CA, USA). The minimum detectable con-
centrations of each cytokine were 1-90 pg/ml (IL-12), 7-2 pg/
ml (IL-1B), 2-5 pg/ml (IL-6), 3-3 pg/ml (IL-10) and 3-7 pg/ml
(TNF-a). The concentration of IgA was determined by
nephelometry (Behring nephelometer analyser; Dade-Behring,
Marburg, Germany).

Infant follow-up

The first evaluation was carried out 72 h after delivery. We eva-
luated the anthropometric characteristics of the newborn
(weight, stature, head circumference, neonatal period, neonatal
screening, Apgar scores). Additionally, anthropometric mea-
surements and respiratory episodes (cold, otitis, pharyngitis,
laryngitis, bronchitis, pneumonia), gastrointestinal symptoms
(oral candidiasis, regurgitation, diarrhoea, colic, constipation),
dermatitis and allergic episodes in the newborn were collected
at 2 and 6 months. These evaluations were carried out at the
Hospital Universitario Materno Infantil de Canarias. Moreover,
mothers received a diary to write down the type of feeding,
the medication used and the infant’s health problems during
the study.

Statistical analysis

At baseline, qualitative variable distribution was tested
through the x? test. Student’s 7 test was used to assess differ-
ences in quantitative variables. The analysis of the data was
carried out on the intention-to-treat population. Because of
the lack of normality in most of the variables, the association
between different women’s characteristics and the immune
profile was assessed though non-parametric Mann—Whitney
U tests. Data were expressed as the median plus the inter-
quartile range, absolute variation (AV2: visit 2 — visit 1;
AV3: visit 3 — visit 1; AV4: visit 3 — visit 2) and percentage
variation (PV2: 100 X (visit 2 — visit 1)/visit 1; PV3:
100 X (visit 3 — visit 1)/visit 1). A value corresponding to
half the cut-off value was assigned to those milk samples
that had a concentration below the cut-off. Milk cytokine con-
centrations were expressed in pg/ml and IgA concentrations
were expressed in mg/l. A significance level of P<<0-05



MS British Journal of Nutrition

Probiotic intake and puerperium 5

was applied for all the tests. Data were analysed with SPSS
(version 12.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Baseline characteristics of the mother and birth are presented
in Table 1. Baseline biological parameters were similar for
both the placebo and L. casei groups (Table 2).

Table 3 shows the effects of milk supplementation with
L. casei on several biological parameters. No significant
differences were observed between the L. casei and control
groups in the absolute change of Th1/Th2 and Tc1/Tc2 pro-
files over the 6-week period. The L. casei group showed a
higher number of CD3" T cells (AV: 316cells/ul and
140 cells/ul for L. casei and control groups, respectively)
and CDS8" T cells (AV: 98cells/ul and 44cells/ul for
L. casei and control groups, respectively) at 45d postpartum,
although this tendency was not statistically significant.
B cells (CD19") showed a non-significant increase between
10 and 45d postpartum with an AV of 17-5cells/ul in the
L. casei group and 6-5 cells/pl in the control group. The treat-
ment effects on NK cells (CD3~CD56™) were statistically sig-
nificant when the AV of NK cells were measured at 10 and
45d postpartum (AV: 18-5cells/ul and —13cells/pl for
L. casei and control groups, respectively; P=0-026) (Fig. 3).
There was no significant treatment effect on the total leuco-
cyte changes over the 6-week study. The treatment effect on
erythrocyte count changes over the 6-week study was statisti-
cally significant for both groups (AV: 185X 10%ul and
10-6 X 10%ul for L. casei and control groups, respectively;

Table 1. Mother and birth baseline characteristics in Lactobacillus casei
(LC) or placebo groups

(Mean values and standard deviations or proportions)

Placebo
LC (n59) (n 45)
Mean sD Mean sb P
Age (years) 294 4.5 302 4.2 0-343*
BMI before pregnancy (kg/m?) 230 33 23-3 3.5 0-640*
Gestation (weeks) 402 11 397 1.5 0.077F
Newborn weight (kg) 33 04 32 04 0-333
Newborn height (cm) 50-3 19 50-5 22 0.946*
Educational level (%) 0-325%
Primary 16-9 273
Secondary 49.2 36-4
University 339 36-4
Number of children (%) 0-933t
Primiparous 76-3 75-6
Multiparous 237 244
Physical activity (%) 0-801¢t
Sedentary 28-8 31-8
Moderate 475 40-9
Active 23.7 27-3
Smoking during pregnancy (%) 8:5 17-8 0-245%
Miscarriage risk (%) 259 24.4 0-870t
Normal delivery (%) 78-0 82.2 0-592t
Fetal discomfort (%) 1.7 2-3 0-833t
Apgar score (5min) (%) 0-693t
8 52 2.2
9 31-0 356
10 63-8 62-2

* P value obtained using the t test.
1 P value obtained using the x? test.

P=0-041). However, treatment was not associated to a signifi-
cant change in other haematological parameters over the
6-week study (data not shown). No significant differences
between the treatment and the control groups were found for
changes in plasma immunoglobulin concentration over the 6
weeks, except for IgG4concentration at 10d postpartum,
where a significant effect of the treatment on the AV of
IgG4 was observed (36 and 63 mg/l for L. casei and control
groups, respectively; P=0-041). There was no significant
treatment effect on the changes of complement components
C3 and C4 over the 6-week period.

For the entire study period, in general, no significant differ-
ences were found for changes in TGF-B1, TGF-2, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-12 and IgA in the breast milk aqueous phase.
We observed a significant difference at 45d postpartum
for IL-10 (percentage variation — 5-8 and 1-1 % for L. casei
and control groups, respectively; P=0-014) and TNF-a
(percentage variation — 31-7 and —1-6 % for L. casei and
control groups, respectively; P=0-002). However, it should
be noted that TNF-a concentrations were detected only in
64 % of colostrum samples, in 40 % of early milk samples
and in 30% of mature milk. The percentage of positive
samples for IL-10 concentrations was 58 % in colostrum,
20 % in early milk and 18 % in mature milk. Figure 4 shows
the percentage variation of TGF-B1, TGF-f2, TNF-a and
IL-10 in breast milk in L. casei and placebo groups.

In reference to the growth of the newborns during the study
period, we note that there were no significant differences
between groups in relation to weight (data not shown).
Information about the rest of the parameters collected during
the infant 6-month follow-up period is summarised in Table 4.
We observed that L. casei consumption was associated with a
lower incidence of gastrointestinal episodes and a lower rate
of medication in infants during the period from 2 to 6 months.

Discussion

The present study found that the consumption of milk fermen-
ted with L. casei during the puerperium showed a trend of
modulating the immune response. After the consumption of
milk fermented with L. casei during the puerperium we
observed a significant increase of NK cells and a non-signifi-
cant increase of T and B lymphocytes. No significant diffe-
rences were observed between the L. casei and control
groups in the absolute change of Th1/Th2 and Tc1/Tc2 pro-
files over the 6-week period. These data are contradictory to
other reports where probiotic consumption was observed to
produce a rise in IFN—'y(ZG), thus increasing the Th1/Th2 pro-
file. Nevertheless, in these studies the concentration of
IFN-y was directly quantified. We measured the percentage
of INF-y*-producing CD8” and CD8" T cells. However,
since a non-significant increase of CD3" and CD8" T cells
in the intervention group was observed, an alteration of the
relative values of CD8" and CD8™ T cells could occur. In
order to minimise this effect, the absolute values of INF-y-
producing CD8™ and CD8* T cells were calculated, but no
differences in the Th1/Th2 and Tcl/Tc2 profiles were
observed either. In addition, a non-significant increase of the
CD3"CD56™ subpopulation was also observed in the L. casei
group. For the analysis of INF-y- and IL-4-producing T cells
we gated on CD3"CD8~ and CD3"CD8" T cells. Therefore,
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Table 2. Baseline biological parameters in Lactobacillus casei (LC) and placebo groups
(Median values and 25th to 75th percentiles (p25—-p75))

