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Tntroduccién

1. INTRODUCCION
1.1 INTRODUCCION A LA LACTANCIA MATERNA

El origen de la lactancia materna es tan antiguo como el origen de
la humanidad y en los seres vivos, desde que existen los mamiferos en la
Tierra. La lactancia materna es el fenomeno biocultural por excelencia y
esta intimamente unida al nino durante los primeros anos de su vida. Sin
ella, probablemente la especie humana no hubiera podido superar los

primeros meses de vida.

Figura 1. Bronce etrusco de la Loba Capitolina (Vulca, s. V a.C),

simbolo representativo de la lactancia y de la proteccion.
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Para empezar debemos considerar al hombre como un mamifero.
Hay mas de un millon de especies animales descritas en la Tierra, y los
mamiferos forman parte de menos del 0,5% de ese total (alrededor de
4300 especies). En la historia de la evolucion, podemos decir que son
relativamente unos “recién llegados”, y aunque son pocas las especies
respecto del total, éstas ejercen una fuerza sobre el ambiente

desproporcionada.

Dentro del Phylum Chordata, los mamiferos estan agrupados junto
a las ascidias, peces, anfibios, reptiles y aves entre otros, todos ellos
unificados por caracteristicas anatémicas como el soporte del cuerpo, la
transmision nerviosa y la respiracion. Asi, la columna vertebral vuelve a
agrupar a los peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos dentro del

Subphylum Vertebrata.

La mayoria de la informacion que tenemos sobre la evolucion
animal procede de los fosiles. Sin embargo, éstos no nos dan la

informacioén necesaria para distinguir a los mamiferos modernos.

Podemos decir de los mamiferos que son animales portadores de
mamas (de ahi el término “mamifero”), lactogénicos, hirsutos,
homeotermos, que nutren a su descendencia con leche y que son animales
de sangre caliente. De todas ellas, la caracteristica mas importante para
diferenciarlos de los reptiles es la homeotermia. Asi, en periodo de
actividad, la mayoria de los mamiferos mantienen una temperatura
corporal entre 35-38 ° C. El cuerpo recubierto de pelo, ademas les sirve de

aislante.
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La produccion de leche en los mamiferos para el mantenimiento de
sus crias depende mucho de la estabilidad de la temperatura, siendo ésta

necesaria para un correcto funcionamiento de las glandulas mamarias.

El nacimiento marca el comienzo, pero también es el fin. Para el
recién nacido, es el comienzo de su vida y para la madre es el fin del
periodo de gestacion. Asi se acaban los cuidados prenatales para dar paso
a los cuidados postnatales. La nutricion del recién nacido vendra en forma

de leche a través de las mamas de su madre [1].

Es bastante complicado encontrar referencias historicas sobre la
practica del amamantamiento en la Edad Antigua. Aun asi, los datos que
podemos encontrar son breves descripciones hechas por unos pocos

escritores sobre salud infantil.

Durante la mayor parte de la historia, no se ha encontrado un
sustituto eficaz de la leche materna, pero ya desde bien antiguo se le
intentaba buscar alguno. Asi, en el papiro egipcio encontrado en Tebas
por Ebers (principio de la XVIII dinastia, 1587-1328 a.C.), se describen
algunos métodos para estimular el flujo de leche en mujeres lactantes y

también para clasificar la leche como buena o mala.

En la antigiiedad, era la religion o la mitologia quienes intervenian
en cada etapa de la vida, y por tanto quienes establecian las pautas del
dia a dia. Ya figuraba la leche como elemento fundamental para la
existencia del hombre y esencial para la procreacion. Asi, los judios en la
Edad Antigua obligaban a que se diera el amamantamiento, siendo

castigadas las nodrizas y quienes usaran lactancia artificial.
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Ademadas de esto, hay otras referencias a la leche como la del Antiguo
Testamento, cuando Sara amamantaba a su hijo Isaac, el cual tuvo junto

a Abraham cuando éste tenia 90 anos.

En la mitologia romana esta la historia de Romulo y Remo, quienes
fueron colocados por su madre (Rea) dentro de una cesta en el rio Tiber, a
fin de evitar su asesinato. La cesta encalld a unos 20 Km. de la
desembocadura y se dice que fueron amamantados por una loba, hasta

que un pastor los encontro (Figura 1).

También hay algunas referencias en las recetas que prescribian los

médicos egipcios (los de mayor reputacion en la antigtiedad):

Carne de lagarto
Sangre de murciélago
Matriz de gato
Estiércol de cocodrilo
Semen y testiculos de burro
Vulva de perro

Leche de mujer

En muchas ocasiones, las madres biologicas no podian alimentar a
sus hijos debido a que éstas enfermaban, morian o tenian que trabajar. La
necesidad de alimentarlo por otras vias se vio solucionada con la
aparicion de las nodrizas. Estas mujeres, ya desde las civilizaciones mas
tempranas, eran quienes alimentaban a aquellos bebés que no tenian
otro medio para nutrirse. Sin embargo, las nodrizas estaban mal vistas por

los hebreos.
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Sorano de Efeso (93-138 d.C), médico griego que vivio en Roma,
escribio sobre las enfermedades de las mujeres embarazadas. En su

seccion pedidtrica, valoraba la profesionalidad de las nodrizas.

Ademads, trataba las enfermedades de los lactantes a través de éstas,
asi por ejemplo cuando el bebé tenia diarrea, se le administraba a la
Nodriza un astringente y si el nifio estaba con estrenimiento, se le daba a
la nodriza un laxante. Sequramente, Sorano fue el primer “investigador”
que se adentro en como conocer y como profundizar a través de la

nutricion, en los sistemas fisiologicos.

Desde la Era Cristiana hasta la Edad Media, poco hay documentado
de los cuidados que impartian las nodrizas. La medicina occidental estaba
tildada como “misteriosa” y quedaba relegado su uso a los monjes y
sacerdotes, quienes abandonaron gradualmente los conceptos griegos y

romanos [2].

En la Inglaterra del Medievo habia un gran control durante el
periodo perinatal, regulando también la higiene de las mujeres
embarazadas, lo que incluia la alimentacion y el modo de vida antes y
después de que el bebé naciera junto a las necesidades inmediatas del

neonato [3].

Cuando la madre no podia cuidar a su hijo, éste era enviado con
una nodriza y posteriormente a un monasterio, a un convento de monjas
o a trabajar como criado o esclavo para otra familia. Ademds era muy
comun en estos casos el infanticidio, llegando a una crueldad extrema con
estos nifos, quienes podian usarse como “frisbees” (los tiraban al aire),
esclavos o simplemente eran abandonados. Las nodrizas podian
amamantar a la vez a varios lactantes, lo que les provocaba tener los

pechos agrietados, infecciones e incluso enfermedades [4].

Pigina7



Tntroduccién Cristina L. Sénchez Lépez

Durante el periodo Isabelino [5], las sefioras enviaban a sus hijos a
las nodrizas hasta los dos anos de edad, la cual era la edad propicia para
el destete. Las familias ricas contrataban a una nodriza, llegando en
ocasiones a abandonar a sus propios hijos con tal de llevar una vida mas
lucrativa. Se llegaba a tal extremo en donde podia encontrarse “familias”

en las que los hijos no se asemejaban a nadie.

Se consideraba al amamantamiento como algo indigno, propio de
la clase baja o de los animales. Es de esta manera, como se pone de moda
la “lactancia mercenaria” por medio de las nodrizas o madres de leche. El
uso de las nodrizas continuo durante mas de tres siglos, siendo cada vez

mas condenada por los médicos [6y 7].

Tras la Segunda Guerra Mundial, se fue abandonando
progresivamente el uso de la lactancia materna. Asi, en Estados Unidos las
cifras de las madres que amamantaban a sus hijos eran practicamente

indetectables.

Esta moda de no practicar la lactancia materna llego hasta Europa
Occidental, después a Europa Oriental y ya por ultimo se exporto a los
paises menos desarrollados (Africa y Sudamérica), provocando un
aumento en la mortalidad de los lactantes a causa de infecciones
respiratorias, problemas gastrointestinales y trastornos hidroelectroliticos

por la preparacion incorrecta de los biberones.

Debido a estos sucesos, a finales de los arios 70 en los paises mds
desarrollados, se realizaron numerosas campanas de promocion de la
lactancia materna (1974 y 1978, por la Asamblea Mundial de la Salud)

que no tardaron en obtener buenos resultados.
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Esparia no ha sido menos a la hora de sufrir estas variaciones en la
prevalencia de la lactancia materna. Aunque no se hicieron muchos
esfuerzos en impulsarla durante los 70, si se pudo observar un incremento
en su uso, llegando a unas cifras en la actualidad “aceptables” - alrededor
del 80% - (categoria | de la OMS).

1.1.1 PREVALENCIA ACTUAL DE LA LACTANCIA MATERNA EN ESPANA

Aunque en estos momentos no hay un sistema oficial de sequimiento
y monitorizacion de la lactancia materna a nivel nacional, los datos
registrados son gracias al esfuerzo de profesionales sanitarios a nivel
local, los cuales reproducen con poca fiabilidad la situacion real. Aun asi,
hoy dia existe un gran interés por la recuperacion de la lactancia materna
en la alimentacion del lactante en todos los ambitos sociales, culturales y

economicos.

Existen dos publicaciones a nivel nacional que describen la situacion
de los ultimos 20 anos: el articulo de Moran Rey (publicado en 1992) que
recoge datos de todo lo publicado anteriormente y los datos recogidos en
la Encuesta Nacional de Salud (ENS), dirigida por la Direccion General de
Salud Publica y que fue publicada en el afio 2000. En donde se pueden
observar mas datos actuales es en la encuesta de 1997, impulsada por el
Comité de Lactancia Materna de la AEP (Asociacion Espanola de
Pediatria). En ella podemos encontrar los datos recogidos de forma
uniforme durante dos semanas, en numerosas comunidades autonomas a

lo largo de ese ario [8].

Los resultados publicados para las tasas de lactancia materna y su
duracion (Figuras 2y 3) siguen demostrando que estamos muy por debajo
de las recomendaciones que realizan desde hace anos diversas

organizaciones internacionales.
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Sin embargo, se puede observar que esta disminucion ya no es tan
rapida y que un 70% de los lactantes con un mes de vida son
amamantados, el 54.9% a los 3 meses pero solo un 24.8% a los 6 meses y

un 7.2% a los 12 meses.
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1.1.2 LACTOGENESIS

La lactogénesis es el comienzo de la secrecion lactea y se inicia tras
el parto con la disminucion de progesterona en la concentracion

plasmatica, acompanado de la prolactina [10].

La lactogénesis | comienza en el 5° o 6° mes de embarazo con el
aumento de tamario de las mamas, y depende del inicio de funcion de las
células alveolares y del acumulo de secrecion en los alvéolos y conductos.
Las mamas ya pueden producir leche, encontrandose concentraciones de

lactosa y a-lactoalbumina en sangre y orina [11].

Un 95% de las mujeres lactantes deberian estar capacitadas para
amamantar, al menos eso afirman los organismos con autoridad en el
mundo de la lactancia. Sin embargo, en el caso de los paises

desarrollados, las encuestas aportan datos muy inferiores a esta cifra.

La mayoria de las dificultades para amamantar a los bebés surgen
durante los primeros dias de lactancia y se debe a que la produccion de

leche tarda en aparecer unos dias tras el parto.

Teoricamente, este retraso va en contra de las necesidades del recién
nacido, provocando una parada en su ganancia de peso, tardando varios
dias éste, en recuperarse. A este periodo se le denomina lactogénesis Il
(subida de la leche), y representa el momento mas critico para el éxito de

la lactancia.

Esta iniciacion de la secrecion de leche es independiente de la
succion [12 'y 13], pero inmediatamente aumentan los niveles de
prolactina tras ella, incrementandose los niveles de esta hormona a

medida que la succion se hace con mas asiduidad [14].
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Hasta el momento del parto, la produccion de leche en grandes
cantidades esta inhibida por la progesterona. Esta inhibicion es tan
poderosa, que incluso pequenos restos placentarios retenidos pueden

demorar el proceso de produccion de leche en el postparto [15].

Expresion Génica Progesterona

TR
de las Proteinas 4 ) :
+) Prolactina

de la leche ‘T(
( Glucocorticoides
(+]
P
Sintesis de
proteinas lacteas
L%

o-Lactoalbumina

E

RER

Galactosilransferasa Caseina

B-Lactoglobulina

Sintesisde Lactosa Formacicn de la

* Micela de la Caseina
UDP-Galactosa Lactosa
+Glucosa —» +UDP *

Entra agua osmdticamente
en el Golgi y en las

Golgi vesiculas secretoras

Vesiculas
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Lactosa
Agua Proteinas de
la leche

Sales

Descarga del Contenido de las Vesiculas
de secrecidon dentro del limen alveolar

-~

Leche

Figura 4. Diagrama de la secrecion de leche. Las hormonas asociadas al parto
(disminucion de la progesterona y aumento de glucocorticoides y de prolactina)
conducen a la transcripcion del gen de la «-lactoalbumina. EL mRNA de la a-
lactoalbumina se traduce en el RER y la proteina de la a-lactoalbumina actua junto
con la galactosiltransferasa en el aparato de Golgi para la sintesis de la lactosa. En
la sintesis de la lactosa, entra osmoticamente el agua dentro del Golgi y de las
vesiculas secretoras. Este proceso permite la secrecion de grandes cantidades de
leche y es la manifestacion mds obvia de la lactogénesis Il. AL mismo tiempo, la

sintesis de otros componentes de la leche se ve incrementada. [10]
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La succion suprime el efecto inhibidor de la progesterona sobre la
secrecion de la leche (promovida por la prolactina), y por tanto si la
succion no llega a producirse, hay un descenso de la lactogénesis. El
incremento de los niveles de prolactina, favorece la actuacion de enzimas
relacionados con la sintesis de proteinas lacteas y la lactosa [16]. A la
media hora del parto, el nino ya podria ser amamantado, pues ya hay
respuesta [17].

El efecto inhibidor de los estrogenos sobre la lactogénesis no estd
del todo aclarado, pero se sabe que disminuyen la cantidad de prolactina
incorporada a las células del alvéolo mamario, impidiendo el aumento
de receptores de prolactina que normalmente ocurre durante la lactancia
[18]. La prolactina dentro de la célula alveolar estimula la sintesis de la
lactoalbumina y por lo tanto la sintesis y secrecion de la lactosa (Figura
4).

Durante la lactancia, los receptores para progesterona desaparecen
de la glandula mamaria, lo que explica por qué la progesterona no tiene

un efecto supresor de la lactancia una vez que el proceso estd establecido

[19].

La secrecion de la prolactina viene requlada por el hipotalamo por

factores estimuladores e inhibidores [20 y 21]:

- Factores estimuladores: La serotonina y sus precursores y la
tirotropina, asi como los antagonistas de la dopamina y los
depresores centrales de las catecolaminas.

- Factores inhibidores: Los bloqueadores de la serotonina,
dopamina y noradrenalina, la ergotamina y los

anticonceptivos orales con alto contenido en estrogenos.
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La oxitocina es la encargada del descenso de la leche y es secretada
por la pituitaria posterior como respuesta a los impulsos nerviosos del
nucleo paraventricular (NPV) del hipotalamo, siendo éste activado por la
estimulacion de los receptores mecanicos del pezon. Se produce
hiperemia en la glandula mamaria, activa las células mioepiteliales que
rodean los alvéolos y la leche es inyectada en los conductos terminales
[22].

El reflejo del descenso de la leche estd influido por factores
psicologicos [17 y 24]. Asi por ejemplo, el simple hecho de escuchar el
llanto del lactante u otros estimulos cognitivos hace que se expulse leche.
La oxitocina es la hormona de la ternura, hace que la madre y el nifio se

“enamoren”.

También se ha relacionado la accion de la oxitocina con el
desarrollo de la conducta materna y las interacciones madre-hijo [23 y
25].

Se han propuesto dos patrones de mecanismo hormonal durante la

lactogénesis [26]:

- Periodo corto de amamantamiento: Aumento de los valores
basales de prolactina sérica durante 1-3 meses. Tras cada
tetada se produce un pico de prolactina. Es decir, hay
secrecion pulsatil.

- Periodo largo de amamantamiento: Los valores basales de
prolactina sérica estan elevados durante mas de un ano y ello
depende del alto numero de tetadas que da el lactante al dia.

Se mantienen altos los niveles.
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La frecuencia de succion también tiene influencia sobre la secrecion

pulsatil de oxitocina.

Se han emitido hipotesis sobre el papel del oxido nitrico al
comienzo de la lactogénesis. La tetrahidrobiopterina (forma reducida de
la biopterina) puede actuar como cofactor para facilitar la sintesis del
oxido nitrico, y debe tenerse en cuenta que la biopterina es sintetizada en
la glandula mamaria. Por tanto en la lactogénesis, estaria también
involucrado el oxido nitrico, originando los cambios necesarios en la

glandula mamaria para la lactancia [27].

En la eyeccion de la leche actuan tanto los receptores de las células
mioepiteliales, como mecanismos indirectos que inducen relajacion de los
conductos periféricos, liberando péptidos neurogénicos como el
polipéptido intestinal vaso activo (VIP) o el péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP). Ambas sustancias contribuyen a la

relajacion de las células musculares lisas [23].

El mecanismo de la secrecion lactea tiene cinco vias principales. Se

deben considerar los siguientes aspectos (Figura 5) [28]:

) Mecanismo exocitotico responsable de la secrecion de la
mayor parte de las proteinas lacteas, lactosa, citrato y
calcio.

1) Via para la secrecion de la grasa lactea encapsulada en la
membrana plasmadtica.

) Via representada por canales. A través de la membrana
apical es permeable al agua, sodio, potasio, glucosa y
cloro.

v) Mecanismo transcitotico responsable para la secrecion de
la inmunoglobulina A secretora y las hormonas.

V) Mecanismo de la via paracelular que esta cerrado durante

la lactancia y abierto durante el embarazo.
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. Figura 5. Vias de secrecion del epitelio mamario. Los componentes de la leche
pasan de las células secretoras a la luz de los alvéolos por cinco vias: | - Exocitosis, If -
Secrecion de grasas, lll - Secrecion de iones y agua, IV — Transcitosis y V - Via
paracelular. N: Nucleo; TJ: zonula ocludens; GJ: uniones Gap; D: desmosoma; SV:
vesicula secretora; FDA: adipocito saturado; PC: célula plasmatica; BM: membrana
basal; ME: Seccion de la célula mioepitelial; RER: Reticulo endoplasmatico rugoso;
MFG: Globulo de grasa. [29]

1.3 COMPOSICION DE LA LECHE HUMANA

Cada especie tiene una composicion ldactea diferente, adaptada a
las necesidades digestivas, nutritivas y de crecimiento que demandan sus
crias. Por ejemplo, los mamiferos de crecimiento rdpido tienen una leche
rica en proteinas y la leche de aquellos animales de zonas mads frias es
mas rica en grasas. Por otro lado, la leche humana tiene mucha cantidad
en hidratos de carbono, sustancias que son necesarias para el desarrollo

cerebral.
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Podemos decir que la leche humana es el alimento optimo e
inigualable para el lactante. Aporta todos los elementos nutritivos que
necesita el nino durante los primeros meses de vida, siendo ademdas un
alimento esencial hasta los dos anos, complementandolo con otros

alimentos no lacteos (beikost).

La leche humana no es solo un alimento, es un fluido vivo y
cambiante, que se puede adaptar a los diferentes requerimientos del
lactante a lo largo del tiempo (modifica su composicion y su volumen)
asi, como a lo largo del dia, facilitando de esta forma, la adaptacion a la

vida extrauterina del nuevo ser.

Dentro de la composicion de la leche materna, hay que distinguir
los aspectos diferenciados que se refieren a los cinco primeros dias de la
lactancia y que constituyen la leche calostral, y a la produccion de leche
madura, pasados ya los 15 dias de adaptacion de los mecanismos de la

lactogénesis.

1.1.3.1 Tipos de leche
Los diferentes tipos de leche que son secretados en la gldndula
mamaria son el calostro, la leche de transicion, la leche madura y la

leche pretérmino.

- Calostro: Durante el ultimo trimestre de la gestacion se ha ido
acumulando en el lumen de los alvéolos una sustancia llamada
precalostro, formada principalmente por exudado de plasma, células,
inmunoglobulinas, lactoferrina, seroalbumina, sodio, cloro y una
pequena cantidad de lactosa. EL calostro es la leche secretada durante los
4-5 dias posteriores al parto. Tiene aspecto amarillento y espeso, de alta

densidad y poco volumen (2-20 ml por toma).
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- Leche de transicion: Es la leche que se produce entre los dias 4° y

15° posterior al parto. Al 4° o 6° dia se produce un incremento brusco en
la produccion de leche (subida de la leche), que sigue aumentando hasta
alcanzar un volumen de 600-700 mU/dia. Esta leche es de composicion
intermedia y varia dia a dia hasta alcanzar los niveles de la leche
madura.

- Leche madura: Es la leche secretada a partir de las dos semanas
tras el parto. Tiene una gran variedad de componentes nutritivos y no
nutritivos. Su volumen promedio es de 700-900 ml/dia durante los 6
primeros meses postparto. Antes de la hipogalactia, se pasa por una fase

calostral.

- Leche pretérmino: Cuando se produce un adelantamiento del

parto (parto pretérmino), se produce durante un mes una leche con una

composicion diferente, adaptada a los requerimientos del prematuro.

1.1.3.2 Componentes de la leche humana
Comparando la leche calostral con la madura, hay que considerar
diferentes aspectos en relacion con su composicion en hidratos de
carbono, proteinas, nitrogeno total, nitrogeno no proteico (NNT), grasas,

minerales y vitaminas (Tabla I).

- Hidratos de carbono (HC): La lactosa es el HC predominante,

con cantidades promedio de 6-7 g/100ml. Los valores de la lactosa se
han correlacionado negativamente con los de sodio y cloro, dependiendo
de los aumentos en la permeabilidad del epitelio mamario [31]. La
calidad de la alimentacion materna no afecta a la concentracion de
lactosa, ya que se han encontrado altos niveles de ésta incluso en

mujeres malnutridas y vegetarianas [32].
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Podemos ver disminuidos los niveles de lactosa cuando llegan los
HC en la dieta a un 65% del valor energético total diario [33]. Los
valores de lactosa varian a lo largo de la lactancia. También hay glucosa

y galactosa.

- Proteinas: Los dos componentes principales son la caseina (B y )
y el lactosuero (a-lactoalbumina, lactoferrina, lisozima, albumina sérica,
proteinas ligantes de folato, vitamina B, vitamina D, tiroxina y

coleocistoquinina).

Hay claras diferencias en las concentraciones de las diferentes
leches. Asi, en la experimentacion con animales, se ha podido demostrar
que el calostro induce el crecimiento de la mucosa entérica, siendo critico

para el desarrollo intestinal [34].

La caseina constituye entre el 10-50% del total de proteinas y el
lactosuero entre el 50-90%. Las proteinas derivadas de las membranas
del globulo de grasa materna y de las células de la leche materna son del
1-3% del total proteico de la misma leche [35].

La funcion principal de la caseina seria el aporte de aminodcidos,
calcio y fosforo al lactante. Es posible que los casein-fosfolipidos influyan
en la absorcion de fracciones de hierro, cinc, cobre y manganeso en la

leche humana que va unido a la caseina.

