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“Our posturings, our imagined self-importance, the delusion that we have some privileged
position in the Universe, are challenged by this point of pale light.”

Pale Blue Dot

Carl Sagan
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RESUMEN

INTRODUCCION

El parto es el resultado de una compleja interaccion entre esteroides, agentes
vasoactivos, prostaglandinas, y fendémenos inflamatorios. En las tltimas décadas estamos
asistiendo a un aumento de la practica de cesareas electivas en los paises desarrollados,
alcanzando tasas de cesareas por encima de lo recomendable segin la Organizacién
Mundial de la Salud. Los fen6menos estresantes ocurridos a nivel perinatal tienen
consecuencias en el recién nacido, tanto a corto como a largo plazo.

La transicion fetal a la vida extrauterina es un momento clave en el que el feto pasa
de un ambiente relativamente hipéxico a un ambiente oxigenado. La inmadurez de su
sistema antioxidante, junto a determinadas situaciones que fomentan el desarrollo de
dafio oxidativo hacen que ese momento sea de gran vulnerabilidad para el establecimiento
de sus consecuencias.

El parto y el periparto constituye, por tanto, un periodo de susceptibilidad frente al
estrés oxidativo. El nacimiento por cesarea, ademas, podria ser el desencadenante para la
apariciéon una serie de fendmenos de dafio oxidativo con importante repercusion en la
madre y en el recién nacido.

La leche materna es el mejor alimento para el recién nacido, no sé6lo por sus
caracteristicas nutritivas, sino por su riqueza y especificidad en productos bioactivos,
capaces de provocar cambios moleculares con un gran poder beneficioso para la salud.
Uno de estos componentes bioactivos es la melatonina, la principal hormona implicada en
los cambios circadianos en el mundo animal, una indolamina secretada principalmente
por la glandula pineal, altamente difusible y con una distribucién de receptores celulares
ubicua en el organismo. La melatonina alcanza sus niveles pico en el plasma durante la
noche, y sus niveles minimos son practicamente indetectables durante el dia. A parte de

sus implicaciones cronobioldgicas, la melatonina tiene una funcion fundamental como
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molécula antioxidante e inmunomoduladora. Hay que tener en cuenta que los niveles de
melatonina en plasma o saliva de recién nacidos son indetectables hasta los 2 meses de
vida, mientras que la maduracion en los ciclos de suefio/vigilia no se inicia hasta los 6
meses de vida. Por tanto, la tinica fuente de melatonina para el recién nacido y los
primeros meses de la vida es la leche materna.

Multiples estudios demuestran que la leche materna aporta factores antioxidantes
en el periodo perinatal, sobre todo en el calostro, por lo que cumple una funciéon
primordial a esta edad.

Existe una gran heterogeneidad en los resultados de las investigaciones referentes
a los cambios observados a nivel del metabolismo oxidativo en el &mbito perinatal en
funcién del tipo de parto. Ademas, las investigaciones realizadas cuyo objetivo es el
estudio de estos posibles cambios en la leche materna, son escasas, especialmente en lo
que se refiere al conocimiento del comportamiento de la melatonina en leche materna, o
de su capacidad antioxidante bajo la influencia del tipo de parto.

La hipoétesis de nuestra investigacion es que existen diferencias en la capacidad
antioxidante de la leche materna en funcién del tipo de parto, y que estas diferencias estan

influenciadas por el contenido de melatonina en la leche materna.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Valorar si existen diferencias en el contenido de melatonina en la leche humana, asi
como en su capacidad antioxidante, tanto en calostro como en el resto de fases de la
lactancia materna durante el primer mes tras el nacimiento, en funcién del tipo de parto:
vaginal o cesarea no urgente.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Describir la cronologia de aparicion de ritmo circadiano en la secrecién de
melatonina en leche materna en el primer mes tras el parto.

e Validar un método de determinacién de melatonina en calostro y leche materna
madura.

e Determinar la capacidad antioxidante en la leche materna dependiendo del tipo de
parto.

e Determinar el contenido en biomarcadores de estrés oxidativo en la leche materna

dependiendo del tipo de parto.
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MATERIAL Y METODOS
TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional de cohortes, prospectivo, a lo largo del periodo
comprendido entre enero 2016 y mazo 2017.
POBLACION A ESTUDIO

La poblacién diana del estudio fueron madres lactantes, que habian dado aluz a
recién nacidos a término, sanos, alimentados con leche materna exclusivamente, sin
antecedentes de patologia gestacional ni perinatal

CRITERIOS DE INCLUSION

e Leche materna procedente de mujeres puérparas sanas con recién nacidos sanos,
producto de partos a término, procedentes de las Salas de Maternidad del Hospital
Dr. Peset de Valencia o del Hospital Quirén de Valencia.
e Debian cumplirse los siguientes criterios:
o Recién nacidos con peso adecuado a la edad gestacional
o Antecedente de parto via parto vaginal o cesarea electiva
o Recién nacidos alimentados exclusivamente con lactancia materna

o Mujeres que acepten participar firmando el consentimiento informado
CRITERIOS DE EXCLUSION

e Partos mediante cesarea urgente

e Partos a edad gestacional menor de 37 semanas

e Recién nacidos con peso al nacimiento inferior a 2500 gramos

e Apgar <5 alos 5 minutos o pH de calota < 7,10 o exploracién neurolédgica
patoldgica las primeras 8 horas de vida

e Administracion de FiO2 > 21% al recién nacido en cualquier momento desde el

nacimiento
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e Sospecha prenatal de retraso del crecimiento intrauterino segun criterios
estadisticos de normalidad para las curvas poblacionales especificas y/o
alteraciones en el estudio Doppler de la arteria umbilical o circulacién fetal

e (Cualquier estado hipertensivo del embarazo segun criterios estandarizados

e Diabetes gestacional

e Tabaquismo

e Antecedente de infeccion bacteriana en el tercer trimestre

e Madres con antecedente de trastorno del suefio durante la gestacion, segin
criterios diagnésticos estandarizados

e Madres que hayan ejercido su actividad laboral durante la franja horaria nocturna
en el tercer trimestre, o estén ejerciendo dicho tipo de trabajo tras el parto

e Patologia neonatal tipo distrés respiratorio y/o sepsis en las primeras 24 horas de
vida

e Administracién de cualquier suplemento alimentario que no sea leche materna

e Tratamiento materno con fAirmacos antidepresivos, antipsicoticos, hormona
tiroidea o antiinflamatorios esteroideos

e Domicilio habitual sito a una distancia mayor de 10 km de didmetro del
Laboratorio de Bioquimica del Departamento de Pediatria de la Universidad de

Valencia.

VARIABLES
La recogida de datos se realizé una vez aceptadas las condiciones del estudio y
firmado el consentimiento correspondiente.

Las variables que se recogieron fueron:

- Variables perinatales:
o Edad materna en el momento del parto

o Edad gestacional en el momento del parto
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o Tipo de parto, distinguiendo si se trata de parto vaginal o cesarea no
urgente

o Peso al nacimiento

o pH de arteria umbilical

- Variables en leche materna:

o Parametros analiticos de inflamacién (IL6, TNFa, IFNy)

o Parametros analiticos de estrés oxidativo mediante la determinacién de
productos de estrés oxidativo a proteinas o determinacién de grupos
carbonilo.

o Parametros analiticos para determinar la capacidad antioxidante de la
leche materna

o Contenido de melatonina en la leche materna

RECOGIDA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS DE LECHE MATERNA
El estudio recogid datos durante el primer mes tras el parto.

La recogida de muestras se realizé como se describe a continuacién:

e Serecogieron 2 muestras por sujeto de estudio los dias 1, 3 y 30 post-parto, en dos
momentos del dia para cada mujer (entre las 12 y 2 p.m. para las muestras diurnas,
ylas 12 y 2 a.m. para las muestras nocturnas), por lo que se recogieron 6 muestras
en total por cada mujer participante.

e Las muestras se recogieron mediante masaje manual o sacaleches eléctrico y bajo
estrictas condiciones de higiene. Se conservaron en congelador a -202C un maximo
de 48 horas previo a su traslado, manteniendo las condiciones de frio, hasta el
Laboratorio de Bioquimica del Departamento de Pediatria y Obstetricia de la
Universidad de Valencia, donde se almacenaron congeladas a - 802C. Todas las

muestras nocturnas se recogieron en condiciones de luz tenue amarillenta, a una
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distancia minima de 2 metros del foco de luz, y se almacenaron en recipientes
cubiertos con papel opaco hasta su procesamiento final.
e Andlisis bioquimico de las variables principales en leche materna:

o Melatonina, mediante el método ELISA, DRGMelatonin ELISA-EIA-1431;
DRG International, Inc., Springfield, NJ, USA; expresado en pg/mL

o Interleucina 6 (IL6), Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF- a), Interferén
Gamma (IFNy), expresado en pg/mL. Luminex Map Technology LabScan
100 system (Luminex Austin TX USA) y Milliplex MAP human high
sensitivity T cell panel-inmunology multiplex assay catalog number
HSTCMAG-28 SK para TNF-a, IL-6 INF-y (Merck Millipore, Burlington MA,
USA).

o Dafio oxidativo a proteinas, mediante la determinacidn de grupos
carbonilo, segtin el método descrito por Levine et al, expresado en
nmol/mg de proteina.

o Capacidad antioxidante total, expresado en mmol equivalentes de Trolox
Método descrito por Brand-Williams modificado por Gombert et al 2018

mediante 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
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ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 una probabilidad (p) < 0,05 para definir significancia estadistica.

Se utilizaron herramientas estadisticas mediante pruebas no paramétricas debido

a la distribucién asimétrica.

2.

3.

Se realizaron varios tipos de analisis:

Descripcién v comparacion entre medianas de las variables principales segtin tipo

de parto.

La descripcidn de los datos se realizé con la mediana y los cuartiles inferior y
superior (percentiles del 25% y del 75%). Las comparaciones se realizan con el
test de la suma de rangos de Wilcoxon.

Cambios de las variables en los dias 3 y 30 respecto al primer dia.

Con el objetivo de encontrar si alguna de las variables estudiadas evolucioné de un
modo distinto segun el tipo de parto a lo largo del mes de vida, se observo la
evolucion que experimenta cada variable al dia 3 y al dia 30 respecto al dia 1. Estas
evoluciones o cambios se midieron distinguiendo entre las mediciones tomadas
por el dia y las tomadas por la noche. La descripcion se realizé con la mediana y los
cuartiles. Se realizaron dos tipos de comparaciones: las comparaciones intra-
grupos y las comparaciones entre grupos. Estas comparaciones se realizaron con la
prueba de rangos con signo de Wilcoxon.

Cambios de las variables a lo largo del dia.

Se analizaron los cambios que experiment6 cada variable a lo largo del dia (dia
versus noche). Estos cambios se midieron por separado para el dia 1, 3y 30. Se
realizaron dos tipos de comparaciones: las comparaciones intra-grupos y las
comparaciones entre grupos. La descripcion se realizé con la mediana y cuartiles.

Estas comparaciones se realizaron con la prueba de rangos con signo de Wilcoxon
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4,

Correlaciones con los valores de melatonina.

Finalmente, se calcularon las correlaciones de Spearman entre la melatonina y
cada una de las variables con el objetivo de estudiar el tipo de asociacion existente.
Las correlaciones se calcularon para cada momento de lactancia, momento del dia
y tipo de parto. Se estudiaron también las correlaciones entre las variaciones que
presentaron los valores de melatonina y el resto de variables desde el primer dia,
al dia 3 y 30, asf como las variaciones a lo largo del dia (entre el dia y la noche).
Dado que se trata de muestras pequefias, las correlaciones con valores de R fuertes
o muy fuertes se consideran validas, a pesar de los valores de p respectivos no

sean p< 0.05.

RESULTADOS

O

o Caracteristicas generales

Se analizaron 126 muestras de leche materna procedentes de 21 mujeres que
parieron via vaginal, y 102 muestras de leche materna procedentes de 17 mujeres
que parieron por cesarea electiva. No se encontraron diferencias en las
caracteristicas generales de las mujeres participantes entre ambos grupos.

o Descripcién y comparacién de las medianas de las variables principales

segtn el tipo de parto.

Marcadores inflamatorios. Existe mayor contenido en los parametros inflamatorios
en las muestras diurnas de calostro y leche de transicion en el grupo de cesareas,
sobre todo IL6 y el TNF- q, sin ser significativas.
Metabolismo oxidativo.
- Dario oxidativo a proteinas: grupos carbonilo. Mayor contenido en grupos
carbonilo en la leche materna madura nocturna procedente de mujeres
tras parto por cesarea (7040 nmol/mg de proteina versus 4620 nmol/mg

de proteina; p = 0,029).
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- Capacidad antioxidante de la leche materna: Mayor contenido en DPPH en
el calostro diurno de mujeres que parieron por cesarea, con niveles
cercanos a la significacidn estadistica (344 mmol equivalentes de Trolox
versus 152 mmol equivalentes de Trolox; p = 0,053). Mayor contenido en
DPPH en la leche de transicion diurna de las mujeres que parieron via
vaginal (270 mmol equivalentes de Trolox versus 187 mmol equivalentes
de Trolox; p=0,037)

Melatonina. Mayor contenido en melatonina en el calostro diurno del grupo de
cesareas (30,3 pg/mL versus 14,7 pg/mL; p = 0,020)

o Cambios de las variables estudiadas en leche materna en los dias 3 y 30

respecto al primer dia.

Marcadores inflamatorios. Existe progresion descendiente en el contenido de
algunos marcadores inflamatorios (IL 6 y TNF a) a lo largo de la lactancia durante
el primer mes en los partos por cesdrea, sin ser significativo.

Metabolismo oxidativo.

- Dario oxidativo a proteinas: grupos carbonilo. Existe un descenso
estadisticamente significativo en las muestras de leche madura diurna
respecto al del calostro, en el grupo de partos vaginales, lo cual no
sucede en el grupo de cesareas (p = 0,034).

- Capacidad antioxidante de la leche materna. Existe un descenso en la
capacidad antioxidante de la leche de transicién diurna procedente de
mujeres tras el parto por cesarea respecto al del contenido en el
calostro. Las comparaciones entre grupos (vaginal versus cesarea),
muestran evoluciones significativamente opuestas en la leche de
transicion diurna: existe un aumento de la misma cuando se trata de
partos vaginales, y un descenso en el caso de leche procedente de
mujeres tras parto por cesarea (p = 0,009).
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O

O

o Melatonina. Se observa un descenso significativo en el contenido de melatonina
diurna al dia 30 respecto al dia 1 en el grupo de parto vaginal (p = 0,001). En el
grupo de cesareas, el contenido en melatonina experimenta un descenso
estadisticamente significativo desde el primer al tercer dia, tanto en las
muestras diurnas como en las nocturnas (p = 0,016 y p = 0,048
respectivamente).

o Cambios de las variables en la leche materna de la noche respecto al dia.

Mayor contenido en melatonina en leche materna nocturna respecto a la diurna, de
forma estadisticamente significativa en todas las fases de la lactancia
independientemente del tipo de parto (p< 0.05). No hay diferencias en funcién del
tipo de parto.

o Correlaciones con los valores de melatonina.

Correlaciones entre melatonina y el resto de variables:

o Parto vaginal: no se observan correlaciones entre melatonina y los
parametros de estrés oxidativo en calostro ni en la leche de transicién. Se
observa correlacién negativa moderada entre la melatonina y el contenido
en grupos carbonilo en la leche materna madura diurna (R =-0,53).

o Parto por cesarea: se observa correlacion positiva entre melatonina y
grupos carbonilo, asi como entre melatonina y DPPH en el calostro diurno
(R=0,50yR=0,70, respectivamente). Correlacion negativa entre el
contenido en melatonina y los grupos carbonilo en calostro nocturno (R =-

0,66).
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o Correlacién entre la forma en la que evoluciona el contenido de

melatonina y la evolucion experimentada por el resto de variables

desde el primer dia.

o Parto vaginal: Correlacion negativa entre la variacion en el contenido de
melatonina y el de grupos carbonilo en la leche madura nocturna respecto
al del calostro (R =-0,80).

o Parto por cesarea: Correlaciéon positiva entre la evolucion de los
pardmetros inflamatorios en leche materna nocturna respecto al contenido
en melatonina al dia 3 y dia 30 desde el primer dia (TNF- o, R=0,66 yR =
0,67; IFNy, R=0,63 y R = 0,69). Correlacion positiva entre la evoluciéon que
experimenta en la leche materna diurna el contenido en melatonina y la de

la capacidad antioxidante al dia 30 respecto al primer dia (R = 0,85).

CONCLUSIONES

L

I

II1.

V.

El contenido en melatonina diurna en leche materna tras la practica de una cesarea
es significativamente mayor en las primeras 24 horas, al compararla con la de la
leche materna tras un parto vaginal.

Existe ritmicidad en el contenido de melatonina en leche materna a lo largo del dia,
en condiciones de ausencia de patologia e independiente al tipo de parto.

El método utilizado para la determinacidn del contenido en melatonina en la leche
materna en cualquiera de las tres fases estudiadas, tanto en su forma de recogida y
almacenamiento, como su procesamiento y determinacién a nivel bioquimico
demuestra validez y fiabilidad, debido al paralelismo en el ritmo circadiano
objetivado con el descrito en el plasma.

En los primeros dias tras el parto, la capacidad antioxidante de la leche materna de
transicion diurna tras el parto por cesarea es significativamente menor que la

procedente de mujeres tras parto vaginal, en ese mismo momento de la lactancia.
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VL

VIL

VIIL.

IX.

La forma en la que evoluciona la capacidad antioxidante de la leche materna en los
primeros dias es significativamente diferente dependiendo del tipo de parto: se
observa un descenso de la misma al tercer dia tras el parto por cesarea; mientras
que un aumento significativo si se trata de parto vaginal, lo que podria
corresponder a un mayor consumo antioxidante los primeros dias tras la cesarea.
La leche materna procedente de madres tras un parto por cesarea presenta mayor
contenido tanto en parametros inflamatorios como en parametros de estrés
oxidativo de forma precoz en las muestras de calostro diurno en las primeras 24
horas tras la cesarea, lo cual podria ser reflejo del dafio secundario al
procedimiento quirdrgico.

Los parametros de estrés oxidativo en la leche materna disminuyen a lo largo del
primer mes, sin diferencias en esta forma de evolucionar entre ambos grupos, pero
este descenso resulta significativo en las muestras de leche madura diurna
respecto al del calostro, en el grupo de partos vaginales.

A pesar de que el dafio oxidativo va desapareciendo durante el primer mes, éste
permanece significativamente mas alto en la leche materna madura nocturna si el
parto fue por cesarea.

Globalmente, existe un descenso en melatonina a lo largo del primer mes de
lactancia. Este descenso en melatonina va en paralelo al descenso en los
parametros de estrés oxidativo e inflamacion, tras el antecedente de parto por
cesarea.

Respecto a las asociaciones encontradas, se observa asociacion moderada entre el
contenido en melatonina y el de estrés oxidativo en el calostro diurno tras el parto
por cesarea, mientras que esta asociacion se invierte en el calostro nocturno, lo
que podria corresponder a un papel de “limpieza” antioxidante por parte de la

melatonina del calostro diurno en este grupo.
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XI.  Ademas, esta hipoétesis cobra fuerza al encontrar una asociacion fuerte entre el
contenido en melatonina y la capacidad antioxidante del calostro materno diurno
tras el parto por cesarea, asociacidn paralela o positiva que se observa también en
la forma en la que evolucionan la melatonina y la capacidad antioxidante de la

leche materna desde el primer al dia treinta tras el parto por cesarea.

CONCLUSION FINAL

En los partos por cesarea, existe un aumento en la melatonina del calostro materno
durante el dia. Posteriormente, existe un descenso paralelo en el contenido en melatonina
y el de productos de estrés oxidativo en la leche materna diurna a lo del primer mes.