LC (n 59) Placebo (n 45)
Parameters Median p25—-p75 Median p25—-p75 P
Th1/Th2 profilet 4.4 3-6-55 3-8 3-0-54 0-147
Tc1/Tc2 profilet 22.7 10-7-37-8 21.0 13-4-53.5 0-490
Lymphocyte subsets (cells/p.l)
CD3 1559 1237-1856 1495 1241-1841 0-385
CD19 164 102-218 174 112-248 0-414
CD3 CD56* 132 82-195 122 95-161 0-632
CD3*CDh4* 899 715-1145 878 704-1110 0-567
cD3*cbs* 488 373-593 481 391-599 0-646
CD3*CD56* 74 40-112 47 25-98 0-255
Leucocytes (cells/pl)
Neutrophil 6520 4940-8440 6615 5210-8023 0-798
Lymphocytes 2220 1810-2560 2180 1900-2573 0-240
Monocytes 579 450-673 564 484-6634 0.783
Eosinophils 175 94-252 243 155-327 0-016
Basophils 30 18-56 37 25-58 0-429
Immunoglobulins (mg/l)
19G 7750 6460—-9570 8200 6920—-10200 0-412
1gG1 4780 3820-5690 4730 3590-5860 0-976
19G2 2150 1690-2680 2330 1940-2900 0-386
19G3 280 150-440 300 210-390 0-773
1gG4 220 120-380 290 180-530 0-101
IgA 1640 1220-2060 1810 1310-2530 0-095
IgM 1220 850-1550 1100 710-1570 0-399
IgE (1U/ml) 26 12-73 54 19-165 0-017
Complement components (mg/l)
Complement C3 1340 1170-1620 1380 1190-1590 0-170
Complement C4 230 190-320 250 170-330 0-813

Th1, T helper type 1; Th2, T helper type 2; Tc1, cytotoxic T cell type 1; Tc2, cytotoxic T cell type 2.
* P values were obtained using the Mann—Whitney U test.

1 The Th1/Th2 profile was calculated as CD8 IFN-y* (cells/l)/CD8IL4™" (cells/ul).

$The Tc1/Tc2 profile was calculated as CD8™IFN-y* (cells/l)/CD8"IL-4* (cells/pl).

NK and NK T-like (CD3TCD56™) cells were not excluded in

the analysis. Since these cells are high producers of IFN-y*”,

a bias in the Th1/Th2 and Tcl/Tc2 profiles could occur,
although this effect was probably limited due to the low num-
bers of these cells in peripheral blood*”.

Another explanation for this divergence could be that our
population was a group of women who had just given birth.
During pregnancy the maternal immune system is modified
to avoid rejection of the fetus, although the precise mechanisms
of the maternal immune system are not fully understood®®. To
protect the newborn, the mother’s immunity undergoes com-
plex changes during pregnancy and the puerperium. Thus, it
is possible that the effects of fermented milk with L. casei in
these mothers were lower and different from those observed
in other circumstances. The survival of the fetus seems to
depend significantly on the modulation of the immune response
to avoid the occurrence of rejection®. To explain this
phenomenon, it has been proposed in pregnant mice’>? that
immune modulation during successful pregnancy is Th2-
related, with the predominance of humoral Th2-type immunity
and a decline of cell-mediated Thl-type immunity. Previous
studies have proven that Th2 responses are prevalent in
the peripheral blood of pregnant women. Thus, Kruse et al. ®
studied the mRNA expression in lymphocytes from peripheral
blood of pregnant women throughout the pregnancy and in the
puerperium and compared these findings with those observed
in non-pregnant women. These authors observed that the
IL-4/TFN-v relationship was significantly higher in the first

and second trimester of pregnancy than during the puerperium
or in non-pregnant women. Using another methodology (flow
cytometry), Reinhard et al. @ observed an increase of IL-4"-
secreting CD4" T cells and a decrease of IFN-y'-secreting
CD4" T cells in pregnant women as compared with non-preg-
nant women. Other researchers evaluated the differences in
cytokine production among women with normal pregnancies
and women with repeated abortions. Likewise, Hill et al. ®
observed that peripheral blood mononuclear cells from
women with repeated abortions, activated with trophoblastic
extracts, produced mainly IFN-y, while those from women
with normal pregnancies produced mostly IL-10. These data
have been corroborated by another group® who observed
that phytohaemagglutinin-activated peripheral blood mono-
nuclear from women with normal pregnancies produced Th2
cytokines, while the Thl cytokine production was increased
in women with repeated abortions. The postpartum period
has been thought of as a time for immunological recovery
from the profound immunological changes of pregnancy.
This could induce a complex immunological response attenuat-
ing the effects of L. casei on the systemic immune response
during the puerperium.

According to other studies®®, the study of the lymphocyte
subpopulations showed a significant increase of the number of
NK cells in the L. casei group. NK cells are involved in the
specific and non-specific mechanisms of defence, and both
NK and NK T cells are high producers of IFN-y. NK
cells are part of the first line of the individual defence
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Table 3. Effects of milk supplementation with Lactobacillus casei (LC) on biological parameters during the overall study period
(Median values and 25th to 75th percentiles (p25—p75))

Absolute variation (visit 2 — visit 1)*

Absolute variation (visit 3 — visit 1)1

LC (n 58) Placebo (n 42) LC (n 58) Placebo (n 41)
Parameters Median p25—-p75 Median p25—-p75 Pt Median p25-p75 Median p25-p75 Pt
Th1/Th2 profile§ 07 0-03-1.5 07 -0-3-14 0-978]| 07 -0-2-1.9 0-9 0-04-2-8 0-624
Tc1/Te2 profile 39 0-4-20-3 1.4 -31-19.2 0-123 36 —5.9-18.4 5.9 —4.4-34.0 0-630
Lymphocyte subsets (cells/pl)
CD3 1780 —146-319 156-0 —124.0-465-0 0-502[| 316-0 —44.0-500-0 140-0 —2:0-520.-0 0-613]]
CD19 -5.0 —38.0-53.0 -25 —32.5-64-8 0-700 11.5 —20-3-38-8 12.5 —48.8-62-5 0-845
CD3*CD4* 60-5 —98.2-251.5 47.0 —65.3-296-3 0-727 146.0 —49.0-297-0 140-0 —42.0-291-0 0-853]|
cb3*cDs* 60-5 —27.0-127.5 63:5 —42.3-157-3 0-650 980 14.0-189-0 44.0 —48.0-168-0 0-129]|
Leucocytes (cells/pl)
Neutrophils —2550 —4170--1080 —2540 —3722—--1020 0-757 —2780 —4730——1495 -3225 —4835—-—1767 0-551
Lymphocytes 230-0 —110-0-470-0 250-0 27.5-622-5 0-296 295.0 —5.0-612.0 280-0 5.0-610-0 0-715]|
Monocytes -117.0 —304-0—-—-38-0 -126-0 —234--34.5 0-788 -74.5 —165-8—-41.0 -81.0 -178-5-1-0 0-800
Eosinophils** 15-1 —21.6-114.6 10-0 —24.29-37-0 0-221 -29 —32:1-64-2 -25.7 —46-5-45-2 0-084
Basophils 1.0 -17.0-25.0 -35 —22.8-24-0 0-589 0-0 —-17.3-16-3 25 —28.:5-16.0 0-831
Complement components (mg/l)
Complement C3 -110 —290-60 —60 —325-82 0-389| -310 —483--76 —240 —450--75 0-764||
Complement C4 20 —42-77 19 —49-75 0-781]] —-24 -71-19 -23 —80-31 0-724]|
Immunoglobulins (mg/l)
19G 1680 1100-2500 2140 1080-2900 0-430 2810 2070-4010 2680 1810-3590 0-869||
1gG1 1220 510-1790 1230 650—-2020 0-547 1150 —233-2135 1520 470-2240 0-236
1gG2 620 320-850 750 300-1350 0-147 760 110-1430 920 350-1690 0-287|
1gG3 47 20-120 64 25-118 0-589 86 —16-160 38 —15-130 0-331]|
1gG4 36 -1-74 63 13-132 0-041 18 —-17-131 78 10-221 0-056
IgA 370 180-640 380 250-680 0-653]| 234 —45-570 230 —72-555 0-545]]
IgM 250 100-380 310 110-520 0-239 138 —25-403 162 —10-387 0-806]|
IgE** - 35 — 252-105 -2 -175-97 0-478 -112 —369-90 —185 —395-8 0-338

Th1, T helper type 1; Th2, T helper type 2; Tc1, cytotoxic T cell type 1; Tc2, cytotoxic T cell type 2.