La concentracion de caseina  seria de un 12-15% del total de las
proteinas de la leche humana mientras que la caseina x seria del 9-12 %.
El descenso que se produce es mayor en el paso de calostro a leche

madura para la caseina x que para la .
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Componente Calostro/100 ml Leche madura/100 ml
Energia (Kcal) 58 70-75
Agua % 87.2 88
Lactosa g 5.3 7.3
Nitrogeno total mg 360 171
NNP mg 47 42
Proteinas totales g 2,3 0.9
Caseina mg 140 187
Alfa lactoalbiimina mg 218 161
Lactoferrina mg 330 167
IgA mg 364 142
Grasas totales g 29 4.2
Acido linoleico: (% del total) 6.8 7.2
Acido linolénico 1,00
C20 y 22 poliinsaturados 10,2 29
Colesterol mg 27 16
Vitamina A mcg 89 47
Betacaroteno mcg 112 23
Vitamina D mcg - 0,004
Vitamina E mcg 1280 315
Vitamina K mcg 0,23 0.21
Tiamina mcg 15 16
Vitamina B6 mcg 12 28
Vitamina B12 mcg 200 26
Acido ascérbico meg 4.4 4,0
Calcio mg 23 28
Magnesio mg 34 3.0
Sodio mg 48 15
Potasio mg 74 58
Cloro mg 91 40
Fésforo mg 14 15
Cobre mcg 46 35
Yodo meg 12 7
Hierro mecg 45 40
Zinc mcg 540 166

" Tablal. Comparativa entre la composicion del calostro y de la leche madura. [30]
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El lactosuero esta formado por las proteinas que permanecen
solubles tras la precipitacion de la caseina. Dentro de ellas, la
predominante es la a-lactoalbumina que constituye el 10-12% del total de
las proteinas, contiene ademds 1% de calcio total de la leche y forma
parte de la lactosa sintasa (enzima responsable de la sintesis de lactosa

en la glandula mamaria) [36].

La concentracion de las proteinas del lactosuero va descendiendo
durante la lactancia, es por esto por lo que la relacion lactosuero/caseina
varia. Asi, al principio en el calostro, la proporcion de lactosuero es muy
elevada, siendo de 90:10, mientras que en la leche madura desciende
hasta casi equipararse a la caseina, siendo la relacion de 60:40 6 50:50
[37].

- Fraccion Nitrogenada No Proteica (NNP): Se encuentra

representada por fracciones peptidicas, urea, aminodcidos libres,
aminoazucares, amonio, acido urico, poliaminas, carnitina y nucleotidos
[38].

La concentracion de la NNP en el calostro es de 0,47 mg N/ml, de
los cuales un 13% corresponde a péptidos nitrogenados, un 9% a dacido
sidlico o N-acetil neuramico (NANA) y hasta un 30% de factores no bien
identificados. Por el contrario en la leche madura, la concentracion de
NNP presenta unos valores totales variables de 400-597 mg/l + 68 mg/L.

De ellos el nitrogeno ureico seria un 25%.

Con respecto a los aminoacidos libres, no se ha concluido que
haya relacion entre el nivel plasmatico y los valores en leche materna.

Estos ultimos proceden de la secrecion activa por parte de la glandula
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mamaria o de una hidrolisis parcial de las proteinas de la leche por parte

de las enzimas de la misma.

Los aminoacidos libres con mayor concentracion en la leche
materna son: glutamato, taurina, alanina y glutamina, siendo un 3-5%
del NNP total. La procedencia de este NNP es a partir de productos del
metabolismo nitrogenado: urea, creatinina, creatina, acido urico y
amonio. Por otra parte se encuentra a-aminonitrogeno libre, pequenos

péptidos, asi como nucledtidos, poliaminas y carbohidratos nitrogenados.

Entre todos los anteriormente mencionados componentes se

encuentran los nucledtidos:

Estos, junto con sus metabolitos, podemos encontrarlos en la
leche materna formando parte de numerosos procesos bioldgicos tales
como efectos sobre la flora intestinal favoreciendo la proliferacion celular
y su diferenciacion [39], sobre la inmunidad celular y humoral
favoreciendo la actividad de las células Natural Killer (NK) y la
activacion de macrofagos [40] y sobre las lipoproteinas plasmaticas.
También hay un aumento de la cantidad de proteinas y del ADN de la
mucosa intestinal [41]. Otras funciones de los nucledtidos se reflejardn en

el apartado 3 de la presente introduccion.

Como algunos de los componentes anteriormente descritos, el
patron de los nucledtidos es muy diferente de la leche humana al de la

leche de vaca, ademas de variar con el curso de la lactancia [42].

El total de los nuclectidos potencialmente disponibles esta
integrado por los nucledtidos poliméricos (NDP y NTP), los monomeéricos

(NMP), los nucleosidos y los derivados de los nucleosidos.
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Los nucledsidos libres, monofosfato y difosfato tienen valores de

hasta 200 umol/L en los primeros estadios de lactancia [46].

- Grasas: Son el componente mas variable de la leche humana ya
que sus valores oscilan desde 2g/100ml en el calostro hasta 4-4,5g/100ml
en leche madura. De ellas, el lactante obtiene la mayoria de su energia,

proporcionando el 40-50% calorias de ellas [47].

Su composicion consta de mas de un 98% de triglicéridos, 0,7% de
fosfolipidos y el 0,5% restante, lo forman los dcidos grasos libres, mono y

diglicéridos y el colesterol.

La mayoria de los triglicéridos son acidos grasos de cadena larga
(14-20 atomos de carbono), que contienen al menos 2 o 3 acidos grasos
diferentes. La posicion de la esterificacion influye en su absorcion. Del
total en leche humana, un 66% del palmitico se encuentra en posicion 2
lo que provoca una mayor absorcion que a diferencia de los que
podemos encontrar en las formulas infantiles, en donde predomina la

posicion 1,3.

En oposicion a los acidos grasos de cadena larga, los de cadena
media (8-12 atomos de carbono) producen menos energia, pero su

absorcion es mas rapida.

Los fosfolipidos son: fosfatidilcolina,  fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina y esfingomielina. Su funcion principal es actuar como
emulsificantes (mantienen el globulo graso en emulsion). Actian como
defensa (gangliosidos: 0,2 mmol/l) y para satisfacer la gran demanda del

cerebro y el higado del recién nacido (colina: 1,28-1,35 mmol/l).
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En el caso del colesterol, no se han hallado efectos de la dieta sobre
los niveles de colesterol en leche materna. Los nifios que tienen lactancia
natural, toman mads colesterol que los que tienen lactancia artificial e
incluso que los adultos. No se han encontrado referencias a que esta
ingesta de colesterol influya en el nivel que haya en etapas posteriores al

nacimiento.

Los acidos grasos saturados (sin dobles enlaces) de cadena larga
mas habituales son el palmitico (16 atomos de carbono) y el estearico (18

atomos de carbono). Los de cadena media y corta son todos saturados.

El mas abundante de los acidos grasos de cadena larga

monoinsaturados (con un tnico doble enlace) es el oleico.

Los acidos grasos poliinsaturados (con varios dobles enlaces) de
cadena larga son también conocidos como LC-PUFA (Large Chain —

Polyunsaturated Fatty Acids), se clasifican en dos familias principales:

- La familia n-6 con el dcido linoléico (LA, del 8-16% del total
de los acidos grasos en leche materna), precursor del dacido
araquidonico (AA, 0,5%) quien a su vez es precursor de
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos.

- La familia n-3 con el dcido linolénico (ALA), precursor del

eicopentaenoico (EPA) y del docosahexanoico (DHA).

EL EPA y el DHA son esenciales ya que no pueden ser sintetizados
suficientemente por el recién nacido a partir del LA y ALA. La leche
materna es rica en estos acidos grasos, lo que les proporciona una buena
agudeza visual y un mejor desarrollo cerebral que los bebés alimentados

con formula.
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Es curioso que los valores de los acidos grasos administrados en un
estudio a 14 madres, el punto maximo de ascenso correspondia a las 10-
14 horas, mientras que para el EPA y DHA se producia a las 24 horas y
permanecian elevados durante 3 y 2 dias respectivamente. La dieta por
tanto influye en la composicion de los acidos grasos de la leche materna
[48].

Los que predominan ligeramente en la leche humana son los
saturados, seguidos de los monoinsaturados y por ultimo los
poliinsaturados, aunque puede variar por la dieta materna. EL contenido
varia con la lactancia, yendo aumentando el LA y ALA, mientras que el
AA y DHA disminuyen durante el primer mes, para posteriormente
estabilizar sus niveles a lo largo del resto de la lactancia (se van
adaptando a los requerimientos del bebé). Los niveles de LC-PUFA

tienden a mantenerse (100mg/Kg./dia) [49].

2.1 CRONOBIOLOGIA Y RITMOS CIRCADIANOS

2,11 INTRODUCCION A LA CRONOBIOLOGIA

Etimologicamente Cronobiologia (Kronos= tiempo;, bios= vida y
logos= ciencia) significa “ciencia que estudia los ritmos bioldgicos”, pero
podemos ampliar esto atun mds diciendo que también trata en definitiva,

los acontecimientos ciclicos.

La doctrina cientifica de la cronobiologia como tal es bastante

reciente, pero su concepto lleva varios siglos cogiendo fuerza.
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ya en la Grecia antigua, el poeta Hesiodo (ano 700 a.C.) escribio:
“las enfermedades caen en los hombres, unas de dia y otras de noche”.
También Hipocrates solia aconsejar a los interesados en medicina a
investigar las épocas estacionales, asi, se debia aplicar un tratamiento u

otro dependiendo de la estacion en la que se encontraran.

\\‘f\\ )
Srine

Figura 6. Imagen correspondiente al reloj floral de Linneo, con el cual puede
saberse la hora dependiendo de qué flores estén abiertas o cerradas en el
campo.
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En la medicina china también se le ha dado mucha importancia al
concepto de tiempo y periodicidad, tanto, que estos son los pilares basicos
en la escuela del yin y el yang, considerando los ritmos biologicos dentro

de sus diagnosticos y tratamientos a enfermedades de muy diversa indole.

Practicamente todas las civilizaciones antiguas han tenido muy en
cuenta al tiempo, incluso a veces llegandolo a relacionar con deidades,
por ejemplo el Dios del Sol que en el caso de los egipcios era Ra y para

los incas era Kinich Ahau.

Es curioso como las principales observaciones que se hicieron
desde antiguo de los ritmos biologicos, han sido en plantas. De esta
manera, no fue hasta 1729 cuando se realizo el primer experimento
cronobioldgico. Su autor fue un astronomo llamado Jean Jacques
dOrtous de Mairan, el cual pudo observar y explicar la existencia de
ritmos biologicos endogenos aplicados al movimiento de apertura y
cierre de las hojas en la especie Mimosa pudica, que mantenia extendidas
sus hojas durante el dia y cerradas durante la noche. Lo curioso es que
esta situacion ocurria incluso manteniendo a la planta bajo condiciones
de oscuridad permanente. Propuso que esto se asemejaba a cuando las
personas, aun si saber la hora del dia que era, mantenian un patron de

suenio relativamente regular.

En la 29 década del siglo XIX, un médico aleman llamado
Christoph Hufeland escribio que en todas las enfermedades aparece un

periodo regular, y que esto se debia a nuestra cronobiologia natural.

La Cronobiologia no aparecio como una doctrina solida hasta
mediados del siglo XIX de la mano de Laycock y Smith [50 y 51], pero no

se desarrollo por falta de tecnologia.
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Se realizaron investigaciones relacionando algunas funciones
fisiologicas a ritmos circadianos, pero no se logré llegar al éxito hasta
1960 cuando Aschoff y Riitger Wever registraron ritmos de temperatura y
actividad-reposo en humanos aislados totalmente, deduciéndose que los
ritmos endogenos respondian a un periodo aproximado de 25 horas.
Posteriormente se demostro que este ritmo era cercano a las 24 horas
[52].

Fue en esa década de los sesenta cuando Halberg establecio las

bases de la Cronobiologia.

2.1.1.1 Ritmos circadianos

No son lo mismo los ritmos circadianos que los ritmos biologicos.
Estos ultimos no constituyen un fenémeno casual ni un seguimiento
pasivo de las condiciones ambientales, sino que forman parte de una
adaptacion al entorno que es fundamental para la supervivencia de las
especies. Hay algunos términos que hay que tener en cuenta a la hora del

estudio en Cronobiologia:

* Ritmo: Repeticion de una variable biologica con un periodo

constante.
« Frecuencia: Numero de repeticiones por unidad de tiempo.
* Periodo: Tiempo que tarda en repetirse un ciclo.

Los ritmos circadianos son aquellos con una frecuencia

aproximada a la diaria (es decir, un periodo cercano a 24 horas).

También existen ritmos ultradianos, en los cuales su frecuencia es
superior a la diaria (periodo inferior a 24 horas) y los ritmos infradianos,

con una frecuencia inferior a la diaria (periodo superior a 24 horas).
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En la tabla Il se puede observar las diferentes funciones asociadas

a determinadas frecuencias de los ritmos bioldgicos.

Tipo de ritmo Periodo Ejemplo
0,1segundo Electroencefalograma
1segundo Ritmo cardiaco
un Ritmo respiratori
Ultradiano 6 seg' dos t ' o respiratorio
60 minutos Secreciones hormonales
, Alternancia de estados de
90 minutos -
sueno
Actividad-r
Circadiano 24 horas ctividad-reposo
Temperatura corporal
Infradiano 28 dias Ciclo menstrual
365 dias Hibernacion

" Tabia . Ejemplos de frecuencias en los ritmos bioldgicos. [52]

En condiciones naturales, los ritmos biologicos se ajustan a los ciclos
ambientales, como el de la luz y la oscuridad. Asi, podemos hablar de
“zeitgeber” (término dado por Halberg) o “marcador de tiempo”, el cual

regula los ritmos diarios.

Hay por tanto tres componentes basicos en Cronobiologia:
zeitgeber  (componente exogeno), reloj biologico (componente

endogeno) y ritmos biologicos, asi como la interaccion entre ellos. [53]

212 LA CRONOBIOLOGIA COMO METODO DE ESTUDIO

A la hora de poder proceder a un analisis cronobiologico se debe
tener en cuenta la gran variedad de métodos, tanto fijos como estdticos,

que hay.
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Lo ideal seria aquel sistema que nos propicie una disponibilidad
directa de los datos en un soporte informdtico, para obtener asi un

andlisis con el menor esfuerzo y error posibles.

El método mas simple para la caracterizacion y representacion de
los datos es el cosinor: consiste en ajustar los datos experimentales a una
funcion sinusoidal (coseno) y realizar posteriormente una representacion
grdfica. Esto es debido a que cuando se analiza un ritmo circadiano del
que no se conoce su naturaleza, el modelo matematico mas adecuado es

el correspondiente a una funcion sinusoidal.

En el analisis matematico de los ritmos se utiliza una serie de

parametros que es necesario conocer:

e MESOR (acronimo de Midline-Estimating Statistic Of Rhythm) es
la media ajustada al ritmo, que representa el valor intermedio
entre el valor mas alto y el mas bajo del ritmo ajustado a una
funcion matemadtica, generalmente sinusoidal. Se utiliza debido
a que la media aritmética simple no representa la media del
ritmo ya que puede estar sesgada por la diferente densidad de
muestreo. En el modelo sinusoidal, el mesor sera igual a la
media aritmética de los datos solo si éstos se han recogido a
intervalos regulares a lo largo de todo el ciclo del ritmo.

e Amplitud, que se define como la mitad de la diferencia entre el
punto mas alto y el mas bajo del modelo matematico.

e Una vez aplicado el modelo matematico apropiado, la situacion
del ritmo en el tiempo define la acrofase como el punto mds
alto y al nadir como el punto mas bajo en relacion a una

referencia escogida por el investigador.
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e El ajuste de los datos a una funcion sinusoidal (1) se expresa

matematicamente de la siguiente forma:

y(t)=yo+ACoS (w-t+D)
Siendo y, = MESOR; A = Amplitud; w = frecuencia y ® = Desfase.

2.1.3. CRONONUTRICION: COMPONENTES QUE INTERVIENEN EN EL
SUENO/VIGILIA

Hay determinadas sustancias producidas a nivel endogeno que
tienen efectos inductores del suerio. Estos compuestos se encuentran en el
organismo durante la fase de suefio y afectan al estado de vigilia. De
manera global se les denomina “Sustancias promotoras del sueno”

(SPS). Entre ellas podemos destacar en la leche materna:

- Aminoacidos: En la tabla Il puede observarse un breve resumen
sobre algunas propiedades de aquellos aminodacidos que podrian estar
relacionados con la funcion fisioldgica del suefo/vigilia.

Aminodadcido E/EC/NE* Excitador o Inhibidor
Triptéfano Esencial Inhibidor
Ac. Aspartico No esencial Excitador
Ac. Glutamico No esencial Excitador
Glicina Esencial condicionado Inhibidor
Fenilalanina Esencial Excitador
Histidina Esencial Excitador
Metionina Esencial Excitador
Tirosina Esencial condicionado Excitador
Taurina Esencial condicionado Excitador

®  Tabla 1. Breve resumen de los aminodcidos relacionados con el suenoyvigilia.
*E: Esencial; EC: Esencial condicionado; NE: No esencial.
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Asi, entre los aminoacidos mas importantes a la hora de reqular el
sueno/vigilia se encuentra el triptéfano: Aminodcido esencial precursor
de la serotonina y de la melatonina, siendo ambos, compuestos que
regulan numerosos efectos neurocomportamentales como el apetito, la
saciedad, el estado de animo, el dolor, y también intervienen en la

maduracion del cerebro y en el desarrollo de sus funciones. [54]

Una de sus principales funciones es su efecto inductor del suerio,
el cual ha sido ampliamente demostrado tanto en la especie humana
como en animales [55]. Son las neuronas serotoninérgicas las que
regulan el sueno, siendo la disponibilidad del triptéfano el factor
limitante de la sintesis y liberacion de la serotonina. Asi, su mayor nivel se

encuentra durante el periodo nocturno.

Los aminodcidos neutros (leucina, isoleucina, valina, metionina,
tirosina, y fenilalanina), comparten el transportador con el triptéfano
para su acceso al cerebro. Es por esto por lo que la relacion entre el

triptéfano y estos aminodcidos es tan importante.

La abundancia de triptéfano serd un factor limitante para la sintesis
de serotonina, ya que la que se sintetice fuera de este drgano no podrd
atravesar la barrera hematoencefalica. De otro modo cuando se bloquea

la sintesis de serotonina se producen periodos de insomnio prolongado.

La melatonina es la hormona producida en la glandula pineal
durante la fase de oscuridad, siendo su sintesis dependiente de la
cantidad de serotonina a nivel cerebral. Interviene directamente en la
reduccion de la temperatura corporal, produciendo un aumento de la
cantidad de sueno de onda lenta y un incremento en la duracion del
suefio REM. Es muy elevada su produccion durante la infancia,

hallandose su pico maximo en el sequndo ano de vida.
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Esta concentracion va disminuyendo a medida que avanza la edad.
Es por esto por lo que las personas ancianas tienen mas problemas para

condiliar el sueno. [56, 57 y 58]

En el caso de la experimentacion en humanos, bebés alimentados
con leches infantiles disociadas (leche dia/leche noche) con triptdfano y

otros componentes, consolidaron su ciclo sueno/vigilia.

Cabe también destacar la accion antioxidante de la melatonina que
permite proteger al Sistema Nervioso Centrar para su perfecto desarrollo.
[59y 60]

Los aminoacidos relacionados con el sueno/vigilia son los siguientes:

o Glicina: Neurotransmisor inhibidor. Precursor de serina y
purinas. Mayores niveles de concentracion en fase REM
respecto a la vigilia [43]. Efectos beneficiosos sobre la
memoria y la atencion, jet-lag y sobre el sueno
interrumpido [44].

o Taurina: Aminoadcido excitador, se adiciona en bebidas
energeéticas con alto poder excitador. En leche materna se
ha datado un aumento de su concentracion a las 18h
[45].

o Histidina: Aminoacido esencial cuyo producto, histamina,
es el principal neurotransmisor promotor de la atencion
en el Sistema Nervioso Central (SNC) y un regulador
clave del comportamiento [71].

o Tirosina y Fenilalanina: Precursor de noradrenalina y
adrenalina, ambos hormonas excitadoras (SNC). Se ha
demostrado que la administracion de noradrenalina en

pacientes con Parkinson induce a una reduccion del
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sueno  paradogico —-REM-  [72]. Alcanzan  su
concentracion maxima en plasma al inicio de la manana
y al principio de la noche [73].

Metionina: ~ Aminodacido  esencial — precursor  de
acetilcolina. Posible accion de control y mantenimiento de
la vigilia. Al igual que la tirosina y la fenilalanina,
alcanza su maximo en plasma al inicio de la manana y al
principio de la noche [73].

Acido aspartico: Neurotransmisor excitador junto con el
glutamato.

Acido glutamico: Neurotransmisor excitador, precursor
de GABA (acido y-aminobutitico). Se ha comprobado un
aumento de su concentracion en leche materna a las 18h
[45].

Cisteina: es un aminodcido que forma parte del tripéptido
glutation (excelente antioxidante), ademads es precursor
de la taurina, aminodcido libre que forma parte de las
sales biliares y de importante papel en el desarrollo
cerebral [61].

- a-Lactoalbumina: Proteina sérica de mayor proporcion en la

leche humana. Entre su composicion se encuentran dos aminodcidos

esenciales: triptéfano y cisteina.

- Triglicéridos de cadena media (MCT, por medium-chain

triglycerides): Son una fuente rapida de energia [62] al ser facilmente

hidrolizados por los enzimas digestivos en comparacion con los de

cadena larga (LCT, por long-chain triglycerides) [63].
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Se ha demostrado que la relacion MCT/LCT en la dieta de los
recién nacidos puede modificar ciertas funciones fisioldgicas, entre las que
se encuentran la termorregulacion y el suefio. También se ha demostrado
que incrementa en mayor medida el tiempo total de sueno los MCT
respecto a los LCT [64].

- Hidratos de carbono: Favorecen la instauracion de la fase de
sueno ya que de forma indirecta estimulan la sintesis de serotonina. Esto
explica porqué las dietas ricas en HC tienen un efecto relajante e inductor

del sueno.

Presentan la capacidad de modificar las concentraciones plasmaticas
de triptofano y aminodcidos neutros. Asi, una dieta rica en HC produce un
incremento de insulina y en consecuencia una disminucion de la cantidad
de aminodcidos ramificados, mientras que la concentracion de triptofano
no se ve modificada de forma importante [65 y 66]. Se incrementa por
tanto la relacion de triptéfano frente a otros aminodcidos en plasma, lo

que favorece su entrada en el cerebro y la sintesis de serotonina [67].

- Vitamina B;;: Su deficiencia puede producir alteraciones del suerio
(al igual que el resto de vitaminas del grupo B). En concreto, ésta ejerce
una influencia sobre los ritmos bioldgicos y favorece la instauracion del
ciclo sueno/vigilia, mejorando la concentracion durante el dia y
reduciendo la fase de sueno. Esto y su efecto directo sobre la melatonina

(incremento) son sus acciones clave [68 y 69].

- Vitaminas antioxidantes: Son la A, Cy E y su papel principal es su
funciéon como antioxidante. Ademds de esto ejercen un efecto estimulante
de la actividad diurna, por tanto son favorecedoras de la instauracion del

ciclo suenoyvigilia.
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- Nucleadtidos: Se ha venido demostrando desde hace décadas que
algunas de estas sustancias intervienen favoreciendo el suefio desde una
accion hipnotica, sedante o incluso inhibidora de la vigilia. Asi, tanto la
adenosina, guanosina 'y uridina 5'monofosfato en leche materna

expresan un ritmo circadiano [70].
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2. OBIJETIVOS

La leche humana, junto con otros fluidos corporales, presenta
nutrientes con ritmo circadiano. Asi y como se ha venido observando por
otros autores, el aminodcido triptofano varia su concentracion en la leche
materna en funcion de la hora del dia, influyendo asi en el ritmo

suenoyvigilia del recién nacido.