El mayor contenido en melatonina en leche materna se asocia a un incremento en
la capacidad antioxidante de la leche materna, asi como a un descenso en los productos de

estrés oxidativo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estrés oxidativo

Desde el origen de la Tierra, hace unos 4500 millones de afios, el contenido en
oxigeno de la atmdsfera ha experimentado aumentos significativos, hasta la era actual.
Hasta hace unos 2500 millones de afios, el contenido atmosférico y oceanico de
oxigeno era practicamente inexistente, siendo la vida de los primeros organismos
unicelulares predominantemente anaeroébica(1). El primer gran aumento en el
contenido atmosférico de oxigeno se produce gracias la aparicion de las primeras
cianobacterias, que, mediante la fotosintesis, provocan un aumento importante de la
concentracion de oxigeno de la atmosfera. Se trata de la Gran Oxidacion(2). Este
fendmeno, por un lado permite la iniciacién a una nueva forma de vida aerébica, mas
compleja, donde el rendimiento energético obtenido via respiracién aerdbica es mucho
mayor que los antecesores (2,3). Por otro lado, el aumento del contenido de oxigeno
atmosférico provoca la gran extinciéon en masa de los organismos anaerobicos
predominantes hasta el momento. Es por esto, que la molécula de oxigeno presenta una
dualidad funcional, por una parte, necesaria para la vida actual, pero por otra parte,
toxica y precursora de los fendmenos de muerte celular. Por ello, las células han ido
adquiriendo mecanismos de defensa antioxidante, que compensen el dafio potencial
secundario al propio metabolismo aerébico (4).

Una alteracidn en el balance oxidativo/defensa antioxidante, provoca una situacion
de estrés oxidativo con el consecuente dafio molecular y celular(5).

La adaptacién del ser humano a la vida en un ambiente 6ptimo de oxigeno es
compleja, especialmente en el periodo neonatal, donde existe un brusco incremento en
la disponibilidad del oxigeno en el ambiente, en comparacién al ambiente hipoxémico

intratatero. También durante el propio proceso de parto normal, el feto sigue
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manteniendo de forma estable una saturacidn de oxigeno baja en comparacién a la
saturacion de oxigeno en la vida extrauterina humana, reflejo del ambiente hipoxémico
intrautero (6). Por todo ello, junto a la inmadurez de los sistemas de defensa
antioxidante al nacimiento, la época perinatal es un periodo de gran vulnerabilidad al
dafio oxidativo, tanto a nivel molecular, como a nivel epigenético, por lo que las
alteraciones en cualquier factor implicado en el equilibrio del metabolismo oxidativo,

podria resultar en situaciones patoldgicas a largo plazo(7).

1.1.1. Radicales libres. Especies reactivas de oxigeno.

Todos los &tomos estan compuestos por un nucleo, formado por protones y
neutrones, y una corteza de electrones que se mueven alrededor del nucleo, dentro
de orbitales. Los electrones tienen distintos niveles energéticos y dependiendo de
ellos, se distribuyen en un tipo de orbital u otro. En cada orbital puede haber hasta
dos electrones girando sobre su propio eje, lo que genera energia magnética. Si en
un orbital se encuentran dos electrones apareados, sus sentidos de giro son
opuestos, anulandose de esta manera la energia magnética generada por cada uno
de ellos al girar, pasando este atomo a llamarse diamagnético. Los electrones
tienden a asociarse con otro electrén, de forma que aparean sus sentidos de rotaciéon
en un sistema de baja energia.

Un radical libre, o especie reactiva de oxigeno (ROS), se define como cualquier
especie quimica capaz de una existencia independiente y que contiene uno o mas
electrones no apareados (8).

Los radicales libres pueden reaccionar con otras moléculas de forma diversa. Asi
un ROS, puede donar su electrén no apareado a otra molécula (reductora), o recibir
otro electrén de otra molécula (oxidante). Estas reacciones convierten a la molécula
con la que reaccionan en radical libre a su vez, generando reacciones de formacion

de radicales libres en cadena.
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Las principales fuentes de produccién de radicales libres de oxigeno son(9):

e Lacadena de transporte electrénico, en la mitocondria

e Vias enzimaticas no mitocondriales, como la reaccion de Fenton, el complejo
citocromo P450 oxidasa o la familia de NADPH oxidasas

e Laaccion de las células inflamatorias

e Labetaoxidacion peroxisomal

En los organismos vivos, bajo condiciones aerdbicas, mas del 90% del oxigeno

consumido es reducido a agua.
0, +4e~ +4H* = 2H,0

Menos del 10% del oxigeno consumido es transformado en ROS via reacciones de
reduccion univalente seriadas. Tras la primera reacciéon de reduccién univalente del
oxigeno molecular, este se convierte en anién superoéxido (02*). A su vez, con la aceptacion
concomitante de dos protones, junto a otro electrén por parte del anién superoxido, se
produce peréxido de hidrégeno (H20>), que a su vez, tras la aceptacion de un electrén mas,
se divide en radical hidroxilo (OH") y anién hidroxilo (OH-)

Finalmente, el radical hidroxilo interactia con un electrén y un protén mas
resultando en la formacién de la molécula de agua (10).

0,+1le”+1H* =HO3, =H" + 05
HO 3+ 1e” + 1H* = H,0,
H,0,+ 1le” + 1H* = H;0, = H,0+ OH

OH +1le” + 1H* = H,0

1.1.2. Tipos de radicales libres

A. Anidn superéxido.

El anion superdxido es considerado el radical libre “primario”. Es escasamente

reactivo per se, pero puede interactuar con otras moléculas para producir “especies
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reactivas secundarias”. Puede actuar tanto como agente reductor produciendo oxigeno
molecular (X + 05 + 1H* = XH + 0,), como agente oxidante dando como resultado
perdxido de hidrogeno (YH + 05 + 1H* + 0, =Y -+ H,0,).

La principal fuente de produccién del anién superoéxido es la cadena respiratoria
localizada en la membrana interna de la mitocondria, sobretodo a partir de los complejos
[Tyl (11,12). Ademas de la cadena respiratoria, existen multiples enzimas pro-
oxidantes que pueden producir anién superoéxido, como la xantina oxidasa, via
transformacion de hipoxantina en 4cido trico (13), o l1a oxidasa (NADPH oxidasa, propia

de células epiteliales, musculo liso o endotelio vascular) (14).

B. Perdxido de hidrégeno

El peroxido de hidrégeno no es un radical libre per se, pero es quimicamente
activo, y en presencia de iones como el hierro o el cobre, forma especies mucho mas
reactivas, como el radical hidroxilo (8,15)

Por un lado, se origina a partir de la dismutacion del O;*- en H>O, gracias a la acciéon
de la enzima superoéxido dismutasa (SOD), presente en la matriz mitocondrial (mas
concretamente la forma manganeso-superéxido-dismutasa)(16).

205 +2H" = H,0, + 0,
Otra fuente de produccion de H,O; son los peroxisomas bajo condiciones

fisiolégicas (16).

C. Radical hidroxilo

El radical hidroxilo es el mas reactivo y peligroso para la célula. Su vida media in
vivo es muy corta, -109 segundos(17), por lo que reacciona en la vecindad de su lugar de
produccién (13,18). Su formaciéon depende fundamentalmente de dos procesos

bioquimicos:
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L Reaccion de Haber-Weiss, a partir de un exceso de produccién de O,y de Hz0;

(19)
0'2_ +H20 = OH™ + OH + 02

2. Reaccion de Fenton (20). A partir de metales de como el hierro o el cobre(15).

Fe*? + H,0, = Fet®+ OH + OH™

1.1.3. Defensa antioxidante

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando esta presente a
bajas concentraciones en comparacidn con la de un sustrato oxidable, retrasa o inhibe
significativamente la oxidacién de ese sustrato(21). Sin embargo, a esta clasica definicién
hay que anadirle determinados matices o condicionantes de los que depende el adecuado
control del daiio provocado por los radicales libres, como son la reactividad de los
antioxidantes frente al radical libre; el nimero de moléculas de radical libre neutralizadas
por cada molécula antioxidante; la liposolubilidad del antioxidante y la presencia de
reacciones secundarias (22).

La proteccion celular frente al dafio oxidativo puede ser via mecanismos
preventivos de la formacion de radicales libres, via intercepcién de los productos
prooxidantes, o bien via reparacion del dafio(23,24). Por lo que nos ocupa, a continuacién
se describen los principales sistemas involucrados en la proteccién antioxidante via
prevencion o intercepcion de productos prooxidantes, conceptos que en la practica, son
solapables.

Desde un punto de vista bioquimico, los antioxidantes pueden clasificarse en

enzimaticos o no enzimaticos.

1.1.3.1. Antioxidantes enzimdticos

Se han denominado también como antioxidantes de “primera linea de defensa”,

(25). Todo el pool de enzimas antioxidantes evita la formacidn del radical hidroxilo
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mediante la eliminacién de sus metabolitos predecesores, el 02e-y el H202. De esta
forma, el sistema enzimatico antioxidante previene de forma eficiente la formacién del
OHe, aunque existen pequeilas cantidades que se escapan a esta proteccidn, y que son

responsables del dafio cellular(10).

A. Superdxido dismutasa (SOD)

Las supero6xido dismutasas son un grupo de enzimas que convierten el anién
radical Oz*- en H202 (como se ha explicado anteriormente):
202_ + 2H+ = H202 + 02

Existen tres tipos de superdxido dismutasa en humanos:

SOD1 o Cu-Zn-SOD: presente en el citoplasma; que contiene cobre y zinc

SOD2 o Mn-SOD: presente en la matriz mitochondrial: que contiene

manganeso

SOD3 o Cu-Zn-SOD: presente a nivel extracellular; que contiene cobre y zinc

B. Catalasa

La catalasa es responsable de la detoxificacién del H,02 en H20 y O».

2H202= 2H20 + 02

La catalasa es muy abundante en los mamiferos. Se localiza en los peroxisomas,
sobretodo en hepatocitos y eritrocitos (26), y se encarga de catalizar el H,0, generado por

las oxidasas.

C. Glutation peroxidasa (GPx)

La familia de enzimas glutatiéon peroxidasa (GPx) es la mas importante defensa
antioxidante mitocondrial (8,12). Son enzimas que contienen selenio, y eliminan el H202

al acoplar su reduccién al agua con la oxidacion del glutation reducido (GSH), utilizado
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como donante de electrones (12). Como consecuencia, se genera sulfuro de glutatidn, o
glutatién en su forma oxidada (GSSG).
H,0, + GSH = 2H,0 + GSSG

Se han descrito cuatro isoformas de glutatiéon peroxidasa, siendo
fundamentalmente las GPx1 y GPx4 las que juegan un papel mas importante en la defensa
antioxidante. La GPx1 es la forma predominante, localizada sobretodo en el citosol. La
GPx4, de localizacidn citosolica o mitocondrial, reduce los hidroperéxidos de los acidos
grasos esterificados en los lipidos de las membranas o las lipoproteinas, y el H20; a
expensas del GSH, lo que la convierte en la primera linea de defensa antioxidante de las
membranas celulares (8,12).

Para evitar la deplecidn intracelular del glutation, otra enzima, la glutation
reductasa, se encarga de reducir de nuevo, el glutation oxidado gracias al NADPH (que a su
vez se mantiene gracias a multiples reacciones de reduccién del NADP+, donde estan
implicadas enzimas como la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, o la 6-fosfogluconato-

deshidrogenasa) (10):

GSSG + NADPH = 2GSH + NADP*
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1.1.3.2. Antioxidantes no enzimadticos exogenos

A. Vitamina C

La vitamina C o acido ascoérbico es una vitamina hidrosoluble. Se considera uno de
los mas potentes antioxidantes no enzimaticos. Su fuente en el ser humano es externa, no
se sintetiza ni se acumula por largos periodos, por lo que su administracién diaria
mediante la dieta es muy importante (27).

La vitamina C elimina radicales hidroxilo, per6xido de hidrégeno y superéxido.
formando acido dehidroascérbico(25). Aunque el acido ascdrbico no es un eliminador
directo de radicales lipo6filos, tiene un efecto sinérgico en combinacidn con tocoferol, en la
eliminacion de radicales de la peroxidacidon lipidica(24,25).

El principal problema del 4cido ascérbico es su papel también prooxidante que ha
demostrado en presencia de hierro o cobre, propiciando la formacion de radicales

hidroxilo o iniciando la peroxidacién lipidica(25,27).

B. Vitamina E

La vitamina E incluye una serie de compuestos (tocoferoles y tocotrienoles) con
alta capacidad en la inhibicién de la peroxidacidn lipidica, por lo que cumple una funcién
esencial en la proteccidn de las membranas frente al dafio de los radicales libres(25,28).
Dado que la vitamina E solo es sintetizada por las plantas, es un nutriente dietético muy
importante. Su actividad antioxidante consiste principalmente en su capacidad de donar

sus hidrégenos fendlicos a radicales libres de lipidos.

C. Carotenoides

Los carotenos son moléculas de sintesis vegetal, ampliamente distribuidas en la

naturaleza, especialmente en las frutas y vegetales muy pigmentadas.
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La mayoria de los 600 carotenoides que se encuentran en la naturaleza tienen 40
carbonos de longitud y pueden ser hidrocarburos puros, llamados carotenos, o poseen
grupos funcionales oxigenados, en cuyo caso se llaman xantofilas(29). Los carotenos son
las moléculas de mayor eficacia antioxidante reconocida (23,30).

Las propiedades, y por lo tanto las funciones, de una molécula de carotenoide
dependen principalmente de su estructuray, por lo tanto, de su quimica. En particular, el
sistema de doble enlace conjugado se considera el factor individual mas importante en las
reacciones de transferencia de energia. Esta caracteristica permite también la
neutralizacién del radical oxigeno singlete, la funcién antioxidante de los carotenos mas
importante in vivo. Los carotenoides pueden interactuar con los radicales libres en tres
formas principales, la transferencia de electrones, la abstraccién de hidrégeno y la adicién
de una especie radical(25,31). Los mecanismos por los cuales los carotenoides ejercen su
capacidad antioxidante en el ser humano dependen en gran medida de la naturaleza del

radical libre en si mismo.

D. Polifenoles

Los polifenoles son compuesto sintetizados por las plantas, cuya caracteristica
fundamental es la capacidad antioxidante determinada por la posicién de los grupos
hidroxilo. La disponibilidad de los hidrogenos fendlicos como secuestradores de
radicales donantes de hidrégeno marca su potencial antioxidante(32). Basicamente se
clasifican en dos grupos: flavonoides y no flavonoides.

Los flavonoides constituyen un amplio grupo de compuestos polifendlicos que
forman parte esencial de la dieta de los seres humanos. Se encuentran ampliamente
distribuidos en productos naturales y sus derivados (frutas, verduras, café, té, cerveza o
vino). Se caracterizan por ser moléculas de bajo peso molecular, cuya estructura base esta

formada por tres anillos fendlicos(33).
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De entre las multiples funciones atribuidas a los flavonoides, destaca su capacidad
antioxidante, dependiendo esta de la fusioén del grupo hidroxilo o de un grupo carbonilo, y
en la presencia de dobles enlaces (33,34). Ademas, los flavonoides tienen la capacidad de

quelar iones metales de transiciéon como el hierro o el cobre(34).

1.1.3.3. Antioxidantes no enzimdticos enddogenos

A. Glutation

El glutation es un tiol compuesto por el tripéptido L-y-glutamil-L-cisteinglicina,
moléculas unidas por puentes disulfuro, localizado principalmente en la matriz y citosol
mitocondrial. Su sintesis, que es sobretodo hepatica, depende de dos pasos enzimaticos
consecutivos catalizados por la gamma-glutamil-cisteina-sintetasa y la glutation-
sintetasa(35,36). El glutation juega su papel fundamentalmente a nivel de diferentes
compartimentos celulares: es el principal tampo6n en el mantenimiento del estado redox de
la mitochondria, y su deplecidn se asocia a apoptosis o muerte mitocondrial(11,36).

Ademas, es clave en el nucleo para la regulacidn de la division celular (36).

B. Acido Urico

El 4cido drico se sintetiza principalmente en el higado e intestino, pero también en
otros tejidos como los musculos, los rifiones y el endotelio vascular, siendo el producto
final de la metabilizacién de purinas que proceden de proteinas animales. El acido urico es
la molécula antioxidante predominante en el plasma (37), siendo eficaz contra el oxigeno
singlete, radicales de peroéxido e hidroxilo, y protege la membrana de los eritrocitos de la
peroxidacion lipidica(25). El acido urico es un sustrato oxidable, convirtiéndose en
alantoina via la enzima urato oxidasa, y acttia como donador de electrones, por lo que
elimina radicales libres. Ademas, puede quelar iones metalicos, como hierro y cobre,
convirtiéndolos en formas poco reactivas que no pueden catalizar reacciones de radicales

libres(38).
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C. Bilirrubina

Las propiedades lipofilicas de la bilirrubina, le confiere capacidad protectora de las
membranas lipidicas, previniendo su peroxidacion. Es especialmente activa frente

radicales peroxilo, y previene la accién mutigena de las especies reactivas(25).

D. Proteinas fijadoras de metales

Determinadas proteinas como la transferrina, ferritina, lactoferrina,
ceruloplasmina e incluso albiumina se consideran antioxidantes no enzimaticos debido a
que actuan secuestrando iones de metales de transicion responsables de la generacion de

la mayoria de las especies reactivas de oxigeno (25)

E. Melatonina

Melatonina: sintesis y secrecion

Cada vez es mayor la evidencia que sefiala a la melatonina como una potente
molécula antioxidante.

Se trata de una indolamina secretada principalmente por la glandula pineal. Su
sintesis en los pinealocitos muestra un claro patrén circadiano, alcanzando sus maximos
niveles durante la noche.

Dicha ritmicidad depende de la informacidn luminica que llega desde la retina, via
el haz reticulo-hipotaldmico, hasta el nicleo supraquiasmatico, que actia como director de
orquesta del reloj biol6gico humano. La sefial presinaptica llega al ganglio cervical
superior a través del diencéfalo, y, desde €], la via postsinaptica en forma de fibras
noradrenérgicas, llega a la glandula pineal. La noradrenalina se libera durante la noche,
fijandose en los receptores beta-adrenérgicos de la membrana de los pinealocitos,

promoviendo la sintesis de la melatonina.
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La liberacion de noradrenalina es practicamente nula durante el dia (o fotofase) y
aumenta durante la noche (escotofase) en todos los mamiferos. Este mecanismo horario
endoégeno asegura la sincronizacion de la fisiologia celular con el ambiente incluyendo el
ciclo luz-oscuridad, la temperatura corporal e incluso la ingestion de alimentos (39). La luz
de suficiente duracion e intensidad suprime la producciéon nocturna de melatonina
(39,40). La sintesis de melatonina en la glandula pineal también esta influenciada por los
neuropéptidos, como el péptido intestinal vasoactivo, el péptido activador de la adenilato
ciclasa pituitaria y el neuropéptido Y (41).

La sintesis se inicia a partir de su precursor plasmatico, el triptéfano. A partir del
triptéfano, y gracias a dos reacciones enzimaticas mediadas por la N-acetiltransferasa y O-
metiltransferasa se sintetiza la melatonina. En primer lugar, el tript6fano es hidroxilado a
5-hidroxitriptéfano que a su vez es decarboxilado a 5-hidroxitriptamina (serotonina).

Posteriormente, la serotonina es convertida en el precursor de la melatonina, N-
acetilserotonina por el enzima N-acetiltransferasa. La N-acetilserotonina, via el enzima

hidroxiindol-o-metiltrasferasa, es convertida finalmente en melatonina.
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Figura 1. Representacioén grdfica de la sintesis de melatonina en el pinealocito.
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La NA (noradrenalina) es liberada en las terminaciones nerviosas simpaticas postganglionares. La
NA interactta en los receptores 3 del pinealocito, estimulando la sintesis de AMPc promoviendo la
induccién y activacién de N-acetil transferasa (NAT), La NAT convierte la Serotonina proveniente
del derivado del Triptofano (TRP), la 5-hidroxitriptamina (5-OH-TRIP), a N-acetil serotonina (NAS),
la cual es O-metilada por la hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT) y convertida a Melatonina.
Adaptado de Reiter et al. 2010(39).