* Absolute variation between the values at 10d and 3d postpartum.
1 Absolute variation between the values at 45d and 3d postpartum.

1 P values were obtained using Mann—Whitney U tests.
§ The Th1/Th2 profile was calculated as CD8 ™ IFN-y" (cells/wl)/CD8”IL-4" (cells/l).

|| P value was obtained using the t test.

9 The Tc1/Tc2 profile was calculated as CD8"IFN-y* (cells/j.l)/CD8*IL-4™ (cells/p.l).

**Due to the basal difference between groups, the percentage variation was calculated.
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Fig. 3. Effects of milk supplementation with Lactobacillus casei (LC) on natural killer (NK) cells (CD3~CD56™) (a) and NK T-like cells (CD37CD56™) (b) during the
overall study period. AV2, absolute variation between the values at 10d and 3d postpartum; AV3, absolute variation between the values at 45d and 3d postpar-
tum; AV4, absolute variation between the values at 45d and 10d postpartum. Values (horizontal bars) are medians and the boxes represent the 25th to 75th per-
centiles. The values outside vertical bars are considered outliers. P values were obtained using the Mann—Whitney U test.

barrier, together with macrophages and polymorphonuclear
cells. In agreement with previous reports**>*" we observed
a higher AV in the number of CD3", CD19" and CD8"
T cells in the L. casei group, although these changes did not
reach statistical significance.

No significant differences between the treatment and the
control groups were found in plasma immunoglobulin concen-
tration over the 6 weeks. These finding are in contrast with
previous reports®>*. Regarding IgG and IgE, the present
results showed that the AV of IgG2, IgG4 and IgE concen-
trations (only significant for IgG4) decreased between visits
1 and 3 in the L. casei group. A possible explanation of
these findings could be a lower Th2 activity in the intervention
group, as has been previously suggested in other studies with
probiotics®'?.

In the overall period, no significant differences were found
in the TGF-B1, TGF-B2, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 and IgA
changes in the breast milk aqueous phase. TGF-$3 is mainly
produced by T helper type 3 cells®®. The suppressive and
regulator actions of these cells in the development of allergy
and immunological tolerance in the gastrointestinal tract
have been emphasised. As such, probiotics have demonstrated
the ability to revert the increment of the intestinal permeability
and to increase the specific IgA intestinal response, promoting
its mechanisms of barrier defence. Thus, several groups have
evaluated probiotic effects on children with atopic eczema and
food allergy, in which these mechanisms are altered®”~3".
Some probiotics have been shown to contribute to the proces-
sing of food antigens and to reduce their allergenicity in vitro
and in vivo studies. Another study observed that administering
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Fig. 4. Percentage variation of cytokines in breast milk in Lactobacillus casei (LC) and placebo groups. Percentage variation was calculated due to the basal differ-
ence in TNF-a and IL-10 concentrations between groups. PV2, percentage variation between the values at 10d and 3d postpartum; PV3, percentage variation
between the values at 45d and 3d postpartum; TGF-B, transforming growth factor-. Values (horizontal bars) are medians and the boxes represent the 25th to
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using the Mann—Whitney U test.

probiotics to pregnant and lactating mothers increased the
immunoprotective potential of breast milk by increasing the
TGF-3 concentrations in mother’s milk®®. This finding was
not seen in the present study.

Borruel er al. ® studied the probiotic effects on TNF-a lib-
eration by intestinal mucus, as TNF-a carries out a key func-
tion on the pathogenicity of intestinal inflammation in Crohn’s
disease. They found that TNF-a liberation by irritated mucus
in Crohn’s disease decreased significantly after the culture
with L. casei or L. bulgaricus. These results are in line with

the present study where a significant decrease of the percen-
tage variation in TNF-a concentration in breast milk between
visits 1 and 3 in the L. casei group was observed. However,
these results should be taken with caution since the concen-
trations of IL-10 and TNF-a in milk samples were near the
detection limit of the technique. The TNF-a concentrations
in colostrum are in positive agreement with the results
obtained by Takahata et al. “”. However, the percentage of
positive samples was higher (77 %) than those detected in
the present study (64 %). Nevertheless, the work presented
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Table 4. Infant follow-up (proportions)

A. Ortiz-Andrellucchi et al.

0—-2 months 2—6 months

Parameters LC (n54) Placebo (n 38) P* LC (n51) Placebo (n 37) P*

Breast-fed (%) 92-6 81-6 0-929 52.9 40-5 0-250
Nursery school (%) - - - 39 10-8 0-206
Medication use (%) 88-9 89:5 0-929 745 91.9 0-037
Respiratory symptoms (%) 13.0 105 0-495 333 162 0-071
Gastrointestinal symptoms (%) 519 63-2 0-281 29-4 541 0-020
Allergies (%) - - - 39 5.4 0-174
Dermatitis (%) 25.9 36-8 0-263 216 378 0-095

LC, Lactobacillus casei.
* P values obtained using the x? test.

by Hawkes et al. @D showed higher ranges of detection, but
the percentage of positive samples was lower. Hawkes
et al. *Y could determine 37 % of positive samples in colos-
trum, 25 % in early milk and 22 % in mature milk. In our
data, 64 % of positive samples in colostrum and 40% in
early and 30 % in mature milk were detected. The analysis
of cytokines in the present study was carried out by means
of the cytometric bead array technique. To our knowledge,
this is the first time this technique has been used to analyse
breast milk. It was quite complicated to work with the colos-
trum samples, since it is a very dense substance with a high
percentage of fat that was necessary to eliminate. The use of
the novel technique could explain the different percentages
of positive samples detected.

From a clinical perspective, others have suggested a bene-
ficial effect of probiotics on the paediatric popu-
lation 234249 We observed that L. casei consumption
was associated with a lower incidence of gastrointestinal epi-
sodes and a lower medication rate in infants from 2 to 6
months. Other studies have suggested that probiotic use in
children produces benefits in the remission of symptoms of
diarrhoea, food allergies, and dermatitis®**%*?_ In addition,
our findings could stimulate future research in which the
main hypothesis of study would be to prove the benefits for
children of the consumption of fermented milk with L. casei
during pregnancy and lactation.

We acknowledge that the relative absence of functional ana-
lyses of T, NK and B cells may be a limitation of the present
study. The main variable, the Th1/Th2 profile, was assessed by
means of a functional study such as the study of IFN-y- and
IL-4-producing T cells after polyclonal activation. However,
no functional analyses of B and NK cells were carried out,
although data from several studies would minimise these limi-
tations: the immunoglobulin changes may be an indirect
measurement of B cell function, and a positive correlation
between NK cell numbers and NK activity in immunocompe-
tent individuals exists“*®*”,

Another possible limitation of the present study is the
number of women lost to follow-up. However, the motivation
of pregnant and lactating women was very high as was the
participation rate. Moreover, the number of women lost to
follow-up was not significant. There were six drop-outs in
the control group of which two were due to lack of adherence
to treatment. The number of drop-outs was five in the inter-
vention group (three attributed to lack of adherence).