Por todo ello, el objetivo principal del presente estudio ha sido
evaluar la posible existencia de ritmo circadiano de algunos de los
componentes de la leche materna, como es el caso de varios aminodcidos
y nucleotidos presentes en la misma y que actuan en la regulacion del

suenio o la activacion de la vigilia.

Para ello, y como 1 objetivo se pretende estudiar las variaciones
circadianas del nitrégeno total y proteinas que conforman la leche
materna, ya que sera la base sobre la que se asiente las variaciones de los

aminodcidos que las forman.
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2° objetivo: Basdndonos en los diferentes aminodcidos que
conforman la leche humana, y distinguiéndolos en funcion de si son
excitadores o inhibidores, o precursores de sustancias neuroactivas con
dicho efecto, evaluaremos su variacion a lo largo de un periodo de 24h

desarrollando un método de andlisis rapido y eficaz.

3¢ objetivo: Determinar los niveles cualitativos y cuantitativos de
los aminoacidos en leche materna mediante tandem masas, los
nucledtidos por electroforesis capilar, nitrogeno total y proteinas por el
meétodo Kjeldahl y la capacidad antioxidante por el método del Trolox.
Asi, y una vez desarrollado el método de deteccion y tras valorar las
concentraciones de los diferentes componentes se comprobard si se

ajustan a los obtenidos por otros autores.

4° objetivo: Para poder realizar una comparacion correcta de las
variaciones de sus componentes, se estudiaran éstas en funcion del
desarrollo de la lactancia, es decir, observar las variaciones circadianas
durante las tres etapas que la conforman: calostral, de transicion y

madura.

59 objetivo: Evaluar la posible existencia de ritmo circadiano en
los diferentes componentes de la leche materna: nucleotidos,

aminodcidos, nitrogeno total y proteinas, y capacidad antioxidante.
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Nuestros resultados nos ayudaran a comprender como se regula
el ritmo sueno/vigilia en los primeros meses de vida de los bebés, ademas
de ampliar nuestros conocimientos sobre la crononutricion para el recién
nacido. Dichos avances seran utiles para el desarrollo de formulas
artificiales con componentes nutricionales disociados siguiendo los

biorritmos que presentan estos nutrientes.
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2. OBIJECTIVES

Human milk, among other body fluids, nutrients present circadian
rhythm. So, as has been demonstrated by other authors, the amino acid
tryptophan and the nucleotides adenosine, guanosine and uridine
5'monophosphate vary its concentration in breast milk depending on

time of day, thus affecting the sleep / wake rhythm of the newborn .

Therefore, the main objective of this study was to evaluate the

possible existence of circadian rhythm of some components of breast milk,
as is the case of several amino acids and nucleotides present in equal and

active in sleep regulation or activation of wakefulness.

Our T objective is to study the circadian variations of total
nitrogen and protein that makes breast milk as it will be the basis on

which to settle the variations of amino acids that form.

2" objective: Based on the different amino acids that make up
human milk, and distinguished according to whether they are excitatory

or inhibitory, or precursors of substances with this effect, our aim is to
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evaluate its variation over a 24-h period, and to develop a method for a

rapid and effective analysis.

3" objective: To determine the qualitative and quantitative levels
of amino acids in breast milk by tandem mass; nucleotides by capillary
electrophoresis; protein and nitrogen content by Kjeldahl method and
antioxidant capacity by TEAC assay (Trolox-Equivalent Antioxidant
Capacity). Once developed the detection method and after assessing the
concentrations of the different components, it will be checked if they

conform to those obtained by other authors.

4™ objective: To make an accurate comparison of changes in its
components, they will be considered depending on the progress of
lactation, i.e. circadian variations observed during the three stages that

comprise: colostrum, transitional and mature.

5" objective: To evaluate the possible existence of circadian
rhythm of the different components: nucleotides, amino acids, protein and
nitrogen content, and antioxidant capacity.

Our results will help us to understand how it requlates the cycle
sleep / awake in the first months of life of babies, and expand our

know!ledge of the chrononutrition for the newborn.
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These advances will be useful for the development of nutritional
components of the artificial formulas which are differentiated according to

biorhythms presented by these nutrients.
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3. MATERIALES, METODQOS, RESULTADOS Y
DISCUSION DE CADA UNQ DE LOS OBJETIVOS:

PREAMBULO

A continuacion exponemos los resultados consequidos en
relacion con los objetivos planteados anteriormente. Por razones de
concision 'y fidelidad al desarrollo experimental, estos resultados se
incluyen en el formato original de las publicaciones a las que han dado
lugar. En esta Tesis Doctoral no se han incluido datos preliminares o en

fase experimental de desarrollo.

Y aunque logicamente cada articulo contiene su propia discusion,
hemos creido apropiado incluir al final de este apartado otro de
DISCUSION GENERAL, donde aportamos una vision conjunta de los
resultados obtenidos, para poder concebir una vision integrada de los

datos aqui presentados.
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Analisis nutricional en el aporte del mineral calcio en mujeres con lactancia
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RESUMEN

Analisis nutricional en el aporte del mineral calcio en mujeres con lactancia

El objeto del presente estudio fue analizar las dietas de 39 mujeres (edad media = 34.3 afos; IMC medio =
26.2 kg/m2) sanas y con lactancia exclusiva, mediante Encuesta Dietética de Recordatorio de 24 horas y
utilizando el software Dial®, centrandonos en el aporte diario de calcio y vitamina D. La poblacién a estudio se
agrupd en funcién de si su ingesta en calcio era mayor (no restrictivas) o menor (restrictivas) a la Ingesta de
Referencia para la Poblacion segun la Unidn Europea. Los resultados obtenidos revelaron inicialmente que en un
64% de dicha poblacidn (restrictivas) el aporte energético seguia una tendencia deficitaria, siendo de 2042.7 +
458.3 kcal. Ademas su ingesta de calcio (812.4 + 211.2 mg/dia) fue inferior (p<0.01) a la recomendada, asi
como la ingesta en vitamina D, en donde su aporte diario también fue deficitario (1.71 + 1.59 pg/dia) respecto
al resto de la poblacidn (no restrictivas). Tras estos resultados, se puede concluir que un alto porcentaje de
estas madres se encuentra por debajo de las recomendaciones nutricionales durante su etapa de lactancia,
siendo aconsejable que fueran informadas por los profesionales sanitarios sobre los habitos alimentarios
requeridos en este periodo.

Palabras clave: Lactancia materna, calcio, vitamina D, nutricion.

SUMMARY

Calcium intake nutritional status in breastfeeding women

The aim of this study was to analyze the diets of 39 healthy, lactating women (average age = 34.3 years;
average BMI = 26.2 kg/m2) by a 24-hour dietary recall. This investigation was focused on calcium and vitamin
D intake. Nutrients were estimated using the software Dial®. These participants were divided into calcium
restrictors, defined as calcium intake <1200 mg/day, and non-restrictors (>1200 mg/day). The results showed
that 64% of the study population (restrictors) reported a mean energy intake (2042.7 £+ 458.3 kcal), calcium
intake (812.4 £ 211.2 mg/day) and vitamin D intake (1.71 £ 1.59 pg/day) below the adequate intake level
(AI) and lower than non-restrictors estimated intakes (p<0.01). The conclusion of this study is that a high
percentage of the lactating women consume a diet below nutritional recommendations during this stage. It is
recommended that health professionals should inform these mothers about the correct dietary habits during
this period.

Keywords: Breastfeeding, calcium intake, vitamin D intake, nutrition.

INTRODUCCION

Por todos, tanto profesionales de la salud como por la poblacién en general, son conocidos los beneficios que
aporta la lactancia materna tanto al lactante como a su progenitora, ya que la leche materna tiene una
composicion optima tanto de macro como de micronutrientes (1).

Tanto la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Academia Americana de Pediatria (AAP) y el Comité de
Lactancia Materna de la Asociacion Espaiola de Pediatria (AEP) recomiendan la lactancia exclusiva de pecho
durante los 6 primeros meses de vida, asi como continuar con el amamantamiento durante la etapa de
alimentacion complementaria 6 Beikost (2,3).

Aungue aun existe cierta controversia, se han descrito en numerosas publicaciones los efectos de la dieta en la
composicion de la leche materna, ya que la ingesta de alimentos de la madre puede alterar la concentracion de
los diferentes nutrientes que componen la leche humana. Estos estudios sugieren que el coste nutricional esta
directamente relacionado con la cantidad de leche producida, asi como con la concentracidén de sus nutrientes
(4-6).

Calcio y vitamina D
Es evidente la demanda de calcio que soporta el organismo de la mujer durante el embarazo debido al
anabolismo 6seo del embrion (7).

Transcurrido el embarazo y ya durante el periodo de lactancia, dicha demanda contintia debido al proceso de
lactogénesis. Ademas, existe una intima relacion entre la dieta materna y los niveles de macro y
micronutrientes que contiene la leche y en el caso particular de este estudio, para el mineral calcio (8). Se ha
observado que aquellas madres que ingerian menor cantidad de calcio durante la etapa de embarazo y
lactancia, presentaban disminuidos sus niveles en leche madura (8-10). Por ello, existen instituciones como la
National Academy of Science (NAS) o la Food and Agricultural Organization (FAQ), las cuales recomiendan
como Ingesta Aconsejada (IA) para el calcio, 1000 mg/dia (11,13), asi como las recomendaciones de la Union
Europea, que incrementan este valor para dicha etapa con 200 mg, siendo su Ingesta de Referencia para la
Poblacién (IRP) de 1200 mg/dia (12,13).

En la revisidn bibliografica sobre suplementacion de calcio a la madre durante la lactancia, cabe sefialar que
existen numerosos estudios a favor de este aporte extra ya que lo avalan como regenerador de la densidad
Osea (14-16), ademas de poder llegar a aumentar a lo largo de la lactancia los niveles de calcio en la leche

(17,18).



Ademas de una correcta administracion diaria de calcio, también puede ser determinante una equilibrada
ingesta de vitamina D, encargada de la absorcion de dicho mineral a nivel renal e intestinal. No obstante, con
una exposicion al sol dentro de latitudes geograficas proximas al ecuador, podria permitirse una correcta
conversion de su precursor (7-dehidrocolecalciferol) a su forma activa, aunque los niveles de ingestion de esta
vitamina no sean los apropiados. Las recomendaciones diarias de vitamina D, asi como su suplementacién en
mujeres tanto en periodo de embarazo como en lactancia, fueron descritas por Hollis (18,19).

Existen varias consideraciones a tener en cuenta sobre dicha suplementacion vitaminica: bajo lactancia
exclusiva, con piel pigmentada y exposicion limitada al sol (20, 21). Ademas, en ciertos casos la
suplementacion no siempre llega a ser efectiva, ya que como se ha demostrado en algunos estudios, pueden no
incrementarse los niveles de calcio en la leche materna a partir de los 4 meses con lactancia (16). Es por esto,
por lo que se contempla la alternativa que presenta C.S. Kovacs de suplementacion con vitamina D de forma
directa al lactante (22).

MATERIALES Y METODOS

Poblacion a estudio

Se reclutaron 75 madres sanas con un mes de lactancia exclusiva en consulta pediatrica hospitalaria y
extrahospitalaria del Servicio Extremefio de Salud (S.E.S.). Los criterios de inclusion fueron: no padecer
ninguna patologia asociada a la lactogénesis, no fumar, de edad comprendida entre 18 y 40 afios y con
residencia establecida en el area de la ciudad de Badajoz.

Del total de madres contactadas, finalmente abandonaron y no completaron el estudio el 48%, cuyas causas
fueron el desinterés y/o cambio de domicilio.

Dicha poblaciéon a estudio pertenecia a todas las escalas sociales, con una edad e IMC medios de 34.3 afos y
26.2 kg/m?2 respectivamente y con una actividad diaria ligera.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de Extremadura, obteniéndose el consentimiento
firmado de cada mujer a estudio.

Estudio dietético y nutricional de los habitos alimentarios

Se recogieron en estas mujeres con lactancia exclusiva, cuestionarios de registro del consumo de alimentos
ingeridos durante un dia, mediante Encuesta Dietética de Recordatorio de 24 horas (EDR-24h) y frecuencia de
consumo de alimentos (FCA) para estimar el consumo habitual de frecuencia diaria de alimentos pertenecientes
al grupo de lacteos y sus derivados espafioles (23). Para facilitar el andlisis de la encuesta propia, se agruparon
y tomaron como referentes de las raciones medias que se recogen en el “Rombo de la Alimentaciéon” (24):
Leche (225 ml; leche desnatada, semidesnatada o entera), yogures (125 ml; yogur entero, desnatado y de
frutas), quesos (35 g; queso curado, semicurado, de bola, mozzarella y parmesano) y queso fresco (60 g).

Se les indico previamente a dicho colectivo de madres con lactancia exclusiva, las medidas de cantidad y
volumen que debian emplear a la hora de completar los cuestionarios. A su vez también se les preguntd sobre
su estilo de vida y si mantenian alguna restriccién alimentaria.

También se registrd el peso y la altura para el estudio antropométrico, obteniéndose el IMC (kg/m?2) a partir de
estos datos.

El andlisis nutricional y dietético se determiné mediante tablas de composicion de alimentos espafioles (23) y
mediante el software Dial® (Alce Informatica 2008).

Analisis estadistico
Se hallaron la media aritmética (X) y la desviacidn estandar (DS) de todos los datos.

El estudio de la normalidad se realizé mediante el test de Ko/mogorov-Smirnoff. Posteriormente se compararon
las medias para distribuciones homogéneas mediante el test de la T-Student y para el estudio de la correlacion
lineal se hallé el coeficiente de Pearson. Se consideraron significativos los datos que presentaran un valor
p<0.05. El paquete estadistico utilizado fue SPSS® v.15.

RESULTADOS

Para una mayor comprension de los resultados se agrupé a la poblacidén en estudio en dos grupos respecto a si
la ingesta de calcio era mayor (no restrictivas, n=14) o menor de 1200 mg/dia (restrictivas, n=25), siendo éste
el valor de IRP en la Union Europea (12,13) para la etapa de lactancia.

En la Tabla 1 se muestran los datos antropométricos de la poblacién estudiada. Puede observarse una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) del peso e IMC del grupo de madres con una ingesta
restrictiva de calcio, las cuales se encontraban con sobrepeso (27.1 kg/m?2) respecto a las que no restringen su
consumo (24.5 kg/m?2) que se encontraron con normopeso. El valor medio de toda la poblacién a estudio se
encontraba con ligero sobrepeso (26.2 kg/m2).



TABLA 1
Datos antropométricos de la poblaciéon en funcion de la ingesta de calcio (X +

DS) (n=39)
Calcio < Calcio = X+ DS
1200 mg/dia 1200 mg/dia
n=25 n=14 Poblacion Total
Edad (arios) 342454 34.4+£51 343+£52
Peso (kg) 733+ 11.1% 663+ 8.3 TJOR £ 10.7
Altura (cm) 1647+ 6.2 1645+ 4.1 1646 £5.5
IMC (kg/m*) 271 £4.2% 245+£3.0 26.2+4.0

* p<0.05 Calcio < 1200 mg/dia es estadisticamente significativo respecto a Calcio > 1200 mg/dia.

En la Tabla 2 cabe destacar que el aporte energético medio de la toda poblacién a estudio fue 2340.5 kcal,
mientras que el grupo cuya ingesta era restrictiva consumia 2042.7 kcal, siendo esta cantidad
significativamente inferior (p<0.01) respecto al grupo no restrictivo que ingeria 2872.4 kcal, e insuficiente
segun las recomendaciones de energia establecidas por la NAS de Ingestas Dietéticas de Referencia (IDR) en
2730 kcal (11).

También se estudid el balance de las proporciones de macronutrientes para ambos grupos respecto a las IDR,
mostrandose un ligero desajuste de dichos porcentajes en toda la poblacién estudiada (Tabla 2).

Respecto a la ingestion de calcio y vitamina D, indicar que ambos nutrientes se encontraban por debajo de las
recomendaciones, cuantificAndose en un 64% del total de las mujeres que participaron en este estudio (Tabla
2).

TABLA 2
Datos nutricionales de la poblacion a estudio en funcion de la ingesta de calcio y las ingestas
aconsejadas/dia ( X+ DS)

Caleio < 1200 mg/dia Calcio >1200 mg/dia Ingestas
=215 n=14 aconsejadas

Energia (keal) 2042.7 £ 458.3%* 2872.4 £ 8490 IDR = 2730
Proteinas (% keal) 160+ 62 (8132 268 g) 1744 26(1241 £ 37.7¢)  IDR = 10-12 (65 g)
Lipidos (% keal) 42179 (9541855 428+544(1354+174g) IDR< 35 (106 g)
Carbohidratos (% keal) 41.9+ 8.1 (160.6 £ 42.9 g) I0E+ 492801 £348g) IDE = 30-60 (341 g)
Caleio (mg) 8124 £ 2]11.2%* 16195 & 250.7 IRP = 1200
Fosforo (mg) 1307.9 £ 290 1** 2154.4 £ 590.1 LA =700
Calcio/Fosforo 0.62 £ 0,16%* 0.78 = 0,17 1d =1
Vitamina D (pg) 1.71 £ 1. 56" 315x 192 IA=35
Hiemmo (mg) 11.9 % 4.7%* 21.0 £ 8.2 IA=9

IDR: Ingestas Dietéticas de Referencia; IA: Ingestas adecuadas (11). IRP: Ingesta de Referencia para la Poblacion (12).
* p<0.05 Calcio < 1200 mg/dia es estadisticamente significativo respecto a Calcio > 1200 mg/dia.
** p<0.01 Calcio < 1200 mg/dia es estadisticamente significativo respecto a Calcio > 1200 mg/dia.

Haga clic aqui para ver la imagen ampliada

En el caso particular del fésforo y del hierro, sus valores en el consumo diario se encontraron por encima de las
IA (700 mg/dia y 9 mg/dia respectivamente), siendo menor su consumo en aquellas madres con dieta
restrictiva de calcio frente al resto, hallandose asi una diferencia estadisticamente significativa (p<0.01) de un
40% y un 50% de la cantidad ingerida de fésforo y hierro respectivamente entre un grupo y otro.

En la Figura 1 se representan las diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) de la ingesta de calcio
entre el grupo de madres que restringian su consumo (812.4 £+ 211.2 mg/dia) frente a las que no lo hacian
(1619.5 £ 250.7 mg/dia), observandose una variacién del 50% de la cantidad de calcio ingerido en el grupo de
las restrictivas.

Asimismo, en la Figura 2 se muestran las variaciones en el consumo de vitamina D de un grupo frente a otro,
existiendo también una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) de la cantidad consumida de esta
vitamina en el grupo que restringe la ingesta de calcio (1.71 + 1.56pug) frente al que no la restringe (3.15 +
1.92ug), siendo esta variacién del 50%, igual que la que se pudo mostrar en la figura anterior para la ingesta
de calcio.



Respecto al coeficiente de relacidn calcio/fésforo, se observo que el cociente no era igual a 1, tal y como se
recomienda, siendo mayor y mas cercano a la unidad (0.78 + 0.17) en el grupo de madres no restrictivas
frente al grupo de madres con dieta restrictiva para el calcio (0.62 + 0.16), encontrandose asi diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) de esta relacion calcio/fésforo entre un grupo y otro. Para el test de
correlacién lineal de ambos micronutrientes en toda la poblacién, se obtuvo una correlacién positiva (R = 0.78;
p<0.01), tal y como se recoge en la Figura 3 con su correspondiente funcion lineal (y = 1.0149x + 488.63).

TABLA 1
Datos antropométricos de la poblacion en funcion de la ingesta de calcio (X + DS)
(n=39)

Ingesta de calcio (mg/dia)

H Ca > 1200 mg/dia
W Ca < 1200 mg/dia

* p<0.05 Calcio < 1200 mg/dia es estadisticamente significativo respecto a Calcio > 1200 mg/dia.

FIGURA 2
Comparativa de la ingesta de vitamina D en madres con lactancia exclusiva en funcion
del consumo de calcio (n=39)
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* p<0.05 Calcio < 1200 mg/dia es estadisticamente significativo respecto a Calcio > 1200 mg/dia.



Tras el andlisis de todas las dietas, esta deficiencia en el aporte diario del mineral calcio quedo reflejada
también en el bajo porcentaje de alimentos ricos en calcio consumidos diariamente, como la leche o los
derivados lacteos.

Asimismo, en la Figura 4 se representa el n® de raciones/madre de los 4 grupos de leche y derivados lacteos
(yogures, queso fresco y queso curado) en funcién de la ingesta de calcio. De todas las madres encuestadas,
tan solo un 59% ingirieron mas de una racién diaria de leche (datos no mostrados). Puede observarse la
variacion en las raciones de leche en el grupo que no restringe su ingesta de calcio frente al que si lo hace, con
una diferencia en dicho aporte diario de leche de un 40%. Dicha tendencia en el consumo de leche en el grupo
restrictivo también se repite en el nimero de raciones con el resto de derivados lacteos.

FIGURA 3
Representacion de las ingestas diarias de calcio y fosforo en toda la poblacién
estudiada; R = 0.78 y p<0.01
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FIGURA 4
Comparativa de la ingesta de raciones de leche y derivados lacteos en madres con
lactancia exclusiva en funcion del consumo de calcio (n=39)
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DISCUSION

La ingesta de calcio difiere con la edad y el grupo poblacional, siendo el requerimiento mas elevado durante las
etapas de gestacién y lactancia debido a la demanda anabdlica a la que estan sometidas las mujeres en estos
dos periodos.

Numerosas encuestas a la poblacion espafiola sugieren que al menos un 90% de las personas encuestadas
toman leche diariamente. Esto se corrobora con la hipétesis del presente trabajo, no obstante, las cantidades
de calcio consumidas en el grupo de madres que restringen su ingesta (sea por cuestiones culturales u otras)
son muy inferiores a las recomendadas (11,12) tal y como ya se mostraron otros estudios anteriores (8-10,
25,26).

Es conocido que en aquellos lactantes cuyas madres restringen la ingesta de calcio, aparezcan efectos
negativos sobre dicho bebé, tales como la pérdida de peso, aumento del llanto, descenso de la calma, asi como
un aumento del célico en el lactante (27,28).

La energia media obtenida de toda la poblacién estudiada se encuentra por debajo de los niveles recomendados
(29), sobre todo en aquellas madres que poseen una dieta restrictiva, las cuales presentan un aporte
energético muy deficiente. Muchas de las que restringen su aporte energético -y a la vez el del calcio- lo hacen
por falsos prejuicios dietéticos, relacionados éstos con la pérdida de grasas tras el parto para una rapida
disminucion de su peso. Sin embargo, numerosos estudios sugieren la posibilidad de reducir las grasas y el
peso corporal en mujeres obesas a través de una dieta rica en calcio (30-33). Esto se deberia a que el calcio
inhibe en el adipocito la lipogénesis. Asi, tal y como se observa en los resultados presentes, aquellas madres
que restringen el consumo de calcio, son las que padecen mas sobrepeso respecto a las que no restringen este
mineral (p<0.01).

Al igual que se obtuvo en un estudio nutricional en mujeres italianas en lactancia (34), en esta investigacion
también se ha encontrado un ligero desajuste del balance energético. Seria recomendable por tanto, reducir la
ingesta de grasas e incrementar el consumo de carbohidratos lo justo y necesario para alcanzar el 55% de la
energia obtenida con la alimentacién diaria.