Recientemente se ha demostrado que la melatonina se sintetiza ademas en una
gran variedad de tejidos, como la propia retina, la piel, la médula 6sea o el tracto
gastrointestinal, tejido especialmente importante, ya que se ha postulado una posible
estimulacidn y liberacion de melatonina desde el tracto gastrointestinal tras la ingesta de

suplementos del precursor de la melatonina, el tript6fano (41,42).

Melatonina: circulacion, receptores y metabolismo

Se trata de una molécula amfifibica, con capacidad tanto hidrofilica como lipofilica,
por lo que una vez sintetizada no se almacena, y desde la glandula pineal, atraviesa la
barrera hematoencefalica y difunde facilmente al liquido cefalorraquideo y plasma. Las
concentraciones de melatonina en el liquido cefalorraquideo son mayores a mayor
proximidad con la gldndula pineal, disminuyendo rapidamente en liquido cefalorraquideo,

tal cual aumenta su concentracion a distancia en el plasma (40,43).
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La melatonina a su vez ejerce el efecto cronobiolégico sobre el nicleo
supraquiasmatico via dos receptores: MT1 y MT2. Ademas, estos receptores se encuentran
practicamente de forma ubicua en todas las membranas celulares, por lo que el
funcionalismo celular esta sujeto al ritmo circadiano que marca o determina el reloj
bioldgico desde el nticleo supraquiasmatico.

El metabolismo de la melatonina es fundamentalmente enzimatico en el higado, via
la familia enzimatica de las citocromo P450 mono-oxidasas, para posteriormente
conjugarse con sulfato en 6-sulfatoximelatonina y ser excretada por la orina. La vida media
de melatonina en plasma es muy corta, generalmente es eliminada por la orina en unos 20
minutos. Ademas, algunos tejidos neurales, como la propia glandula pineal, contiene
enzimas desacetilantes de melatonina, que son melatonina desacetilasas especificas. Por lo
que la melatonina se transforma en 5-metoxitriptamina en cualquier tejido que lleve este
tipo de enzimas (41).

La determinaciéon de melatonina en plasma en sujetos sanos demuestra un
incremento a partir de las 20-22h, a partir del cual los niveles aumentan desde un umbral
inferior, que suele estar por debajo de los 10 pg/ml. El pico o maximo nivel de melatonina
en plasma se alcanza entre las 00 y las 04h de la madrugada de forma generalizada,
llegando a niveles pico que pueden llegar a los 200 pg/mL. Aunque existe cierta
variabilidad en los niveles pico o umbral de cada sujeto, la curva que describe la
determinacién seriada plasmatica de melatonina a lo largo de toda la noche en individuos
sanos sigue el mismo patrén horario llegando a los maximos niveles en torno a la
medianoche (44,45). La determinacion del metabolito de la melatonina en orina ha

mostrado buena correlacién con los niveles plasmaticos (45).

57



Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Melatonina: funciones

Dada su facil difusibilidad, la melatonina puede ejercer funciones en practicamente
todas las células del cuerpo.

Ademas de la influencia en el estado de suefio-vigilia, la melatonina tiene otras
importantes implicaciones fisioldgicas. Se han descrito receptores para melatonina tanto
citosolicos como a nivel nuclear celular de forma practicamente ubicua en el organismo, ya
que cruza todas las barreras y se distribuye a todos los niveles subcelulares (46).

A nivel fisioldgico, los efectos antioxidantes e inmunomoduladores de la

melatonina pueden ser determinantes en la patogénesis de muchas enfermedades.

e [NFLUENCIA COMO ANTIOXIDANTE. La melatonina actta a nivel subcelular
regulando sefiales de transduccién, asi como en la homeostasis redox (47). Se
puede asegurar que la melatonina tiene un poderoso efecto antioxidante. Por un
lado, ha demostrado tener mayor capacidad para neutralizar al radical hidroxilo, el
radical de oxigeno mas danino, que otras moléculas (48). El radical peroxilo es
indirectamente neutralizado por la melatonina debido a que disminuye el grado de
iniciacién de la peroxidacidn lipidica llevada a cabo por otras moléculas como el
radical hidroxilo (48,49). Por un lado, la melatonina actia a nivel de la cadena
respiratoria mitocondrial mediante un complejo ciclo de donacién/recepcion de
electrones, evitando asf la produccion de radicales libres (50). Por otro lado, la
melatonina ejerce sus propiedades antioxidantes estimulando la sintesis de
enzimas antioxidantes, especialmente para superéxido dismutasa, glutatién
reductasa y glutation peroxidasa. Ademas, inhibe la produccion de enzimas pro-
oxidantes y potencia la accién de otras sustancias antioxidantes (42,50-52). Este
tipo de reacciones antioxidantes se ha atribuido a dosis farmacologicas de
melatonina cuando se administra externamente. Su uso externo como antioxidante

al utilizarla en recién nacidos en el contexto de situaciones inflamatorias o
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infecciosas, ha demostrado mejorar los parametros de estrés oxidativo, al
compararlos con controles en algunas investigaciones (53,54). Su administracién
experimental en recién nacidos con patologia como displasia broncopulmonar,
asfixia perinatal, enterocolitis necrotizante o retinopatia de la prematuridad
también ha demostrado efectos beneficiosos (55-57). Sin embargo, estudios
recientes sugieren que los niveles sanguineos de melatonina no se correlacionan
con el contenido de melatonina a nivel subcelular, de forma que los niveles
fisiol6gicos de melatonina a nivel tisular podrian ser suficientes para ejercer su
accién antioxidante (48,50).

INFLUENCIA COMO INMUNODULADORA: A nivel del sistema inmunoldgico ejerce
funciones inmunomoduladoras debido a su influencia en el sistema inmunitario
via activacién de células T-helper 1 y por consiguiente la liberacidn de citoquinas
como IFNy, IL 1, IL 6 e IL 12 (58,59); tiene ademas poder anti-inflammatorio bajo
circunstancias donde existe una exagerada respuesta inflamatoria (46,47,60,61).
Por otro lado, la melatonina también puede ser un “objetivo” o “diana” para la
perpetuacion del dafio en caso de inflamacidn, ya que muchas de las respuestas

inflamatorias suprimen la produccién nocturna de melatonina (47,62,63).

Bajo esta base antiinflamatoria y antioxidante, se han atribuido a la melatonina

numerosos efectos beneficiosos a nivel clinico o incluso experimental con melatonina

exdgena. Se han descrito efectos beneficiosos a nivel cardiovascular debido a sus acciones

hipotensoras y vasorrelajantes tras fenémenos isquémicos (59,64). También se ha

postulado que la interrupcién en la produccién nocturna de melatonina puede

relacionarse con algunos tipos de cancer, por lo que se le atribuyen propiedades

oncostaticas (39,65-68). A nivel de sistema nervioso central, la melatonina juega un

importante papel en la evolucién de enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o

Parkinson, tanto a través de los receptores MT1/MT2, como por su efecto antioxidante o
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incluso favoreciendo la proliferacion y diferenciacidon de las células madre del sistema
nervioso central (69,70). Se han demostrado receptores de melatonina en los tejidos que
intervienen en los ciclos reproductivos, tanto a nivel de hipotdlamo como en ovarios, de
forma que se puede afirmar la existencia de un eje hipotalamo-pineal-gonadal. Los ritmos
normales de melatonina estan relacionados con los de las hormonas sexuales, y, por tanto,
ejerce un papel importante en la pubertad, reproduccidn y trastornos menstruales

(41,71,72).

1.1.3.4 Consecuencias moleculares del estrés oxidativo

Ala clasica definicion del estrés oxidativo, es decir, el disbalance entre los
mecanismos pro-oxidativos y antioxidantes a favor de los oxidantes, hay que afiadirle el
dafio molecular secundario a la disrupcién en la sefializacion del equilibirio de
reduccion/oxidacion (la homeostasis redox, mantenida por varios sistemas a diferentes
niveles celulares, como el ciclo reducciéon/oxidacion del glutation)(73). Ademas,
dependiendo de la intensidad de estrés oxidativo, este puede ser clasificado desde “leve” o
“fisiolégico” hasta “alta intensidad”. Del mismo modo, podria clasificarse en agudo, crénico
o repetitivo segun el tiempo de exposicién (73). Una vez establecido dafo oxidativo sobre
una molécula, esta a su vez, puede actuar como ROS y propagarse asi el dafio molecular
por estrés oxidativo.

Las ROS tienen la capacidad de reaccionar con todo tipo de moléculas, por lo que
pueden establecer dafio sobre el DNA, los lipidos y las proteinas, asi como favorecer los

mecanismos de apoptosis o muerte celular.

A. Dafio sobre el DNA

La mutagénesis espontanea bajo condiciones aerdbicas es mucho mayor que en
anaerobiosis (73). El dafio al ADN inducido por ROS implica roturas de ADN

monocatenarias o bicatenarias, modificaciones de purina, pirimidina o desoxirribosa y
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enlaces cruzados de ADN. Entre las bases de ADN, la guanina es mas susceptible al dafio
oxidativo. La principal lesién mutagénica da origen a la 8-ox0-7,8-dihidroguanina. El dafio
del ADN puede originar también en la disrupcion en la transcripcidn, errores de

replicacién e inestabilidad genémica, asociados todos ellos a la carcinogénesis (13,73).

B. Dafio sobre proteinas

Cuando las proteinas reaccionan con el OH*hay una extraccién de un atomo de
hidrégeno del polipéptido de la proteina, formando un radical que reacciona facilmente
con el Oz para formar ROS en condiciones aerdbicas. Las cadenas laterales de todos los
aminodacidos son susceptibles a la oxidacién por accion de ROS, especialmente la cisteina y
metionina. El hierro fijado a las proteinas puede inducir la reaccién de Fenton en

presencia de H,0; generando méas ROS y, perpetuando asi, el dafio oxidativo(13).

C. Dafo sobre lipidos

Los lipidos son otro foco objeto del dafio oxidativo, especialmente los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas, en los que se produce la peroxidacién lipidica. Tanto el
OHe, como el hidroperoxilo y el O,°- pueden reaccionar con los acidos grasos[s:%}]de los
fosfolipidos para formar hidroperéxidos lipidicos, que, una vez formados, pueden
reorganizarse a través de una reaccion ciclica a endoperdéxidos, que son precursores de
malondialdehido, MDA, un importante marcador de estrés oxidativo (13).

D. Dafio sobre carbohidratos

El dafio oxidativo a la cadena principal de aztcar de los acidos nucleicos causa
roturas de cadena. Los carbohidratos libres generan oxidantes tales como grupos
carbonilo reactivos. La glucosilacién no enzimatica, la etapa inicial de la reaccién de
Maillard (conjunto de reacciones quimicas que se producen con el calentamiento de
algunos alimentos como la carne o el pan), genera productos de glucoxidacién que se

acumulan y a su vez generan estrés oxidativo(73). Ademas, el dafio oxidativo adquiere
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importancia cuando se trata de polisacaridos con funcién estructural, ya que los
polisacaridos son despolimerizados por radicales libres alterando sus funciones celulares

(74).

1.1.4. Maduracion del sistema antioxidante

En el periodo perinatal, existe una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo debido
a algunas particularidades del recién nacido, especialmente a la falta de sistemas
antioxidantes que llegardn a la madurez en el primer afio de vida. También existen otras
condiciones predisponentes, como la deficiencia relativa de los sistemas antioxidantes
neonatales en plasma y eritrocitos (actividades enzimaticas bajas como GPx y SOD, bajo
contenido de vitamina E y 4cido ascdrbico) o la mayor susceptibilidad al estrés oxidativo
debido al aumento de la disponibilidad de metales de transicién como hierro libre,
aumento de la produccidn de radicales superdxido, aumento del contenido de acidos
grasos y aumento de la peroxidacién de la membrana(75). Ademas, se han encontrado
diferencias en el contenido del GSSG entre recién nacidos y adultos, siendo mayor en
recién nacidos, lo que demuestra que éstos estan sometidos a un mayor estrés
oxidativo(76).

Aproximadamente el 150% del incremento enzimatico de SOD, catalasa o GPX
ocurre al final de la gestacidn (durante el dltimo 15% de la misma), lo cual va en paralelo
con la produccidn de surfactante pulmonar (77). La expresién de las diferentes enzimas
antioxidantes a lo largo de la gestacion en los diferentes compartimentos materno-fetales
va aumentando (la SOD1 es abundante en el miometrio, sincitotrofoblasto y decidua al
final de la gestacion; la SOD2 también abunda en dichos departamentos ademas del
endotelio de las vellosidades fetales; la expresidon intracelular de SOD3 abunda en el
trofoblasto en el primer trimestre y a nivel de la matriz extracelular a partir de la semana

17 de gestacion)(77).
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Se han encontrado en plasma materno aumento progresivo en la capacidad
antioxidante total (CAT) o el 4cido Urico durante el avance de la gestacién normal, asi
como incrementos en hidroperoxidos lipidicos, lo que radica en mayor estrés oxidativo al
final de la gestacion (78).

A pesar de la evidencia de la reduccion de la capacidad antioxidante en la
patogenia de muchas enfermedades perinatales, no existe beneficio respecto a la
suplementaciéon materna con altas dosis de antioxidantes al final del embarazo(79).

Respecto a la melatonina, a nivel intrattero, el feto depende de la produccién
materna de melatonina. A pesar de haberse identificado receptores para melatonina en
tejidos fetales, tanto humanos como animales, asi como demostrarse una excelente
difusibilidad de la melatonina a través de la placenta (80), los niveles plasmaticos o
salivares de melatonina en los lactantes pequefios son indetectables. Los primeros
estudios que describen el ritmo de secrecién de melatonina en lactantes sanos, desde la
época neonatal, y teniendo en cuenta la influencia de la exposicién a la luz, asi como la
temperatura o los ritmos de alimentacion, no encuentran incrementos nocturnos en la
secrecion de melatonina hasta aproximadamente los 2 meses de edad, momento a partir
del cual, aumentan hasta alcanzar niveles similares a los descritos en adultos en torno a
los 6 meses de vida (81). Ademas, los niveles de melatonina en plasma materno de
mujeres embarazadas, aumentan progresivamente durante la gestacién, descendiendo
tras el parto a los niveles similares a mujeres no embarazadas, encontrando diferencias
significativas cuando acontecen fenémenos como retraso del crecimiento intrattero o
preeclampsia, con niveles mas altos de melatonina (82). Este fenémeno se ha descrito
también a nivel postnatal tras fendmenos perinatales estresantes, como en caso de distrés
respiratorio neonatal, donde los niveles matutinos de melatonina son detectables
precozmente, tanto en recién nacidos a término como en prematuros, sugiriendo una

importante funcién como protector antioxidante (83).
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1.1.5. Papel del estrés oxidativo en la patogenia de enfermedades en perinatologia

Los recién nacidos y especialmente los prematuros son mas propensos al estrés
oxidativo que en edades posteriores. Esto es debido a varias razones: la exposicion a altas
concentraciones de oxigeno, la mayor frecuencia de infecciones o fenémenos
inflamatorios, junto a una defensa antioxidante reducida, y a la presencia de mas hierro

libre que acelera la reaccién de Fenton.

1.1.5.1. Reanimacién neonatal

Durante la transicion de feto a neonato en el momento del nacimiento, se produce
la liberacion fisioldgica de ROS debido a que existe un incremento considerable en la
disponibilidad de 02 en el ambiente, de modo que la presioén parcial arterial de 02
neonatal aumenta bruscamente desde 3.1 kPa a 9.3 kPa (84). Diversos estudios
demuestran el papel perjudicial de la administracién rutinaria de concentraciones de
oxigeno mayores al 21% en la época perinatal, especialmente durante la reanimacién
neonatal, con peores resultados en la reanimacion cardiopulmonar, o peores resultados
neurolégicos a largo plazo (84-90). De hecho, en la actualidad, las guias internacionales
recomiendan evitar concentraciones de oxigeno mayores al 21% en la reanimacioén

neonatal (91).

1.1.5.2. Isquemia-reperfusion neonatal

Durante los fenémenos de isquemia-reperfusién neonatal, el déficit en la defensa
antioxidante neonatal contribuye a la liberacién de ROS y consecuente dafio molecular e
inactivacion de funciones celulares clave, provocando finalmente la muerte celular. La
acumulacion de ROS y estrés oxidativo consecuente se inicia de forma precoz durante la
hipoxia-isquemia debido al aumento en la concentracién de Ca2 + citosolico, lo que origina

a una alteraciéon del Ca2 + mitocondrial. La fase de reperfusién / reoxigenacion
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inmediatamente después de hipoxia-isquemia contribuye por lo tanto significativamente a
la lesion cerebral. Durante la reperfusion del cerebro previamente isquémico, la
produccion de ROS inducida por calcio y empeorada en exceso con la reoxigenacion,

pueden dar lugar a la formacion de especies oxidantes altamente citotéxicas(92).

1.1.5.3. Estrés oxidativo e inflamacion

Se ha encontrado una estrecha relacion entre marcadores inflamatorios y el estrés
oxidativo. En situaciones como en la sepsis neonatal, existe una elevacion del Factor de
Necrosis Tumoral Alpha (TNFalpha) y de enzimas antioxidantes como la SOD y la GPx en el
suero de estos recién nacidos, lo que indica aumento del estrés oxidativo en la sepsis. Las
ROS también han sido implicadas como segundos mensajeros que actian en las vias
principales de transduccion de citoquinas y de factores de crecimiento. El aumento del
estrés oxidativo podria influir por tanto en el crecimiento y el desarrollo. Especialmente
en el periodo perinatal, la vulnerabilidad del sistema nervioso al estrés oxidativo es

mayor. Las consecuencias a largo plazo de esto no se conocen (93).

1.1.5.4. Enfermedades propias de la prematuridad

Se ha descrito la importancia del estrés oxidativo en diversas enfermedades
propias de la prematuridad (94). Es especialmente importante el papel del estrés
oxidativo en patologias como la displasia broncopulmonar, retinopatia de la
prematuridad, ductus arterioso persistente, enterocolitis necrotizante o leucomalacia

periventricular.
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1.2. El parto normal

El desencadenante del proceso del parto es el resultado de una compleja
interaccidn entre esteroides, agentes vasoactivos, prostaglandinas, células inflamatorias y
la liberacion de citoquinas. Asi, el parto es una de las excepcionales situaciones en las que
la activacion de los procesos inflamatorios ejercen un papel fisiologico (95). La
senescencia de las células de membrana fetal, los relojes endocrinos circadianos y los
factores inflamatorios y mecanicos se coordinan como iniciadores del parto, modificados o
no por el estrés oxidativo y otros factores, generando una cascada de sefializacién a través
de los diferentes compartimentos uterinos, que promueve la extraccién funcional de
progesterona en el miometrio, lo que lleva a una mayor contraccién de la célula
miometrial y a la activacion del parto(96).

Un desequilibrio en alguno de estos factores puede tener consecuencias
perinatales patolégicas. Por ejemplo, la infecciéon puede inducir el parto prematuro

mediante la hiperactivacién de los mecanismos inflamatorios (97)

1.2.1. Mecanismos inflamatorios implicados en el parto

Durante el parto se producen los fendmenos de “activacion inflamatoria”,
consistentes en la proliferacion de células inflamatorias, asi como mediadores
inflamatorios y cascadas de sefializacidn, clave en este proceso. Dicha activacion
inflamatoria ocurre a todos los niveles tisulares, necesaria para la coordinacion del trabajo
del parto. Los cambios pre-parto ocurren en el titero sobre la semana 37, mientras que los
cambios inflamatorios en las membranas fetales o el cérvix estan presentes desde la
semana 25 aproximadamente. Ademas, los genes implicados en el proceso inflamatorio se
regulan positivamente, lo que colabora en la amplificacion de la sefial inflamatoria.