To our knowledge this is the first randomised, double-blind
clinical trial presenting results about the effects of L. casei
during the puerperium on immunomodulation of healthy lac-
tating mothers. In conclusion, the present results are the first
step to assess the role of L. casei on this special population
and on their children. These findings make it possible to ident-
ify those immunological markers that are more appropriate to
assess the role of probiotics on the immune response during
lactation. Future research involving larger populations and
longer follow-up periods could definitively confirm or reject
our findings.
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Introduccion:

El estado nutricional de la madre es uno de los factores ambientales mas relacionados con la
evolucion del embarazo y la salud del recién nacido. Durante esta etapa los aportes nutricionales
de la gestante deben cubrir, ademéas de sus propias necesidades, las correspondientes al feto en
desarrollo y las derivadas de la sintesis de nuevos tejidos. El feto depende enteramente para su
subsistencia del aporte de oxigeno y de los nutrientes transferidos desde la sangre a través de la
placenta'2. Otros factores no nutricionales (actividad fisica, aislamiento social, tabaco, etc.) que
inciden sobre la madre también influyen sobre el crecimiento del feto3.

Una ingesta nutricional adecuada durante al embarazo permite no sélo potenciar la salud de la
mujer y prevenir enfermedades gestacionales, sino que también se relaciona con la salud del
nifio, principalmente con el peso del recién nacido, con la probabilidad de partos prematuros, con
la aparicién de algunas malformaciones congénitas e inclusive con la aparicién de enfermedades
cronicas en la vida adulta*$. No obstante, la mayoria de los controles que se realiza actualmente
a las embarazadas estan orientados a conocer la evolucion del peso durante el embarazo y
generalmente no se le da mayor importancia a la composicion de la dieta“.

Por ello, un indice que proporcione un resumen de la calidad de la dieta en las embarazadas,
seria una herramienta de util aplicacion durante el control del embarazo para conocer la
composicion de la ingesta dietética.

El Healthy Eating Index (HEI) fue desarrollado por el Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (USDA) y aporta un resumen de la calidad de la dieta basado en diferentes aspectos de
una dieta saludable’. Asi, el USDA HEI fue disefiado para medir la calidad de la dieta evaluando
su adherencia a las recomendaciones nacionales’. EI HEI también se ha utilizado para evaluar la
asociacion en la calidad de la dieta con los factores de riesgo en enfermedades crénicas, dado
que si se cumple el nimero minimo de raciones diarias recomendadas para cada grupo de

alimentos, la mayoria de la poblacion tendria todos los nutrientes necesarios para mantener la



salud y prevenir las enfermedades cronicas relacionadas con la dieta8. Sin embargo, en el caso
de las embarazadas evaluar la calidad de la dieta utilizando el HEI tendria como propésito
prevenir el bajo peso al nacer, los defectos de nacimiento y favorecer una nutricion materna
saludable evitando un aumento excesivo de peso8®.

El objetivo de nuestro estudio fue describir la composicion de la dieta en una muestra de
embarazadas sanas utilizando el HEI (validado previamente en mujeres embarazadas®) y

comprobar si presentaban un nivel de suficiencia nutricional.



Pacientes y método:

En este estudio transversal participaron 103 mujeres de edades comprendidas entre los 18 y 40
afios, que dieron a luz en el Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria durante un
periodo de un afio (diciembre de 2002-diciembre de 2003) y que participaron posteriormente en
un ensayo clinico durante el puerperio0. Fueron incluidas en el estudio mujeres que gozaban de
un buen estado de salud general, bajo riesgo obstétrico y que dieron a luz nifios sin ninguna
patologia. Fueron excluidas del estudio aquellas mujeres que padecian: diabetes, hipertension,
enfermedades autoinmunes, alergia, enfermedades renales o hepaticas, antecedentes de
infecciones virales, bacterianas o por protozoos, como asi también aquellas que tenian un
embarazo multiple o de alto riesgo, anemia (definida como hemoglobina menor al 10,5%) y que
fumaban mas de 10 cigarrillos diarios. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria y todas las participantes fueron
informadas del estudio y firmaron el consentimiento informado.

Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos

Para este estudio se administro el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos, validado
previamente y utilizado en la Encuesta Nutricional de Canarias (ENCA)'".12. El cuestionario fue
administrado en el Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria dentro de las 48 horas
post-parto. Se realiz6 en una sola ocasion y se referia al consumo habitual de alimentos durante
el embarazo. El cuestionario proporcioné informacion sobre el consumo de 84 alimentos (se
afiadieron 3 nuevos alimentos a los 81 contenidos en el cuestionario). Se le pregunt6 a las
participantes cuantas veces y con qué frecuencia consumieron esos productos durante el
embarazo, seleccionando una de las 5 categorias de frecuencia (desde “nunca” hasta “diario”).
Las raciones utilizadas fueron raciones estandar (ej. 1 yogurt) o raciones habituales caseras (ej 1
vaso, 1 cucharada). La tabla de raciones estandar fue elaborada por dietistas locales en Gran

Canaria utilizada en la ENCA'2. Para evaluar el consumo de diferentes alimentos, se



consideraron agrupados en grupos de alimentos (cereales, carnes, pescados, etc). Se calcularon
el consumo medio diario de alimentos (g/dia) y la ingesta media de nutrientes a través de las
tablas de composicion de alimentos espafioles de Mataix y col.'3, en su tercera edicion,
convenientemente revisada y ampliada para 121 alimentos adicionales registrados en la
poblacion canaria. Se comparo la ingesta media de nutrientes con la ingesta recomendada de
energia y nutrientes para mujeres embarazadas publicada por Ortega RM™4.

Healthy Eating Index (HEI)

La calidad de la dieta en mujeres embarazadas sanas fue evaluada utilizando el USDA HEI". El
HEI evalua la calidad global de la dieta mediante la identificacion de 10 componentes: 5 grupos
de alimentos (cereales, vegetales, fruta, lacteos y carne, expresados en raciones/dia), grasa
total, grasa saturada, colesterol, sodio y variedad. El puntaje maximo posible del indice es 100.
Cada uno de los 10 componentes posee un rango de puntaje de 0 a 10. Para los 5 primeros
componentes (grupos de alimentos), las participantes que consumen el nimero de raciones
diarias recomendadas para cada grupo de alimentos reciben un puntaje de 10, si no consumen
alimentos de ese grupo reciben un puntaje de 0. Entre 0 y 10 el puntaje es calculado
proporcionalmente’. EI HEI para mujeres embarazas fue calculado utilizando la racién diaria
recomendada publicada en las Guias Dietética durante el embarazo por Ortega RM'4. Para el
componente 6 (grasa total), el puntaje 10 corresponde a aquellas participantes cuya ingesta de
grasa total corresponde a <30% de la ingesta energética total y el puntaje 0 a la ingesta de grasa
total 245%. Entre estos dos puntos la puntuacion es asignada proporcionalmente. El puntaje
para grasa saturada fue calculado de forma semejante utilizando como puntos de corte <10%
para un puntaje 10 y =15% para un puntaje 0. El puntaje para el colesterol y el sodio fue
calculado en base a los miligramos consumidos. El punto de corte para el puntaje 10 fue 300 mg
para el colesterol y 2400 mg para el sodio. El punto de corte correspondiente al puntaje 0 fue 450

mg y 4800 mg respectivamente. Para el calculo del componente variedad se realizd una



modificacion sobre el realizado por el USDA HEI. Kennedy y col.” calcularon este item
analizando la informacion de un registro dietético de 3 dias, mientras nosotros estudiamos la
variedad de la dieta utilizando la informacién del consumo semanal de diferentes alimentos
(cereales, legumbres, carnes, huevos, pescados, frutas, verduras y lacteos). Para determinar el
limite superior e inferior de este componente se establecié como referencia los puntos de corte
determinados por Kennedy y col.” A partir de estos datos extrapolamos esta informacion para
obtener los puntos de corte para un periodo de 7 dias de observacion, como asi también se tuvo
en cuenta la exploracién de los datos sobre el consumo y la consulta con investigadores. De esta
forma, se establecieron los siguientes puntos de corte: se le asigno un puntaje 0 si la participante
consumid <14 alimentos diferentes durante un periodo de 7 dias y un puntaje 10 le correspondi6
a aquellas embarazadas cuyo consumo fue de =37alimentos. Todos los puntajes intermedios
fueron calculados de forma proporcional”’. No incluimos en este estudio la suplementacion con
vitaminas y minerales, dado que este indice intenta reflejar sélo la ingesta proveniente de la
dieta.