Tal y como se ha encontrado en otras referencias bibliograficas respecto a la ingesta de calcio, se puede indicar
que existe un gran descenso de este mineral en las madres restrictivas frente a las que no restringian su
ingesta, siendo estos valores muy similares a los obtenidos por otros autores (8-10,12,35), lo cual seria un
factor de riesgo para la osteoporosis si dicho déficit de calcio se mantiene a lo largo de las tres primeras
décadas de vida. Ademas, si el descenso de este mineral se produce a lo largo del periodo de lactancia, los
niveles de calcio en su leche madura se van encontrar disminuidos, con el consiguiente perjuicio al lactante (8).

Hay varios alimentos con un gran aporte en calcio, sin embargo, este mineral se encuentra en mayor
proporcion y biodisponibilidad en la leche y los derivados lacteos. Son muchos los beneficios aportados con
estos alimentos, asimismo un vaso de leche al dia aporta 8 g de proteina, 0.98 mg de zinc y 308 mg de calcio,
el cual ve fortalecida su absorcion con 2.56 pg de vitamina D. La restriccion de leche por tanto, impide el
acceso a una fuente muy importante de vitamina D, no obstante, debido a la latitud a la cual se encontraba la
poblacidn del presente estudio (Extremadura, Espafia), esto es, préxima al Ecuador, se podria llegar a alcanzar
una adecuada biosintesis de esta vitamina mediante exposicién solar, no siendo necesaria su suplementacion
en la dieta (35), aunque otros estudios con una poblacion similar a la estudiada (mediterranea), recomiendan
su suplementacidn alimentaria (21).

Incidir sobre el grupo de mujeres que no mantuvieron restriccion en la ingesta de calcio, las cuales ademas de
un correcto aporte en leche y derivados lacteos, también ingirieron (gracias a su dieta mas equilibrada) otros
alimentos ricos en calcio, como son el grupo de legumbres (judias, garbanzos y lentejas) y el grupo de
pescados.

La importancia de la relacion calcio/fésforo radica en las carencias dseas que se podrian sufrir si este cociente
no se encuentra cercano a 1 o incluso superior. Es decir, se trataria de prevenir futuros procesos de
osteoporosis y posibles fracturas de cadera en la madre, ya que se ha descrito que una ingesta elevada de
fésforo favoreceria el desarrollo de esta enfermedad, sobre todo cuando la ingesta de calcio es baja (18). Con
los resultados obtenidos de correlacion lineal de ambos micronutrientes se puede deducir que aunque se
aumenten o excedan los niveles de ingesta en calcio, nunca van a superar a los de fosforo para llegar a la
relacion calcio/fésforo mayor o igual a 1, lo cual deberia ser corregido intentando disminuir el consumo de
alimentos ricos en fosforo como son los cereales y sus derivados, ademas de embutidos y huevos, ya que un
exceso de fosforo en la dieta perjudica la absorcidén y metabolismo del calcio (8, 18).

CONCLUSIONES

Como conclusion final cabe sefialar que el 64% del total de mujeres con lactancia exclusiva de la poblacién a
estudio, posee una dieta deficiente en energia, mineral calcio y vitamina D. Sélo el 36% de las madres
participantes tuvo un adecuado consumo de estos nutrientes, las cuales ademdas constataban normopeso,
pudiendo relacionar dicha cualidad antropométrica a un consumo adecuado de calcio.

Con este estudio se espera alertar a los profesionales sanitarios para que asesoren a este colectivo de mujeres
de la enorme importancia que tiene durante esta época de la vida ingerir un aporte equilibrado, tanto de macro
como micronutrientes y de forma especial de calcio, con el fin de generar leche materna de alta calidad y
prevenir futuras patologias como la pérdida de densidad dsea (8).

AGRADECIMIENTOS
Los autores quieren agradecer su colaboracién a todo el personal de la Unidad de Neonatologia del Hospital
Materno Infantil de Badajoz, asi como a D@ Elena Circujano, técnico de nuestro laboratorio.



REFERENCIAS

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

World Health Organization. Energy and Protein Requirement Technical Report Series n°. 724. p 20.
Geneva: WHO. 1985.

Comité de lactancia materna de la AEP. Monografia de la AEP n° 5. 12 ed. Madrid: Ergon; 2004.

Rivero M. La alimentacién de tu hijo los primeros meses de vida. 1996. Alimentacién de la
embarazada “Vida Clandestina” edit. A. Delgado. Capit. 12, p. 192-203. Ediciones Mensuales.

Hartmann P, Sherrif J, Kent K. Maternal nutrition and the regulation of milk synthesis. Proc Nutr Soc.
1995; 54:379-389.

Emmett PM, Rogers LS. Properties of human milk and their relationship with maternal nutrition. Early
Hum Dev. 1997; 49:7-28.

Mackey AD, Picciano MF, Mitchell DC, Smiciklas-Wright H. Self-selected diets of lactating woman often
fail to meet dietary recommendations. J Am Diet Assoc. 1998; 98:287-302.

Thomas M, Weisman SM. Calcium supplementation during pregnancy and lactation: effects on the
mother and the fetus. Am J Obstet Gynecol. 2006; 194:937-945.

Ortega RM, Martinez RM, Quintas ME, Lépez-Sobaler AM, Andrés P. Calcium levels in maternal milk:
relationships with calcium intake during the third trimester of pregnancy. Br J Nutr. 1998; 79:501-
507.

Mannion CA, Gray-Donald K, Koski KG. Association of low intake of milk and vitamin D during
pregnancy with decreased bird weight. CMAJ. 2006; 179:1273-1277.

Mannion CA, Gray-Donald K, Johnson-Down L, Koski KG. Lactating women restricting milk are low on
select nutrients. J Am Coll Nutr. 2007; 26:149-155.

Dietary References Intakes (DRI) for Calcium, Phosphorus, Magnesium, vitamin D and Fluoride.
Standing Committee on the Scientific Evaluation of Dietary References Intakes, Food and Nutrition
Board & Institute of Medicine. Washington DC; National Academy of Sciences, 1997.

Nutrient and energy intakes of the European Community. Reports of Scientific Commite for Food,
Thirty-first series. Luxemburg; Commision of the European Communities, 1993.

Pita Martin de Portela ML. Necesidades de calcio y recomendaciones de ingesta. Actualiz Osteologia.
1998; 3:66-75.

Krebs NF, Reidinger CJ, Robertson AD, Brenner M. Bone mineral density changes during lactation:
maternal, dietary and biochemical correlates. Am J Clin Nutr 1997; 65:1738-1746.

Thomas M, Weisman SM. Calcium supplementation during pregnancy and lactation: effects on the
mother and fetus. Am ] Obstet Gynecol. 2006; 194:937-945.

Basile L, Taylor S, Wagner C, Horst R, Hollins B. The effect of high-dose vitamin D levels and milk
calcium concentration in lactating women and their infants. Breastfeed Med. 2006; 1:27-35.

Ettinger AS, Tellez-Rojo MM, Amarasiwardena C, Peterson Ke, Schwartz J, Aro A, et al. Influence of
maternal bone lead and calcium inatake on levels of lead in breast milk over the course of lactation.
Am J Epidemiol. 2006; 163:48-56.

Hollis BW, Wagner CL. Assessment of dietary vitamin D requirements during pregnancy and lactation.
2004; Am J Clin Nutr. 79:717-726.

Hollis BW, Wagner CL. Vitamin D requirements during lactation: high dose maternal supplementation
as prevent hypovitaminosis D for both, the mother and the nursing infant. 2004; Am J Clin Nutr.
80:157-178.

Wagner CL, Husley TC, Fanning D, Ebeling M, Hollis Bw. High-dose vitamin D3 supplementation in a
cohort of breastfeeding mothers and their infants: a 6-month follow-up pilot study. 2006; Breastfeed
Med. 1:57-58.

Nicolaidou P, Hatzistamatiou Z, Papadopoulou A, Kaleyias J, Floropoulou E, Lagona E, et al. Low
vitamin D status in mother-newborn pairs in Greece. 2006; Calcif Tissue Int. 78:337-342.



22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Kovacs CS. Vitamin D in preganancy and lactation: maternal, fetal, and neonatal outcomes from
human animal studies. 2008; Am J Clin Nutr. 2:520-528.

Mataix JM, Mafas M. Tablas de composicion de alimentos espafioles. 32 ed. Granada: Monogréfica;
1998.

Requejo AM, Ortega RM. El rombo de la alimentacion. Ministerio de Sanidad y Consumo. Secretaria
General Técnica. Madrid; 1996.

Basabe B, Mena MC, Faci M, Aparicio A, Lopez AM, Ortega RM. Influencia de la ingesta de calcio y
fésforo sobre la densidad mineral 6sea en mujeres jovenes. Arch Latinoam Nutr. 2004; 54(2).

Doran L, Evers S. Energy and nutrient inadequacies in the diets of low-income women who breast-fed.
J Am Diet Assoc. 1997; 97:1283-1287.

Garrison MM, Christakis DA. A systematic review of treatments for infant colic. Pediatrics. 2000;
106:184-190.

Hill DJ, Hosking CS. Infantile colic and food hypersensitivity. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2000;
30:67-76.

Thompson OC, Gil A. Requerimientos nutricionales durante la gestacion y la lactancia. In: Gil A,
editor. Tratado de nutricion. 1@ ed. Madrid: Accion Médica; 2005. p. 192-216.

Zemel M, Teegarden D. Regulation of adiposity and obesity risk by dietary calcium: mechanisms and
implications. J Am Coll Nutr. 2002; 21:146-151.

Zemel MB, Thompson W, Milstead A, Morris K, Campbell P. Calcium and dairy acceleration of weight
and fat loss during energy restriction in obese adults. Obes Res. 2004; 12:582-590.

Melanson EL, Donahoo WT, Dong F, Ida T, Zemel MB. Effect of low- and high-calcium dairy-based
diets on macronutrient oxidation in humans. Obes Res. 2005; 13:2102-2112.

Teegarden D, White KM, Lyle RM, Zemel MB, Van Loan MD, Matkovic V et al. Calcium and dairy
product modulation of lipid utilization and energy expenditure. Obesity (Silver Spring). 2008;
16:1566-1572.

Giammarioli S, Sanzini E, Ambruzzi AM, Chiarotti F, Fasano G. Nutrient intake of Italian women during
lactation. Int Vitam Nutr Res. 2002; 72(5).

Cashman KD. Calcium and vitamin D. Novartis Found Symp. 2007; 282:123-138.



Journal of
APPLIED
BIOMEDICINE

ORIGINAL ARTICLE

J. Appl. Biomed.
5: 85-90, 2007
ISSN 1214-0287

A new analytical technique in capillary electrophoresis:
studying the levels of nucleotides in human breastmilk

Javier Cubero', Javier Sanchez?, Cristina Sanchez', David Narciso', Carmen Barriga',

Ana Beatriz Rodriguez'

"Department of Physiology, Faculty of Science, University of Extremadura, Badajoz, Spain
Laboratory of Metabolism, Hospital “Perpetuo Socorro”, Badajoz, Spain

Received 12" March 2007.
Revised 23" April 2007.
Published online 11" May 2007.

Summary

The effect of nucleotides in the newborn is a determinant in this first stage of life, and their correct
level in breastmilk is vital. We have designed a new method for the assay of nucleotides in milk by
capillary electrophoresis (CE) after acid hydrolysis. Breastmilk samples were collected from healthy
mothers (ages, 25-35 years) of one month lactation, and stored at -20 °C. The duplicated samples
were dissociated by acidic hydrolysis (HCIO,) and the CE assay was performed in an uncoated
fused-silica capillary using an alkaline (borate) electrophoretic separation system.

The method gave good recoveries of 5'-mononucleotides. Under the conditions used, the actual
CE analysis time was less than 20 minutes. The physiologically and nutritionally important
nucleotides were detected at concentrations of 387 pg/100ml for UMP-5P, 385.3 pg/100ml for
AMP-5P, 67 pg/100ml for CMP-5P, 172 ng/100ml for TMP-5P and 315 pg/100ml for GMP-5P.
Nucleotides are a significant nutrient in infant growth, and capillary electrophoresis is a sensitive
and efficient tool for the assay of nucleotides with a purine or pyrimidine base in breastmilk.

Keywords: nucleotides — capillary electrophoresis — breastmilk

INTRODUCTION

Mother's milk is the best food for infants, and so
knowledge of its composition would contribute to
the  understanding  of  infant  nutrition.
Approximately 15-25% of the total nitrogen
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content of human milk is in non-protein
compounds, including the nucleotides (Atkinson et
al. 1980).

Nucleotides are the primary units of the
nucleic acids (RNA, DNA) which control the
reproduction, growth, and metabolism of living
systems. They consist of a cyclic nitrogen-
containing base (purine or pyrimidine), a sugar
(pentose), and one or more phosphate groups.
There has been increasing interest in the nutritional
aspect of dietary nucleotides. They may play an
important role in human physiology, especially in
infants. Dietary nucleotides seem to influence
several aspects of neonatal development, such as
modulating lipoprotein metabolism, modifying the
composition of the gut's microflora, and
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participating in the immune response mediated by
T-cells and sleep (Gil and Sanchez-Medina 1981,
Barnes 1994, Carver 1994, Uauy and Gil 1994, Gil
and Uauy 1995, Leach et al. 1995, Schlimne et al.
1997, Boza et al. 1998). Moreover, rapidly growing
tissues such as the intestinal epithelium and
lymphoid cells lack any significant capacity for
de novo synthesis of nucleotides and require
exogenous sources of the compounds (Oliveira et

al. 1999). Neither should one forget the influence
that uridine and adenosine have on the regulation of
formula-fed infants' sleep (Cubero et al. 2006), as
well as the hormonal regulation that they exert
through their ingestion in milk in the first stages of
life (Vasques-Garibay et al. 2006), in particular the
regulation of insulin-like growth factors such as
IGF-I and IGFBP-3.

Table 1. Values found in the literature on the analysis of nucleotides in milk

Nucleotides Authors Samples Analysis Concentration
5’-UMP Janas and Picciano 1982 Breastmilk HPLC 321pg/100ml
Sugawara et al. 1995 Breastmilk HPLC 0.23 pmol/100ml
Perrin et al. 2001 Starter formula ~ HPLC 63 mg/kg
5’-AMP Janas and Picciano 1982 Breastmilk HPLC 143 pg/100ml
Sugawara et al. 1995 Breastmilk HPLC 0.23 pmol/100ml
Perrin et al. 2001 Starter formula ~ HPLC 21 mg/kg
5’-GMP Janas and Picciano 1982 Breastmilk HPLC 163 pg/100ml
Sugawara et al. 1995 Breastmilk HPLC n.d
Perrin et al. 2001 Starter formula ~ HPLC 11 mg/kg
5’-CMP Janas and Picciano 1982 Breastmilk HPLC 321 pg/100ml
Sugawara et al. 1995 Breastmilk HPLC 4.29 nmol/100ml
Perrin et al. 2001 Starter formula ~ HPLC 108 mg/kg
5’-IMP Janas and Picciano 1982 Breastmilk HPLC 290 pg/100ml
Sugawara et al. 1995 Breastmilk HPLC n.d.

Uridine 5'monophosphate (5-UMP); adenosine 5 monophosphate (5-AMP); guanosine 5 monophosphate (5'-GMP);
cytidine 5 'monophosphate (5’-CMP); inosine 5 'monophosphate (5'-IMP).

The nucleotide levels in milk have been
analyzed by different authors principally using
HPLC as the analytical technique. Janas and
Picciano (1982) initiated the use of this technique
for the analysis of nucleotides in human milk, for
which Sugarawa et al. (1995) later quantified three
nucleosides and six nucleotides. Finally, Perrin et
al.  (2001) quantified 5 nucleotides and
5 nucleosides in formula milk. These results are
summarized in Table 1.

The last ten years have seen the development
of the very effective technique of -capillary
electrophoresis (CE) for nucleotide assay (Uhrova
et al. 1996, Adam et al. 1999, Hornik et al. 2007),
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although not specifically for human milk. The
purpose of the present work was therefore to
develop a reliable and fast method of nucleotide
assay in human milk using acid hydrolysis and
quantification by CE.

MATERIALS AND METHODS

Equipment

The CE system used is a P/ACE MDQ Systems
5510 equipped with a diode array detector
(Beckman Coulter, Inc., USA). The system can be
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rapidly reconfigured from a flexible research
platform to a tightly regulated routine use platform.
Automated fractionation of a detected peak allows
isolation of newly resolved compounds for external
identification.

Capillary cartridges

The capillaries are housed in user-assembled
cartridges which are compatible with all current CE
capillaries. For the present study of nucleotides, the
CE separations were carried out in an uncoated-
silica capillary (75 um id. x 375 um o.d;
Polymicro Technologies, LLC, USA) with an
effective length of 20 cm.

Detector modules

To allow for flexible method development and
rugged routine use, the P/ACE MDQ's design
makes it easy to interchange high-sensitivity diode
array (DAD), UV/Vis, and laser-induced
fluorescence (LIF) detection modules. An external
detector adapter allows the capillary to be extended
to additional detection systems.

Software for the CE analysis

The 32 Karat™ software package specific to
capillary electrophoresis includes mobility plot
generation, advanced reports, and new 2D
algorithms to couple mobility and spectral
signatures for peak identification. All of this results
in a fully integrated CE control and data analysis
workstation.

The methods are defined and edited in table
format. All functions for the system are handled in
a single window, including programming of the
buffer array for the automation of strategies for the
development of methods, using filters such as scan
range, wavelength maximum, and mobility.

Control and analysis

Peak identification using either time or mobility,
coupled with spectral signature confirmation,
creates powerful 2D peak identification schemes.
Velocity-Calibrated Peak Area and CAESAR
integration ensure reproducible quantification at
low limits of detection.

Reagents
Adenosine 5 monophosphate, uridine
5'monophosphate, guanosine 5 monophosphate,
thymidine 5 monophosphate, cytidine
5'monophosphate, boric acid, and sodium
dodecylsulfate were purchased from Sigma-
Aldrich, USA. All other chemicals were of
analytical purity grade. Perchloric acid 60%,
sodium hydroxide pellet and potassium hydroxide
85% pellets were purchased from Panreac, Spain.
All solutions were prepared using de-ionized
water (Milli-Q System).
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Procedure

Preparation of stock solutions

The values reported in the literature indicated that
the nucleotide concentrations in human milk would
be in the range 0 ug/ml to 9 pug/ml.

Stock nucleotide solutions were therefore
prepared in the following concentrations: 10x107,
5x1073, 1x107, and 0.5x107 mg/ml of adenosine 5-
P, cytidine 5-P, guanosine 5-P, thymidine 5-P, and
uridine 5-P.

Extraction of nucleotides for breastmilk

We followed the technique of Perrin et al. (2001)
with certain modifications. We started from milk
samples of healthy women of at least 4 weeks
lactation. Aliquots of 0.75 ml of each sample were
hydrolysed with 0.75 ml of 13% perchloric acid,
mixing for 45 min on a roller mixer. After
centrifuging at 5000g for 20 min at room
temperature, the supernatant was collected,
discarding the fatty halo.

The solution was then adjusted to neutral pH
with 5M KOH, and left in an ice bath for 1 h for all
the potassium perchlorate to precipitate. It was then
filtered through a 0.45 pm membrane filter (Millex,
Millipore, USA) before assay.

CE analysis

All experiments were performed on a P/ACE
System 5510 (Beckman Coulter, Inc., USA). The
CE separations were carried out in an uncoated-
silica capillary (50 pm id. x 375 pm o.d;
Polymicro Technologies, LLC, USA) with an
effective length of 20 cm. Detection was by
ultraviolet over the range 190-300 nm (cartridge
detection window 100 x 800 um).

Samples were loaded by low-pressure injection
(3.45 KPa) for 6 s (14.3 nl, 2.7% of the total
capillary volume injected). Borate buffers were
prepared from boric acid, sodium dodecyl sulfate
(SDS) was added, and the solution was adjusted
with 500 g/l NaOH to the appropriate pH. The
capillary was washed at the beginning of each
working day with de-ionized water, 0.1M sodium
hydroxide, water, and finally with a separation
buffer for 5 min.

Between runs, it was rinsed with water for
1 min and with a separation buffer for 2 min. The
assays were run at constant voltage using a ramp of
1 min.

The alkaline (borate) separation system as
described by Adam et al. (1999) was used as
follows. The capillary was operated at 30 °C. The
separation buffer was prepared from boric acid (60
mmol/l), sodium dodecylsulfate (80 mmol/l), and
adjusted with 2-amino-2-methyl-1-propanol to
neutral pH. Assays were run at +10 kV (positive
outlet).

The detector's data rate was set at 4 Hz.
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Fig. 1. Typical electropherograms of the standard nucleotides and samples. Capillary temperature, 30 °C; voltage,

10 kV; detection wavelength, 200 nm.
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RESULTS AND DISCUSSION

Twenty human milk samples from lactating women
were analyzed by this method. Each sample
presented different dominant peaks.

The system provides electropherograms at 200
nm (the optimal wavelength for these samples)
such as the example shown in Fig. 1. All five
nucleotides were detectable at both the lowest and
the greatest concentrations tested with the alkaline
system used. At pH>9, however, the run-to-run
reproducibility was lower (data not shown). Inter-
day variation was less than 9.5%.

The stability of these nucleotides was tested in
water at -20 °C, 4 °C, and room temperature. They
were all stable at -20 °C (half-life 12 months).

The results of the breastmilk assays were as
follows (see Fig. 2): 387 nug/100ml for UMP-5P;
385.3 pg/100ml for AMP-5P; 67 ng/100ml for
CMP-5P; 315 ng/100ml for GMP-5P; and 172
png/100ml for TMP-5P. These mean values are
significantly greater than the literature values
quantified by HPLC by Janas and Picciano (1982)
and Sugarawa et al. (1995), presumably reflecting
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the greater sensitivity of the capillary
electrophoresis  technique for the assay of
nucleotides in human milk.

CONCLUSION

A simple and effective analytical method has been
developed for the routine electrophoretic
determination of nucleotides in breastmilk in an
uncoated fused-silica capillary. It benefits from the
important advantages of capillary electrophoresis
such as the small demand on sample size,
simplicity of operation, low solvent consumption,
and short analysis time.
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The possible role of human milk nucleotides
as sleep inducers
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Breast-milk contains a potent mixture of diverse components, such as the non-protein nitrogen
fraction which includes nucleotides, whose variation in levels is evident throughout lactation. In
addition, these substances play an important role in sleep homeostasis. In the present study,
human milk samples were analyzed using a capillary electrophoresis system. The rhythmicity of
each nucleotide was studied by cosinor analysis. It was found that the nucleotides 5’AMP, 5'GMP,
5'CMP, and 5'IMP have significant (P < 0.05) circadian rhythms, the acrophases of the first two
being during the night, and of the latter two during the day. While 5’'UMP did not show a clear
circadian rhythm, there was an increase in its levels at night. In conclusion, the rise in nocturnal
levels of 5’AMP, 5’'GMP, and 5'UMP could be involved in inducing the ‘hypnotic’ action of breast-
milk at night in the infant.

Keywords: nucleotides, circadian, sleep, human milk, capillary electrophoresis

Introduction

A joint declaration by the World Health Organization
(WHO) and the United Nations Children’s Fund
(UNICEF) stated that breast-milk is the optimal food
for infants and can never be equalled by artificial
substitutes. It covers all the child’s physiological and
nutritional needs during the first 4-6 months of life.!
For this reason, there is growing interest in attempting
to make infant formulas that more closely resemble
mother’s milk. Infant formulas are the only processed
food products that fully meet the nutritional needs of
infants during the first months of life until the
introduction of adequate supplementary feeding.?
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The milk of every mammalian species has a
different composition, tailored to the digestive,
nutritional, and growth needs of its offspring. Human
milk is a living fluid that changes with time, with its
composition and volume being modified both during
the course of each day and throughout the breast-
feeding period. Its non-protein nitrogen fraction
includes nucleotides whose concentrations are known
to vary throughout lactation. In particular, there is an
increase in nucleotide concentration in the mature
milk (from day 15 postpartum) relative to the
colostrum (4-5 days’ postpartum).’?