Determinadas citoquinas o mediadores inflamatorios (como IL-1f3, TNF-q, IL-6, IL-8)
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aumentan en el liquido amnidtico tal cual avanza la gestacion, y especialmente, tras
haberse iniciado el parto (98).

Se ha demostrado que la concentracidn de citoquinas inflamatorias en las
secreciones cervicovaginales aumentan durante el parto espontaneo a término,
alcanzando su pico con la dilataciéon completa. En ciertas ocasiones, se produce un mayor
aumento de citoquinas. Asi los niveles de TNF-a aumentan tras la ruptura espontanea de
membranas (99).

Los macréfagos son los principales productores de estas citoquinas. Todas las
membranas fetales influyen en el proceso inflamatorio del parto, pero la decidua, al final
de la gestacion, tiene la mayor concentracion de leucocitos (neutréfilos y macréfagos) de
los tejidos intrauterinos, y expresa los mayores niveles de citoquinas proinflamatorias,
que aumentan durante el proceso del parto espontaneo (especialmente, IL-1f3, IL-6, IL-
8)(100). Estas citoquinas, ademas, estimulan la produccién de prostaglandinas y de la
expresion de su receptor, asi como inhiben la produccién de cortisol mediante la
inhibicién de la 11- 3-deshidrogenasa placentaria, evitando asi una excesiva exposicion

del cortisol intrattero (101).

1.2.2. Estrés oxidativo en el parto

La transicion fetal-neonatal implica un importante impacto en cuanto al estrés
oxidativo se refiere. Por un lado, los fenémenos ciclicos de isquemia-reperfusion
secundarios a los cambios de flujo Utero-placentario durante las contracciones del parto;
por otro lado, el brusco aumento de la disponibilidad del oxigeno, al pasar de un ambiente
uterino relativamente hipéxico, al aire ambiente, con incrementos en la Pa02 por encima
de 5 veces los valores previos. Ademas, los procesos inflamatorios que se dan lugar
durante el parto, son una fuente importante de especies reactivas de oxigeno, perpetuando

a su vez, mas inflamacioén, en un circulo vicioso(102).
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Los estudios en cuanto al papel del estrés oxidativo en el momento del parto
muestran resultados heterogéneos. De forma global, siempre se documenta un aumento
en el estrés oxidativo y en marcadores inflamatorios en el momento del parto, tanto en
plasma materno, como en menor medida, en los recién nacidos (102-104). Los niveles
crecientes de ROS que se han acumulado en la cavidad intrauterina tienen la capacidad de
dafiar y acelerar la senescencia de la membrana fetal al dafiar proteinas, lipidos y ADN en
la célula, lo que a su vez reduce los telémeros y acelera el ciclo celular, la senescencia de
las membranas fetales asociadas con la rotura prematura de membranas prematuray a
término(96).

En cuanto a patologia, si se ha demostrado, una mayor morbi-mortalidad en
prematuros con elevados valores indirectos de peroxidacion lipidica en cordén umbilical
tras el parto, en pretérminos que han desarrollado alguna patologia basada en el estrés
oxidativo, como la retinopatia del prematuro o la enterocolitis necrotizante(105).

El papel exacto del estrés oxidativo demostrado durante el parto normal es
todavia desconocido. Existe una regulacion a la alza en los mecanismos antioxidantes tras
el parto natural, lo que le confiere al recién nacido una proteccién antioxidante. Dado que
la maduracién del sistema antioxidante es edad gestacional-dependiente, por lo tanto, el
parto prematuro significa per se un riesgo aumentado ante las ROS(14,106,107). Esta
regulacion a la alza parece implicar tanto a los mecanismos antioxidantes enzimaticos
(como la SOD3 o la GPx) como a los no enzimaticos (melatonina)(108).

El parto en humanos tiene una clara distribucién horaria, siendo maximo entre las
24:00 y las 5:00 am. Los niveles de melatonina en el liquido amniético o la orina de
mujeres embarazadas aumentan durante el parto. Los cambios en los niveles circulantes
de melatonina, sincronizados con los ciclos de luz/oscuridad, juegan un papel importante
en determinar el momento del parto (109). En humanos, la melatonina es uteroténica,
favoreciendo la accion de la oxitocina. Se especula, que la supresion de melatonina puede
disminuir el trabajo de parto (110), habiéndose demostrado la presencia de receptores de
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melatonina en el miometrio, independientemente del embarazo (111). En mujeres
embarazadas tras trabajo de parto, se ha objetivado sinergismo entre la melatonina y la

oxitocina, favoreciendo la contracciéon de las células miometriales (112).

1.3. Parto por cesdrea

1.3.1. Epidemiologia

La tasa de cesareas a nivel mundial experimenta desde hace décadas, un ascenso
preocupante. Mientras que la tasa 6ptima de cesareas, considerada por la OMS esta en
torno al 10-15% (113), esta cifra es superada considerablemente por la mayoria de paises.
En una reciente revision de la tasa de cesareas por paises, publicada en Lancet en 2018
(114), la tasa global a nivel mundial es del 21.1% en 2015, el doble que lo reportado en el
afio 2000. Ademas del aumento de esta practica en paises en desarrollo, la mayor tasa de
cesareas se observa en las regiones mas ricas y en el &mbito de la medicina privada.

En Espaifia, este indicador sanitario se sitia en el 25% en el afio 2016, con un amplio rango
dependiendo del territorio, entre 14.1 y 28.9, siendo la Comunidad Valenciana la segunda
a la cabeza de tasa de cesareas, con una tasa publicada a fecha de 2016 del 28.7% (115).

Aunque el parto por cesarea se asocia a la prematuridad o mayor edad materna,
ninguna de estas variables se ha demostrado con influencia estadisticamente significativa
sobre la tasa de cesareas, asi como tampoco las diferencias en los niveles asistenciales de
los hospitales con servicio de obstetricia, dependiendo en muchas ocasiones de la practica
clinica (116).

Los mecanismos fisiolégicos implicados en el proceso del parto vaginal o natural estan
ausentes cuando se trata de cesareas electivas, lo que podria tener consecuencias
perinatales a corto y largo plazo(117). La encuesta mundial de la OMS 2004-2008 sobre
salud materna y perinatal, para ver los resultados perinatales dependiendo del tipo de

parto, cualquier modo de parto diferente al parto vaginal no instrumentalizado,
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presentaron una mayor riesgo de muerte, ingreso a la UCI, transfusién de sangre e
histerectomia, incluida la cesarea anteparto sin indicaciones médicas, asi como la cesarea
intraparto sin indicaciones médicas(118).

Existe un riesgo aumentado de morbilidad respiratoria en el recién nacido tras el
nacimiento por cesarea, de hasta 2-3 veces sobre el riesgo tras parto vaginal. Ademas de
las demostradas consecuencias a corto plazo (sobretodo a nivel respiratorio o de
termorregulacion en el recién nacido), cada vez es mayor la evidencia que demuestra
mayor morbilidad a largo plazo, como mayor riesgo de diabetes tipo 1 0 asma, asi como
alteraciones inmunoldgicas, obesidad y alteraciones neuroldgicas (119).

Son necesarios estudios controlados con el objetivo de comparar los posibles
efectos adversos entre el parto por cesarea y el parto vaginal, con el objetivo de tomar

futuras medidas preventivas para evitar potenciales riesgos en el recién nacido (120).

1.3.2. Respuesta inflamatoria en el parto por cesarea

La cesarea, como cualquier cirugia mayor, puede provocar cambios inflamatorios
con incremento en citoquinas pro-inflamatorias, y por consiguiente, alteraciones
hemodindmicas que aumentan la morbi-mortalidad materna.

Dentro de la variedad de citoquinas, se han caracterizado algunas con mas
profundidad, como el TNF- a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 (121):

- El TNF- a es uno de los mas precoces y potentes mediadores inflamatorios tras
dafio tisular tras cirugia. Las principales fuentes de son los macr6fagos y células T,
abundantes en tejido esplacnico. Aunque la vida media del TNF-« es inferior a 20 minutos,
esta es suficiente para provocar cambios metabdlicos y hemodinamicos importantes, asi
como para activar mediadores inflamatorios distalmente a través de la cascada de
citocinas.

- La IL-1 es liberada por macro6fagos activados y células endoteliales. Existen dos

isoformas, la IL-1- a, que ejerce sus efectos sobretodo a nivel local, y la IL-1- 3, que actiia
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distalmente, similar al TNF- a, y actuando sinérgicamente con éste. La IL-1 adema@s,
estimula la produccion de prostaglandinas en el hipotalamo.

- TNF-a e IL-1 son potentes inductores de la produccién de IL-6 de practicamente
todas las células y tejidos. Los niveles circulantes de IL-6 aumentan a partir de los 60
minutos tras el dafio, y pueden persistir hasta 10 dias, siendo proporcionales a la
extension del tejido dafiado, y no a la duracién de la cirugia. La IL-6 no solo induce la
activacion de neutrofilos durante la lesion e inflamacién, sino que también puede retrasar
la eliminacion fagocitica de neutréfilos disfuncionales, prolongando asf los efectos
perjudiciales. Al mismo tiempo, tiene efectos antiinflamatorios, atenuando la actividad del
TNF-a e IL-1.

- La expresion y actividad de la IL-8 estd temporalmente ligada a la IL-6, siendo
adicional a ésta.

- La IL-10 actiia como modulador de la actividad del TNF-q, asi como atenuante de
la transcripcion de la IL-8, por lo tanto, es una citocina antiinflamatoria.
Desde el punto de vista de la evidencia cientifica, los estudios sobre las diferencias en los
marcadores de inflamacidn entre parto vaginal y cesarea son heterogéneos.

En general, existe mayor riesgo de alteraciones inmunolégicas en los partos por
cesarea, que ademas pueden persistir a lo largo del tiempo, relacionando parto por
cesarea con enfermedades de base inmunolégica en el nifio, como la dermatitis atépica

(122).

1.3.3. Estrés oxidativo en el parto por cesarea

Tal cual se ha expuesto, el estrés oxidativo es el resultado de un disbalance entre
los sistemas pro y antioxidantes. Las ROS son fundamentales en multiples procesos
fisioldgicos, incluidos los procesos ligados a la reproduccién humana, embarazo y parto.
Un exceso en su produccion o un defecto en su eliminacion (déficit antioxidante) podria

provocar dafio molecular con consecuencias a corto y largo plazo desconocidas. Las
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investigaciones referentes al estudio de diferencias en los parametros de estrés oxidativo
dependiendo del tipo de parto, muestran resultados heterogéneos.

Las publicaciones hasta la fecha en este sentido, analizan los parametros de estrés
oxidativo en sangre de cordén umbilical, y comparan, generalmente, el estrés oxidativo
objetivado entre partos vaginales y cesareas electivas a término, sin patologia gestacional
ni perinatal resefiable. Algunos estudios encuentran diferencias estadisticamente
significativas entre ambos tipos de parto, mediante la determinacion de la actividad
enzimatica de la SOD o la CAT, siendo mayor en los partos por cesarea, concluyendo, por
tanto, mayor estrés oxidativo en los partos por cesarea (123). Estos resultados se
confirman posteriormente en otra investigacion, donde los niveles de SOD y GPX, aunque
no de CAT, son mayores en la sangre de cordon de los recién nacidos tras cesarea electiva
(124). En otro estudio, de similar disefio, se objetiva menor actividad de CAT o de GPx en
sangre de corddn umbilical tras el parto por cesarea, interpretando una menor capacidad
antioxidante tras el parto por cesarea, por lo que los autores concluyen mayor
vulnerabilidad al estrés oxidativo en estos recién nacidos (125).

También se han documentado menores niveles de GSH, el mayor antioxidante
encontrado en eritrocitos, en sangre venosa umbilical de partos por cesarea electiva, al
compararlos con partos vaginales (126).

En lo que a marcadores de estrés oxidativo se refiere, las investigaciones
encuentran resultados heterogéneos. Algunos estudios encuentran mas estrés oxidativo
en sangre fetal y/o materna tras la practica de una cesarea (127-130). Sin embargo, otros
estudios no encuentran diferencias en marcadores de estrés oxidativo, ni en la capacidad
antioxidante total dependiendo del tipo de parto (131,132), mientras que otras
investigaciones sugieren que el incremento del estrés oxidativo en sangre fetal es
secundario al propio proceso del parto con dinamica (133).

Al comparar también, no sélo los marcadores de estrés oxidativo puro, sino
también, los marcadores del contenido antioxidante, como la SOD o GPx, algunos estudios
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muestran diferencias a favor de los partos vaginales, sugiriendo mayor estrés oxidativo en
los partos espontaneos (108,134). Ademas, también se han documentado mayores niveles
de melatonina en sangre de corddn umbilical tras partos vaginales, aunque estos niveles
no parecen influir en el contenido de otros marcadores antioxidantes, como la SOD o GPx
(108).

Con el proposito de esclarecer el impacto que el estrés oxidativo en funcién del
tipo de parto tiene sobre el recién nacido, se publicé en 2013 una revision de la literatura
en este sentido, donde a pesar de encontrar muchas diferencias o resultados divergentes
en los diferentes parametros de estrés oxidativo, no se puede concluir que estas
diferencias sean significativas, debido sobre todo a los diferentes indicadores de estrés
oxidativo utilizados, asi como, a la ausencia de datos sobre algunos factores de confusion
que podrian ser determinantes, como la edad materna, o el estrés del dolor durante el

parto (135).
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1.4. Lactancia materna

1.4.1. Aspectos nutricionales de la leche materna

En la actualidad, existe una enorme evidencia cientifica que demuestra que la
lactancia materna es el mejor alimento para el recién nacido y el nifio durante los 2
primeros afios de vida. Son numerosos los beneficios en cuanto a morbi-mortalidad
infantil, asi como beneficios tanto para la madre como a nivel social y econémico, por lo
que los organismos internacionales en el &mbito sanitario y de salud publica asi lo recogen
y recomiendan en sus guias y publicaciones (136,137).

La composicion de la leche materna es dindmica, y varia durante una misma toma,
alo largo del dia, durante las diferentes fases de todo el periodo de amamantamiento, y
entre madres y poblaciones (138).

Durante los primeros dias tras el parto, aparece el calostro, cuya produccién en
volumen es escasa pero suficiente para satisfacer las necesidades del recién nacido, a nivel
inmunolégico y tréfico sobre las necesidades nutricionales. Se trata de una leche rica en
sustancias inmunolégicas y factores de crecimiento (IgA, lactoferrina, leucocitos, factor de
crecimiento epidérmico) (139). Alo largo de los siguientes dias, tras la caida estrogénica
post-parto, aparece la activacion secretora y aparicion de la leche de transicion
(lactogénesis II), generalmente entre el tercer dia hasta las dos primeras semanas tras el
parto. En la leche de transicién aumenta el contenido en sodio, citrato y lactosa. La leche
de transicién comparte algunas de las caracteristicas del calostro pero representa un
periodo de produccion de leche "acelerada” para satisfacer las necesidades nutricionales y
de desarrollo del bebé en rapido crecimiento. De cuatro a seis semanas después del parto,
la leche humana se considera completamente madura. Tras los cambios importantes en la
composicidn observados en el primer mes de vida, la leche humana sigue siendo
relativamente similar, aunque ocurren cambios sutiles en la composicion de la leche

durante todo el curso de la lactancia (138). En cuanto a los componentes nutricionales y
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no nutricionales de la leche materna, existe una amplia bibliografia al respecto, con
variaciones que dependen de la forma de recogida o almacenamiento de las muestras de
leche materna en los estudios. De forma global, utilizaremos la revisién de Ballard et al, del
2013. De todas formas, la composicion de leche materna se puede sintetizar del siguiente
modo (138):

- Proteinas. Las proteinas mas abundantes son la caseina, a-lactoalbiimina,
lactoferrina, seroalbuimina, lisozima e IgA. Los niveles de proteinas descienden entre el
primer y segundo mes de lactancia, y son mayores en la leche de madres que han parido
de forma prematura.

- Grasas. Son el componente mas variable en la leche materna. Se trata
fundamentalmente de &cido oleico y dcido palmitico. La concentracién de grasa es mayor
al final de la toma que al inicio de la misma, y mayor en las tomas centrales del dia, que en
la noche o primera hora de la mafiana. El perfil lipidico de la leche materna esta
influenciado por la dieta materna, sobre todo para los acidos grasos de cadena larga.

- Hidratos de carbono. El principal azicar de la leche materna es la lactosa. Es el
componente menos variable y mas abundante de la leche materna.

- Micronutrientes.

1.4.2. Componentes bioactivos de la leche materna.

Ademas del aspecto puramente dietético, el concepto de nutricién es mucho mas
amplio, ya que incluye el papel fundamental en los cambios a nivel molecular y genético
que tienen determinados componentes de la dieta. Se trata de los componentes bioactivos,
o aquellos compuestos, esenciales y no esenciales (p. ej., vitaminas o polifenoles) que se
encuentran en la naturaleza, forman parte de la cadena alimentaria y se puede demostrar
que tienen un efecto en la salud humana (140).

Del mismo modo que los alimentos que se encuentran en la naturaleza, la funcién

de la leche humana no es "meramente caldrica o energética”. Mas bien, la leche humana
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aporta una inmensa variedad de factores con una serie de propiedades que tienen un rol
profundo en la salud y la supervivencia del bebé. Estos componentes povienen, bien del
plasma materno, o bien de la propia glandula mamaria.

Ademas de las multiples propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras que
compensan las deficiencias del sistema inmunolégico del recién nacido (139), otra gran
variedad de compuestos bioactivos estan presentes en la leche humana madura, con una

enorme diversidad funcional, como se resume en la revision de Ballard et al (138):

- (Células; fundamentalmente macré6fagos, con capacidad inmunomoduladora y
protectora frente a infecciones; pero también células madre con supuesta funcion
de programacion celular.

- Inmunoglobulinas (IgA, IgG, IgM)

- Citoquinas (IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF- «, IFN-y) y quimiocinas (G-CSF);
fundamentales en la comunicacién entre células y sistemas

- Factores de crecimiento (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular -VEGF-, Factor
de Crecimiento Epidérmcio -EGF-, Factor de Crecimiento Neuroldgico -NGF-,
eritropoyetina); con numerosos efectos a nivel del tracto intestinal, a nivel de
proliferacién vascular, proliferaciéon neuronal, prevencién de la anemia y sistema
endocrino.

- Hormonas (calcitonina, somatostatina); con importantes funciones en la
regulacion del crecimiento.

- Agentes antimicrobianos (lactoferrina); con un amplio espectro antibacteriano,
antivirico y antifungico.

- Hormonas metabdlicas (adiponectina, leptina)

- Oligosacaridos (Oligosacaridos de Leche Humana -HMOS-, ganglidsidos,
glicosaminoglicanos); que actian como agentes prebioticos e influyen en la

colonizacion intestinal del recién nacido.
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1.4.2.1. Antioxidantes en la leche materna

Uno de los componentes bioactivos mas importantes en la leche materna es su
contenido en antioxidantes. Ya en 1988, un estudio demuestra la capacidad reductora del
calostro humano al afiadirlo a una muestra de leucocitos polimorofonucleares humanos,
asi como una disminucién en la produccién de ROS, como el H,0; por parte de los
leucocitos en presencia de calostro. Ademas, en ese mismo estudio, se observa una
supresion en la actividad de enzimas productoras de ROS (mieloperoxidasa, lisozimas)
(141). Todo ello demuestra un efecto protector antiinflamatorio de la leche humana,
concretamente, del calostro.

Posteriormente, se han identificado las enzimas antioxidantes y los componentes
antioxidantes no enzimaticos de la leche materna. Asi, en la leche materna se ha podido
identificar actividad enzimatica de SOD, GPx y CAT. Ademas, a lo largo de la lactancia, la
actividad de SOD aumenta, sobretodo en la leche de madres con recién nacidos a término.
Sin embargo, la actividad de la GPx disminuye a lo largo de la lactancia (142).