Otras variables

Se recogieron también las siguientes variables: semanas de gestacion al parto, peso anterior al
embarazo, peso anterior al parto, talla (estos datos fueron obtenidos de la libreta sanitaria de la
paciente). El célculo del indice de masa corporal (IMC) anterior al embarazo fue realizado
mediante la formula siguiente: IMC = peso en kilogramos/cuadrado de la talla en metros. Los
valores del IMC se clasificaron segun criterios recomendados por la Sociedad Espafiola para el
Estudio de la Obesidad (SEEDQ)' en: delgado (IMC < 18,5 kg/m2), normopeso (IMC 18,5-24,9
kg/m2), sobrepeso (IMC 25-29,9 kg/m2) y obesidad (IMC = 30 kg/m2). En cuanto a la edad se
clasificd a las participantes en los siguientes grupos: 19-24 afios, 25-29 afios, 30-34 afios y 35-
40 afos. Por otro lado se registro el nivel educativo (primario/EGB, FP/BUP/COU, universitario),

la situacion laboral (ama de casa, activa jornada continua, activa jornada partida, activa jornada a



turnos, en paro < 6 meses, en paro > 6 meses) y nimero de hijos (primipara o multipara).
Respecto a la edad al nacimiento del primer hijo se clasificé a las participantes en los siguientes
grupos: < 20 afos, 20-24 afios, 25-30 afios y > 30 afios. EI consumo de tabaco se categoriz6
como no fumadoras: si no habian fumado nunca o que no habian fumado diariamente durante =
6 meses en el pasado; ex-fumadoras: si no fumaron durante el embarazo, pero fumaron
regularmente en el pasado; fumadoras: aquellas mujeres que fumaron como maximo 10
cigarrillos al dia durante el embarazo. Se recogié informacién relativa a la actividad fisica antes y
durante el embarazo: ejercicio fisico antes del embarazo (nunca, diariamente, 2-3 veces x
semana, 1 vez x semana), caminata diaria durante el embarazo (de 0 a media hora, de media a
1 hora, 0 méas de 1 hora) y tipo de actividad diaria durante el embarazo (sedentaria: basicamente
sentada y camina poco; moderada: camina pero no realiza esfuerzos vigorosos; activa: camina y
realiza esfuerzos vigorosos). Por ultimo se categorizd en “si” 0 “no” la variable asistid a gimnasia
pre-parto.

Anélisis estadistico

El analisis estadistico descriptivo de las variables consideradas se realizé mediante el estudio de
las proporciones de las variables cualitativas y de las medidas de tendencia central (media) y
medidas de dispersion (desviacion estandar) en el caso de las variables cuantitativas. Se
calcularon percentiles para conocer la distribucion de la poblacion segun la ingesta de energia y
nutrientes. Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS version 13.0 para entorno

Windows.



Resultados

En la tabla 1 se muestra la descripcion de las principales caracteristicas sociodemograficas de la
muestra. La edad de las embarazadas estaba comprendida entre 19 y 40 afios con una media de
29,7 afios. El incremento medio de peso durante el embarazo fue de 13,1 Kg y el tiempo medio
de semanas de gestacion al momento del parto de 39,9 semanas. Se muestra la distribucién del
IMC antes del embarazo y se observa que un 27,9% de las mujeres presentaban sobrepeso u
obesidad antes del embarazo. El 76,7% de las mujeres del estudio eran primiparas y entre las
multiparas un 16,7% no alimentaron con lactancia materna a sus hijos anteriores. En cuanto a la
presencia de vomitos durante la gestacion, el 61,2% de las participantes no presentaron esta
sintomatologia, mientras que en el 22,3% de los casos los vomitos persistieron durante el primer
trimestre del embarazo, en el 7,8% persistieron hasta el segundo trimestre y un 8,7% de las
mujeres del estudio presentaron vomitos durante toda la gestacion. La distribucion de la
poblacion de estudio segun habito tabaquico muestra que el 18,4% de las mujeres dejaron de
fumar durante el embarazo.

En la tabla 2 se observa el consumo medio diario durante el embarazo de los distintos grupos de
alimentos, advirtiéndose un elevado consumo diario de lacteos, frutas, verduras y bebidas
azucaradas. Por otra parte, se observo una disminucion en el consumo de carnes, grasas,
salsas, patatas y embutidos a medida que aumentaba la edad. Por el contrario, se observo que
con el aumento de la edad, aumentaba el consumo de otros alimentos como el pescado, los
frutos secos, la leche, el queso, el yogur y la bolleria (datos no mostrados).

El consumo medio de energia y nutrientes durante la gestacion y su distribucion en el total de la
muestra se expone en el tabla 3. Al comparar los datos de nuestra poblaciéon con la ingesta
recomendada de energia y nutrientes para la segunda mitad del embarazo en mujeres de 20 a
39 afos'™ se observo que un importante porcentaje de gestantes no alcanzaron el 50% de la

ingesta recomendada de hierro, folatos y vitamina D (36,9%, 26,2% y 38,8% respectivamente).



Sin embargo, mas de un 30% de la poblacién super6 el 200% de la ingesta recomendada para
las proteinas, tiamina, niacina, riboflavina, vitaminas Ay C (tabla 4).

La tabla 5 muestra el puntaje total y de cada componente del HEI. El puntaje del indice fue de
54,9. Esta puntuacion se aleja de la puntuacion optima de > 80 requerida para calificar como
buena la calidad de la dieta de las embarazadas de nuestra poblacion de estudio. En cuanto a la
puntuacion media de los 5 primeros componentes del indice, se observé que el consumo de
cereales se encontraba por debajo de las raciones diarias recomendadas para embarazadas (7-8
raciones/dia), siendo el consumo de vegetales, frutas, lacteos, y carnes superior a las
recomendaciones (4-5 raciones/dia, 3 raciones/dia, 3-4 raciones/dia y 2-3 raciones/dia,
respectivamente).

Al observar la distribucién de la poblacién segun el HEI por grupos de edad (figura 1), advertimos
que el 50% de las embarazadas con edad comprendida entre 19-24 afios obtuvo un puntaje
entre 51-60. En el puntaje 71-80, maxima puntuacion alcanzada por las mujeres de nuestro
estudio, se distingue que el porcentaje méas alto de embarazadas (13,3%) correspondi6 al grupo

de edad comprendido entre 25-29 afios.



Discusion

A lo largo del embarazo, la mujer gestante incrementa sus necesidades energéticas, de
proteinas y de la mayor parte de minerales y vitaminas. Durante este periodo deben ser
cubiertas las necesidades del feto por su crecimiento con formacién de nuevos tejidos, asi como
para mantener sus propias funciones fisioldgicas®. Esto implicaria un cambio de las
caracteristicas de su dieta para compensar los mayores requerimientos con un aumento de la
dieta habitual, siempre que ésta esté adecuadamente equilibrada o recibir suplementacion de
algunos nutrientes’s.