Nucleotides are the building blocks of nucleic acids
responsible for storing and transmitting genetic inform-
ation. They are precursors of energy-rich compounds that
control the metabolic processes (biosynthesis, funda-
mentally) in all cells. Their skeleton consists of a pentose
(carbohydrate), a nitrogen-containing base, and a
phosphate group. The commonest are nucleotides where
the nitrogen-containing base is a purine — adenosine
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Human milk nucleotides and sleep

S'monophosphate (5AMP), guanosine 5'mono-
phosphate (5GMP), and their precursor, inosine
5'monophosphate (5IMP) — or a pyrimidine — uridine
5'monophosphate (5'UMP), cytidine 5'monophosphate
(5'CMP), and thymidine 5'monophosphate (5" TMP).

The nucleotides act in cells as secondary messengers
through cAMP (cyclic 5SAMP) and c¢cGMP (cyclic
5'GMP), and also supply the necessary chemical
energy. They can also act as components of many
enzyme co-factors such as flavin adenine dinucleotide
(FAD) and nicotinamide adenine dinucleotide (NAD),
in addition to having a strong influence on sleep — the
function which is the objective of the present study.

In reviewing the literature, we found that three
nucleotides are considered to be involved in the
physiological function of sleep — 5UMP, 5’AMP, and
5'GMP.

The first, 5UMP, is distributed throughout the
body (including the brain), and has a depressive effect
on the CNS. The nightly administration of low doses
of this nucleotide produces a moderate increase in the
number of REM and non-REM sleep episodes,* but
has little or no influence on their duration.>® The
plasma concentration of uridine in mice has a marked
circadian rhythm,® with the time of the maximum
concentration (acrophase) coinciding with the time of
least activity.

The second, 5’AMP, is the nucleotide which is most
referred to in the literature as a sleep inducer. Indeed,
its hypnotic properties have been recognized now for
over 30 years.” More recent evidence confirming its
role in sleep induction is based on several facts:
extracellular concentrations (through the secondary
messenger cAMP) present circadian variations, its
administration induces an hypnotic effect, and its
levels decline during the period of wakefulness.® !

The third, 5’GMP, is also a second messenger in its
cyclic form (cGMP), which mediates most of the
neuronal effects of nitric oxide (NO). Many studies
have pointed to the role of NO in sedation. For
instance, the injection of a cGMP inhibitor into rats
was found to increase wakefulness at the same time as
suppressing REM and non-REM sleep.’? Human
studies have shown that cGMP plasma concentrations
rise when the subject goes to bed and remain high
throughout the night, reflecting its role in stimulating
the secretion of the pineal hormone melatonin.'!

Recently there has been growing interest in
studying nucleotides in the diet, since they seem to
play an important role in human nutrition at different
stages of life. This is especially so in infancy, as they
influence neonatal development by the synthesis of
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phospholipids, by modifying the microflora and
repairing any damage in the gut, and also by
participating in the T-lymphocyte mediated immune
response.’>® It has been suggested that both the
nucleotides and the nucleosides found in human milk
may be important for tissue development in infants."

The Co-ordinated International Expert Group of
the European Society for Paediatric Gastroenterology,
Hepatology, and Nutrition (ESPGHAN) recommends
the following maximum concentrations for nucleotides
added to infant formulas: 1.75 mg/100 kcal of 5CMP,
1.5 mg/100 kcal of 5UMP, 1.5 mg/100 kcal of 5’AMP,
0.5 mg/100 kcal of 5GMP, and 1 mg/100 kcal of
5'IMP. Also, the total of all nucleotides must not
exceed 5 mg/100 kcal.?®

Although the most extensively validated method
for nucleotide assay in human milk is high
performance liquid chromatography (HPLC), our
research group has demonstrated that capillary
electrophoresis (CE) is another perfectly viable
technique.?! Nearly all nucleotide determinations have
studied the variations in their concentrations over the
months of lactation. The novelty of the present work
is the study of the possible circadian rhythms in the
nucleotide content of breast-milk by determining the
changes that occur during each 24-h period. This is
essentially the reason for using CE as against HPLC,
since measurements with CE are significantly faster
(approximately 30 min compared with 2 h in HPLC).
Also, the efficiency of the method is much greater
(more than 200,000 plates theoretically, compared
with 5000 for HPLC), and the expenditure in terms of
the volumes of reagents and samples is much lower.

Subjects and methods

Subjects

The study population consisted of 30 healthy mothers
from the region of Extremadura (Spain) who had been
breast-feeding for 3 months. Their median age was 33
years (minimum-to-maximum range, 26-39 years), and
the mean £ SD values for weight, height, and body
mass index (BMI) were 62.3 + 7.3 kg, 164 + 6 cm, and
23.1 = 2.4 kg/m? respectively. The subjects were
considered healthy on the basis of their breast-feeding
success, a physical examination, and a follow-up. All
subjects were informed about the investigation, and
gave their written consent.

During the study, the subjects took no drugs that
would disturb the levels of nucleotides. The Ethical
Investigation Committee of University of Extremadura
approved the study.



Samples

Samples of breast-milk were collected in polystyrene
tubes before each feed over a 24-h period, during
March to July, and stored frozen at —30°C until assay
in duplicate. In general, between 6 and 8 samples of
breast-milk were obtained from each mother.

Equipment and components

The CE system used was a P/ACE MDQ System 5510
equipped with a diode array detector (Beckman
Coulter, Inc., USA). The system can be rapidly
reconfigured from a flexible research platform to a
tightly regulated routine-use platform. Automated
fractionation of a detected peak allows isolation of
newly resolved compounds for external identification.

Capillary cartridges

The capillaries are housed in user-assembled cartridges
which are compatible with all current CE capillaries. For
the present study of nucleotides, the CE separations
were carried out in an uncoated silica capillary (75 um
i.d. X 375 um o.d.; Polymicro Technologies®, LLC,
USA) with an effective length of 20 cm.

Detector modules

To allow for flexible method development and rugged
routine use, the design of the PPACE MDQ makes it
easy to interchange high-sensitivity diode array
(DAD), UV/Vis, and laser-induced fluorescence (LIF)
detection modules. An external detector adapter
allows the capillary to be extended to additional
detection systems.

Software for the CE analysis

The 32Karat™ software package specific to capillary
electrophoresis includes mobility plot generation,
advanced reports, and new 2-D algorithms to couple
mobility and spectral signatures for peak identification.
All of this results in a fully integrated CE control and
data analysis workstation.

The methods are defined and edited in table format.
All functions for the system are handled in a single
window, including programming of the buffer array
for the automation of strategies for the development
of methods, using filters such as scan range,
wavelength maximum, and mobility.

Control and analysis

Peak identification using either time or mobility,

coupled with spectral signature confirmation, creates

powerful 2-D peak identification schemes.
Velocity-calibrated peak area and CAESAR®

integration ensure reproducible quantification at low

limits of detection.

Sdnchez et al.

Reagents

Adenosine  5'monophosphate, uridine 5'mono-
phosphate, guanosine 5'monophosphate, thymidine
S'monophosphate, cytidine 5'monophosphate, inosine
S'monophosphate boric acid, and sodium dodecyl-
sulphate (SDS) were purchased from Sigma-Aldrich
(USA). All other chemicals were of analytical purity
grade. Perchloric acid 60%, sodium hydroxide and
potassium hydroxide 85% pellets were purchased from
Panreac, Spain. All solutions were prepared using de-
ionized water (Milli-Q System).

Procedures

Preparation of stock solutions

The values reported in the literature indicated that the
nucleotide concentrations in human milk would be in
the range 0-9 ug/ml. Stock nucleotide solutions were,
therefore, prepared in the following concentrations:
10, 5, 1, and 0.5 ug/ml of SAMP, 5CMP, 5GMP,
5'TMP, SUMP, and 5'IMP.

Extraction of nucleotides from breast-milk
We followed the technique of Perrin et al.?? with
certain modifications. We started from milk samples
of healthy women of at least 12 weeks’ lactation.
Aliquots of 0.75 ml of each sample were hydrolysed
with 0.75 ml of 13% perchloric acid, mixing for 45 min
on a roller mixer. After centrifuging at 5000 g for 20
min at room temperature, the supernatant was
collected, discarding the fatty halo.

The solution was then adjusted to neutral pH with
5 M KOH, and left in an ice bath for 1 h for all the
potassium perchlorate to precipitate. It was then
filtered through a 0.45 wm membrane filter (Millex;
Millipore, USA) before assay.

CE analysis

All experiments were performed on a P/ACE System
5510 (Beckman Coulter). The CE separations were
carried out in an uncoated silica capillary (75 um i.d.
X 375 um o.d.; Polymicro Technologies) with an
effective length of 20 cm. Detection was by UV light
over the range 190-300 nm (cartridge detection
window 100 X 800 wm) and the limit of detection
(LOD) was 60 ng/ml.

Samples were loaded by low-pressure injection (3.45
kPa) for 6 s (14.3 nl, 2.7% of the total capillary volume
injected). Borate buffers were prepared from boric acid,
then SDS was added, and the solution was adjusted with
500 g/l NaOH to the appropriate pH. The capillary was
washed at the beginning of each working day with de-
ionized water, 0.1 M sodium hydroxide, water, and
finally with a separation buffer for 5 min.
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Figure 1 Sinusoidal function obtained by cosinor analysis
of the nucleotide 5’AMP for a 24-h period (n = 30)

Between runs, it was rinsed with water for 1 min
and with a separation buffer for 2 min. The assays
were run at constant voltage using a ramp of 1 min.
The alkaline (borate) separation system as described
by Adam et al.> was used as follows. The capillary was
operated at 30°C. The separation buffer was prepared
from boric acid (60 mmol/l), SDS (80 mmol/l), and
adjusted with 2-amino-2-methyl-1-propanol to neutral
pH. Assays were run at +10 kV (positive outlet). The
detector’s data rate was set at 4 Hz.

Chronobiological analysis

The chronobiological analysis of the data was
performed using Ritme® for Windows software
package. The rhythmicity of each nucleotide was
studied by cosinor analysis.?* The sinusoidal function
used for the fit is the following:

y(t) =M + A X cos [(2 X w/t) X t — D] Eq. 1

where y(t) is the value of the cosine function at time t,
M is the mean level of oscillation or the MESOR
(acronym of midline-estimating statistic of rhythm,
the mean value about which the oscillation occurs,
equal to the arithmetic mean of equidistant data
covering a whole number of cycles), A is the amplitude
(measure of the extent of a rhythmic change in a cycle as
estimated by the sinusoidal function that best fits the
data), the frequency (w = 2 X st/t) where 7 is the number
pi and T is the period (24 h in our case), and @ is the
acrophase (a phase angle measuring the timing of the
peak activity, expressed as the lag from a reference
time to the crest time of the best fit sinusoidal
function). Therefore, cosinor analysis determines the
best-fitting sinusoidal wave by estimating three
parameters — mesor, amplitude, and acrophase.

Sample distribution

Given that the times at which milk samples were
extracted did not exactly coincide from one mother to
another, we selected those hours of the 24-h period for
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Figure 2 Sinusoidal function obtained by cosinor analysis
of the nucleotide 5'UMP for a 24-h period (n = 30)

which there were the greatest numbers of samples
under the constraint of requiring reasonably uniform
distribution of those hours.

By cosinor analysis, we determined the confidence
limits of the MESOR, amplitude, and acrophase at
95% probability level. When the range determined by
the confidence limits of the amplitude contains the
value 0, it cannot be excluded that the amplitude is 0
and, therefore, the existence of a rhythm is not
statistically significant. In other words, to test the
statistical significance of the rhythm, we determined
whether the null hypothesis of zero amplitude is or is
not rejected at 0.05 of alpha level. The P-value
indicates the significance of the fit of the cosine curve
to the data.

The confidence limits of the acrophase allow one to
determine whether there were significant differences
between the acrophases of different variables. When
the range determined by the confidence limits of the
acrophase of one variable overlaps that of another, the
possibility that both acrophases are equal cannot be
discarded.”

Results

Figure 1 shows the levels of 5AMP in human milk
over a 24-h period. The levels increase as night falls
(after 20:00), and the levels are higher at the first hours
of the night relative to the interval before dawn.

Figure 2 shows the equivalent results for SUMP. In
this case, there was an increase in the middle of the
night with respect to the previous hours and with
respect to the light hours.

Figures 3-6 present the results for the other four
nucleotides (5GMP, 5CMP, 5'IMP, and 5TMP) in
which variations between the different time hours
showed no difference. In Figure 3, however, there was
an apparent increasing trend of the levels of 5GMP
for the nocturnal period (20:00-08:00). A similar
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Figure 3 Sinusoidal function obtained by cosinor analysis
of the nucleotide 5'GMP for a 24-h period (n = 30)

trend, but during daylight hours (08:00-20:00),
observed for 5CMP and 5'IMP (Figs 4 and 5,
respectively). This contrasts with the apparent down-
ward trend in the daylight intervals for 5AMP (Fig. 1).
The results of the chronobiological study (Table 1)
of particular interest were the significant circadian
rhythms of 5’AMP (Fig. 1) and 5GMP (Fig. 3) with
acrophases during the period of darkness (at 20:19
and 05:08, respectively). The other two nucleotides
having significant circadian rhythms were 5'CMP
(Fig. 4) and 5S'IMP (Fig. 5) but with acrophases during
the daytime period (at 18:40 and 19:14, respectively).

Discussion

Breast-milk is not static in its composition, but
changes with time,*>?" in parallel with the infant’s
energy demands and tissue growth. For the newborn,
there is an accentuated protein demand because of the
anabolic requirement involved in the first weeks of
growth.

Nonetheless, there has untili now been no
consideration of the possibility that, through her milk,
the mother is preparing her baby’s adaptation to the
changing environment — day and night, for example. It is
now known that high levels of melatonin in breast-milk
appear during the night and low levels during the day.”®
Since melatonin is the hormone that regulates the
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Figure 6 Sinusoidal function obtained by cosinor analysis
of the nucleotide 5'TMP for a 24-h period (n = 30)

sleep/wake cycle, these changes in breast-milk will
doubtless be the signal to help the baby adapt as quickly

Table 1 Chronobiological parameters of each nucleotide for a 24-h period

Nucleotide MESOR (ug/ml) Amplitude (ug/ml) Acrophase (h:min) Cosinor significance P-value
5'AMP 5.17 (4.61-5.73) 1.03 (0.02-2.03) 20:19 (15:08-25:30) 0.04457*

5'UMP 6.14 (4.91-7.37) 1.20 (-) 02:00 (-) 0.36425

5'GMP 3.63 (3.42-3.85) 0.46 (0.07-0.84) 05:08 (01:18-08:58) 0.01955*

5'CMP 2.44 (2.25-2.64) 0.42 (0.16-0.68) 18:40 (14:59-22:20) 0.01645*

5'IMP 3.06 (2.91-3.21) 0.44 (0.18-0.70) 19:14 (16:48-21:41) 0.00149*

5'TMP 4.27 (3.94-4.60) 0.36 (-) 04:45 (-) 0.28860

MESOR values and amplitudes are in the corresponding parameter units. Acrophases are given as times of day (08:00-20:00
light/dark cycle). Confidence limits are in parentheses. The P-value indicates significance of the fit of the cosine curve to the data.

*P < 0.05 was considered statistically significant (n = 30).
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as possible to the day/night versus sleep/wakefulness
environment.?-!

The present study continues this line of inquiry into
the change and temporal evolution of the macro- and
micro-nutrients in breast-milk. Our purpose was to
study some of the possible variations, but on a much
shorter time scale, in particular the 24-h period
variation of the nucleotides belonging to the non-
protein nitrogen fraction. As was first described some
30 years ago and has been confirmed in recent years,
these nucleotides have a great genetic importance® via
their action on the flora in the gut,’® and neuro-
chemically via their intracellular action as secondary
messengers, particularly the physiological action of
the purine nucleotides on sleep.® Also, in the last few
years, their hypnotic action in infants has been
demonstrated by the results of applied research with
starter milks for infants with sleep problems.?!30:3!

The higher nocturnal levels of the purine
nucleotide 5’AMP were consistent with its nature as a
sleep inducer as found in earlier studies.**3 In
addition, as a novel result compared to those reported
by other workers,* we demonstrated the existence of a
circadian rhythm for this nucleotide. The increase was
confined to the beginning of the night (with acrophase
at 20:19, and a MESOR of 5.17 ug/ml), and could
mean that the cAMP which is used in the release of
GABA, an inhibitory and ‘sleep-promoting’ neuro-
transmitter,”” originates from this nucleotide in the
milk. It is notable that the increase of this nucleotide
coincides with the onset of darkness at 20:00, and that
the raised levels are maintained over a long time to
conserve the cCAMP-mediated intracellular response,
especially in brain tissue in order to maintain
homeostasis during sleep.**

The other purine nucleotide, 5GMP, showed a
tendency to increase during the night, unlike the
periods of daylight during which its levels were more
irregular. This nucleotide is a precursor of another
intracellular messenger (cGMP) which, during the
night, is involved in the secretion of the hormone
melatonin, thereby inducing and entraining nocturnal
rest.'>¥%3 Our chronobiological study showed this
nucleotide to have a clear circadian rhythm, with the
acrophase in the final hours of darkness, at 05:08 (an
acrophase that is very similar to that reported by Skala
et al.’%) and a MESOR of 3.63 pg/ml.

With respect to 5'UMP, this nucleotide did not
describe a clear circadian rhythm, but its concent-
rations gradually decreased during the hours of
daylight, followed by a clear increasing trend during
the period of darkness, indicating a possible ultradian
rhythm, which is understood as being part of the

Nutritional Neuroscience 2009 Vol12 NoO

stimulation and functioning of the
mechanism.*+640

Of the other nucleotides, 5’CMP had a significant
circadian rhythm with acrophase at 18:40 (during
daylight hours), and a MESOR of 2.44 ug/ml.
Because 5'IMP is the precursor of the other two
purine nucleotides, it was not surprising that it showed
a significant circadian rhythm that was in synchrony
with the other two purine nucleotides, SAMP and
5'GMP. Indeed, its acrophase was at 19:14 (just before
the onset of darkness when the sleep inducers, 5’ AMP
and 5'GMP, reach their acrophases) and its MESOR
was 3.06 ug/ml.

hypnotic

Conclusions

The assay of nucleotides in the breast-milk of the
study population showed that their levels were not
constant over a 24-h period. This was particularly so
for 5AMP, 5UMP, and 5'GMP, which showed
increased concentrations at night and may, therefore,
be involved in inducing hypnotic action in the infant.
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Analysis of the Antioxidant Activity in Human Milk, day vs. night
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ABSTRACT

Human milk has many advantages for the development of the breast-fed baby, among vitamins A, C and E,
which are essential as an antioxidant defense. In newborn infants, oxidative stress is important due to the im-
maturity of the antioxidant defense mechanisms and the digestive system. It is well known that the components
of breast milk are not constant throughout the 24 hour period. This variation can depend on the mother’s diet
during this period. The aim of the study was to analyze the antioxidant capacity of the human milk throughout
the 24 hour period, and to study the antioxidant changes between day and night period. The levels of Trolox
Equivalent were statistically significant (P<0,01), in the milk samples collected at 18:00h and 21:00h com-
pared to the samples collected at 24:00h. We observed an increase in the antioxidant capacity in the samples
of the night period compared to the samples of the diurnal period, probably as consequence of the immu-
nological activity of the mother and the amount of vitamins and proteins in the mothers’ diet during the day.

Key words: human milk, antioxidant, chronobiology.

ABBREVIATIONS

TEAC  : Trolox equivalent antioxidant capacity.
WHO  : World Health Organization.

UNICEF : United Nations Children’s Fund.

INTRODUCTION

A joint declaration by the World Health Organization
(WHO) and the United Nations Children’s Fund (UNI-
CEF) stated that, breast milk is the optimal food for
infants and can never be equaled by artificial substi-
tutes. It covers all the child’s physiological and nutri-
tional needs during the first 4-6 months of life (WHO,
2003).

It is well known the advantages of the human milk for
the development of the breastfed baby, among vita-
mins A, C and E, which are essential as an antioxidant
defense. In newborn infants, oxidative stress is impor-
tant due to the immaturity of the antioxidant defense
mechanisms and the digestive system. The purpose
of the antioxidative defense is to inactivate reactive
oxygen particles (Tsopmo et al., 2009).

Human milk antioxidant capacity value represents a
complex mixture of numerous compounds with anti-
oxidant activities functioning by different chemical re-
actions (Friel et al., 2002; Kitts et al. 2003; Silvestre
et al. 2008), which collectively culminate in a stable
food source for the breastfed infant.

Vitamins E and C, retinol and b-carotene, lactoferrin
and glutathione, and antioxidant enzymes including
catalase, superoxide dismutase and glutathione per-
oxidase are all present in human milk (Friel et al.,
2002; Shoiji et al., 2004; Kasapovic et. al., 2005),
and are known to have specific antioxidant roles
against lipid peroxidation.

Earlier studies reported that breast milk is not constant
throughout the 24 hour period (Cubero et al., 2005;
Sdnchez et al., 2009). This variation can depend on the
mother’s diet during this period (Sdnchez et al., 2008).

The aim of the study was to analyze the antioxidant
capacity of the human milk throughout the of 24 hour
period, the antioxidant changes between the day and
the night.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

We recruited 7 healthy mothers from the region of
Extremadura (Spain), in the Service of Neonatology
(Hospital “Perpetuo Socorro”, S.E.S.).

The subjects were considered healthy on the basis of
their breast-feeding success, a physical examination,
and a follow-up. All subjects were informed about the
research project and gave written consent.

During the study, the subjects took no drugs that
would disturb the levels of vitamins. The Ethical In-
vestigation Committee of University of Extremadura
approved the study.

Samples

Milk samples were collected from 7 breastfeed-
ing women between 1-5 days postpartum (colostral
milk) in polystyrene tubes before each feed over 24h
(Hanna et al., 2004), during March to July and stored
frozen at 80°C until analysis in duplicate.

Antioxidant analysis

We used an adapted technique from Arnao et al.
(2001). The antioxidant capacity was determined
by the improved spectrophotometric method TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity). This method
calculates the percentage inhibition of the cation radi-
cal ABTS- + by Trolox, a water soluble analogue of
alpha-tocopherol which is the standard antioxidant.
The samples analysis was performed on a microplate
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reader TECAN M200. The wavelength device was
730nm.

Statistical analysis

For the statistical analysis it was used: descriptive sta-
tistics (mean = standard deviation) and inferential test
Non-parametric Kruskal-Wallis. A value of P<0.01
was considered to be significant.

RESULTS

We found variation in the antioxidant activity between
the night and diurnal samples of human milk. The
levels of Trolox Equivalent are statistically significant
(P<0,01) in the samples collected at 18:00h and
21:00h opposite to the samples of milk collected at
24:00h (figure 1).

DISCUSSION AND CONCLUSION

TEACin colostrum
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Figure 1. Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC) in colostrum human milk (24h period).

Studies show human milk can suppress oxidative
stress and oxidative DNA damage in newborn infants
more effectively than infant formula and indicate that
human milk contains a unique defense mechanism,
which is not available in commercial infant formulas
or in bovine milk (Shoji et al., 2004).