Respecto a los antioxidantes no enzimaticos identificados en la leche materna,
destacan la lactoferrina, GSH, arginina, citrulina, taurina, creatina, selenio, zinc, vitamina C,
[B-caroteno, coenzima Q10, vitaminas E y A. La vitamina E, los carotenoides y la coenzima
Q10, pueden tomar el papel de eliminadores de radicales en la fase lipidica, mientras que
la vitamina C actda en la fase acuosa. La transferencia placentaria de vitaminas Ay E es
limitada durante toda la gestacion, por lo que la Unica fuente de estas moléculas
antioxidantes para el recién nacido es la leche materna (143).

Los antioxidantes lipofilicos abundan sobretodo en el calostro, y disminuyen tal
cual avanza la lactancia materna. De hecho, el nivel promedio de vitamina A en el tercer
dia post-parto puede ser tres veces mayor que el de la leche madura (144).

De forma global, la capacidad antioxidante total de la leche materna es mayor en el

calostro, asi como un mayor nivel de estrés oxidativo en el recién nacido post-parto. Esta
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capacidad antioxidante disminuye a lo largo del periodo de lactancia, paralelamente a la

maduracion de los sistemas antioxidantes propios del bebé (145,146).

1.4.2.2. Melatonina en la leche materna

El tript6fano en leche materna, precursor de la melatonina, tiene propiedades
antioxidantes demostradas en la propia leche materna, e incluso al anadirlo externamente
a las formulas de vaca (147).

La primera descripcion del contenido de melatonina en la leche materna fue en
1993, mediante la recogida de muestras de leche materna entre el segundo y tercer dia
post-parto, a un total de 10 madres y en diferentes momentos del dia, con tal de esclarecer
la ritmicidad en la secrecién de melatonina mediante radioinmunoanalisis. Se objetiva asi,
por primera vez, que la melatonina en la leche materna muestra un ritmo circadiano, al
igual que en el plasma, siendo los valores diurnos practicamente indetectables, al
contrario que las concentraciones nocturnas de melatonina (148). Esta ritmicidad horaria
se demuestra también en otro pequeno estudio, con las secreciones nocturnas de
triptéfano en leche materna y de 6-sulfatoximelatonina en orina de recién nacidos
alimentados exclusivamente al pecho (el metabolito de la melatonina excretado en orina),
siguiendo este Ultimo un ritmo paralelo al primero (149).

La melatonina en la leche materna es la principal fuente de informacién
cronobioldgica al recién nacido. Al estudiar los parametros de calidad de suefio en recién
nacidos mediante el uso de actigrafos, la calidad del suefio es mejor en los recién nacidos
alimentados al pecho exclusivamente(149). Ademas de influir en la calidad del suefio del
bebé, también reduce significativamente los episodios de irritabilidad y célicos del
lactante, al comparar lactantes alimentados exclusivamente con leche materna y nifios
alimentados con férmula (describiendo también las concentraciones de melatonina en
leche materna en un pequeio extracto de la muestra del estudio, objetivando también un

ritmo circadiano claro) (150).
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La ritmicidad en el contenido de melatonina en la leche materna con niveles
practicamente indetectables durante el dia, al igual que ocurre en el plasma, esta descrita
de forma general en diferentes estudios, pero existen diferencias, bien en el
mantenimiento de dicha ritmicidad horaria, o bien en la variabilidad de contenido en
melatonina, dependiendo de algunas circunstancias estresantes que actuarian como
mecanismos inflamatorios o pro-oxidantes (tipo de parto, antecedente de mastitis, u
otros) (62,63,151).

Por lo tanto, la presencia de ritmicidad horaria de la melatonina en leche materna
indica la variabilidad que presenta la composicién de la leche materna a lo largo del dia,
adaptandose a las necesidades del lactante, lo cual ocurre también con otros componentes
como proteinas o vitaminas (152,153). Los analisis de la leche humana extraida, que
previamente se ha conservado congelada, muestran estabilidad en el contenido de
melatonina durante incluso 24 horas tras la descongelacion, por lo que la administracién
de leche materna extraida respetando los horarios de extraccidn, en los casos en que la
alimentacidn al pecho directo no es posible, podria optimizarse (154).

En el contexto de alimentacién del recién nacido respetuosa con los ritmos
circadianos, queda por dilucidar si el estrés oxidativo secundario a las circunstancias
inflamatorias que rodean al parto, puede influir en la secrecién de melatonina y con ello,

alterar la calidad antioxidante de la lactancia materna.
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2. JUSTIFICACION

Los fenémenos de estrés oxidativo que rodean al parto pueden incrementarse bajo
determinadas circunstancias como la practica de una cesarea. Las consecuencias de este
aumento de estrés oxidativo en el recién nacido no estan claras.

Dado que el recién nacido tiene un sistema antioxidante inmaduro, la adecuada
suplementacion externa mejora su estatus antioxidante, especialmente bajo condiciones
pro-oxidantes. La principal fuente de antioxidantes en la época perinatal es la leche
materna, especialmente el calostro.

Estudios recientes demuestran el papel como protector antioxidante de la
melatonina. Sin embargo, no se sabe si la secrecion fisioldgica de melatonina podria ser
suficiente para ejercer su papel como antioxidante.

Existe una falta de estudios sobre la descripcién de la secreciéon de melatonina en
la leche materna en condiciones de normalidad. Asi, se establece una necesidad sobre el
conocimiento de la secreciéon normal de melatonina y su influencia en la capacidad

antioxidante total en leche materna, bajo diferentes circunstancias de parto.
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3. HIPOTESIS

Existen diferencias en la capacidad antioxidante de la leche materna en funcidén del
tipo de parto. Estas diferencias estan influenciadas por el contenido de melatonina en la

leche materna.

86









Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

OBJETIVOS

89



Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

4. OBJETIVOS

4. 1. OBJETIVO PRIMARIO

Valorar si existen diferencias en el contenido de melatonina en la leche humana, asi
como en su capacidad antioxidante, tanto en calostro como en el resto de fases de la
lactancia materna durante el primer mes tras el nacimiento, en funcién del tipo de parto:

vaginal o cesarea no urgente.

4. 2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Describir la cronologia de aparicion de ritmo circadiano en la secrecién de
melatonina en leche materna en el primer mes tras el parto.

e Validar un método de determinacién de melatonina en calostro y leche materna
madura.

e Determinar la capacidad antioxidante en la leche materna dependiendo del tipo de
parto.

e Determinar el contenido en biomarcadores de estrés oxidativo en la leche materna

dependiendo del tipo de parto.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional de cohortes, prospectivo, a lo largo del periodo

comprendido entre enero 2016 y mazo 2017.

5.2. POBLACION A ESTUDIO

La poblacién diana del estudio fueron madres lactantes, que habian dado aluz a
recién nacidos a término, sanos, alimentados con leche materna exclusivamente, sin

antecedentes de patologia gestacional ni perinatal

5.3. CRITERIOS DE SELECCION

5.3.1. CRITERIOS DE INCLUSION

e Leche materna procedente de mujeres puérparas sanas con recién nacidos sanos,
producto de partos a término, procedentes de las Salas de Maternidad del Hospital
Dr. Peset de Valencia o del Hospital Quirén de Valencia
e Debian cumplirse los siguientes criterios:
o Recién nacidos con peso adecuado a la edad gestacional
o Antecedente de parto via parto vaginal o cesarea electiva
o Recién nacidos alimentados exclusivamente con lactancia materna

o Mujeres que acepten participar firmando el consentimiento informado

5.3.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

e Partos mediante cesarea urgente
e Partos a edad gestacional menor de 37 semanas

e Recién nacidos con peso al nacimiento inferior a 2500 gramos
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Apgar <5 alos 5 minutos o pH de calota < 7,10 o exploracién neurolégica
patolégica las primeras 8 horas de vida

Administracion de FiO2 > 21% al recién nacido en cualquier momento desde el
nacimiento

Sospecha prenatal de retraso del crecimiento intrauterino segun criterios
estadisticos de normalidad para las curvas poblacionales especificas y/o
alteraciones en el estudio Doppler de la arteria umbilical o circulacién fetal
Cualquier estado hipertensivo del embarazo segun criterios estandarizados
Diabetes gestacional

Tabaquismo

Antecedente de infeccidén bacteriana en el tercer trimestre

Madres con antecedente de trastorno del suefio durante la gestacion, segin
criterios diagnésticos estandarizados

Madres que hayan ejercido su actividad laboral durante la franja horaria nocturna
en el tercer trimestre, o estén ejerciendo dicho tipo de trabajo tras el parto
Patologia neonatal tipo distrés respiratorio y/o sepsis en las primeras 24 horas de
vida

Administracién de cualquier suplemento alimentario que no sea leche materna
Tratamiento materno con farmacos antidepresivos, antipsicoticos, hormona
tiroidea o antiinflamatorios esteroideos

Domicilio habitual sito a una distancia mayor de 10 km de didmetro del
Laboratorio de Bioquimica del Departamento de Pediatria de la Universidad de

Valencia.
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5.4. TAMANO MUESTRAL

Tomando como base, las posibles diferencias en la secrecién de melatonina
(pg/ml) en el calostro materno nocturno, se tomd como referencia la media y desviacion
estdndar de la secrecion pico nocturna de melatonina encontrada en leche materna de 11
madres sanas que parieron por parto vaginal, descrita por Pontes et al (63).

Aplicando la férmula que se describe a continuacidn,

2(Zg + Zg)* - S*
n= d2

donde

Z4:1.960; que corresponde al valor Z correspondiente a aceptar un error o = 0.05

Zp: 2.326: que corresponde al valor Z correspondiente a aceptar un error $ = 0.01

$2: 11.49; que se corresponde a la varianza o cuadrado de la desviacién estandar de la
media de melatonina nocturna en leche materna que tiene el grupo control o de referencia,
que es de 3.39 pg/ml (63).

d?: que corresponde al valor de la diferencia minima esperable, que se establece en 5
mg/dL, valor orientativo, superior a la desviacién estandar descrita en el estudio de

Pontes et al.
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5.5. VARIABLES

La recogida de datos se realizé una vez aceptadas las condiciones del estudio y
firmado el consentimiento correspondiente.

Las variables que se recogieron fueron:

- Variables en leche materna:
o Contenido de melatonina en la leche materna
o Parametros analiticos de inflamacidn segin se detalla a continuacion
o Parametros analiticos de estrés oxidativo segtin se detalla a continuacion
o Parametros analiticos para determinar la capacidad antioxidante de la
leche materna
- Variables perinatales:
o Edad materna en el momento del parto
o Edad gestacional en el momento del parto
o Tipo de parto, distinguiendo si se trata de parto vaginal o cesarea no
urgente
o Peso al nacimiento
o pH de arteria umbilical

o Horario de extraccion de las muestras diurnas y nocturnas

5.5.1. VARIABLES PRINCIPALES

Las variables principales estudiadas en leche materna fueron, por un lado, el
contenido de melatonina en leche materna, y por otro lado, los parametros de inflamacién

y metabolismo oxidativo:

e Melatonina, expresado en pg/mL
e IL6, TNF «, IFNY, expresado en pg/mL

e Dafio oxidativo a proteinas, grupos carbonilo, expresado en nmol/mg de proteina.

97



Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

e (apacidad antioxidante total, expresado en mmol equivalentes de Trolox

5.5.2. VARIABLES SECUNDARIAS

Las variables secundarias fueron los datos referentes tanto al recién nacido como a

las madres.

e Tipo de parto, distinguiendo si se trata de un parto vaginal o de una cesarea no
urgente

e El peso se expreso en kilogramos. Se aplica la clasificacién estadistica estandar
basada en los percentiles poblacionales para edad gestacional y sexo del Estudio
Transversal Espafiol de Crecimiento, 2008 (155)

e pH arteria umbilical. Recogida de 1 mL de sangre con jeringa estéril procedente de
arteria umbilical tras el momento del parto y procesada por analizador de gases

con resultado inmediato, © ABL90 FLEX, Radiometer
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5.6. METODOLOGIA

El estudio recogi6 datos dentro del periodo comprendido en el primer mes de vida
del recién nacido.
Todas las madres fueron informadas verbalmente y por escrito. Las condiciones
referentes a los procedimientos fueron aceptadas por parte de la madre y/o tutor del
recién nacido mediante la firma del correspondiente consentimiento informado.
Se recogieron medidas antropométricas de la madre y el recién nacido en una hoja de
registro previamente diseflada, garantizando la confidencialidad de los datos en todo

momento.

- Identificacion del caso, seguido de un niimero de 1 a 25 para cada uno de los
grupos, por orden de reclutamiento

- Dia, hora, lugar de nacimiento

- Dia, hora de recogida de muestras

- Peso, sexo y edad gestacional del recién nacido
Recogida de muestras:

e Total de muestras necesarias de leche materna: Se recogieron 2 muestras por
sujeto los dias 1, 3 y 30 post-parto. Se recogieron dos muestras en dos momentos
del dia para cada madre (entre las 12 y 2 p.m., para las muestras diurnas, ylas 12 y
las 2 a.m. para las muestras nocturnas), por lo que se recogieron en total 6
muestras de leche materna por cada madre participante.

e Lugar de recogida: La recogida de muestras se realiz6 durante la hospitalizacion de
las madres para el calostro y leche de transicion, dependiendo de la duracién de la
estancia en el hospital, determinada por los protocolos obstétricos habituales (al
menos 48 horas de hospitalizacién en caso de parto vaginal o al menos 72 horas de

hospitalizacidn en caso de parto por cesarea). Para el resto de muestras
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(fundamentalmente las muestras de transicién nocturna en caso de partos
vaginales, o las muestras de leche humana madura), la extraccion se realizo en el
domicilio.
Procedimiento de recogida y transporte. Se instruy6 a todas las participantes en la
extraccion de leche materna, tanto manual como con el sacaleches, durante su
hospitalizacidn, por parte de la Consultora Internacional de Lactancia Materna del
equipo de pediatria del hospital (IBCLC, o International Board Certified Lactation
Consultant). Las muestras se recogieron mediante masaje manual o sacaleches
eléctrico y bajo estrictas condiciones de higiene, que consistieron en retirada de
joyas y esmaltes de ufias, lavado de manos hasta los codos con agua y jabon, asi
como uso de material fungible estéril en caso de precisar extraccion eléctrica con
sacaleches. Tras su recogida, se conservaron en congelador a -202C un méximo de
48 horas previo a su traslado, manteniendo las condiciones de frio, hasta el
Laboratorio de Bioquimica del Departamento de Pediatria y Obstetricia de la
Universidad de Valencia, donde se almacenaron congeladas a una temperatura de -
802C hasta su procesamiento. Se facilit6 a todas las madres participantes neveras
portatiles, asi como acumuladores de frio para neveras portatiles en el momento
del alta hospitalaria. Todas las muestras nocturnas se recogieron en condiciones
de luz tenue amarillenta, a una distancia minima de 2 metros del foco de luz, y se
almacenaron en recipientes cubiertos con papel opaco hasta su procesamiento
final.
Procesamiento de la leche humana para el analisis bioquimico:

o El contenido de melatonina en la leche materna se midi6 utilizando el kit

estandar de ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA)
(DRGMelatonin ELISA-EIA-1431; DRG International Inc., Springfield, NJ]) y

se midi6 en pg/ml. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con
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las instrucciones del fabricante mediante descongelacion total y
delipidacion después de centrifugacion a 1500 rpm. Se incubaron 100 pl de
leche materna delipidada junto con el anticuerpo primario y la solucién de
sustrato tampén 3,3',5,5' tetrametilbenzidina (TMB) en condiciones de
oscuridad, a 500 rpm durante 3 minutos. En segundo lugar, la lectura
colorimétrica de la absorbancia se llevd a cabo utilizando placas VICTOR
Multilabel Plate Reader (Waltham Massachusetts, EE. UU.) a 450 nm versus
control de filtro a 595 nm.

o Interleucina 6 (IL6), Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF- a), Interferén
Gamma (IFNy), expresado en pg/mL. Luminex Map Technology LabScan
100 system (Luminex Austin TX USA) y Milliplex MAP human high
sensitivity T cell panel-inmunology multiplex assay catalog number
HSTCMAG-28 SK para TNF-a, IL-6 INF-y (Merck Millipore, Burlington MA,
USA).

o Dafio oxidativo a proteinas, mediante la determinacidn de grupos
carbonilo, segtin el método descrito por Levine et al expresado en
nmol/mg de proteina(156).

o Capacidad antioxidante total, expresado en mmol equivalentes de Trolox
Método descrito por Brand-Williams modificado por Gombert et al 2018

mediante 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (157).

5.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos se utiliz6 el programa estadistico SPSS para Windows
version 22.0 (Inc., Chicago USA)
Se utiliz6 una probabilidad (p) < 0,05 para definir significancia estadistica.

Se comprobé la normalidad en la distribucién de la muestra mediante el test de

Kolmogorov - Smirnov. Tras comprobar una distribucién muy asimétrica, y por lo tanto
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muy alejada de la distribucién normal, se utilizaron herramientas estadisticas no
paramétricas.

Se realizaron varios tipos de analisis segtin se describe a continuacién:

1. Descripcién v comparacién entre medianas de las variables principales segin tipo

de parto.

En primer lugar, se compararon los valores de las diferentes variables cada dia y
momento del dia, para cada tipo de parto por separado. La descripcidn de los datos
se realiz6 con la mediana y los cuartiles inferior y superior (percentiles del 25% y
del 75%). Las comparaciones se realizan con la suma de rangos de Wilcoxon.

2. Cambios de las variables en los dias 3 y 30 respecto al primer dia.

En segundo lugar, con el objetivo de encontrar si alguna de las variables estudiadas
evolucioné de un modo distinto segun el tipo de parto a lo largo del mes de vida, se
observo la evolucion que experimenta cada variable al dia 3 y al dia 30 respecto al
dia 1. Estas evoluciones o cambios se midieron distinguiendo entre las mediciones
tomadas por el dia y las tomadas por la noche. La descripcion se realizé con la
mediana y los cuartiles. Se realizaron dos tipos de comparaciones: las
comparaciones intra-grupos y las comparaciones entre grupos. Las comparaciones
intra-grupos se centraron en los cambios que se produjeron dentro de cada grupo
por separado (vaginal o cesarea). Por otro lado, las comparaciones entre grupos se
centran en comparar el grupo de recién nacidos tras parto vaginal con el grupo de
recién nacidos tras parto por cesarea. Estas comparaciones se realizaron con la
prueba de rangos con signo de Wilcoxon.

3. Cambios de las variables a lo largo del dia.

En tercer lugar, se describieron los cambios que experimenté cada variable a lo
largo del dia (es decir, dia versus noche). Estos cambios se midieron por separado

para el dia 1, 3 y 30. Al igual que en el punto anterior la descripcion se realiz6 con
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la mediana y los cuartiles. Del mismo modo que en el punto anterior, se realizaron
dos tipos de comparaciones: las comparaciones intra-grupos y las comparaciones
entre grupos. Estas comparaciones se realizaron con la prueba de rangos con signo
de Wilcoxon

Correlaciones con los valores de melatonina.

Finalmente, con el objetivo de observar la relacion y tipo de asociacién existente
entre la melatonina y cada una de las variables, se calcularon las correlaciones de
Spearman. Las correlaciones se calcularon para cada momento de la lactancia,
momento del dia y tipo de parto. Del mismo modo, se estudiaron también las
correlaciones entre las variaciones que presentaron los valores de melatonina y el
resto de variables desde el primer dia, al dia 3 y 30, asi como las variaciones a lo
largo del dia (entre el dia y la noche). Las correlaciones con valores de R fuertes o

muy fuertes se consideran validas.
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6. RESULTADOS

Se analizaron un total de 126 muestras de leche materna procedentes de 21
mujeres que parieron via vaginal, asi como 102 muestras de leche materna procedentes de
17 mujeres que parieron por cesarea electiva. No se encontraron diferencias en las
caracteristicas generales de las mujeres participantes entre ambos grupos, segliin se

especifica en la tabla siguiente.