La valoracion nutricional de la dieta en las gestantes de este estudio mostré un patrén de
consumo de alimentos con una ingesta importante de lacteos como fuente de energia y
nutrientes, incluidas las grasas saturadas, el calcio, el sodio y la riboflavina. Se advirtio también
un importante consumo de frutas, verduras y hortalizas, que constituyen una fuente importante

de vitamina C, fibras y folatos.

Estos resultados, como los de otros autores*'7, muestran una dieta habitual en embarazadas
suficiente en calorias. Por otra parte se observa que la dieta de las embarazadas presenta un
elevado contenido en grasas (42,4%) alejado del 30-35% recomendado, con un predominio de
acidos grasos saturados (14,7%; recomendado <10%) y también con una ingesta media diaria
de colesterol (441,1 mg) superior a las recomendaciones (<300 mg/dia)'8, lo que refleja un
mayor consumo de carnes, lacteos con elevado contenido graso y embutidos. También se
detecta que el contenido de carbohidratos es inferior al recomendado (44,9% frente al 55%
recomendado), lo que atribuimos a un consumo bajo de cereales y legumbres. Estos datos son
semejantes a los obtenidos por Irles y col.7 en una poblacién de embarazadas de Andalucia.

En cuanto al contenido de micronutrientes, se observa que un importante porcentaje de
gestantes no alcanzaron el 50% de la ingesta recomendada de hierro, folatos y vitamina D

(36,9%, 26,2% y 38,8% respectivamente)'4. Estas deficiencias también fueron descriptas por
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otros autores'?20 y ademés fueron puestas de manifiesto en la Encuesta Nutricional de Canarias
en la cual una de sus conclusiones afirma que son muy relevantes las ingestas inadecuadas de
vitamina A, D, E, folatos, hierro y magnesio en la poblacion Canaria'2. Es necesario mencionar
que la ENCA se realiz6 en poblacién general, por lo que estas deficiencias adquieren mayor
relevancia cuando las analizamos durante el periodo de gestacion.

El HEI en nuestra poblacion de estudio alcanzé un puntaje de 54,9. Esta puntuacidn se aleja de
la puntuacion éptima de > 80 requerida para calificar como buena la calidad de17 la dieta.
Ninguna de las mujeres del estudio mostr6 un indice >80, mientras que el 65% de las gestantes
presentaron un indice que oscil6 entre 50-80, por lo que se considera que consumieron una dieta
que necesitaba ser mejorada y el 35% restante tenian una dieta considerada pobre (HEI <50).
Los datos obtenidos en el presente estudio revelaron una calidad de dieta menor a los datos
observados por Pick y col.8 en una poblaciéon de embarazadas americanas (HEI medio= 75.0;
D.E.= 0.99). En este estudio, el 21% de las embarazadas presentaron una calidad de dieta
buena y el 79% de las embarazadas tenian una dieta que debia ser mejorada, pero, sin
embargo, no se detectaron embarazadas con dietas pobres. Comparando la puntuacién obtenida
en cada item del indice, nuestros datos fueron semejantes a los obtenidos por Pick y col.8 para
vegetales, frutas, carnes y variedad. Sin embargo, se obtuvo una puntuacién superior para el
caso de lacteos y menor para el resto de los items (cereales, grasa total, grasa saturada,
colesterol y sodio).

Para evaluar la dieta habitual en las embarazadas de este estudio, utilizamos un cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos. Si bien este instrumento aporta una informacion nutricional
que tiende a sobrestimar los consumos medios?!, en investigaciones previas se ha demostrado
que el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos es un instrumento adecuado para

obtener estimaciones fiables de la ingesta de energia y nutrientes durante el embarazo?2.23.

11



Segun nuestro conocimiento este es el primer estudio que se realiza en poblacion espafiola
donde se evalua la calidad de la dieta de la mujer gestante utilizando el Healthy Eating Index. El
HEI representa una herramienta util para evaluar la calidad de la dieta, analizando la adherencia
de la misma a las recomendaciones de las guias alimentarias nacionales. Sin embargo, no
permite discriminar el riesgo de déficit en micronutrientes, sobre todo, en aquellos que son de
especial interés en la dieta de las gestantes.

El yodo representa uno de los micronutrientes de especial interés en la dieta de la embarazada,
dado que la deficiencia del mismo constituye uno de los principales problemas mundiales de
salud de origen nutricional?*25. Es bien sabido que una deficiencia leve o moderada de este
micronutriente representa un riesgo leve para la salud de la poblacion adulta, algo mayor en la
edad infantil y puede significar un riesgo importante para las mujeres embarazadas por sus
mayores necesidades de yodo y por el importante riesgo potencial para el feto que este déficit
puede representar. Como consecuencia, la Organizacion Mundial de la Salud establecio que en
la mujer durante la gestacion y la lactancia la ingesta de yodo deberia superar los 200 ug
diarios?*. Una limitacion de este estudio es que no pudimos analizar la ingesta de yodo
proveniente de la dieta, debido a que la tabla de composicion de alimentos utilizada no aporta
informacidn sobre este micronutriente.

Otra de las posibles limitaciones del presente estudio es que se trata de una muestra no
representativa lo cual no hace posible extrapolar los resultados a las mujeres gestantes de
Canarias. Sin embargo, debe sefialarse que las mujeres que participaron en la evaluacion fueron
mujeres voluntarias participantes en un posterior ensayo clinico’® y seguramente presenten un
grado de motivacién y de conciencia sobre la salud mayor del que cabria esperar en poblacién
general. De esta manera, es posible que los resultados que se obtendrian con respecto a la
adhesion a una dieta saludable serian incluso peores si consideraramos la poblacion general de

mujeres canarias gestantes. Pese a todo, son necesarias futuras investigaciones involucrando un
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mayor numero de embarazadas, teniendo en cuenta ademas a los grupos vulnerables de la
poblacion como son las adolescentes embarazadas y las mujeres inmigrantes.

En conclusion, los resultados muestran la necesidad del consejo dietético en las mujeres
gestantes de nuestro medio para mejorar la calidad de la dieta y la suplementacién
farmacoldgica para suplir principalmente la carencia dietética de hierro y folatos. Es importante
destacar que la mujer durante la gestacion se encuentra mas receptiva a adoptar estilos de vida
mas saludable?. Por ello, el consejo dietético en esta poblacion podria ser una buena estrategia
a corto y largo plazo para favorecer la adopcion de habitos alimentarios saludables en el entorno

familiar.
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Resumen:

Fundamento y objetivos: describir la calidad de la dieta en embarazadas sanas de Canarias

utilizando el Healthy Eating Index (HEI).

Sujetos y método: estudio transversal de 103 mujeres entre los 18 y 40 afios que dieron a luz
en el Hospital Universitario Materno-Infantil de Gran Canaria. Se estimd el consumo de
alimentos, macro y micronutrientes mediante un cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos utilizado en la Encuesta Nutricional de Canarias (ENCA). Se calculo el HEI que incluye

10 componentes, siendo el puntaje méaximo posible del indice de 100.

Resultados: el puntaje del indice fue de 54,9. Esta puntuacion se aleja de la puntuacion optima
de > 80 requerida para calificar como buena la calidad de la dieta de las embarazadas de
nuestra poblacién de estudio. La puntuacion media de los 5 primeros componentes del indice
mostré que el consumo de cereales fue inferior al nimero de raciones diarias recomendadas,
mientras que el consumo de vegetales, frutas, lacteos y carnes superé las recomendaciones.
Ademas, se observd que un importante porcentaje de gestantes no alcanzaron el 50% de la
ingesta recomendada de hierro, folatos y vitamina D (36,9%, 26,2% y 38,8% respectivamente).
Sin embargo, mas de un 30% de la poblacién super6 el 200% de la ingesta recomendada para
las proteinas, tiamina, niacina, riboflavina, vitaminas Ay C.