The influence of human milk on oxidative stress in-
tensity in breast-fed neonates and infants is a signifi-
cant issue. The concentration of antioxidants in milk
depends on mother’s diet, vitamins supplementation
during pregnancy and lactation and geographi-
cal area of domicile (Szalagatys-Sidorkiewicz et al.,
2004).

As Asghar et al. reported (2009), we observed an in-
crease in the total antioxidant status at the beginning
of the night period opposite to the diurnal period,
probably as consequence of the immunological ac-
tivity of the mother and the amount of vitamins and
proteins (Yamawaki et al., 2005) in the mothers’ diet
during the day.

In the future, this study should be improved by 24h-
questionnaries from the breastfeeding women, at the

101

point to observe which the origin of the antioxidants
substances is in human milk. Probably, a specific an-
tioxidant fest should be used.
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Resumen

La leche materna es un fluido que va variando tanto
durante la lactancia como durante las 24h del dia. Nuestro
objetivo fue determinar el efecto del dia y la noche en el con-
tenido de nitrégeno y proteinas en leche humana de tipo:
calostro, transicion y madura. Para ello se recogieron
durante los meses de enero de 2008 a diciembre de 2008
muestras de leche materna de mujeres sanas de la Comuni-
dad de Extremadura (Espaiia), con menos de dos meses de
lactancia. Dividimos las muestras en tres grupos en funcién
del tipo de leche: grupo de calostro (1-5 dias postparto),
grupo de transicion (6-15 dias postparto) y grupo de leche
madura (> 15 dias postparto). Todas las muestras se almace-
naron congeladas a -80° C. Consideramos periodo de noche
al comprendido entre las 20:00-08:00 horas y periodo
diurno al comprendido entre las 08:00-20:00 horas. El anali-
sis de las muestras de leche materna estuvo basado en el
método Kjeldahl. El contenido proteico fue calculado par-
tiendo del nitrogeno total x 6,25. El estudio estadistico fue
descriptivo (media + desviacion estindar) e inferencial (test
T-Student). El valor medio de nitrégeno total y contenido
proteico de cada grupo fue el siguiente: Nitrogeno total de
los grupos de calostro, transicion y madura fue 0,30 + 0,06
g/dL (periodo nocturno), 0,29 + 0,05 g/dL (periodo diurno);
0,26 + 0,04 g/dL (periodo nocturno), 0,25 + 0,04 g/dL
(periodo diurno); 0,22 + 0,05 g/dL (periodo nocturno), 0,20 +
0,04 g/dL (periodo diurno) respectivamente, produciéndose
en este grupo variacién estadistica (P < 0,05). El contenido
proteico de los grupos de calostro, transicion y madura fue
1,88 + 0,4 g/dL (periodo nocturno), 1,81 + 0,3 g/dL (periodo
diurno); 1,62 + 0,3 g/dL (periodo nocturno), 1,59 + 0,3 g/dLL
(periodo diurno); 1,35 + 0,3 g/dL (periodo nocturno), 1,26 +
0,3 g/dL (periodo diurno) respectivamente, produciéndose
de nuevo en este grupo una variacion estadistica (P < 0,05).
Aungque se observaron diferencias intergrupales de los valo-
res de nitrogeno total y proteinas, es solo en la poblacion de
madres con lactancia madura, donde los componentes anali-
zados variaron significativamente entre el dia y la noche.
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NITROGEN AND PROTEIN CONTENT
ANALYSIS OF HUMAN MILK, DIURNALITY
VSNOCTURNALITY

Abstract

Breast milk is changing with the progression of lacta-
tion and during a 24-h period. To determine the effect of
diurnality or nocturnality on total nitrogen and protein
content of the breast milk. We collected human milk sam-
ples from health mothers living throughout Community
of Extremadura (Spain) from January 2008 to December
2008 with less than two months of lactation. We divided
the samples in three groups: calostral group (1-5 days
postpartum), transitional group (6-15 days postpartum)
and mature group (> 15 days postpartum). All samples
were stored in a freezer at -80°C. We considered as day
period between 08:00-20:00h and night period 20:00-
08:00h. Analysis of the human milk samples was based on
the Kjeldahl method. Protein contents were calculated
from total nitrogen x 6,25. The statistical analysis of the
data was descriptive (mean + standard deviation) and
inferential (T-Student test). No differences (P > 0,05)
were found to exist among the contents of individual
human milk samples. The mean contents of each compo-
nent were as follows: Total nitrogen of calostral, transi-
tional and mature group was 0,30 + 0,06 g/dL (night
period), 0,29 + 0,05 g/dL (day period); 0,26 + 0,04 g/dL
(night period), 0,25 + 0,04 g/dL (day period); 0,22 + 0,05
g/dL (night period), 0,20 + 0,04 g/dL (day period) respec-
tively, in this mature group with a statistical variation
(P<0,05). Protein content of calostral, transitional and
mature group was 1,88 + 0,4 g/dL (night period), 1,81 +
0,3 g/dL (day period); 1,62 + 0,3 g/dL (night period), 1,59
+ 0,3 g/dL (day period); 1,35 + 0,3 g/dL (night period),
1,26 + 0,3 g/dL (day period) respectively, in this mature
group with a statistical variation (P < 0,05). Although we
observed differences in the nitrogen and protein content
during the individual stages of lactation, it is just in the
population of mature lactating women, where the compo-
nents analyzed varied significantly between day and
night.

(Nutr Hosp. 2011;26:511-514)
DOI:10.3305/nh.2011.26.3.4582

Key words: Protein. Total nitrogen. Kjeldahl. Breast milk.
Cronobiology.
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Introduccion

La leche materna es un alimento natural producido
por todos los mamiferos cuyo propdsito primordial es
su uso para la alimentacion del recién nacido. Como
tal, en sus componentes nutricionales, es un fluido
dindmico y cambiante a lo largo del periodo de lactan-
cia, y en particular, a nivel de su componente proteico.

La concentracidn de proteinas en la leche materna la
debemos diferenciar en cuanto a la cantidad correspon-
diente en los primeros dias de lactancia, entre 1°y el 5°,
es decir la etapa de calostro, tiene menos concentracién
energética y un contenido mds elevado de proteinas
incluyendo IgA, lactoferrina, diversos minerales,
colesterol y dcidos grasos esenciales, que en la leche
madura. La leche de transicién que estd presente entre
el 6°y el 15° dia con respecto al calostro, disminuye la
cantidad de inmunoglobulinas y aumenta las de lac-
tosa, grasa y vitaminas. Por dltimo la leche madura que
es la que se produce desde el 15° hasta el final de la lac-
tancia se caracteriza por poseer un nivel de proteinas
reducido!??.

En la leche madura el contenido de proteina se
encuentra establecido de un modo regular a la lactogé-
nesis. En diversos mamiferos se ha observado la rela-
cion directa entre el crecimiento de sus crias y el conte-
nido de proteinas y cenizas en la leche materna. La
caseina constituye entre el 10 y el 50% del total de las
proteinas y el lactosuero entre el 90 y el 50%. Siendo la
caseina la principal fuente de aminodcidos, calcio y
fosforo para el recién nacido. A su vez la concentracién
de proteinas del lactosuero va descendiendo a lo largo
de la lactancia con lo que se produce un cambio en
dicha proporcién, aumentando en la leche madura el
porcentaje de caseinas frente a lactosuero.

Pero, ;qué ocurre con esa variacién temporal a lo
largo del dia? Es decir, sobre un periodo de 24 horas,
(los niveles proteicos son constantes o cambian sus
niveles nocturnos frente a los diurnos? En el caso de
otros nutrientes de la leche materna como monosaca-
ridos, minerales y aminoacidos ya han sido descritos
estos cambios?, con lo que deducimos que también
podrian existir en las proteinas lacteas. A su vez, cabe
indicar que determinadas hormonas y sustancias tam-
poco mantienen sus niveles estdticos a lo largo del dia
en la leche humana®®’, en particular la hormona pro-
lactina para la cual se describen en contrastadas refe-
rencias bibliograficas los cambios entre sus niveles
nocturnos y diurnos en mujeres lactantes®, causa por
la que dicha hormona podria generar con toda seguri-

dad cambios cuantitativos en la leche materna, pero
(hasta qué punto dichos cambios hormonales podrian
ejercer cambios cualitativos y en ese caso cudles ocu-
rririan a nivel proteico? Deducimos que de producirse
dicha variabilidad diurna y nocturna, ésta ocurriria
cuando el periodo de lactancia es mds prolongado, es
decir, en leche madura, periodo en el cual la lactogé-
nesis puede estar encarrilada a un ritmo de tomas ya
constante.

Métodos

Se recogieron muestras de leche materna de madres
sanas (n = 69) con menos de dos meses de lactancia,
procedentes del Servicio de Neonatologia del Hospital
Materno Infantil (S.E.S.) de Badajoz, (Espafia) de
enero de 2008 a diciembre de 2008 (tabla I). Se les soli-
citd la recoleccion de muestras en todas las tomas
administradas al bebé durante un periodo de 24 horas,
obteniendo una media de 6 muestras al dia por madre.
Todas ellas fueron informadas previamente del estu-
dio, entregando su consentimiento firmado para la par-
ticipacién en el mismo.

Dicho estudio fue aprobado por el Comité Etico de la
Universidad de Extremadura y se siguieron las directri-
ces de la Declaracién de Helsinki.

Las muestras recogidas fueron divididas en tres gru-
pos: grupo calostral (1-5 dias postparto), grupo de tran-
sicién (6-15 dfas postparto) y grupo de leche madura
(> 15 dias postparto). Todas las muestras fueron alma-
cenadas bajo congelacién a -80 °C. Consideramos
como el periodo de dia entre 08:00-20:00h y el periodo
de la noche 20:00-08:00h.

Andlisis de N total y Proteina

Entre los componentes de la leche materna se
encuentran la fraccion nitrogenada no proteica (tam-
bién conocida como NNP, en la que se incluyen los
nucleétidos)’ y la fraccién nitrogenada proteica. Para
analizar el contenido proteico de las muestras a estu-
dio, nos basamos en el método Kjeldahl, con el cual se
obtiene el valor del nitrégeno de la leche (valor de
nitrégeno total) siendo posteriormente multiplicado
por un factor (6,25 en el caso de la leche materna) para
llegar al valor de proteina. Para ello se us6 un sistema
digestor (Bloc Digest20, P-Selecta®) y un sistema des-
tilador (Pro-Nitroll, P-Selecta®).

Tabla I
Caracteristicas antropométricas de la poblacion a estudio (n = 69)
Grupo N Dias de lactancia Edad (aiios) Peso (kg) Altura (m) IMC (kg/m?)
Calostro 11 3x1 35£8 768 1,64+0,1 28,3+4,0
Transicién 27 8x2 335 73+13 1,65+0,1 269+54
Madura 31 29 +20 34+4 68+ 11 1,64 +0,1 252+39
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Fig. 1.—Cambios durante la lactancia (leche de calostro, transicion y madura) y el dia-noche de los valores de nitrégeno total y prote-

inas totales (n = 69).

Andlisis estadistico

Se hallaron la media aritmética () y la desviacién
estandar (DE) de todos los datos.

El estudio de la normalidad se realiz6 mediante el
test de Kolmogorov-Smirnoff. Posteriormente se com-
pararon las medias para distribuciones homogéneas de
dos grupos apareados (dia y noche) mediante el test T-
Student. Se consideraron significativos los datos que
presentaran un valor P < 0,05. El paquete estadistico
utilizado fue SPSS®v.15.

Resultados

Tras el andlisis de las muestras indicar que las varia-
ciones no mostraron cambios estadisticamente significa-
tivos. Se considera como el periodo de dia entre 08:00-
20:00h y el periodo de la noche 20:00-08:00h. El
contenido de nitrégeno total, encontrado en cada tipo de
leche en dicha poblacion a estudio, dividido a su vez en
diurno y nocturno, fue el siguiente: Para el nitrégeno total
del periodo calostral la concentracién fue de 0,30 + 0,06
g/dL (nocturna) y 0,29 + 0,05 g/dL (diurna), para el grupo
de periodo de transicién 0,26 + 0,04 g/dL (nocturna) y
0,25 + 0,04 g/dL (diurna). Y para el grupo con leche
madura fue de 0,22 + 0,05 g/dL (nocturna) y 0,20 + 0,04
g/dL (diurna) respectivamente, siendo en este grupo
donde se produce una variacion estadistica (P < 0,05), en
los niveles de nitrégeno total, aumentando en las mues-
tras nocturna respecto a las diurnas (fig. 1).

Acerca del contenido de proteina lactea en esta
poblacién a estudio, para el grupo con leche de calostro
se cuantificé una concentracién de 1,88 = 0,4 g/dL
(nocturna) y 1,81 + 0,3 g/dL (diurna), para el grupo de
transicién fue 1,62 + 0,3 g/dL (nocturna) y 1,59 £ 0,3
g/dL (diurna). Y por dltimo para el grupo con leche
madura 1,35 £ 0,3 g/dL (nocturna) y 1,26 + 0,3 g/dL
(diurna) respectivamente, siendo en este grupo de
nuevo donde se produce un incremento estadistica-
mente significativo (P < 0,05) en los niveles de prote-
ina, entre las muestras diurnas y nocturnas (fig. 1).

Discusion

Con respecto a los resultados de nitrégeno total y pro-
tefna, observamos diferencias entre las tres etapas de lac-
tancia, obteniéndose los mayores valores de ambos para-
metros durante la etapa calostral. En las etapas
posteriores, es decir, en transiciéon y madura, aparece una
disminucién progresiva de estas variables, encontran-
dose las concentraciones minimas en la leche madura.

Respecto a la variabilidad en un periodo de 24 horas
entre muestras diurnas y nocturnas, cabe incidir que los
valores de nitrégeno total y proteinas en las muestras
nocturnas superaron ligeramente a los valores diurnos,
coincidiendo con lo descrito por Cregan y cols.® para la
prolactina donde se observé un aumento de dicha hor-
mona en la leche materna durante el periodo compren-
dido entre las 22:00 y las 10:00 horas. Por ello podria

Variaciones diurnas de las proteinas
de la leche materna
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ser consistente la idea de la variaciéon de componentes
en protefnas’, ya que existen cambios circadianos para
otros macronutrientes como la lactosa, cuya menor
concentracién acontece en una poblacién analizada a
las 19:00 h'°, mientras que para otros oligosacaridos
dicha hora coincide con el momento de mayor concen-
tracion. A su vez para otros micronutrientes de la leche
humana, dicha variabilidad circadiana ya ha quedado
patente, como fue el caso de los minerales sodio y pota-
sio y de elementos traza como: hierro, cobre y zinc''2.

Dicho incremento en las muestras del periodo noc-
turno, sobre todo en muestras pertenecientes a madres
con lactancia instaurada y donde el periodo de tomas a
lo largo del dia se encuentra muy regulado y estable-
cido de forma constante, podria deberse al balance
energético de la madre y a su regulacién hormonal a
través de la lactancia, donde por ejemplo la leptina
juega un papel determinante al disminuir sus niveles
tras el periodo de lactancia, aumentando en modelo
animal durante el periodo nocturno'.

Otra de las causas podria ser la pauta de temporali-
dad pandrial establecida por el lactante, donde en una
lactancia madura son mayores las tomas durante el
periodo diurno lo cual podria suponer que tras ese
mayor nimero de ingestas el aporte proteico es menor
que durante la noche, donde el periodo postpandrial es
mayor debido al menor nimero de tomas, aunque
como hdndicap para el lactante, tendrfa menor digesti-
bilidad y mayor carga renal durante la noche por los
solutos derivados de la ingesta proteica'.
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Abstract Amino acids have a determining effect on the
nutritional status of the newborn, and their appropriate
levels in breast milk are vital for this first stage of life. The
amino acids tryptophan, arginine, glutamate, and taurine,
for example, are suggested to have a positive effect on
immune functions. The purpose of the present study was to
develop a new method for the assay of amino acids in
human milk by high-performance liquid chromatography—
electrospray ionization tandem mass spectrometry (HPLC-
ESI-MS/MS) after hydrolysis. Breast milk samples were
collected from 77 healthy mothers living in the community
of Extremadura (Spain) with less than 2 months of
lactation. The samples were then stored at —80 °C. The
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HPLC-ESI-MS/MS technique proved to be a sensitive and
efficient tool for the assay of amino acids in breast milk.
The method could be used for the qualitative screening of
40 underivatized amino acids, and for the assay of 20. The
resulting data will serve to improve commercial infant
formula milks and bring them closer to the reference
standard represented by human milk.

Keywords Amino acids - Tandem mass spectrometry -
Screening - Human milk - Lactation - Breast feeding

Introduction

Human milk is the nonpareil food for the first 6 months of life.
It is characterized by a large number of nutrients which cover
all the newborn’s requirements (World Health Organization
1985). These nutrients include amino acids, which form part
of the nitrogen fraction of human milk and play a key role in
the infant’s development given the immaturity of its enzyme
systems and metabolism (Gil 2005). Amino acids are
molecules with an amino and a carboxyl group separated
by an organic group -CHR where R is unique to each amino
acid (Liu et al. 2002). Free amino acids serve as signaling
molecules (Greengard 2001) and have antioxidant and buffer
properties (Kang et al. 2002). Since they are involved in the
metabolism of many diseases, including neurodegenerative
disorders, their assay in biological fluids can provide
essential information about different pathologies.

Proteolysis in the gut generates free amino acids that are
absorbed by the jejunum and then released into the blood-
stream. They enter the liver and other tissues from the plasma
pool for the synthesis of plasma and intracellular proteins.
Also, the reactions of transamination and deamination of the
different amino acids generate energy and produce secondary
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metabolites (Bixel et al. 2001). Of particular importance is the
key role of amino acids in nerve signal transmission in which
they act as neurotransmitters or their precursors. The main
excitatory primary amino acid is glutamic acid (glutamate),
while glycine is the main inhibitory amino acid. Glutamate is
stored in vesicles in chemical synapses in the CNS. Nerve
impulses release it from pre-synaptic cells to its receptors in
post-synaptic cells, with it being involved in cognition,
leaming, and memory in the brain (long-term potentiation).
Its excitotoxicity occurs as part of an ischemic cascade, it
being associated with such disorders as autism, amyotrophic
lateral sclerosis, and some forms of mental retardation and
Alzheimer’s disease (Shen et al. 2010). Glycine, a nones-
sential amino acid as it can be synthesized from serine, 1s a
potent inhibitory neurotransmitter in the CNS, found mostly
in the spinal cord and retina (Shimazaki et al. 2010).
Tyrosine is converted to catecholamines via a prior transfor-
mation into L-dopa, with a consequent excitatory action in
the CNS (Pencharz et al. 2007). Taurine is an amino acid that
is essential for the development of the newborn brain. It acts
as a neurotransmitter and has positive effects on the
modulation of the wisual, auditory, and intellectual
capacities, while acting as an antioxidant and increasing
the strength of the heart muscle. In addition, its
conjugation with bile acids facilitates the infant’s re-
sponse to colic (Gaull 1989; Rivero Urgell et al. 2005).
Histidine is the precursor of the neurotransmitter histamine
which regulates hormonal functions, sleep, food intake,
thermoregulation, and locomotor activity, inter alia
(Panula et al. 2000). Tryptophan, an essential amino acid,
is the precursor of the neurotransmitter serotonin, the
hormone melatonin, and the vitamin niacin (B5), and is of
prime importance for the adjustment of the sleep/wake
circadian rhythms and for the prevention of diarrhea
syndromes (Cubero et al. 2006, 2009).

The aim of the present study was to assay the principal
amino acid composition of human milk, in particular the
amino acids actively involved in the development of the
infant’s digestive and nervous systems, using liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry.
The study was optimized with the aim of replacing the
reference method of ion-exchange chromatographic post-
column ninhydrin derivatization which is two orders of
magnitude more time consuming (2 h per sample vs. 2 min
per sample in the present screening method).

Materials and Method
Principle of the Assay

Following deproteinization and the subsequent extraction of
the amino acids of human milk (together with their stable
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isotope-labeled intermnal standards), these can then be
separated by high-performance liquid chromatography
(HPLC) and passed to a mass spectrometer. The result of
electrospray ionization is the formation of electrically
charged molecules. These are separated according to their
mass/charge (m/z) ratio in the first quadrupole, then
fragmented in the collision cell (second quadrupole) with
argon gas. The fragments of the molecule that are
characteristic of each amino acid are selected in the third
quadrupole. This process is known as multiple reaction
monitoring.

Biological Samples

Samples of breast milk of healthy lactating women (n=77)
were collected from January to December 2008, in
polystyrene tubes before each feed over a 24-h period (a
total of 540 samples: 135 colostral milk, 180 transitional
milk, and 225 mature milk), and stored frozen at —80 °C
until analysis in duplicate. In general, between six and eight
samples of breast milk were obtained from each mother.
The analytical method used required a minimal volume of
only 1 mL.

Reagents and Chemicals

All reagents and chemicals were of the highest purity
available or HPLC grade. The following were the
reagents and chemicals required: standard amino acids
for hydrolyzed analysis from Beckman Coulter©
(Madrid, Spain); stable isotope-labeled amino acids
(AA*, see Table 1) from the PerkinElmer (Turku, Fin-
land) underivatized amino acid and acylcamitine commer-
cial kit, except for pDL-aspartic acid (2,3,3-D3¥), DL-
glutamic acid (2,4.4-D3%), L-tryptophan (Indol D5%), and
taurine (1,2-13C2%¥) from Cambridge Isotope Laboratories
(CIL©, Andover, MA, USA).

Amino Acid Extraction

Prior to determining the amino acid content of a protein,
these components must be released from their protein-
bound form. In the present case of human milk amino acids,
these were hydrolyzed by the technique of Yamawaki et al.
(Yamawaki et al. 2005), with certain modifications.
Aliquots of 1 mL of each human milk sample were de-
fatted with 0.5 mL of diethyl ether (Sigma-Aldrich©). The
supernatants were collected, discarding the fatty halo. The
samples were then hydrolyzed with 1 mL of 6 N HCI
(Sigma-Aldrich) for most of the amino acids, and 0.75 g of
BaOH (Sigma-Aldrich) and 1.75 mL of Milli-Q water for
tryptophan. Aliquots were mixed gently and allowed to
stand for 22 h at 110 °C. They were then filtered through a
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Table 1 List of the amino acids (AA) and stable isotope-labeled standards (AA¥)

Amino acid Abbreviation Parent monitored Daughter Dwell Cone Collision
transition (m/z) monitored time (s) voltage (V) energy (eV)
transition
(m/z)
Alanine ALA 00.00 44.00 0.050 16.0 6.0
Alanine* ALA* 94.00 48.00 0.050 16.0 9.0
Arginine ARG 1752 70.10 0.050 20.0 18.0
Arginine* ARG* 180.2 75.10 0.050 20.0 18.0
Aspartic acid ASP 134.1 88.1 0.050 16.0 11.0
Aspartic acid* ASP* 1352 39.1 0.050 16.0 11.0
Citrulline CIT 176.2 113.1 0.050 15.0 14.0
Citrulline* LT 178.1 115.1 0.050 15.0 14.0
Glutamic acid GLU 148.1 102.1 0.050 16.0 11.0
Glutamic acid* GLU* 150.1 104.1 0.050 15.0 10.0
Glycine GLY 76.0 30.0 0.050 16.0 6.0
Glycine* GLY* 78.0 320 0.050 16.0 8.0
Histidine® HIS 156.2 110.1 0.050 15.0 10.0
Leucine LEU 1322 86.1 0.050 16.0 12.0
Leucine* LEU* 135.2 89.1 0.050 16.0 11.0
Methionine MET 150.2 104.1 0.050 15.0 10.0
Methionine* MET* 1532 107.1 0.050 15.0 10.0
Omithine ORN 133.2 70.1 0.050 18.0 15.0
Omithine* ORN* 1392 76.1 0.050 18.0 15.0
Phenylalanine PHE 166.2 120.1 0.050 16.0 12.0
Phenylalanine® PHE* 1722 126.1 0.050 16.0 12.0
Proline PRO 116.1 70.1 0.050 9.0 12.0
Proline* PRO* 121.1 73.1 0.050 10.0 12.0
Serine” SER 106.1 60.1 0.050 16.0 12.0
Taurine TAU 261.2 135.1 0.050 24.0 220
Taurine* TAU* 263.2 137.1 0.050 24.0 220
Tryptophan TRP 188.2 142.1 0.050 16.0 12.0
Tryptophan* TRP* 1932 147.1 0.050 16.0 12.0
Tyrosine TR 1822 136.1 0.050 16.0 12.0
Tyrosine* TIR* 188.2 142.1 0.050 16.0 12.0
Valine VAL 118.1 720 0.050 16.0 12.0
Valine* VAL* 126.1 30.1 0.050 16.0 12.0

The corresponding specific transitions used for their identification in MS/MS positive ionization mode are given together with their specific cone

voltage (in V) and collision energy (in eV)

“Histidine and serine are compared with methionine* and valine*, respectively

0.45-um membrane filter (Millex©, Millipore, USA), and
the filtrate was used for assay.