Tabla 1. Comparacién de las caracteristicas generales de las mujeres participantes (edad
materna, indice de masa corporal, edad gestacional, peso al nacimiento, pH de arteria
umbilical)

Parto vaginal (n=21) Parto por cesarea (n=17) p

Edad materna 33 (28-37) 33 (28-38) 0.837
Indice masa corporal 23 (21-24) 23 (22-24) 0.592
Edad gestacional 40 (39-40) 39 (38-40) 0.210
Peso al nacimiento 3.320 (3.120-3.660) 3.200 (2.990-3.700) 0.370
pH arteria umbilical 7.26 (7.24-7.33) 7.32 (7.22-7.33) 0.433

Tabla 1. Los valores corresponden a la mediana y los cuartiles inferiores y
superiores (percentil 25 y percentil 75).
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6.9.1. Descripcion y comparacion de las medianas de las variables principales segun el tipo

de parto.

Inicialmente, se compararon cada una de las variables principales diferenciadas
segin el momento de la lactancia, asi como el momento del dia, correspondientes a
parametros de inflamacién, estrés oxidativo y melatonina en leche materna, en
funcién del tipo de parto (Tabla 1).

1.1.  Marcadores inflamatorios. De forma global, existen diferencias en los
parametros inflamatorios en las muestras diurnas tanto de calostro como
de leche de transicién, encontrando mayor contenido en el grupo de
cesareas, sobre todo parala IL6 y el TNF- q, sin ser estas diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 2; Figura 2; Figura 3).
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Tabla 2. Comparacién del contenido en IL6, TNF- a e IFNy en leche materna en funcion del tipo de parto y del

momento de lactancia. Dia y noche.

Variable

Momento Dia

Vaginal

Cesarea

P

IL6 (pg/ml) Dia

1

3

30

0,01 (0,00; 23,7)
0,50 (0,00; 4,92)

0,18 (0,00; 6,66)

14,10 (0,01; 33,3)
2,47 (0,01; 10,2)

0,18 (0,05; 4,03)

0,418
0,247

0,839

Noche

0,0 1(0,01; 3,73)
4,48 (0,01; 8,98)

0,18 (0,01; 5,03)

5,18 (0,01; 10,3)
1,41 (0,01; 12,1)

0,18 (0,01; 0,81)

0,181
1,000

0,848

TNF- a (pg/ml) Dia

0,01 (0,01; 9,34)
3,27 (0,01; 10,5)

0,43 (0,01; 2,68)

8,73 (0,01; 19,9)
7,69 (0,01; 13,8)

1,52 (0,05; 2,31)

0,302
0,390

0,553

Noche

0,01 (0,01; 20,6)
8,16 (0,01; 19,7)

1,69 (0,01; 3,56)

7,92 (0,01; 15,0)
3,32 (0,01;9,7)

0,43 (0,01; 3,49)

0,697
0,415

0,966

IFNy (pg/ml) Dia

0,01 (0,01;0,61)
0,61 (0,01;0,61)

0,54 (0,01; 0,61)

0,18 (0,01; 0,61)
0,61 (0,01; 0,61)

0,61 (0,03; 0,61)

0,342
0,714

0,620

Noche

30

0,01 (0,01; 0,61)
0,61 (0,01; 0,61)

0,61 (0,01; 0,61)

0,53 (0,01; 0,61)
0,21 (0,01; 0,61)

0,61 (0,01; 0,61)

0,609
0,617

0,303

Tabla 2. Los valores corresponden a la mediana y los cuartiles inferiores y

superiores (percentil 25 y percentil 75). Los momentos de la lactancia estudiados

corresponden a los dias 1, 3 y 30 tras el nacimiento (1, calostro; 3, leche de

transicion; 30, leche madura).
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Figura 2. Grdfica de cajas y bigotes para la representacion de la comparacion de las diferencias en el contenido de
IL-6 en funciédn del tipo de parto y del momento de lactancia (calostro, leche de transicién y leche madura). Dia y
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Figura 3. Grdfica de cajas y bigotes para la representacion de la comparacion de las diferencias en el contenido de
TNF- « en funcidn del tipo de parto y del momento de lactancia (calostro, leche de transicién y leche madura). Dia

y noche.
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1.2. Metabolismo oxidativo.

1.2.1.

1.2.2.

Dafio oxidativo a proteinas: grupos carbonilo. En lo que a indicadores
de estrés oxidativo se refiere, el contenido en grupos carbonilo o dafio
oxidativo a proteinas es mayor en la leche madura nocturna
procedente de madres tras parto por cesarea (7040 nmol/mg proteina
versus 4620 nmol/mg proteina; p = 0,029) (Tabla 3; Figura 4).

Se observan diferencias estadisticamente significativas en la capacidad
antioxidante de la leche materna mediante la medicién del DPPH en las
muestras diurnas de los dias 1 y 3 entre grupos. El contenido en DPPH
es mayor en el calostro de madres que parieron por cesarea, con
niveles cercanos a la significacion estadistica (344 mmol equivalentes
Trolox versus 152 mmol equivalentes Trolox; p = 0,053). Este
contenido en DPPH es, sin embargo, mayor en las muestras de leche de
transicion diurna de las madres que parieron via vaginal (270 mmol
equivalentes Trolox versus 187 mmol equivalentes Trolox; p = 0,037)

(Tabla 3; Figura 5).
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Tabla 3. Comparacion del estudio del metabolismo oxidativo en leche materna (contenido en grupos carbonilo y
DPPH) en funcién del tipo de parto y del momento de lactancia. Dia y noche.

Variable Momento Dia Vaginal Cesarea P
Carbonilos Dia 1 9900 (7810, 17050) 11440(10450,21340) 0,573
(nmol/mg pr) 3 8800 (3960, 10615) 7700 (4290,10340) 0,940
30 3630 (1925, 7590) 5280 (3410, 6050) 0,565
Noche 1 11220(9570, 13420) 9460 (8690, 15180) 0,775
3 8910 (6105, 12210) 7590 (6490, 9515) 0,439
30 4620 (2640, 6710) 7040 (6820, 8360) 0,029
DPPH Dia 1 152 (31,0, 304) 344 (212, 432) 0,053
(mmol/Trolox) 3 270 (209, 392) 187 (53,6, 259) 0,037
30 152 (72,6, 265) 186 (128, 302) 0,454
Noche 1 135 (0,00, 362) 279 (164, 403) 0,246
3 204 (135, 250) 197 (75,0, 271) 0,937
30 204 (169, 329) 192 (151, 269) 0,695

Tabla 3. Los valores corresponden a la mediana y los cuartiles inferiores y

superiores (percentil 25 y percentil 75). Los momentos de la lactancia estudiados

corresponden a los dias 1, 3 y 30 tras el nacimiento (1, calostro; 3, leche de
transicion; 30, leche madura).
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Figura 4.. Grdfica de cajas y bigotes para la representacién de la comparacion de las diferencias en el contenido
en grupos carbonilo en funcién del tipo de parto y del momento de lactancia (calostro, leche de transicién y leche
madura). Dia y noche.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Figura 5. Grdfica de cajas y bigotes para la representacion de la comparacion de las diferencias en la capacidad
antioxidante en la leche materna en funcién del tipo de parto y del momento de lactancia (calostro, leche de
transicion y leche madura). Dia y noche.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

1.3. Melatonina. El contenido de melatonina en el calostro es mayor en las
muestras diurnas del grupo de cesareas (30,3 pg/ml versus 14,7 pg/ml; p =

0,020) (Tabla 4; Figura 6).

Tabla 4. Comparacion del contenido en melatonina en leche materna en funcién del tipo de parto y del momento

de lactancia. Dia y noche

Variable Momento Dia Vaginal Cesarea P
Melatonina (pg/ml) Dia 1 14,7 (9,9 : 28,5) 30,3 (21,4; 60,2) 0,020
3 13,1 (7,71; 25,6) 17,4 (11,1; 25,0) 0,425
30 11,2 (8,20; 20,4) 14,1 (11,9; 19,1) 0,502
Noche 1 36,9 (19,1; 48,7) 42,0 (32,3; 66,7) 0,111
3 30,8 (12,4; 37,8) 37,6 (28,0; 54,2) 0,091
30 32,6 (15,6:47,9) 30,6 (20,9; 53,5) 0,873

Tabla 4. Los valores corresponden a la mediana y los cuartiles inferiores y

superiores (percentil 25 y percentil 75). Los momentos de la lactancia estudiados

corresponden a los dias 1, 3 y 30 tras el nacimiento (1, calostro; 3, leche de

transicion; 30, leche madura).
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Figura 6. Grdfica de cajas y bigotes para la representacién de la comparacion de las diferencias contenido de
melatonina en la leche materna en funcidn del tipo de parto y del momento de lactancia (calostro, leche de
transicion y leche madura). Dia y noche.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

6.9.2. Cambios de las variables estudiadas en leche materna en los dias 3 y 30 respecto al

primer dia.

Se compararon los tipos de variacion que experimentaba cada variable al tercer y
30 dia respecto al primer dia. Es decir, se buscaron diferencias en la forma de progresar o
evolucionar cada variable estudiada a lo largo de las tres fases de lactancia estudiadas

(calostro, transicién, leche madura).

2.1. Marcadores inflamatorios. Existe una progresién descendiente en el contenido
de algunos marcadores inflamatorios (IL 6 y TNF a) a lo largo de la lactancia
cuando se trata de partos por cesdrea: es decir, existe un descenso significativo
en el contenido en IL6 y TNF a de las muestras diurnas de leche madura tras
cesarea, respecto al de las muestras diurnas de calostro tras cesarea. Dicho
descenso progresivo se observa también para las mismas variables en las
muestras nocturnas, sin ser estos resultados estadisticamente significativos.
Estas variaciones en los parametros inflamatorios no se observan en ninguna

de las fases de la lactancia cuando se trata de partos vaginales (Tabla 5).

117



Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Tabla 5. Comparacion de la evolucién que experimenta el contenido en IL-6, TNF-a e IFNy en la leche materna del
tercery treinta dias tras el parto, respecto al del calostro, en funcién del tipo de parto y del momento de lactancia.

Dia y noche.
Variable = Momento Dia Parto vaginal p! Cesarea p?! p?
IL6 Dia 3 0,01(-8,06;2,69) 0,398 -1,85(-16,12,02) 0,328 0,870

30 0,01 (0,01,4,78) 0969 -7,96(-18,80,05) 0,052 0,153

Noche 3 2,14 (0,01,5,34) 0,124 0,01(-7,42;7,53) 0,554 0,316

30 0,01(0,01,1,12) 0,689 -4,02(-8,50,0,05) 0,062 0,134

TNF-a Dia 3 0,01 (0,01,4,76) 0,266 0,01(-12,9,850) 1,000 0,573

30 0,01(-0,56,0,88) 0,666 -9,08(-19,3,0,41) 0,035 0,363

Noche 3 0,01(-13,0,8,16) 0,780 0,01(-595,0,43) 0,205 0,750

30 0,01(-5,19,1,54) 0,350 -4,00(-14,8,0,11) 0,062 0,302

IFNy Dia 3 0,01 (0,01,0,61) 0,893 0,01(-0,32,0,50) 0,503 0,541

30 0,01 (0,01,0,61) 0,075 0,01(-0,50,0,47) 0,402 0,339

Noche 3 0,01 (0,01,0,61) 0,142 0,01(-0,40,0,61) 0,933 0,614

30 0,01 (0,01,0,46) 0,357 0,01(-0,11,0,31) 0,584 0,945

Tabla 5. Las comparaciones se realizan con la prueba de rangos con signo de
Wilcoxon. Se representan la mediana y cuartiles inferiores y superiores (percentiles
25y 75).

p! corresponde a las comparaciones intragrupos (vaginal o cesdrea). p2 corresponde
a las comparaciones intergrupo (vaginal versus cesarea).

3: evolucién desde el calostro a la leche de transicion; 30: evolucion desde el
calostro a la leche madura.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

2.2,

2.2.1.

2.2.2.

Metabolismo oxidativo.

Dafio oxidativo a proteinas: grupos carbonilo. El contenido en grupos carbonilo
experimenta un descenso estadisticamente significativo en las muestras de
leche madura diurna respecto al del calostro, en el grupo de partos vaginales,
lo cual no sucede en el grupo de cesareas (p = 0,034) (Tabla 6).

Capacidad antioxidante. Respecto a la progresidn de la capacidad antioxidante
de la leche materna en los partos por cesarea desde el primer dia, a pesar de
encontrar mas capacidad antioxidante en el calostro de mujeres tras parto por
cesarea respecto al de mujeres tras parto vaginal, existe un decremento en la
capacidad antioxidante de la leche procedente de mujeres tras cesareas al
tercer dia, respecto al del contenido en el dia 1 (calostro). Las comparaciones
en este sentido entre grupos (vaginal versus cesarea), muestran evoluciones
significativamente opuestas en la capacidad antioxidante en la leche de
transicion respecto al del calostro, de forma que existe un aumento de la
misma cuando se trata de partos vaginales, y un descenso en el caso de leche

procedente de mujeres tras cesarea (p = 0,009) (Tabla 6).
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Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Tabla 6. Comparacién de la evolucion que experimenta el metabolismo oxidativo (contenido en carbonilos y
capacidad antioxidante) en la leche materna del tercer y treinta dia tras el parto, respecto al del calostro, en
funcién del tipo de parto y del momento de lactancia. Dia y noche.

Variable = Momento Dia Vaginal pt Cesarea pt p?
Dia 3 -7920 0,219 -4730 0,500 1,000
(-12870; 2310) (-6435; -3025)
30 -7260 0,034 -7920 1,000 0,549
Carbonilos
(-7260; -5940) (-14300;-5720)
(nmol/mg
Noche 3 -880 0,219 -2640 1,000 0,393
proteina)
(-7700; 220) (-8470; -2200)
30 -3520 0,195 -3960 0,500 1,000
(-7975; -165) (-9075; -660)
Dia 3 91,9 0,263 -139 0,003 0,009
(-51,2; 271) (-216; -24,7)
DPPH 30 -65,7 0,485 -108 0,131 0,807
(mmol (-292; 89,2) (-241; 66,9)
/equival Noche 3 4,57 0,727 -15,2 0,476 0,554
Trolox) (-71,1; 123) (-152; 102)
30 21,8 0,263 -4,69 0,438 0,616
(-10,2; 116) (-139; 141)

Tabla 6. Las comparaciones se realizan con la prueba de rangos con signo de

Wilcoxon. Se representan la mediana y cuartiles inferiores y superiores (percentiles
25y 75).
p! corresponde a las comparaciones intragrupos (vaginal o cesdrea). p2 corresponde
a las comparaciones intergrupo (vaginal versus cesarea).

3: evoluciéon desde el calostro a la leche de transicion; 30: evolucion desde el

calostro a la leche madura.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

2.3.

2.4.

Melatonina. Respecto a la progresion en el contenido de melatonina en la leche
materna, cuando se trata de partos vaginales, se observa un descenso
significativo en el contenido de melatonina diurna al dia 30 respecto al dia 1 (p
=0,001). En el caso de la leche materna tras cesareas, el contenido en
melatonina experimenta un descenso estadisticamente significativo desde el
primer al tercer dia, tanto en las muestras diurnas como en las nocturnas (p =
0,016 y p = 0,048). (Tabla 7)

Capacidad antioxidante, grupos carbonilo y melatonina. Aunque en los
siguientes apartados se mostraran los coeficientes de correlaciones entre la
melatonina y el resto de variables, se representan a continuacién de forma
longitudinal, en las figuras 7 y 8 conjuntamente, la evolucién que experimentan
la melatonina y, por un lado, los parametros de estrés oxidativo (grupos
carbonilo), asi como, por otro lado, 1a capacidad antioxidante (DPPH), tanto
por el dia como por la noche. Se observa mayor contenido en grupos carbonilo
y melatonina en el calostro diurno tras la practica de una cesarea, pero en las
muestras nocturnas del calostro tras la practica de una cesarea, el contenido en
grupos carbonilo desciende. La evolucion tanto del contenido en melatonina
como el de grupos carbonilo es hacia el descenso progresivo a lo largo del

primer mes, en ambos grupos, tanto por el dia como por la noche.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Tabla 7. Comparacion de la evolucién que experimenta el contenido en melatonina en la leche materna del tercer
y treinta dia tras el parto, respecto al del calostro, en funcién del tipo de parto y del momento de lactancia.

Dia y noche.

Variable Momento Dia Vaginal pt Cesarea pt p?
-4,91 -5,9
0,137 0,016 0,394
(26,2;5,31) (-39,2; -0,56)
Dia
-6,11 -17,20
30 0,010 0,578 0,302
Mel. (-19,1; 3,82) (-40,0; -1,99)
(pg/ml) -9,10 -10,6
3 0,076 0,048 0,746
(-5,5; 3,02) (-28,9: -2,39)
Noche
-0,37 -14,9
0,609 0,148 0,449
(-27,7; 19,9) (-25,1;2,12)

Tabla 7. Las comparaciones se realizan con la prueba de rangos con signo de

Wilcoxon. Se representan la mediana y cuartiles inferiores y superiores (percentiles

25y 75).

p! corresponde a las comparaciones intragrupos (vaginal o cesdrea). p2 corresponde

a las comparaciones intergrupo (vaginal versus cesarea).

3: evolucién desde el calostro a la leche de transicion; 30: evolucion desde el

calostro a la leche madura.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Figura 7. Representacién conjunta de la evolucidn del contenido en melatonina (pg/ml) y de la capacidad
antioxidante en leche materna (expresado en mmol x 10) en funcidn del tipo de parto, a lo largo del primer mes
de lactancia.
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Figura 7. Las lineas discontinuas representan el grupo de parto por cesarea. Las
lineas continuas representan el grupo de partos vaginales. Los valores diurnos se
representan sobre fondo blanco. Los valores nocturnos se representan sobre fondo
negro.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Figura 8. Representacion conjunta de la evolucidn en el contenido en melatonina (pg/mL) y grupos carbonilo
(expresado en nmol/mg x 100) en leche materna en funcidn del tipo de parto a lo largo del primer mes de
lactancia
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Figura 8. Las lineas discontinuas representan el grupo de parto por cesarea. Las
lineas continuas representan el grupo de partos vaginales. Los valores diurnos se
representan sobre fondo blanco. Los valores nocturnos se representan sobre fondo
negro.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

6.9.3. Cambios de todas las variables en la leche materna de la noche respecto al dia

Se encontré mayor contenido en melatonina en la leche materna nocturna de todas
las fases de la lactancia independientemente del tipo de parto (p<0.05 en todas las
muestras). No existen diferencias en esta forma de evolucionar a lo largo del dia en

funcioén del tipo de parto (Tabla 8; Figura 9).
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Tabla 8. Cambios en el contenido en IL6, TNF- a, grupos carbonilo, DPPH y melatonina en la leche materna en el
dia y la noche, y en cada momento de la lactancia. Diferencias en funcién del tipo de parto.