Conclusiones: es necesario el consejo dietético para mejorar la calidad de la dieta durante el

embarazo y la suplementacion principalmente con hierro y folatos.

Palabras claves: Gestacion. Calidad de la dieta. Healthy Eating Index. Habitos alimentarios.

Ingesta de nutrientes
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Abstract:

Background and objetive: to describe the quality of the diet of healthy pregnant women of the

Canary Islands using the Healthy Eating Index (HEI).

Subjects and method: cross-sectional study based on 103 women aged 18-40 years, who gave
birth at the University Hospital Materno-Infantil of Gran Canaria. Food consumption and macro
and micronutrient intake were estimated using a food frequency questionnaire used in the Canary
Island Nutrition Survey (ENCA) and the HEI was calculated. This index includes 10 components

and the maximum possible score of the index is 100 points.
Results: the score of the index was 54,9. This result remains below the optimum score of > 80,

which is considered good the diet quality of pregnant women in our study population. The
average score of the first 5 components of the index showed that cereal consumption was below
the daily portions recommended for pregnant women, whereas vegetables, fruit, milk and meat
consumption surpassed the recommendations. A significant number of pregnant women did not
reach the 50% of the recommendations for iron, folate and vitamin D intake (36,9%, 26,2% and
38,8%, respectively). At least 30% of the population exceeded 200% of the recommendations for

proteins, thiamin, niacin, riboflavin, vitamin C and vitamin A.

Conclusions: dietary advice for improving the diet quality during pregnancy and the

supplementation of mainly iron and folate are necessary.

Key words: Pregnant women. Diet quality. Healthy Eating Index. Dietary habits. Nutrient intake
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Tabla 1. Caracteristicas generales de las mujeres estudiadas

Edad (afios) (%)
19-24 15,4
25-29 28,8
30-34 40,4
35-40 15,4
Semanas de gestacion al partoe 39,9 (1,3)
Peso anterior al embarazo (kg)a 61,1(9,6)
Incremento de peso con el embarazo (kg)? 13,1(3,9)
IMC anterior al embarazo (%)
<185 1,9
18,5-24,9 70,2
25-29.9 21,2
>30 6,7

Nivel educativo (%)
primario/EGB 214
FP/BUP/COU 43,7

universitario 35,0
Situacién laboral (%)
ama de casa 9,7
activa jornada partida 18,4
activa jornada continua 32,0
activa jornada a turnos 23,3
paro < 6 meses 8,7
paro >= 6 meses 78

Numero de hijos (%)
primiparas 76,7
multiparas 23,3
Edad al nacimiento del primer hijo (%)

<20 49
20-24 17,5
25-30 40,8
>30 36,9

Habito tabaquico durante el embarazo (%)
no fumadora 534
ex-fumadora 417
fumadora 49

Ejercicios fisicos antes del embarazo (%)

nunca 55,3
diariamente 13,6
2-3 veces x semana 27,2
1 vez x semana 3,9
Asisti6 a gimnasia pre-parto (%) 83,5

Caminata diaria durante el embarazo (%)
0 a media hora 53,4
media a 1 hora 39,8

mas de 1 hora 6,8
Tipo de actividad diaria durante el embarazo (%)
sedentaria 30,1
moderada 447
activa 25,2

aMedia (DE); IMC: indice de masa corporal; Sedentaria: basicamente sentada y camina poco;
Moderada: camina pero no realiza esfuerzos vigorosos; Activa: camina y realiza esfuerzos vigorosos.
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Tabla 2. Consumo medio diario durante el embarazo de los distintos grupos de alimentos

Alimento Media DE Ps Pas Pso Prs Pgs

Carnes 66,9 39,7 16,5 383 59,4 926 1527
Huevo 23,9 16,4 8,6 171 21,4 25,7 60,0
Pescado 56,6 34,5 10,9 334 498 70,2 1249
Leche 536,7 322,9 0 3375 4500 6750 11250
Queso 71,3 68,0 0 257 471 943 2200
Yogur 160,1 11,7 0,8 714 1250 250,0 3750
Otros lacteos 72,0 72,7 0 16,2 53,4 104,7 2049
Cereales 133,3 441 71,8 984 1295 1583 2145
Frutas 663,5 3916 2113 3839 5890 8496 14684
Verduras y hortalizas 481,2 2574 1495 2768 4321 6549 9315
Legumbres 30,6 25,3 11 12,9 25,7 38,6 90,0
Frutos secos 6,7 9,0 0 0,11 2,2 9,6 27,0
Patatas 47,8 30,5 13,3 286 429 64,3 1143
Embutidos 28,5 21,7 1,3 11,4 229 40,0 61,7
Bolleria 10,8 16,5 0 0 7,1 14,3 50,0
Dulces 64,1 44,3 6,6 31,6 57,8 88,7 1517
Aceites 32,9 18,7 10,0 20,0 30,0 450 64,0
Grasas 6,7 6,2 0 1,6 4,3 12,0 13,6
Salsas 6,0 9,9 0 1,1 3,6 7.2 19,4
Bebidas azucaradas 317,9 306,9 0 1428 2286 4000 1085,7
Bebidas alcohdlicas 6,8 19,8 0 0 0 2,5 54,3

Consumo en g o cc/personaldia; DE: desviacion estandar; P: percentil
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Tabla 3. Ingesta media diaria de energia y nutrientes

Media DE Ps Pys Pso Ps Pgs

Energia (kcal.) 2808,3 7738 1854,3 2257 4 2708,7 3216,1 45347
MACRONUTRIENTES
Glucidos (g) 313,0 94,5 208,3 237,2 2916 3669 520,

(% VCT) 44,9 7.4 33,9 39,1 45,0 499 57,3
Proteinas (g) 106,8 29,6 70,0 83,4 100,7 1277 1669

(% VCT) 15,4 2,7 11,6 13,5 15,1 16,5 21,1
Lipidos (g) 133,9 46,3 60,0 104,9 131,8 1555 2331

(% VCT) 42,4 7,1 27,4 37,6 429 48,1 52,3
AGS (9) 47,2 21,2 216 318 42,8 60,0 90,4
AGMI (g) 56,3 20,0 22,5 43,7 54,5 68,9 98,7
AGPI (g) 15,6 54 76 11,6 15,3 18,7 26,5
Colesterol (mg) 441,1 162,8 249,5 331,9 406,5 5088  810,4
Fibra (g) 28,7 10,6 14,9 20,9 27,2 339 51,1
Alcohol (g) 04 0,9 0 0 0 0.2 27
MINERALES
Calcio (mg) 2055,9 7560 10976 14833 1886,8 24729 37045
Hierro (mg) 16,8 45 10,4 13,3 16,7 19,5 25,3
Magnesio (mg) 481,8 142,6 293,6 366,5 456,8 576,1 7989
Sodio (mg) 4685,4 1669, 1 2379,3 3715,9 44911 5261,5  8469,1
Potasio (mg) 49732 14841 3021,6 3754,9 47158 5903,6 77874
Fosforo (mg) 2293,9 7211 1368,5 1735,7 2057,2 2769,6 35764
VITAMINAS
Tiamina (mg) 1,8 05 1,1 14 1,7 2,2 27
Riboflavina (mg) 3.2 1,1 1,8 24 2,9 38 54
Niacina (mg) 31,1 98 17,1 24,0 29,6 38,1 49,1
Folatos (ug) 419,0 156,6 210,1 296,9 4112 5118 6606
Vit. B6 (mg) 2,9 0,9 1,7 23 27 34 47
Vit. B12 (ug) 13,4 9,6 58 8,5 10,7 14,4 21,7
Vit. C (mg) 3417 1753 120,1 238,42 310,4 4211 6558
Vit. A (ug) 1880,6 1088,2 7971 1147,0 1632,8 22956 39528
Vit. D (ug) 7.2 5,0 1,8 34 6,1 9,9 17.1
Vit E (mg) 15,6 6,1 78 10,9 14,8 19,8 26,0