Tandem Mass Spectrometry

The samples were analyzed using a Waters 2795 Alliance
HT HPLC®© (Milan, Italy) coupled to a Micromass Quattro
Ultima mass spectrometer (Milan, Italy) with an electro-
spray ionization source. The mass spectrometer data were
acquired and analyzed using the MassLynx MS software

platform (Waters©@), and the results were calculated using
the NeoLynx© software package (Waters©). Table 1
presents the specific transitions used in positive ion mode
to screen for each amino acid. The parameters used were:
source temperature, 350 °C; desolvation gas flow rate,
650 L/h; cone gas flow rate, 650 L/h at 55 V; capillary
voltage, 3.50 kV; dwell time, 50 ms; and delay time
between each mass transition, 5 ms. The measurements of
each transition and of the total ion current were made using
a MassLynx MS (Waters).
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Table 2 Linearity, sensitivity,

reproducibility, and recovery Amino acids

Linearity, upper (uM)

Sensitivity (puM) Reproducibility (%) Recovery (%)

ranges of the amino acids of the

commercial kit evaluated Alanine 4.090
Arginine 3,720
Citrulline 1,680
Glycine 4,480
Leucine 2,540
Methionine 1,180
Onmithine 3,770
Phenyalanine 2,340
Proline 3,650
Tyrosine 2,810
Valine 2,350

4.5 8 91
0.6 1.9 36
4.8 9.1 95
504 9.1 92
1,3 Tl 91
2D fii a6
0.6 1.6 89
0.3 8.2 94
4.7 7.1 92
1.2 8.1 95
0.6 8.4 87

Liquid Chromatography

Following the literature descriptions of the successful use of
reagents for ion-pairing in the separation of many amino
acids (Chaimbault et al. 1999; Petritis et al. 2000, 2002), we
prepared the eluent by adding 250 mL of nanopure water
(resistivity, 18 M2 c¢m) to 750 mL HPLC-grade methanol
(Merck©) and 0.01% formic acid (Merck©). The mobile
phase flow rate was 120 pL/min, and the sample volume
injected was 20 uL.

The use of stable isotope-labeled amino acids as internal
standards corrects for the ion suppression phenomenon,
assuming that there is the same signal modification for the
analyte and its internal standard.

Linearity, Sensitivity, Reproducibility, and Recovery
of the Assay Technique

The commercial kit’s linearity was determined by performing
a linear regression analysis of the measured amino acid
concentrations as a function of the corresponding known
spiking levels.

Functional sensitivity was determined by extracting dried
samples of breast milk with known concentrations of amino
acids. The extraction was performed by leaching with a
solution of 75% methanol, 25% Milli-Q water, and 0.01%
formic acid for 2 h at 45 °C. The sample was then cooled to
—20°C for 5 min to avoid evaporation, and the supernatant was
transferred to a 96-well truncated V-bottomed microtiter plate.

9300090907 m 0.03 1: MEM of 29 Channels ES+4
132.20 1.01e4
100 -1 166,20
10135
9564
118,10
8758
90.00 116.10
onv 7200
b
13;;';'3 172.20
6725
135.20
& 45F5 15220
126.10 4086
4396
—— ; 153.20 160.20
12640 a4.00 10.20 3920 3902
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139.20 | A 234 20420
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Fig. 1 Mass spectrum of all the analytes and patterns studied
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The reproducibility (precision) was determined in
accordance with the National Committee for Clinical
Laboratory Standardization guidelines. It consisted of
two assays per day for 20 days over a period of 1 month,
using the same batch of material including the extraction
solution and flow solvent, and following the commercial
kit’s procedure. The two daily assays were separated by
at least 4 h. All assays were performed with the same
tandem mass spectrometer.

The recovery of the extraction process was deter-
mined using spiked samples and applying the following
equation:

|[Measured amount — Measured endogenous amount]

R T, —
cCovery Added amount

Results

Although first introduced over 40 vyears ago, the dried
blood spot (DBS) technique has recently gained heightened
interest for its potential advantages in the collection and
bioanalysis of small blood samples. We here applied the
technique to the determination of amino acids in human
milk samples. The procedure consisted of collecting and
spotting a human milk specimen pre-hydrolyzed by hydro-
chloric acid (except for tryptophan which was subjected to
basic hydrolysis) onto specially prepared paper cards. The
sample is diluted 1:30 times, and allowed to air dry, thus

facilitating the analysis by allowing the card to be handled
with no special precautions.

The samples were assayed during the first 3 days, and
after 1 week and 15 days of arrival at the laboratory. The
advantage of this method is that, after initial evaporation,
the same sample can be redissolved with the eluent,
avoiding the problem of evaporation affecting the
concentration measured in the sample. We found varia-
tions in the results for histidine, serine, and glycine,
although this last in smaller amounts. The advantages of
the DBS technique include ease of use, the small sample
volumes required, reduced sample shipping and storage
costs, and chemical testing. The present feasibility study
was undertaken to evaluate DBS as an alternative to
traditional liquid milk assays, and to compare DBS and
its stability.

The absolute limit of detection for the MS detector was
defined as three times the signal-to-noise ratio of each AA
solution dried spot.

The linearity, sensitivity, reproducibility (precision), and
recovery of the method were determined by assaying breast
milk samples dried on filter paper and spiked with known
increased concentrations of amino acids (Table 2).

After completion of the trials performed to optimize the
analytical method, all the breast milk samples (n=540) of
the nursing mothers (n=77) were assayed in duplicate.
Figure 1 shows the mass spectrum of all the analytes and
pattern studies. Table 3 lists the concentrations of each
amino acid determined for each stage of lactation.

Table 3 Mean and standard

deviation of the concentraions Amino acids (mg/dL) Colostral milk Transitional milk Mature milk

of all the breast milk amino

acids analyzed for each mother Mean SD Mean SD Mean 5D

(n=T77) over a 24 h period
Alanine 56.83 11.06 47 .55 10.38 40.17 8.56
Arginine 33,75 11.87 40.14 0.45 38.01 10.82
Aspartic acid 99.31 20.46 84.35 16.57 90.20 19.51
Citrulline 4.32 2.24 3.65 2.45 6.09 2.07
Glutamic acid 222.63 41.51 177.19 36.36 131.73 24.71
Glycine 31.24 8.71 26.26 i 26.26 4.34
Histidine 26.39 6.18 26.35 5.90 23.78 3.68
Leucine 96.98 21.56 68.03 13.89 67.10 12.22
Methionine 29.55 11.96 40 .22 10.90 15.77 3.81
Omithine 7.41 3.14 7.42 4 58 8.97 2.87
Phenylalanine 45 .94 9.56 37.29 7.66 35.64 7.98
Proline 114.79 23.47 92.71 19.42 79.24 17.41
Serine 54 .38 11.06 54.26 12.19 45.61 11.21
Taurine 72.14 11.58 73.64 16.49 6428 1.88
Tryptophan 34.69 .35 26.53 0.41 15.07 0.20
Tyrosine 4] 81 8.85 31.95 Hh.65 32.48 Hh.24

Units are in milligrams per Valine 60.40 13.10 4951 10.52 54.07 10.25

deciliter
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Discussion

Human milk is the nonpareil food during the first 6 months
of an infant’s life. It is characterized by a large number of
nutrients which cover all the newbom’s requirements and
play a key role in its development given the immaturity of
its enzyme systems and metabolism.

Amino acids in food exist in a free form or bound in
peptides, proteins, and non-peptide bonded polymers. The
determination of the total amino acid content of foods
requires the proteins to be hydrolyzed by different means
that take into account variations in stability of the
individual amino acids and the resistance of different
peptide bonds to the hydrolysis procedure. Because of this,
we followed the indications given by Darragh in 2005
(Darragh and Moughan 2005), who showed that there was a
clear effect of hydrolysis time on the determination of
amino acids in a sample.

Due to the large number of samples, the method of the
present study was optimized with the aim of replacing the
reference method of ion-exchange chromatographic post-
column ninhydrin derivatization which is two orders of
magnitude more time consuming (2 h per sample vs. 2 min
per sample in the present screening method). Thus, while
other methods have many problems such as baseline
disturbances due to ammonia (Moore and Stein 1963; Pan
and Stein 1963; Smith 2003), multiderivative basic amino
acid and tyrosine forms (Woo and Ahan 1996), multiple
product formation (McClung and Frankenberger 1988), and
undetected amino acids (Erbe and DBriickner 2000;
Bazzanella et al. 1998; Latorre et al. 2002; Izco et al.
2002), the present tandem mass spectrometric method of
breast milk amino acid assay proved to be fast, effective,
economic, and efficient. However, the main difficulties that
we encountered were isobaric interferences which only
allowed the principal amino acids to be detected, a major
lability of histidine (2-3 days at most), and some problems
with serine and methionine binding to the microtiter plate,
thus leading to some anomalous results.

The content of breast milk not only varies over the
course of lactation, but also during the day and even within
a given feed (Sanchez et al. 2008a), depending on the
infant’s requirements. Thus, the results of the present study
represent average values of concentrations conforming to
the amino acid profile in breast milk samples from a
population of women in the autonomous community of
Extremadura, who attended daily the neonate service of the
Hospital “Perpetuo Socorro.”

It has to be noted that some of these women did not
follow a diet that was appropriate for their current
physiological stage (Sanchez et al. 2008b). This was
reflected in the variability of the different samples. The
results are nevertheless close to those reported by other
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workers for populations of women of different nationalities
and races (Yamawaki et al. 2005).

We thus propose this analytical method, with its use of a
precise and optimal technology for the detection of
analytes, as considerably reducing both assay time and the
volumes of sample and reagents required. It improves the
sensitivity of the assay of amino acids in foods and the
resolution for their identification, in comparison with other
chromatographic methods such as ion-exchange chroma-
tography, HPLC, gas chromatography, and capillary elec-
trophoresis (Peace and Gilani 2005). The results were found
to be acceptable for the purpose of screening, with the
method being very fast and hence applicable to large
numbers of samples, for example, to the massive analysis of
samples of a milk bank.
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ABSTRACT

Human milk is a living fluid that changes with time, with its composition and volume. Humans'
physiological functions are under circadian control, and one of the more patent rhythms in our lives
is the sleep-wake cycle. Our aim was to study the circadian rhythm of the breast milk’s amino acids
and their evolution throughout the breastfeeding period. 77 women collected samples every three
hours of their breast milk over a 24-h period. The rhythmicity of the amino acids was determined by
cosinor analysis. No circadian rhythm was found in the secretion of most amino acids, the exception
being tryptophan at colostrum, and tryptophan and methionine at transition phase, possibly because
the newborn has regulated its pattern of intake to every 3 hours regardless of whether it is day or
night. By the last stage (mature milk), when the milk has fully stabilized, most of the amino acids
presented circadian rhythms. It is concluded that breast milk should be given to the baby at the same
time of day it is expressed. Thus, the baby would be adjusting his circadian pattern in harmony with
his environment (day/night), crucial for the proper functioning and synchronization of all systems in

the human body.

Keywords: amino acids, sleep, circadian rhythm, human milk, analysis, tandem mass.



INTRODUCTION

Breast milk and breastfeeding have to be considered as the referent or "gold standard” of infant
feeding during the first six months of life (*). Breast milk is not a static biological fluid but, on the
contrary, is a dynamic fluid that changes not only over the course of the period of lactation, but also
during the day, and even during the same session of nursing, and can be influenced by the mother's

own diet (*°).

The temporal variation in its composition (inter- and intra-individual) has been extensively

studied. The principal focus has been on its lipid profile (*°) and its protein and amino acid content
(6-10).

The first analyses of the changing composition of breast milk during the day were performed to
determine, within the variability of the milk itself, the most appropriate time of day to take the value

of the analyte as the reference value.

Previous studies have found the protein content of breast milk to be greatest in the colostrum
period, and to decline over the transition period to a lower level in the mature milk, in keeping with
the physiological demand of the newborn. But far more rapid changes in this content have also been
observed — in particular, circadian variations with higher concentrations during daylight hours than
during the night (*'). Other workers have also reported such circadian variations in different
components of breast milk, with values that differ between day and night. This is the case for the
minerals calcium and magnesium, and the trace elements zinc (*%), copper, and iron (**), and for
some micronutrients such as lactose which has minimum values at 17:00 h (**), and the essential
amino acid tryptophan which has a nocturnal acrophase (*°). All these are of vital importance for the

optimal growth of the newborn.

The regulation of the sleep/wake cycle is complex, and involves many neurochemical

transmission systems. Those of acetylcholine, dopamine, norepinephrine, serotonin, histamine,



hypocretin, and orexin act to maintain states of activity (*°), i.e., they are promoters of wakefulness
(*"). The concentration of these neurotransmitters will be higher during daylight mainly in the brain
stem and hypothalamic region, and the variation may be reflected in peripheral fluids such as breast
milk. Other neurotransmitters such as GABA and serotonin exert their neuromodulatory action on

18).

sleep (7). In particular, these two molecules act in regions of the hippocampus and the raphe

nucleus, respectively, and their maximum neuroactivity occurs during the night.

This neural modulation is thought possibly to be present in breast milk, thereby influencing the
newborn's sleep/wake rhythm through precursor amino acids whose levels may vary throughout the

day depending on whether the infant is asleep or active.

In this context, the goal of this study was to analyze the circadian rhythm of some of the
components of breast milk. In particular, these were substances well known to be important in
regulating the circadian sleep-wakefulness rhythm and to affect the immune system — tryptophan,
and the neuroactive amino acids methionine, tyrosine, phenylalanine, glutamic acid, glycine,

aspartic acid, taurine, and histidine.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

The participants were 77 breastfeeding women (32 £ 5 years old, 70.8 + 11.6 kg, 1.65 + 0.06
m, and BMI 26.1 £ 4.3 kg/m?). These women were recruited from the Perpetuo Socorro Hospital
(Servicio Extremerio de Salud, S.E.S.). During the study, the subjects took no drugs that could
affect their amino acid levels. The mothers were informed of the methods of the study and all of
them signed an informed consent form to participate. The Ethical Investigation Committee of

University of Extremadura approved the study.

Samples

Samples of breast milk were collected in polystyrene tubes before each feed over a 24-h
4



period. In general, between 6 and 8 samples of human milk were obtained from each mother. The
collection campaign lasted from January to December 2008. The samples were stored frozen at

-80°C until assay in duplicate.

Extraction of the amino acids

The technique of Yamawaki (®) was followed with certain modifications. Aliquots of 1 ml of
each sample were de-fatted with 0.5ml of diethyl ether (Sigma-Aldrich). The supernatants were
collected, discarding the fatty halo, followed by hydrolysis with 1 ml of 6N HCI (Sigma-Aldrich)
for most of amino acids, and 0.75g of BaOH (Sigma Aldrich) and 1.75ml of MilliQ water for
tryptophan (*°). After gentle mixing, the aliquots were allowed to stand for 22 hours at 110°C, and
then filtered through a 0.45 um membrane filter (Millex, Millipore, USA) to remove the ash before

assay.

HPLC-ESI-MS/MS analysis

The samples were assayed using a Waters 2795 Alliance HT HPLC (Milan, Italy) coupled to a
Micromass Quattro Ultima mass spectrometer (Milan, Italy) with an ESI (Electrospray lonization)
source, together with an Agilent Zorbax Eclipse AAA C18 column (3.0 mm x 150 mm x 3.5
micron) for the amino acid analyses. The liquid chromatography—tandem mass conditions were as
follows: column temperature 80°C; source temperature 80°C; desolvation gas flow 650 L/h; cone

gas and voltage 0 L/h and 55V, respectively; and capillary voltage 3.50 kV.

Chronobiological analysis

The chronobiological analysis of the data was performed using the Ritme® for Windows
software package. The rhythmicity of each amino acid was studied by cosinor analysis (*°). The

sinusoidal function used for the fit was:

y(t) =M+ Axcos [(2 x n/t) x t — D]



where y(t) is the value of the cosine function at time t, M is the mean level of oscillation or MESOR
(acronym for Midline-Estimating Statistic Of Rhythm, the mean value about which the oscillation
occurs equal to the arithmetic mean of equidistant data covering a whole number of cycles), A is the
amplitude (measure of the extent of a rhythmic change in a cycle as estimated by the sinusoidal
function that best fits the data), the angular frequency is ® = 2 x ©/t where 7 is the number pi and t
is the period (24 hours in our case), and @ is the acrophase (a phase angle measuring the timing of
the peak activity, expressed as the lag from a reference time to the crest time of the best fit
sinusoidal function). A cosinor analysis thus finds the best-fitting sinusoidal function by estimating

three parameters: mesor, amplitude, and acrophase.

With the cosinor analysis, we determined the 95% confidence intervals of the MESOR,
amplitude, and acrophase. When this interval contains the value 0, one possibility that amplitude is
0 can not be rejected, so that the existence of a rhythm is not statistically significant. This is
equivalent to testing whether the null hypothesis of zero amplitude is rejected at an alpha level of

0.05. The statistical significance of the fit of the cosine curve to the data is indicated by the P-value.

The confidence intervals of the acrophase show whether there are significant differences
between the acrophases of different variables. In particular, if two confidence intervals overlap, the
possibility that the two acrophases are equal can not be discarded.

RESULTS

These results are similar to those obtained by other authors (°).

Colostral stage (<5 days post-partum)

Table 1 gives the mean concentrations of each amino acid in mg/dL during the colostrum
period. To facilitate the comprehension of the data, the table is presented in two parts: daytime
(09:00 to 21:00, Table 1a) and night-time (21:00 to 09:00, Table 1b.)

One observes from the table how the amino acids vary during this stage of lactation
6



according to the time of day. However, a chronobiological analysis only revealed a circadian rhythm
for the essential amino acid tryptophan (precursor of the neurotransmitter serotonin and the
hormone melatonin), demonstrating the marked effect that this component of the milk start to have

on the infant from its first feed after birth.
Transitional stage (6-15 days post-partum)

Table 2 presents the daytime (a) and night-time (b) concentrations of the amino acids during
the transition phase. The milk during this stage, as its name indicates, is characterized by having a
composition intermediate between that of the colostral and the mature stages. It occurs from days 6

to 15 of lactation.

One observes that, as was the case in the colostral phase, the amino acid profile varies over
the course of the day. In addition, the concentrations of most of the amino acids decline as nursing

advances.

The chronobiological analysis again showed the amino acid tryptophan to continue to
present a circadian rhythm with acrophase during the night (03:00 approx.). Now, however, the
essential amino acid methionine also had a pronounced circadian rhythm, with acrophase during the
daytime (18:00 approx.). The variations in concentrations at different times of day and the

chronobiological data are given in Tables 2 and 4, respectively.
Mature stage (>15 days post-partum)

Table 3 presents the results of the assay of amino acids in the mature stage of breast milk,
during daytime (Table 3a) and night-time (Table 3b). At this stage, most of the milk's components

have stabilized for the remaining months of lactation.

The chronobiological analysis showed additional amino acids to now present a circadian
rhythm. Table 4 lists the chronobiological parameters MESOR, amplitude, acrophase, and P-value

of the amino acids which presented circadian rhythms in the different stages of lactation.



DISCUSSION

The aminogram values quantified in our tandem mass assays proved to be consistent with the
corresponding values reported by other workers, in particular with those of Yamawaki et al. (°) who

presented an extensive analysis of the macronutrients and micronutrients in breast milk.

All the neuroactive amino acids studied in the present work except aspartic acid and glycine are
essential to the neonate stage (**), and, since their endogenous synthesis is non-existent, the infant
has to obtain them from the milk. Neither must one forget that the main function of these
nitrogenous components is protein anabolism, which is accelerated in the newborn whose structural

demand is very high.

The novel contribution of the present work is the idea that the amino acids in breast milk
change during the course of the day, with particular relevance being whether the acrophase occurs
during the stage of sleep or of wakefulness, in consonance with their neural demand. In our view,
the exact timing of the acrophase is of minor importance, since for this to be quantified with
precision, it would be necessary to study a large population and with less temporal heterogeneity,
i.e., taking all the milk extractions at the same time of day and season of the year, which was not

feasible for us.

The presentation of the results began with the colostral milk stage. The circadian rhythm of
most of the components of the milk is almost absent at this stage, reflecting the still premature
secretion of the milk, and because the infant's sleep/wakefulness equilibrium is yet to be entrained.
Added to this is that the intervals between taking the breast are very short and constant. We only
observed the beginning of a circadian rhythm for the essential amino acid tryptophan, which was

confirmed in the subsequent stages.

For the transitional milk, added to tryptophan was another essential amino acid which

presented a circadian rhythm — methionine, precursor of the neurotransmitter acetylcholine (%). Its



acrophase appears in opposition to tryptophan, i.e., during the day, coinciding with the stage of

wakefulness and greater likelihood of activity in the infant.

Finally, it is in the mature stage where there unfold the circadian rhythms of the activity-
promoting neuroactive amino acids: phenylalanine, an essential amino acid and, together with

17,23

tyrosine, precursor of epinephrine and norepinephrine (*"%), methionine, an essential amino acid

22,24,25

and precursor of acetylcholine ( ), and aspartic acid and glycine, activity neurotransmitters and

therefore with their acrophase during wakefulness’.

The histidine results were unexpected. As a precursor of histamine — an activity
neurotransmitter (*°) — its acrophase is contradictory since it occurs during the period of darkness,
i.e., when there is a greater tendency to sleep. A possible explanation is that this is a semi-essential
amino acid at this stage of life, so that its endogenous levels may not be influenced by its intake

with food (%).

Although the variations observed in our study were small, they can be significant in terms of
neural response. The existence of the tryptophan circadian rhythm in all three stages of lactation
(colostrum, transition, and mature) particularly stands out, being strong evidence for the possible
action of this essential amino acid on the neurotransmitter serotonin and the hormone melatonin,

both of which are sleep-inducing biogenic amines (*"%).

We can summarize that breast milk is a dynamic biological fluid in that its composition is not
constant, but evolves throughout the day and over the course of lactation, just as our diet evolves

throughout the day and over the course of our lives (*%).