Parto vaginal Parto por cesarea

Variable Dia Mediana (Q1, Q3) pl Mediana (Q1, Q3) pl p2
IL6 (pg/ml) 1 0,01(-0,70,1,49) 0,644 0,01 (-9,9,0,01) 0,061 0,218
3 0,01 (-6,48,0,00) 0,025 0,01 (-8,15,0,01) 0,165 0,595
30 0,01(-0,60,4,18) 0,490 0,01 (-0,60, 0,01) 0,315 0,642
TNF- a (pg/ml) 1 0,01 (0,01,1,92) 0,365 0,01 (-3,66,0,01) 0,097 0,043
3 0,01 (0,01,1,67) 0,850 0,01 (-1,30, 0,29) 0,889 0,440
30 0,01(0,01,2,12) 0,237 0,01 (-1,10, 0,67) 0,360 0,199
Carbonilos 1 440 (-3300,2200) 0,887 -1870(-3135,-880) 0,107 0,256
(nmol/ 3  -330(-1870,660) 0,407 1650 (-770,2860) 0,362 0,089
mg prot) 30 0,01(-1650,2090) 0,166 1650 (-990,2860) 0,582 0,391
DPPH 1 0,01 (-73,6,70,0) 0,820 -19,4 (-106, 71,4) 0,362 0,553
(mmol/Trolox) 3 0,01 (-8,53,111) 0,484 -18,7 (-139, 104) 0952 0,113
30 0,01(-74,0,90,6) 0,679 0,01 (-119,94,1) 0,465 0,686
Melatonina 1 10,9 (0,60,26,9) 0,003 14,3 (-4,43, 29,2) 0,031 0,881
(pg/ml) 3 16,0 (1,17,32,7) 0,007 12,4 (-4,53,37,1) 0,020 0,632
30 13,6(0,96,26,2) 0,000 17,5 (12,6, 34,7) 0,000 0,099

Tabla 8. Las comparaciones se realizan con la prueba de rangos con signo de

Wilcoxon. Se representan la mediana y cuartiles inferiores y superiores (percentiles

25y 75).

plcorresponde a las comparaciones intragrupos (vaginal o cesarea). p2 corresponde

a las comparaciones intergrupo (vaginal versus cesarea).

1: calostro; 3: leche de transiciéon; 30: leche madura.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Figura 9. Cambios en el contenido de melatonina en la leche materna en las diferentes fases de la lactancia,
durante el dia y la noche, en funcién del tipo de parto
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Figura 8. Evolucién en el contenido en melatonina en leche materna en las diferentes
fases de la lactancia estudiadas en el primer mes tras el parto. Las lineas
discontinuas representan el grupo de parto por cesarea. Los valores diurnos se
representan sobre fondo blanco. Los valores nocturnos se representan sobre fondo
negro.
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

6.9.4. Correlaciones con los valores de melatonina.

6.9.4.1. Correlaciones entre melatonina y el resto de variables.

O

En el grupo de parto vaginal, no se observan correlaciones importantes
entre melatonina y los parametros de estrés oxidativo en calostro ni en la
leche de transicion. Se observa correlacion negativa moderada entre la
melatonina y el contenido en grupos carbonilo en la leche materna madura
diurna (tal cual aumenta el contenido en melatonina, disminuye el
contenido en grupos carbonilo; R =-0,53).

En el grupo de cesareas, se observa correlacion positiva entre melatonina y
grupos carbonilo, asi como entre melatonina y DPPH en el calostro diurno
(a mas contenido en melatonina, mas contenido en grupos carbonilo y
DPPH; R= 0,50 y R = 0,70 respectivamente). Ademas, cuando se trata del
calostro nocturno en el grupo de cesareas, la correlacién entre el contenido
en melatonina y los grupos carbonilo es negativa (tal cual aumenta el
contenido en melatonina, disminuye el contenido en grupos carbonilo; R =

- 0,66). (Tablas 9; Tabla 10; Figura 10; Figura 11; Figura 12).
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Tabla 9. Correlacién del contenido de cada una de las variables inflamatorias (IL6, TNF- « e IFNy) en leche
materna respecto al de melatonina en funcién del tipo de parto, del momento del dia y del momento de lactancia.

Vaginal Cesarea

Variable Momento Dia n Coef. p n Coef. p
IL6 (pg/ml) Dia 1 20 -042 0,065 17 032 0,207
3 18 -0,36 0,139 18 -0,33 0,180
30 17 0,03 0,900 13 0,47 0,108
Noche 1 19 -0,14 0,571 16 -0,20 0,449
3 17 -0,08 0,752 15 0,20 0,485
30 15 -0,20 0,468 14 0,33 0,249
TNF- a (pg/ml) Dia 1 20 -032 0,163 17 031 0,222
3 18 -044 0,067 18 -0,13 0,597
30 17 0,12 0,652 13 048 0,096
Noche 1 19 -023 0,334 16 -0,01 0,960
3 17 0,03 0,909 15 0,11 0,695
30 15 -0,52 0,049 14 0,23 0,422
IFNY (pg/ml) Dia 1 20 -031 0,180 17 042 0,091
3 18 -0,13 0,621 18 -0,37 0,129
30 16 -0,03 0,909 13 0,46 0,116
Noche 1 19 -032 0,176 16 -0,31 0,245
3 17 016 0,549 15 0,08 0,769
30 15 -0,02 0,950 14 0,19 0,526

Tabla 9. Comparacién de los coeficientes de correlaciéon de Spearman para las
variables inflamatorias y el contenido en melatonina en la leche materna en funcién
del tipo de parto. 1: calostro; 3: leche de transicion; 30: leche madura
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Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Tabla 10. Correlacion del contenido en productos de estrés oxidativo (grupos carbonilo) en leche materna y del
contenido antioxidante de la leche materna, respecto al de melatonina en funcidn del tipo de parto, del momento
del dia y del momento de lactancia.

Variable Vaginal Cesarea
Momento Dia n Coef p n Coef p
Carbonilos (nmol/mg Dia 1 10 0,36 0,313 3 0,50 1,000
proteina) 3 14 0,13 0,669 7 -0,41 0,355
30 14 -0,53 0,052 10 0,14 0,700
Noche 1 7 -0,39 0,396 6 -066 0,175
3 16 0,36 0,170 6 -037 0497
30 11 0,07 0,839 12 -0,35 0,272
DPPH (mmol/equival Dia 1 19 -0,12 0,630 17 0,70 0,002
Trolox) 3 15 0,18 0,510 18 042 0,081

30 16 0,00 0,991 13 0,19 0,529

Noche 1 16 0,21 0,444 16 -0,12 0,655
3 15 -0,09 0,746 15 0,38 0,162

30 13 0,13 0,672 14 037 0,197

Tabla 10. Comparacién de los coeficientes de correlacién de Spearman para las
variables inflamatorias y el contenido en melatonina en la leche materna en funcién
del tipo de parto. 1: calostro; 3: leche de transiciéon; 30: leche madura

130



Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

Figura 10. Grdficas de dispersion para las correlaciones del metabolismo oxidativo con el contenido de
melatonina

Correlacion = -0.66 (p =0.175)

24420 1 *
19910
£
©
£ .
(=
o 15400
o
=
S
2
[}
© 10890 1

.
*
6380 - d
T T T T 1
30 39 48 58 67

Melatonina (pg/mL)

Figura 9. Grafico de dispersién donde se representa la correlacién entre los valores de
melatonina (eje de las X) con los del contenido en grupos carbonilo (eje de las Y), en las
muestras de calostro materno nocturno procedente de madres con antecedente de parto por
cesarea. Coeficiente de correlacién R = -0.66, n= 6

Figura 11. Grdfico de dispersion para las correlaciones entre melatonina y grupos carbonilo

Correlacién = -0.53 (p = 0.052)
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Figura 10. Grafico de dispersién donde se representa la correlacién entre los valores de
melatonina (eje de las X) con los del contenido en grupos carbonilo (eje de las Y), en las
muestras de leche materna madura diurna procedente de madres con antecedente de parto
vaginal.

Coeficiente de correlacién R = -0.53; n = 14
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Figura 12 . Grdfico de dispersion para las correlaciones entre melatonina y capacidad antioxidante

Correlacién = 0.70 (p = 0.002)
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Figura 11. Grafico de dispersién donde se representa la correlacién entre los valores de
melatonina (eje de las X) con los de la capacidad antioxidante (eje de las Y), en las muestras
de calostro materno diurno procedente de madres con antecedente de parto por cesarea.

Coeficiente de correlaciéon R = 0.70, n=17.
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6.9.4.2. Correlacién entre la evolucion en el contenido de melatonina y la evolucién
experimentada por el resto de variables.

e Enlo que respecta alos partos por cesarea, por un lado, la evolucién que
experimentan los parametros inflamatorios desde el primer dia, presenta
una correlaciéon positiva con la evolucién que muestra el contenido en
melatonina durante la noche. Esto es asi, tanto para el TNF- a como el [FNYy,
al tercer y treinta dia tras cesarea respecto al primer dia (R = 0,66; R =
0,67; R=0,63; R =0,69, respectivamente). Es decir, a lo largo de la
lactancia durante el primer mes tras la cesarea, el contenido en los
parametros inflamatorios de la leche materna nocturna disminuye
paralelamente al descenso en el contenido en melatonina. (Tabla 11).
Durante el dia, se insinda paralelismo en la forma de evolucionar de la
melatonina y el contenido en grupos carbonilo, ya que la variacién que
experimentan al dia 3 y 30 presenta correlacién positiva, en el grupo de
cesarea (R=1y R = 0,50, respectivamente), pero estos hallazgos
representan una n pequeila en nuestro estudio. Podria existir una
disminucion paralela de los parametros de estrés oxidativo en leche
materna diurna detectados precozmente tras el parto por cesarea, junto al
descenso en el contenido en melatonina en leche materna diurna a lo largo
del primer mes, tras el parto por cesarea. Sin embargo, ocurre al contrario
cuando se trata de las muestras nocturnas (R=-1yR =-0,9,
respectivamente). Es decir, por la noche tras el parto por cesarea, el
descenso progresivo en el contenido en grupos carbonilo en la leche
materna seria contrario al incremento en el contenido en melatonina
nocturna. Ademas, se observa que en el grupo de cesareas, existe una

correlacién positiva fuerte entre la evolucidén que experimenta en la leche
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materna diurna el contenido en melatonina y la de la capacidad
antioxidante (DPPH) al dia 30 respecto al primer dia, siendo la n estudiada
mas representativa (R = 0,85). (Tabla 12; Figura 13).

En conclusidn, cuando se trata de partos por cesarea, se observa un
descenso paralelo en el contenido en melatonina y el de productos de
estrés oxidativo en la leche materna diurna a lo largo de la lactancia
durante el primer mes. Durante la noche, a lo largo de la lactancia materna
tras el parto por cesarea, un descenso en el contenido de melatonina
aumentaria el de grupos carbonilo carbonilo. Ademas, el descenso en el
contenido de melatonina en la leche madura diurna tras el parto por
cesarea, supone también un descenso en la capacidad antioxidante total a
lo largo del primer mes tras el parto por cesarea.

En el caso de partos vaginales, al igual que en el caso de partos por cesarea,
existe una fuerte correlacion negativa entre la variacién en el contenido de
melatonina y el de grupos carbonilo en la leche madura nocturna respecto
al del calostro (R =-0,80). Es decir, el descenso en el contenido en
melatonina de la leche materna nocturna a lo largo del primer mes tras el

parto vaginal, provocaria un aumento en el contenido en grupos carbonilo.
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Tabla 11. Correlacién de la forma en que evolucionan las variables inflamatorias (IL6, TNF- a e IFNy ) en leche
materna respecto a la de la melatonina al tercer y treinta dia tras el parto desde el primer dia, en funcién del tipo
de parto, del momento del dia y del momento de lactancia.

Vaginal Cesarea
Variable Momento Dia n Coef. p n Coef. P
IL6 (pg/ml) Dia 3 17 -0,32 0,211 16 0,43 0,096

30 14 -0,17 0,565 11 0,17 0,620
Noche 3 14 0,01 0976 12 043 0,158

30 10 0,50 0,141 10 0,55 0,102

TNF (pg/ml) Dia 3 17 -022 0,406 16 042 0,106
30 14 -0,44 0,117 11 0,05 0,884
Noche 3 14 -0,04 0,904 12 0,66 0,020

30 10 -0,26 0,464 10 0,67 0,035

IFNy (pg/ml) Dia 3 17 -038 0,136 16 0,45 0,080
30 13 -0,12 0,704 11 0,22 0,515
Noche 3 14 0,05 0874 12 0,63 0,027

30 10 0,06 0879 10 0,69 0,026

Tabla 11. Comparacién de los coeficientes de correlacién de Spearman para la
evolucion que experimentan las variables inflamatorias y el contenido en melatonina
en la leche materna en funcién del tipo de parto a largo del primer mes de lactancia.
3: evolucion desde el calostro a la leche de transicion; 30: evoluciéon desde el
calostro a la leche madura.
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Tabla 12. Correlacién de la forma en que evolucionan los productos de estrés oxidativo (grupos carbonilo), y la
capacidad antioxidante de la leche materna, respecto a la de la melatonina al tercer y treinta dia tras el parto
desde el primer dia, en funcion del tipo de parto, del momento del dia y del momento de lactancia.

Vaginal Cesarea

Variable Momento Dia n Coef. p n Coef. p
Carbonilos Dia 3 7 021 0,662 2 1,00 1,000
30 5 036 0553 3 0,50 1,000
Noche 3 5 -010 0,950 3 -1,00 0,333
30 4 -080 0,333 5 -0,90 0,083
DPPH Dia 3 15 -0,39 0,149 16 041 0,114
30 13 -0,52 0,070 11 0,85 0,002
Noche 3 12 -0,15 0,640 12 0,03 0,921
30 8 -016 0,713 10 -0,04 0919

Tabla 12.Comparacidn de los coeficientes de correlacién de Spearman para la
evolucion que experimenta el metabolismo oxidativo y el contenido en melatonina en
la leche materna en funcién del tipo de parto a largo del primer mes de lactancia.

3: evolucién desde el calostro a la leche de transicion; 30: evolucion desde el

calostro a la leche madura.
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Figura 13. Grdficas de dispersion para la correlacion entre la evolucién que experimenta la capacidad
antioxidante y el contenido en melatonina en leche materna a lo largo del primer mes de lactancia

Correlacién = 0.85 (p = 0.002)
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Figura 12. Grafico de dispersién donde se representa la correlaciéon entre la evolucién que
experimenta la melatonina (eje de las X) con la de la capacidad antioxidante, DPPH (eje de
las Y), en las muestras de leche materna madura diurna procedente de madres con
antecedente de parto por cesarea. Coeficiente de correlaciéon R = 0.85; n =11
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7. COMENTARIOS DE LOS RESULTADOS

PARAMETROS INFLAMATORIOS EN LECHE MATERNA EN FUNCION DEL TIPO DE PARTO

Esta demostrado a nivel bioquimico, que en el parto normal estan implicados una
compleja red de fendmenos inflamatorios y de estrés oxidativo (100,158-160). Existe
heterogeneidad en lo referente a las diferencias en cuanto a dafio inflamatorio en funciéon
del tipo de parto. Ademas, las investigaciones al respecto se basan fundamentalmente en
muestras de plasma, liquido amniotico o biopsias de tejidos amnioticos y/o fetales.

En nuestro estudio, se encontré mayor contenido en algunos parametros
inflamatorios en la leche materna correspondiente a los primeros dias tras el parto por
cesarea (mayor contenido en IL6 y TNFa en calostro y leche de transicién diurnos). Estas
diferencias no resultaron estadisticamente significativas. Estos hallazgos van en
consonancia con algunos estudios, que demuestran una mayor repercusion tras el parto
por cesarea en cuanto a los parametros inflamatorios se refiere, al demostrar mayor
contenido en citoquinas en sangre materna o neonatal, o en membranas placentarias o
amnioéticas. Bessler et al, tras comparar interleucinas en plasma de madres y recién
nacidos via parto vaginal versus cesarea, encontraron mayores niveles de TNFa en los
recién nacidos con antecedente del parto por cesarea, medido al segundo dia de vida
(161). En el mismo sentido, Hu et al observaron mayor expresion de algunas interleucinas,
como la IL-6, IL-8 o IFNY en las placentas de madres tras parto por cesarea no urgente, al
compararlas con placentas procedentes de madres sanas tras parto vaginal, tratandose de
una cohorte grande de casi 2000 mujeres sanas con partos a término y una prevalencia de
cesarea del 50% (162).

Nuestro estudio afiade valor a estos hallazgos, demostrandose también este
incremento en los parametros inflamatorios en la leche materna tras el parto por cesarea.
Ademas, se observa una progresion descendiente en el contenido de algunos marcadores

inflamatorios (IL 6 y TNF o) a lo largo de la lactancia cuando se trata de partos por
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cesarea: es decir, existe menos contenido inflamatorio en la leche madura tras cesarea,
respecto al encontrado en el calostro tras el parto por cesarea. Esta tendencia
longitudinal se observa tanto en la leche materna diurna como en la nocturna. Este
descenso progresivo en los pardmetros inflamatorios tras el parto por cesarea a lo largo
del primer mes sugiere una mejoria paulatina en el dafio inflamatorio ocurrido tras dicho
procedimiento quirdrgico.

Estas variaciones en los pardmetros inflamatorios no se observan en ninguna de

las fases de la lactancia cuando se trata de partos vaginales.
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METABOLISMO OXIDATIVO EN LECHE MATERNA EN FUNCION DEL TIPO DE PARTO

Desde el trabajo de Yaacobi et al, en 1999, donde se demostré que el trabajo de
parto desencadena fendmenos de estrés oxidativo, objetivables tanto en sangre materna
como neonatal (133), son numerosos los estudios en la busqueda de cambios o
consecuencias secundarias al estrés oxidativo perinatal bajo circunstancias especiales
como la prematuridad o la practica de una cesarea (104,105,160,163,164). En lo que
respecta a las diferencias a nivel de estrés oxidativo dependiendo del tipo de parto, existe
heterogeneidad de variables y hallazgos en diferentes estudios. Las variables y
circunstancias estudiadas hasta la fecha presentan muchas diferencias entre si, pero
practicamente en su mayoria, las investigaciones estan realizadas sobre plasma o sangre
materna y de recién nacido.

En nuestro estudio, buscando diferencias exclusivamente en leche materna, se
observa mayor contenido en productos de estrés oxidativo, como los grupos carbonilo,
aunque no de forma estadisticamente significativa, en las muestras de calostro diurno tras
los partos por cesarea respecto al procedente de madres que parieron via vaginal. Dichos
resultados apoyan la hipo6tesis de mayor estrés oxidativo tras la practica de una cesarea.
Nabhan et al encontraron también datos a favor de mayor repercusion en dafio oxidativo
al determinar productos de peroxidacion lipidica, en concreto, malonilaldheido, en sangre
venosa umbilical tras el parto por cesarea al compararlos con partos vaginales no
complicados (165). En el mismo sentido, Mutlu et al encuentran mayor estrés oxidativo
tanto en sangre materna como neonatal tras la practica de una cesarea (128). Otras
investigaciones, o bien no encontraron diferencias significativas dependiendo del tipo de
parto (131,132), o bien encontraron mayor estrés oxidativo en plasma de recién nacido
tras parto vaginal al compararlo con el de parto por cesarea electiva, como en el estudio de

Vakilian et al (166).
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Coincidente con nuestros resultados, Simsek et al encontraron mayor estrés
oxidativo en leche materna del segundo dia tras el parto por cesarea, al compararla con la
leche materna tras parto vaginal (167).

Aunque nuestras diferencias no son significativas, y a pesar de encontrar menos
contenido en grupos carbonilo en la leche materna inmediatamente tras el parto vaginal, si
lo es el descenso que experimenta el contenido en grupos carbonilo en la leche madura al
mes tras el parto vaginal con respecto al que habia en el calostro de ese mismo grupo. Al
buscar diferencias entre grupos, no se encontraron diferencias en cémo evolucionan estos
pardmetros de estrés oxidativo a lo largo del primer mes, entre ambos grupos: existe un
descenso progresivo, independientemente del tipo de parto, pero este descenso es mas
evidente cuando se trata del grupo de partos vaginales. Es decir, el dafio oxidativo va
desapareciendo progresivamente durante el primer mes, sin embargo, el contenido en
grupos carbonilo es mayor en la leche materna madura nocturna si el parto ha sido por
cesdarea.