VCT: valor caldrico total; AGS: acidos grasos saturados; AGMI: &cidos grasos monoinsaturados; AGPI: &cidos grasos
poliinsaturados; DE: desviacién estandar; P: percentil
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Tabla 4. Porcentaje de mujeres con ingesta inferior o superior a la ingesta recomendada de energia y nutrientes para
la segunda mitad del embarazo en mujeres de 20 a 39 afios

Ingesta’ Porcentaje de mujeres

Recomendada  <30% IR  <50% IR <66%IR <75%IR <100%IR >150%IR  >200% IR
Energia (kcal.) 2550 - - 2,9 6.8 437 10,7 1,0
Proteinas (g) 56 - - - - 1,9 72,8 36,9
MINERALES
Calcio (mg) 1400 - - 1,9 1,9 214 39,8 14,6
Hierro (mg) 30 1,0 36,9 77,7 874 100
Magnesio (mg) 450 - - 49 12,6 47,6 10,7 1,0
VITAMINAS
Tiamina (mg) 1,0 - - - - - 69,9 34,0
Riboflavina (mg) 1,6 - - - - 19 748 447
Niacina (mg) 17 - - - 1,0 49 69,9 34,0
Folatos (ug) 600 1,9 26,2 45,6 63,1 88,3 1,0
Vit. B6 (mg) 2,0 - - 1,0 1,0 12,6 37,9 13,6
Vit. B12 (ug) 22 ] . - - - 100 100
Vit. C (mg) 80 - 1,0 1,0 1,0 1,0 95,1 87,4
Vit. A (ug) 800 . - - - 49 738 52,4
Vit. D (ug) 10 18,4 38,8 55,3 61,2 78,6 7.8 1,0
Vit E (mg) 15 - 19 19,4 26,2 51,5 13,6 19

IR: ingesta recomendada; * Datos obtenidos de Ortega RM*4.
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Tabla 5. Puntaje total y de cada componente del Healthy Eating Index en embarazadas sanas

HEI items Media (DE) Rango  %Puntaje=0 % Puntaje =10
Cereales 3,5 (1,4) 0-8 1 0
Vegetales 6,9 (2,6) 2-10 0 30,1
Frutas 85 (2,3) 1-10 0 59,2
Lacteos 9,3 (1,7) 0-10 1 78,6
Carnes? 8,1 (2,0) 3-10 0 a7
Grasa total 2,7 (3,0) 0-10 36,9 5,8
Grasa saturada 34 (3,8) 0-10 417 12,6
Colesterol 3,9 (3,9) 0-10 375 18,4
Sodio 2,8 (3,1) 0-10 379 49
Variedad 57 (1,9) 1-10 0 1.9

Total 54,9 (10,9) 29-79

DE: desviacion estandar; 2 Incluye huevos, frutos secos, y legumbres
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Puntaje del Healthy Eating Index
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Figura 1. Distribucion de la poblacién segun el Healthy Eating Index por grupos de edad
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ANEXO VI
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Anexo VI

Autores: Adriana Ortiz-Andrellucchi, Luis Pefia-Quintana, Magdalena Villanueva, Carlos
Rodriguez-Gallego, José M Cobo, Luis Serra-Majem.

Titulo: Efectos de la ingesta de leche fermentada con Lactobacillus casei durante el
puerperio sobre la madre y el nifio lactante.

Tipo de participacion: Comunicacion oral

Congreso: 56 Congreso de la Asociacion Espafiola de Pediatria

Lugar: Barcelona, Espafia

Fecha: 7 de junio de 2007

Autores: Adriana Ortiz-Andrellucchi, Magdalena Villanueva, Carlos Rodriguez-Gallego, José
M Cobo, Luis Serra-Majem, Luis Pefia-Quintana

Titulo: Niveles de componentes inmunonutricionales en leche materna.

Tipo de participacion: Poster

Congreso: 56 Congreso de la Asociacion Espafiola de Pediatria

Lugar: Barcelona, Espafa

Fecha: 7 de junio de 2007

Autores: Ortiz-Andrellucchi A, Villanueva Cabrera M, Ramirez Garcia O, Serra Majem L,
Pefia Quintana L.

Titulo: Intervencion en promocion de la lactancia materna en Gran Canaria.

Tipo de participacion: Poster

Congreso: IV Congreso Espafiol de Lactancia Materna

Lugar: Puerto de la Cruz, Tenerife. Espafa.

Fecha: 27 de septiembre de 2006

Autores: Ortiz-Andrellucchi A, Sanchez Villegas A, Rodriguez Gallego C, Molero Labarta T,
Soria Lopez A, Ramirez Garcia O, Pefia Quintana L, Serra Majem L.

Titulo: Niveles séricos de hierro y numero de células inmunes en mujeres lactantes de Gran
Canaria.

Tipo de participacion: Poster

Congreso: IV Congreso Espafiol de Lactancia Materna

Lugar: Puerto de la Cruz, Tenerife. Espafa.

Fecha: 27 de septiembre de 2006

Autores: Ortiz-Andrellucchi A, Rodriguez-Gallego C, Ramirez Garcia O, Pefia Quintana L,
Cobo JM, Serra Majem L.

Titulo: Evaluacion de la inmunomodulacion durante el puerperio con la ingesta de leche
fermentada con Lactobacillus casei.

Tipo de participacion: Comunicacion oral (Accesit al Primer Premio a la mejor
Comunicacién Oral en castellano)

Congreso: | World Congress of Public Health Nutrition. VII Congreso de la SENC.

Lugar: Barcelona. Espafia.

Fecha: 29 de septiembre de 2006

Autores: Ortiz-Andrellucchi A, Rodriguez EM?, Diaz C, Serra Majem L.

Titulo: Concentraciones séricas de minerales en mujeres después del parto

Tipo de participacion: Poster

Congreso: | World Congress of Public Health Nutrition. VII Congreso de la SENC.
Lugar: Barcelona. Espafia.

Fecha: 28 de septiembre de 2006



Anexo VI

Autores: Ortiz-Andrellucchi A, Rodriguez-Gallego C, Saavedra Santana P, Ramirez Garcia
0, Garcia Hernandez JA, Cobo JM, Serra Majem L.

Titulo: Evaluacion de la inmunomodulacién durante el puerperio con la ingesta de leche
fermentada con Lactobacillus casei.

Tipo de participacion: Poster

Congreso: XXXI Congreso Nacional de la Sociedad Espafiol de Inmunologia

Lugar: Cordoba. Espana.

Fecha: 10 al 13 de mayo de 2005

Autores: Ortiz-Andrellucchi A, Rodriguez-Gallego C, Villanueva M, Limifiana JM, Cobo JM,
Serra Majem L

Titulo: Perfil Inmunolégico del calostro en una muestra de poblacion canaria

Tipo de participacion: Poster

Congreso: lll Congreso Espafiol de Lactancia Materna

Lugar: Santander. Espafia.

Fecha: 30 de septiembre 1y 2 de octubre de 2004

Autores: Adriana Ortiz Andrellucchi, Lluis Serra Majem en nombre del equipo de
investigacion Actimel-Puerperio

Titulo: Evaluacion de la Inmunomodulacion durante el puerperio con la ingesta de leche
fermentada con Lactobacillus casei.

Tipo de participacion: Ponencia

Congreso: VI Congreso de la Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria

Lugar: Ibiza. Espana.

Fecha: 25 de Septiembre de 2004