Tal cual se sugiere en otras investigaciones, el parto, tanto si es vaginal como si es
por cesarea, desencadena fendmenos de estrés oxidativo detectables tanto en plasma de
madres y/o sus recién nacidos (102,104) . Nuestro estudio sugiere, que la leche materna
refleja, al igual que el plasma, signos bioquimicos de estrés oxidativo que persisten incluso
al mes del parto en el caso de parto por cesarea. Watanabe K. et al encontraron mayor
estrés oxidativo en sangre materna tras la practica de una cesarea al compararla con
partos vaginales a término, pero menor estrés oxidativo en sangre de recién nacidos
(arteria umbilical) tras el parto por cesarea (129). Es decir, el estrés oxidativo es mayor en
las madres a las que se les practic6 una cesarea, pero menor en los recién nacidos por
cesarea. Nuestros resultados en este sentido, apoyan los resultados de Watanabe al
demostrar, ademas, mayor estrés oxidativo en le leche materna de madres con el

antecedente de parto por cesarea.
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MELATONINA EN LECHE MATERNA EN FUNCION DEL TIPO DE PARTO

Nuestro estudio demuestra que existe ritmicidad en contenido de melatonina en la
leche materna en condiciones de normalidad a lo largo del dia, independientemente del
tipo de parto, del mismo modo que ocurre fisiol6gicamente en plasma. Este ritmo
circadiano de la melatonina en la leche materna se observa en las tres fases de la lactancia
materna: calostro, leche de transicién y leche madura.

Existe sélo un estudio que describe el ritmo circadiano de la melatonina en la leche
materna, pero se trata de un estudio realizado s6lo en 10 madres, y donde no se tienen en
cuenta factores como el tipo de parto u otras condiciones maternas (168). En nuestra
investigacion se seleccioné previamente a las madres, con el objetivo de incluir s6lo
aquellas que presentaran unas condiciones de normalidad o ausencia de enfermedades
crénicas con dafio oxidativo previo o durante la gestacién. El tamafio de la muestra
estudiada es mayor que lo publicado hasta el momento. De esta forma, la muestra
seleccionada es mas representativa y extrapolable a la poblacién general en nuestro
medio.

En nuestro estudio, el principal resultado es que el contenido en melatonina en las
muestras de calostro diurno en las primeras 24 horas tras el parto por cesarea es mayor al
comparar con el grupo de partos vaginales. Estos hallazgos son similares a los de otros
estudios, donde los niveles de melatonina en el calostro materno tras cesarea electiva son
mayores respecto a los de cesarea urgente (169). Sin embargo, contrario a nuestros
resultados, en el estudio de Nami Kalem et al., los niveles de melatonina tras parto vaginal
son mayores que los de parto por cesarea. En este estudio los partos prematuros si estan
incluidos, asi como los recién nacidos asficticos. Sin embargo, los pacientes con estas
caracteristicas fueron excluidos en nuestra investigacidn, lo cual influye en los resultados
finales. De hecho, algunos estudios recientes, como el de Qin et al (170), encontraron mas
contenido en melatonina en la leche materna nocturna de madres con partos prematuros,
respecto al de madres con antecedente de parto a término, siendo significativamente
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mayor el pico de melatonina en el calostro del grupo de prematuros respecto al del grupo
de nifios a término (2,4 + 1.04).

En nuestro estudio, a pesar de encontrar mayor contenido en melatonina durante
el dia en las muestras de calostro tras cesarea, el contenido nocturno de melatonina en
dicho grupo es también significativamente mayor que el diurno, por lo tanto, sigue
existiendo ritmicidad a lo largo del dia. Estas fluctuaciones ritmicas demostradas en el
contenido de melatonina en la leche materna son esenciales desde el punto de vista de la
cronobiologia, e imprescindibles para marcar los ciclos dia/noche de los recién nacidos,
dado que la sintesis propia de melatonina no se inicia hasta el sexto mes de vida
aproximadamente. Este hecho refuerza la importancia de la lactancia materna para el
desarrollo neurolégico infantil y revela que la leche humana es una fuente poderosa de
informacién en cuanto a crononutricién para el recién nacido. Las variaciones
cronobioldgicas de la leche humana pueden, incluso en la leche humana extraida,
representar un mecanismo adicional que mejora la adaptacion del recién nacido
amamantado a las condiciones ambientales. Dado que la leche materna extraida es la
opcidn que se ha demostrado mas segura para la alimentacidén de neonatos que no pueden
amamantar directamente, especialmente los neonatos de alto riesgo, como los grandes
prematuros, seria deseable coordinar los horarios de administracién de la leche humana
extraida en funcién del momento del dia en el que tuvo lugar la extraccion (154,171). De
hecho, otros componentes tanto a nivel hormonal, como a nivel de micro o
macronutrientes provocan estimulos circadianos que contribuyen al bienestar del recién
nacido (153). Lima et al demostraron mayor degradacién, y por lo tanto, menos contenido
en vitamina B1 y B2 en muestras de leche materna extraida expuesta a la luz (152). Existe
una revision reciente donde se encuentra suficiente evidencia en la literatura cientifica
que demuestra que la composicion de la leche materna es dindmica a lo largo del dia,

especialmente en algunos de sus componentes bioactivos, como el triptéfano, la
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melatonina, el cortisol, asi como algunas vitaminas y hierro, presentando variaciones entre
el dia y la noche(172).

Las condiciones luminicas en las que se recoge, se almacena y se procesa la leche
materna son fundamentales para conservar los ritmos circadianos de muchos de sus
componentes. Si las condiciones luminicas en la metodologia de tratamiento de la leche
materna no respetan la oscuridad, los resultados obtenidos podrian verse alterados
(154,173). Esto podria justificar en gran parte la dificultad y heterogeneidad en lo
publicado hasta la fecha. En nuestra investigacion, las condiciones de poca luz se
respetaron durante todo el proceso de recogida, almacenamiento y procesamiento de las
muestras, mediante el uso de envoltorio opaco, la utilizacién de focos de luz tenue alejados
de las madres, y el mantenimiento en congelador cerrado en oscuridad en todo momento.

Dado el disefio longitudinal del estudio, con el objetivo de investigar la tendencia
que experimenta el contenido de melatonina en la leche materna a lo largo de las
diferentes fases de la lactancia, se observa que el comportamiento ritmico encontrado en
la leche materna, al igual que ocurre en sangre, es invariable en las distintas fases de la
lactancia estudiadas (calostro, leche de transicién y leche madura) e independiente al tipo
de parto. Estos hallazgos son similares a los encontrados por Qin et al, donde el pico de
melatonina fue mayor en las muestras de calostro nocturno en el grupo de prematuros, y
la ritmicidad en el contenido de melatonina en la leche materna se mantuvo en las
diferentes fases de la lactancia, tanto en el grupo de prematuros, como en el caso de partos
a término (170).

El incremento en el contenido en melatonina en la leche materna nocturna
corresponde a lo esperable segtin la fisiologia de la secrecién humana de melatonina, lo
cual demuestra la validez y fiabilidad de la técnica usada para la determinacion de la
melatonina en la leche materna.

Por otro lado, tal cual progresa la lactancia, a lo largo de las diferentes fases
estudiadas, el contenido en melatonina disminuye progresivamente, tanto durante el dia
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como por la noche, en ambos grupos: vaginal y cesarea; pero el descenso es mas marcado
en la leche de transicion respecto al calostro, tras el parto por cesarea. El contenido en
melatonina en la leche madura, al mes de vida, no muestra diferencias en funcién del tipo
de parto, lo cual apoya la hip6tesis de que la melatonina ejerce un papel protector para el
recién nacido frente al dano inflamatorio y oxidativo los primeros dias de vida.

La hipétesis de que el dafio inflamatorio y oxidativo es mayor si se practic6 una
cesarea, se ve apoyada por los cambios observados en el contenido en melatonina en la
leche materna procedente de madres tras el antecedente de cesarea durante el primer
mes, ya que, cuando se trata de partos vaginales, el contenido en melatonina en leche
materna no experimenta las variaciones observadas en el grupo de cesareas, y permanece

mas estable de forma global.
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ASOCIACION ENTRE MELATONINA, INFLAMACION Y ESTRES OXIDATIVO EN LECHE
MATERNA EN FUNCION DEL TIPO DE PARTO

Nuestros resultados apoyan la hipétesis formulada de que la melatonina en leche
materna podria ejercer un papel antioxidante protector en el recién nacido.

En las primeras horas tras la practica de una cirugia mayor, como es el caso del
parto por cesarea, donde existe mas estrés oxidativo e inflamatorio en las madres, tal cual
se refleja en los parametros de inflamacion y estrés oxidativo en el calostro materno, se
observa también mayor contenido en melatonina, paralelamente al mayor contenido en la
capacidad antioxidante total en comparacidn con los partos vaginales. Ademas, la
asociacidn entre la melatonina y los pardmetros de estrés oxidativo, asi como con la
capacidad antioxidante total, es positiva en el calostro diurno tras la practica de una
cesarea, mientras esta asociacidn se negativiza en las muestras nocturnas, de modo que, a
mayor contenido de melatonina en el calostro diurno, mayor es el contenido en grupos
carbonilo, pero también la capacidad antioxidante total. En las muestras nocturnas del
mismo grupo, a mayor aumento en el contenido en melatonina, menor es el contenido en
grupos carbonilo.

Existen algunos estudios donde se han descrito alteraciones en la secrecién de
melatonina tras factores estresantes inflamatorios, como en el caso de parto por cesarea,
encontrando los autores ausencia en el pico nocturno de melatonina en leche materna al
tercer dia post-cesarea en un grupo de 9 madres. Pontes et al compararon el nivel de
melatonina en la leche materna de mujeres con parto vaginal versus cesarea al tercer dia
de vida del bebé(63). En este estudio hubo un aumento nocturno en los niveles de
melatonina en la leche materna después del parto vaginal pero no después de una cesarea.
Por otro lado, no se detectaron diferencias significativas entre la secrecién diurna y
nocturna de melatonina en el calostro de las madres del grupo de cesareas al tercer dia de
vida. Los autores sugieren que un mayor nivel de TNF « en el caso de una cesarea podria
bloquear la produccién de melatonina a nivel pineal. Los resultados observados en nuestra
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investigacion pueden deberse, por un lado, a diferencias en los procedimientos
quirurgicos. Cabe sefialar que las indicaciones y condiciones de las cesareas en las pasadas
décadas eran muy diferentes a las de hoy en dia. Debido a la mejora en los procedimientos
de anestesia, la cesarea electiva es menos estresante y podria estar asociada con una
inflamacién menos intensa (174). En nuestra investigacion, se realizé anestesia epidural
en todas las madres incluidas independientemente del modo de parto. Ademas, se
excluyeron cesareas de emergencia o madres bajo anestesia general. Por lo tanto, las
caracteristicas de la poblacién estudiada son mas homogéneas y se esperan unos efectos
inflamatorios u oxidativos menos adversos. De hecho, en el estudio de Pontes et al. no
existe variacion en el contenido de melatonina diurno respecto al nocturno tras la practica
de cesarea, lo cual estd en consonancia con nuestros hallazgos (mayor contenido de
melatonina diurna en el calostro tras la practica de una cesarea, similar al contenido
nocturno). Esta ausencia en el descenso fisiolégico diurno de melatonina tras un evento
inflamatorio importante, como una cesarea, podria ser reflejo de un efecto protector frente
al dafio oxidativo. Ademas, por otro lado, en nuestra investigaciéon se recogié calostro
dentro de las primeras 24 horas tras el parto o cesarea, a diferencia del método de
recogida en el estudio de Pontes, que se realizé mas tarde, al tercer dia tras el parto,
momento donde los mecanismos estresantes que podrian estar presentes tempranamente
tras el parto, podrian empezar a mejorar, lo cual influiria en los resultados obtenidos.

Hay diversos estudios con el objetivo de determinar diferencias en cuanto a estrés
oxidativo se refiere, dependiendo del tipo de parto, con resultados muy heterogéneos
(117,123,125,126,128,166,175,176). Algunas investigaciones encuentran mayor estrés
oxidativo, bien mediante la determinacién de productos de estrés oxidativo (176), o bien
mediante la medicidn en el contenido enzimatico antioxidante (126) en cordén umbilical.
Ademas, algunos estudios encuentran mayor contenido en los parametros de estrés
oxidativo tanto en sangre materna como en sangre del recién nacido, tras la practica de
una cesarea (128). Una revision reciente concluye no encontrar diferencias
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estadisticamente significativas en los parametros de estrés oxidativo a nivel neonatal en
funcioén del tipo de parto (135). Toda la investigacion esta realizada fundamentalmente en
muestras de sangre o plasma. Existe una falta de estudios o andlisis de la leche materna en
este sentido.

Nuestro estudio se basa en el estudio de los parametros de estrés oxidativo e
inflamacion exclusivamente en leche materna. Se observa de forma global mayor
contenido en los parametros inflamatorios y productos de estrés oxidativo (grupos
carbonilo) en la leche materna procedente de madres con antecedente de parto por
cesarea, y de forma significativa, mayor capacidad antioxidante, asi como mayor contenido
en melatonina en el calostro diurno tras el parto por cesarea. Este mayor contenido en
melatonina y capacidad antioxidante del calostro diurno en las primeras 24 horas tras el
parto por cesarea apoya la hipotesis formulada sobre el papel antioxidante y protector de
la melatonina en la leche materna. Ademas, tal cual avanza la lactancia a lo largo del
primer mes, con la esperable disminucidn progresiva de los parametros inflamatorios, se
observa una tendencia en el descenso paralelo de la melatonina, la capacidad antioxidante
total y los productos de estrés oxidativo en la leche materna diurna, lo que estaria
reflejando la resolucion progresiva del fendmeno estresante de la cesarea.

Qin et al. también encontraron mas pico de melatonina en el calostro nocturno
independientemente de la edad gestacional (170). Ademas, en este estudio, las
concentraciones de melatonina difirieron significativamente en funcion de la fase de la
lactancia, siendo la concentraciéon mas alta detectada la del calostro, seguida de la leche
materna de transicién y madura en ambos grupos (a término y en prematuros). El tipo de
parto no fue considerado en el estudio de Qin et al. Sin embargo, la leche de las mujeres
después del parto prematuro mostré un mayor contenido de melatonina, al igual que lo
publicado por Biran et al, siendo esperable mayor tasa de cesareas en caso de parto
prematuro (177). Estos hallazgos pueden estar en consonancia con nuestros resultados,
donde, por un lado, el contenido de melatonina en el calostro es mayor respecto a otros
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momentos de la lactancia, de forma general. Por otro lado, el contenido en melatonina del
calostro fue mayor después de un contexto inflamatorio importante, como la cesarea en
nuestro caso, o el parto prematuro en los estudios mencionados. De hecho, la evolucion
que experimenta la capacidad antioxidante total de la leche de transicion, respecto a la del
calostro, es significativamente diferente dependiendo del tipo de parto: en el caso de parto
por cesarea, la capacidad antioxidante total de leche de transicién diurna disminuye
respecto a la del calostro, y es menor a la procedente de madres tras parto vaginal, donde
aumenta respecto a la del calostro. Del mismo modo, el contenido en melatonina
desciende significativamente en la leche de transicion respecto a la del calostro tras el
parto por cesarea.

Es decir, podria afirmarse que existe un aumento en la producciéon de melatonina
precozmente tras la practica de una cesarea electiva, consecuencia del dafio inflamatorio y
oxidativo, detectable en la leche materna diurna en las primeras 24 horas tras la cesarea
(calostro). Tal cual avanza la lactancia tras la practica de una cesarea, el aumento en el
contenido de melatonina se asocia a un descenso en el contenido en grupos carbonilo,
como puede observarse en la leche materna madura durante la noche.

Ademas, alo largo del primer mes, existiria un consumo en la capacidad
antioxidante de la leche materna: tras el aumento en los primeros dias tras el parto por
cesarea para contrarrestar el dafio oxidativo e inflamatorio producido, se observa un
descenso en la capacidad antioxidante total, de modo que la leche de transicion tras el
parto por cesarea presenta menor capacidad antioxidante total al compararla con la de

madres que parieron via vaginal en esa fase de la lactancia.
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8.CONCLUSIONES

Nuestro estudio contribuye a ampliar los conocimientos del papel fundamental de
la lactancia materna en el recién nacido, ademas desde el punto de vista de la
cronobiologia.

Los resultados obtenidos aportan informacién desde la que basar futuras
investigaciones, ya que, con una intencion descriptiva, la muestra utilizada es mayor que lo
publicado hasta el momento, e incluye a madres sanas, sin patologias crénicas, y con
partos a término. Al excluir madres con riesgo de patologia obstétrica relacionada con el
estrés oxidativo, se minimiza el principal inconveniente encontrado para la comparaciéon
de resultados de los estudios publicados hasta la fecha, debido a la heterogeneidad
existente en el tipo de poblacién incluida en los diferentes estudios. De esta forma, la
muestra seleccionada es mas representativa y extrapolable a la poblacién general en

nuestro medio.
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Nuestros principales hallazgos son:

IL.

II1.

IV.

VL

VIL

El contenido en melatonina diurna en leche materna tras la practica de una cesarea
es significativamente mayor en las primeras 24 horas, al compararla con la de la
leche materna tras un parto vaginal.

Existe ritmicidad en el contenido de melatonina en leche materna a lo largo del dia,
en condiciones de ausencia de patologia e independiente al tipo de parto.

El método utilizado para la determinacion del contenido en melatonina en la leche
materna en cualquiera de las tres fases estudiadas, tanto en su forma de recogida y
almacenamiento, como su procesamiento y determinacion a nivel bioquimico
demuestra validez y fiabilidad, debido al paralelismo en el ritmo circadiano
objetivado con el descrito en el plasma.

En los primeros dias tras el parto, la capacidad antioxidante de la leche materna de
transicion diurna tras el parto por cesarea es significativamente menor que la
procedente de mujeres tras parto vaginal, en ese mismo momento de la lactancia.
La forma en la que evoluciona la capacidad antioxidante de la leche materna en los
primeros dias es significativamente diferente dependiendo del tipo de parto: se
observa un descenso de la misma al tercer dia tras el parto por cesarea; mientras
que un aumento significativo si se trata de parto vaginal, lo que podria
corresponder a un mayor consumo antioxidante los primeros dias tras la cesarea.
La leche materna procedente de madres tras un parto por cesarea presenta mayor
contenido tanto en parametros inflamatorios como en parametros de estrés
oxidativo de forma precoz en las muestras de calostro diurno en las primeras 24
horas tras la cesarea, lo cual podria ser reflejo del dafio secundario al
procedimiento quirtrgico.

Los parametros de estrés oxidativo en la leche materna disminuyen a lo largo del

primer mes, sin diferencias en esta forma de evolucionar entre ambos grupos, pero

155



Papel de la melatonina en la capacidad antioxidante del calostro y leche humana madura.

Diferencias entre parto vaginal y parto por cesdrea.

VIIL

IX.

XL

este descenso resulta significativo en las muestras de leche madura diurna
respecto al del calostro, en el grupo de partos vaginales.

A pesar de que el dafio oxidativo va desapareciendo durante el primer mes, éste
permanece significativamente mas alto en la leche materna madura nocturna si el
parto fue por cesarea.

Globalmente, existe un descenso en melatonina a lo largo del primer mes de
lactancia. Este descenso en melatonina va en paralelo al descenso en los
pardmetros de estrés oxidativo e inflamacion, tras el antecedente de parto por
cesarea.

Respecto a las asociaciones encontradas, se observa asociacién moderada entre el
contenido en melatonina y el de estrés oxidativo en el calostro diurno tras el parto
por cesarea, mientras que esta asociacién se invierte en el calostro nocturno, lo
que podria corresponder a un papel de “limpieza” antioxidante por parte de la
melatonina del calostro diurno en este grupo.

Ademas, esta hipoétesis cobra fuerza al encontrar una asociacién fuerte entre el
contenido en melatonina y la capacidad antioxidante del calostro materno diurno
tras el parto por cesarea, asociacidn paralela o positiva que se observa también en
la forma en la que evolucionan la melatonina y la capacidad antioxidante de la

leche materna desde el primer al dia treinta tras el parto por cesarea.
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