One can thus argue again in defence of breastfeeding compared to artificial feeding because
formula milks have a further handicap that has to be considered in that they do not possess the
synchronization of the neuromodulatory amino acids that breast milk does. This temporal rhythm in

the amino acids it supplies may offer the infant a physiological advantage in development,



including sleep, compared with artificial feeding in which the amino acid content is constant

throughout the day.
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TABLES

DAY (mg/dL)

Alanine 63.92 58.83 78.40 61.45 55.93 10.39
Arginine 58.77 54.88 73.68 58.04 53.33 10.27
Aspartic Acid 111.52 105.26 130.55 109.28 97.75 18.32
Citrulline 3.72 3.98 5.05 4.20° 4.36 2.49
Glutamic acid 228.41 219.73 271.05 232.80 222.38 36.76
Glycine 34.33 33.24 42.67 33.60 31.02 7.70
Hystidine 28.64 27.24 34.53 29.32 25.95 6.00
Leucine 97.26 92.60 122.98 102.08 96.95 18.21
Methionine 30.62 24.51 36.49 31.31 30.04 12.55
Ornitine 6.51 6.04 7.69 6.91 7.48 2.95
Phenylalanine 50.04 46.76 61.94 50.08 45.33 8.47
Proline 123.14 113.19 143.84 119.82 114.46 21.72
Serine 59.93 56.35 69.94 59.92 53.40 10.50
Tryptophan 34.74 34.69 34.52 34.61 34.64 0.37
Tyrosine 45.00 42.02 55.47 45.56 41.37 7.79

Valine 61.14 57.92 77.87 64.85 60.37 12.20

Taurine 73.66 69.93 67.65 72.15 71.81 11.90

Table la. Concentrations of amino acids (mean + SD) during the colostral stage at the specific hours of daytime

(09:00-18:00) at which samples were taken (n = 31).
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NIGHT
(mg/dL)

Alanine 59.25 61.62 50.39 59.67 57.73 11.72
Arginine 54.49 56.37 39.20 66.61 54.17 13.46
Aspartic Acid 102.44 108.61 76.08 116.32 100.86 22.59
Citrulline 3.80 4.53 3.38 541 4.28 1.98
Glutamic acid 210.46 236.81 194.43 249.83 222.88 46.86
Glycine 32.05 32.14 22.02 39.58 31.45 9.72
Hystidine 27.76 28.54 20.27 30.74 26.83 6.35
Leucine 92.48 101.69 87.18 106.68 97.01 24.91
Methionine 27.56 27.56 26.62 34.44 29.05 11.37
Ornitine 7.06 7.21 5.87 9.22 7.34 3.32
Phenylalanine 46.89 49.89 35.71 53.73 46.55 10.65
Proline 110.52 121.62 97.13 131.15 115.11 25.22
Serine 57.94 58.61 39.92 64.93 55.35 11.62
Tryptophan 34.62 34.81 34.76 34.79 34.74 0.33
Tyrosine 41.69 45.45 3391 47.94 42.25 9.90
Valine 58.20 62.82 53.19 67.49 60.42 13.99

Taurine 71.52 75.39 72.27 70.69 72.46 11.25

Table 1b. Concentrations of amino acids (mean + SD) during the colostral stage at the specific hours of night-time

(21:00-06:00) at which samples were taken (n = 31).
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DAY (mg/dL)

Alanine 51.04 49.58 48.26 48.01 49.22 11.85
Arginine 44.83 41.01 40.53 39.40 41.44 10.65
Aspartic Acid 82.73 86.95 84.33 83.00 84.25 17.45
Citrulline 2.73 3.91 3.33 3.24 3.30 1.81
Glutamic acid 170.88 181.21 175.92 175.00 175.75 35.00
Glycine 30.50 27.16 27.68 26.56 27.97 8.93
Hystidine 32.23 26.44 26.13 25.43 27.56 6.45
Leucine 65.99 69.50 69.92 67.82 68.31 14.42
Methionine 36.68 43.25 44,57 42.34 41.71 11.68
Ornitine 8.26 8.17 8.43 7.57 8.11 5.70
Phenylalanine 36.73 38.25 38.68 36.82 37.62 8.19
Proline 88.64 94.68 93.90 91.78 92.25 19.35
Serine 60.14 55.59 55.52 53.41 56.16 14.34
Tryptophan 26.62 26.43 26.27 26.42 26.44 0.54
Tyrosine 32.65 33.01 32.47 31.32 32.36 7.14
Valine 48.68 51.13 51.31 49.59 50.18 11.81

Taurine 64.93 75.23 79.33 75.96 73.86 19.44

Table 2a. Concentrations of amino acids (mean = SD) during the transitional stage at the specific hours of daytime

(09:00-18:00) at which samples were taken (n = 34).
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NIGHT
(mg/dL)

Alanine 51.12 44.71 4557 42.07 45.87 8.91
Arginine 41.32 37.86 39.37 36.83 38.84 8.25
Aspartic Acid 87.73 82.15 84.69 83.25 84.45 15.68
Citrulline 481 3.30 473 3.11 3.99 3.08
Glutamic acid 185.94 172.05 178.42 178.11 178.63 37.72
Glycine 27.34 23.62 24.36 22.87 24.55 5.52
Hystidine 27.40 24.30 25.32 2355 25.14 5.35
Leucine 70.91 66.34 67.34 66.43 67.75 13.35
Methionine 46.10 42.84 35.86 30.07 38.72 10.11
Ornitine 8.80 6.64 5.79 5.63 6.72 3.46
Phenylalanine 39.37 36.19 36.95 35.30 36.95 7.13
Proline 98.25 91.51 89.79 93.10 93.16 19.48
Serine 58.52 50.12 51.37 49.41 52.36 10.04
Tryptophan 26.54 26.62 26.73 26.57 26.62 0.28
Tyrosine 33.54 30.86 31.56 30.18 31.54 6.15
Valine 51.87 47.92 48.60 46.98 48.84 9.23

Taurine 78.75 72.31 71.06 71.55 73.42 13.53

Table 2b. Concentrations of amino acids (mean + SD) during the transitional stage at the specific hours of night-time

(21:00-06:00) at which samples were taken (n = 34).
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DAY (mg/dL)

Alanine 41.70 44.04 35.15 38.34 39.81 9.56
Arginine 38.93 44.46 34.08 38.16 38.91 11.76
Aspartic Acid 98.74 107.99 96.17 83.57 96.62 17.91
Citrulline 6.11 7.55 6.06 5.41 6.28 2.53
Glutamic acid 153.88 167.03 140.86 137.45 149.81 19.88
Glycine 26.84 30.21 28.39 24.65 27.52 5.65
Hystidine 24.90 22.12 19.13 22.81 22.24 3.82
Leucine 67.73 64.91 63.49 60.35 64.12 11.22
Methionine 13.93 18.09 16.57 18.15 16.69 4.83
Ornitine 9.04 9.98 8.69 8.96 9.17 2.72
Phenylalanine 37.24 40.27 37.37 35.53 37.60 8.87
Proline 83.71 92.26 74.06 70.21 80.06 16.42
Serine 48.00 51.24 41.42 44.27 46.23 12.58
Tryptophan 15.06 14.93 14.96 14.92 14.97 0.22
Tyrosine 36.27 36.00 33.34 29.31 33.73 5.70
Valine 54.84 53.44 52.25 49.80 52.58 9.09

Taurine 63.44 64.32 65.06 64.89 64.43 1.63

Table 3a. Concentrations of amino acids (mean £ SD) during the mature stage at the specific hours of daytime (09:00—

18:00) at which samples were taken (n = 40).
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NIGHT
(mg/dL)

Alanine 42.32 40.60 38.16 41.03 40.53 7.56
Arginine 39.49 39.85 32.69 36.38 37.11 9.88
Aspartic Acid 85.31 86.88 75.54 87.40 83.78 21.11
Citrulline 6.01 6.51 5.72 5.34 5.89 1.61
Glutamic acid 154.29 145.53 139.73 175.02 153.64 29.54
Glycine 23.18 25.32 24.89 26.57 24.99 3.03
Hystidine 24.10 24.33 27.31 25.56 25.32 3.54
Leucine 71.54 68.77 59.92 80.10 70.08 13.21
Methionine 20.62 14.11 11.91 12.72 14.84 2.79
Ornitine 9.31 8.36 9.63 7.79 8.77 3.02
Phenylalanine 34.40 32.07 32.90 35.32 33.67 7.09
Proline 72.54 73.52 71.83 95.78 78.42 18.39
Serine 46.02 46.81 39.31 47.81 44.99 9.83
Tryptophan 15.15 15.11 15.13 15.28 15.17 0.17
Tyrosine 28.59 29.55 30.32 36.47 31.23 6.77
Valine 58.37 52.13 49.54 62.20 55.56 11.41

Taurine 63.99 64.10 63.71 64.68 64.12 2.12

Table 3b. Concentrations of amino acids (mean * SD) during the mature stage at the specific hours of night-time

(21:00-06:00) at which samples were taken (n = 40).
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COLOSTRAL MILK TRANSITIONAL MILK MATURE MILK
Amino acids

Tryptophan 34.69 + 0.05 0.12+0.09 4:19+3:21*  26.53+0.06 0.18 +0.06 3.16+2:38*  15.06 + 0.06 0.13+0.12 3:00+4:24~*

Aspartic Acid - - - - - - 89.62+5.80 11.27+10.84 12:08+4:34*

Phenylalanine - - - - - - 35.25 +5.85 343+159  12:33+1:53*

Table 4. Chronobiological parameters (mean + SD) of the amino acids which showed a circadian rhythm.

The units of the MESOR values and amplitudes are mg/dL. The acrophases are given as times of day (08:00—20:00-08:00 light—dark cycle). The P-value indicates significance of the

fit of the cosine curve to the data. P<0.05(*) being considered statistically significant.
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Abstract

Since all the innate immune factors have evolved early in evolution long before
the advent of mammals, it appears that milk has evolved as an antimicrobial secretion
and that the nutritional function of milk developed subsequently to its protective role.
Human milk is a living fluid that changes with time, with its composition and volume
being modified both during the course of each day and throughout the breastfeeding
period. In this context, the goal of this study is analyze the circadian rhythms of some
components present in the breast milk.
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Introduction

Human milk has many advantages for the development of the breast-fed baby,
among proteins, lipids, carbohydrates, hormones and vitamins, and others components,
made a complex fluid in the breast milk to adapt to the neonate requirements. Its
composition is changing during the breastfeeding, daytime and even each feed.
Although changes in some of its components are already well described, (i.e. fats), until
now little was known about the circadian pattern and how is caused (S&nchez et al.,
2008; Sanchez et al., 2011).

Aims

The aim of our studies was to clarify and to give an explanation about the
circadian changes found on the breast milk during the different stages of the

breastfeeding.
Materials and Methods
Samples:

77 women of 32 +/- 5 years old, 70.8 +/- 11.6 kg; 1.65+/-0.06m and 26.1 +/- 4.3
kg/m?, collected every three hours their breast milk in a 24-h period. Samples of breast-
milk (5ml) were collected in polystyrene tubes during January to December 2008, and
stored frozen at -80°C until assay in duplicate. In general between 6 and 8 samples of
breast milk were obtained from each mother (a total 540 samples: 135 from calostral

milk, 180 from transitional milk and 225 from mature milk).
Methods:

To determinate the protein and nitrogen content, the analysis of the human milk
samples was based on the Kjeldahl method. Protein contents were calculated from total

nitrogen x 6,25.

The amino acids extraction was performed by the technique of Yamawaki
(2005) with certain modifications. The amino acids determination was assayed using a
ESI-MS/MS: Waters® 2795 Alliance HT HPLC (Milan, Italy) coupled to Micromass
Quattro Ultima mass spectrometer (Milan, Italy) with an ESI (Electrospray lonization)

source.



The technique of Perrin et al. (2001) was followed for the extraction of the
nucleotides. The nucleotides determination was assayed using a Capillary
Electrophoresis system (P/ACE MDQ 5510, Beckman-Coulter®).

The total antioxidant activity a measure of all antioxidant present in a biological
fluid (in this case, human brast milk), such as vitamins, antioxidants, radical enzyme
systems, antioxidant antioxidant unknown interactions. The antioxidant capacity was
determined by the improvised spectroscopic method, called TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity). The percentage inhibition of ABTS" radical cation by Trolox, a
water soluble analogue of alpha tocopherol (vitamin E), which is the standard

antioxidant.
The analytical methods used required a minimal volume of only 1mL.

The chronobiological analysis of the data was performed using the Ritme® for
Windows software package. The rhythmicity of each nucleotide was studied by cosinor
analysis (Halberg, 1967).

With the cosinor analysis, we determined the 95% confidence intervals of the
MESOR, amplitude, and acrophase. When this interval contains the value 0, one
possibility that amplitude is 0 can not be rejected, so that the existence of a rhythm is
not statistically significant. This is equivalent to testing whether the null hypothesis of
zero amplitude is rejected at an alpha level of 0.05. The statistical significance of the fit

of the cosine curve to the data is indicated by the P-value.
Results

Significant changes were obtained in the daytime concentration of protein and
protein nitrogen compared to the night period (table 1). We observed differences in the
nitrogen and protein content during the individual stages of lactation, it is just in the
population of mature lactating women, and where the components analyzed varied

significantly between day and night.

Some amino acids such as tryptophan, which showed a circadian rhythm from
stages as early as colostral phase maintaining this rhythm until the last stage of breast
feeding (mature milk). When the milk has fully stabilized, most of the amino acids



presented circadian rhythms. In the table 2 are showed those amino acids with a

circadian rhythm in every stage of lactation.

In the nucleotides, the majority of them showed a circadian rhythm (table 3),

except uridine 5’monophosphate and thymidine 5’monophosphate.

Finally, we found variation in the antioxidant activity between the nocturnal and
diurnal human milk samples. The level of Trolox Equivalent are statistically significant
(P<0,01) in the samples collected at 18:00h and 21:00h opposite to the milk samples
collected at 24:00h (table 4).

Discussion

Through breast milk is nourishing and developing the intellect as well as
improving immune and digestive system of the newborn. Besides all this, the baby
would be adjusting his circadian pattern in harmony with his environment (day / night),
crucial for the proper functioning and synchronization of all systems in the human body.
(Cubero et al., 2005; Sanchez et al., 2008).

The regulation of the sleep/wake cycle is complex, and involves many
neurochemical  transmission systems. Those of acetylcholine, dopamine,
norepinephrine, serotonin, histamine, hypocretin, and orexin act to maintain states of
activity (Murillo-Rodriguez et al., 2009; Sanchez et al., 2010), i.e., they are promoters
of wakefulness (Hunsley et al., 2004).

In sum, the nutritional components in human breast milk are not static and
change during the day, for this reason the breast milk must be sucked in the same

moment of lactation.



Day period Night period
Stage Substance (g/dL)
(09:00-12:00h) (21:00-24:00h)

Colostral Protein 1.84 1.92
Colostral Nitrogen 0.29 0.30
Transitional Protein 1.62 1.65
Transitional Nitrogen 0.25 0.26
Mature Protein 1.29 1.38*
Mature Nitrogen 0.20 0.22*

Table 1. Differences between day and night period in the concentrations (mean values) of protein and nitrogen content in human milk

samples during lactation. * P<0.05 was consider statistically significant. (n=69)

Stage Amino Acid 09:00h 12:00h 15:00h 18:00h 21:00h 24:00h 03:00h 06:00h P value
(mg/dL)

Colostral Tryptophan 34.74 34.69 34.52 34.61 34.62 34.81 34.76 34.79 0.02*
Transitional  Tryptophan 26.62 26.43 26.27 26.42 26.54 26.62 26.73 26.57 0.01*
Transitional ~ Methionine 36.68 43.25 44,57 42.34 46.10 42.84 35.86 30.07 0.02*

Mature Tryptophan 15.06 14.93 14.96 14.92 15.15 15.11 15.13 15.28 0.02*
Mature Methionine 13.93 18.09 16.57 18.15 20.62 14.11 11.91 12.72 0.03*
Mature Aspartic acid 98.74 107.99 96.17 83.57 85.31 86.88 75.54 87.40 0.04*
Mature Histidine 24.90 22.12 19.13 22.81 24.10 24.33 27.31 25.56 0.01*
Mature  Phenylalanine 37.24 40.27 37.37 35.53 34.40 32.07 32.90 35.32 0.002*
Mature Tyrosine 36.27 36.00 33.34 29.31 28.59 29.55 30.32 36.47 0.001*

Table 2. Concentrations (mean values) of those amino acids with a circadian rhythm. *P<0.05 was consider statistically significant

(amino acid with a circadian rhythm). (n=77)



Nucleotide

08:00-12:00h 12:00-16:00h 16:00-20:00h 20:00-24:00h 24:00-04:00h 04:00-08:00h P value
(Hg/mL)

Adenosine 5°P 5.48 4.89 4.07 7.30 6.51 2.77 0.04*
Uridine 5°P 4.18 8.50 3.95 3.29 11.62 5.28 0.36
Guanosine 5°P 3.13 4.18 3.09 2.98 3.82 4.61 0.02*
Citidine 5°P 1.95 2.54 2.99 2.20 3.31 1.68 0.02*

Inosine 5P 2.14 2.94 3.52 3.18 353 271 0.001*
Thymidine 5°P 3.47 4.49 3.96 4.24 3.46 5.99 0.29

Table 3. Concentrations of the human milk nucleotides during a 24-h period. * P<0.05 was consider statistically significant (nucleotide

with a circadian rhythm). All these samples were in mature stage. (n=30)

Trolox
) 09:00h 12:00h 15:00h 18:00h 21:00h 24:00h 03:00h 06:00h
equivalent
TEAC 0.0059 0.0098 0.0082 0.0133* 0.0147* 0.0046 0.0051 0.0048

Table 4. Differences in the concentrations of the antioxidant activity of the human milk (TEAC method) during a 24-h period. All these

samples were in colostral stage. *P<0.01 was consider statistically significant. (n=7)
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RESUMEN

Esta ampliamente reconocido, el principio de la defensa de la lactancia natural en los
primeros estadios de la vida, ya que su composicion aporta el crecimiento mas saludable.
Dicha leche natural se divide atendiendo al tiempo que se lleve secretando en: leche
pretérmino, calostro, leche de transicion y leche madura. A su vez, dependiendo de que esta
alimentacioén inicial sea con lactancia materna o no, se pueden diferenciar tres tipos:
Lactancia natural, Lactancia mixta y Lactancia artificial.

Partiendo de la base de la lactancia, nuestro objetivo ha sido el de iniciar una aproximacion a
la nutricion infantil durante el primer afio de vida. Dentro de la Lactancia mixta indicar que su
base alimenticia se divide en dos Formulas Adaptadas (FA): una de Inicio, desde 0 a 6
meses, y otra de Continuacion, a partir de entre 4 y 6 meses. A partir de esta edad el bebé
debe ingerir alimentacion complementaria o de “beikost” en la cual se afadiran, paralelo al
desarrollo del lactante, inicialmente cereales, pasando a frutas, verduras, pescados y por
altimo derivados lacteos.

Igualmente para determinadas situaciones fisio-patoldgicas estan recomendadas una amplia
gama de Férmulas Especiales (FE) como es el caso de: las férmulas sin lactosa, las
modificadas en proteinas, de soja, las elementales 0 monomeéricas, las antirreflujo, las anti-
estreflimiento, las anti-célico y por ultimo y no menos importante las férmulas para errores
congénitos del metabolismo.
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ABSTRACT

It is totally known the principle of the natural breastfeeding defence in the first stages of life, since
its composition provides the healthiest growth. The natural breast milk is divided in preterm milk),
colostrum, transition milk and mature milk. Additionally, depending on the kind of initial feeding,
three types can be differentiated: natural breastfeeding, mixed breastfeeding and artificial
breastfeeding. The nutritional basis of the mixed breastfeeding can in turn be separated in two
Adapted Formulas (AF): Initiation milk, from O to 6 months and Continuation milk from 4 to 6
months. From this age, babies must take complementary feeding or “beikost”, in which cereals will
be added firstly, going on with fruits, fish and at last, dairy products and junior milk, in a parallel
way to the development of the child.

A number of Special Formulas (SF) are recommended to be used for determined pathophisiology
situations, such as: without lactose, protein-modified, soy-based, monomerics or elementals, anti-
reflux, anti-constipation and last but not least, formulas made for congenital metabolism
dysfunctions.

INTRODUCCION

Desde el principio de la Historia, ha estado muy vinculada a la humanidad la relacion dieta y salud,
pero no ha sido hasta el siglo pasado cuando se ha establecido una fuerte concienciacion, a través
de las ciencias de la salud hacia los ciudadanos de la importancia de una buena alimentacién y
nutricion.

En esta revision vamos a mostrar especial interés a la alimentacion y a la nutricion de los nifios
durante su primer afio de vida. El porqué de esto se debe a que es durante esos primeros meses
cuando hay una influencia decisiva sobre el posterior desarrollo, tanto a nivel cognitivo como motor

[1].
La lactancia, la alimentacion infantil.
Podemos diferenciar tres tipos de lactancia principalmente [2]:

- Lactancia natural: Consiste en la alimentacion por leche materna. Es considerado el
alimento Optimo, unico e inigualable para el bebé, ya que su composicion esta adaptada
especificamente a las caracteristicas digestivas y a las necesidades nutritivas y de
crecimiento del nifio.

- Lactancia mixta: Hay una alternancia entre la toma de la leche materna con la ingesta de
leche procedente de una formula artificial. Podria ocurrir esta situacion cuando hay una
hipogalactia temprana de la madre o bien si ésta no puede ofrecer el pecho a determinadas
horas por motivos de trabajo.

- Lactancia_atrtificial: Cuando se llega a la decision de dar Unicamente este tipo de
alimentacion al bebé, ésta consiste en usar formulas lacteas generalmente derivadas de la
leche de vaca.

Como hemos dicho anteriormente, la lactancia natural, o lo que es lo mismo, la leche
humana, es el alimento Optimo para el lactante [3]. Dentro de la composicion de ésta, hay que
distinguir los aspectos diferenciados que se refieren a los cinco primeros dias de la lactancia y que
constituyen la leche calostral, y a la produccion de leche madura, pasados ya los 15 dias de
adaptacion de los mecanismos de la lactogénesis.

Asi, los diferentes tipos de leche que son secretados en la glandula mamaria son: la leche del
pretérmino si es el caso, el calostro, la leche de transicion y la leche madura.
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- Calostro: Durante el dltimo trimestre de la gestacion se ha ido acumulando en el lumen de
los alvéolos una sustancia llamada precalostro, formada principalmente por exudado de plasma,
células y proteinas: inmunoglobulinas, lactoferrina, seroalbumina, ademas de sodio, cloro y una
pequefia cantidad de lactosa. El calostro es la leche secretada durante los 4-5 dias posteriores al
parto. Tiene aspecto amarillento y espeso, de alta densidad y poco volumen (2-20 ml por toma).

- Leche de transicion: Es la leche que se produce entre el dia 4 y 15 posterior al parto. Al 4° 6
6° dia se produce un incremento brusco en la produccion de leche (subida de la leche), que sigue
aumentando hasta alcanzar un volumen de 600-700 ml/dia. Esta leche es de composicion
intermedia y varia dia a dia hasta alcanzar los niveles de la leche madura.

- Leche madura: Es la leche secretada a partir de las primeras dos semanas tras el parto.
Tiene una gran variedad de componentes nutritivos y no nutritivos. Su volumen promedio es de
700-900 ml/dia durante los 6 primeros meses postparto.

Comparando la leche calostral con la madura, hay que considerar diferentes aspectos en
relacion con su composicion en hidratos de carbono, proteinas, nitrogeno total, nitrogeno no
proteico (NNT), grasas, minerales y vitaminas.

Tabla 1. Comparativa entre la composicion del calostro y de la leche madura. Tomado de

Lawrence R.A. La lactancia materna. Una guia para la profesion médica. (4)

Componente Calostro/100 ml Leche madura/100 ml
Energia (Kcal) 58 70-75
Agua % 872 88
Lactosa g 53 7.3
Nitrdgeno total mg 360 171
INNP mg 47 42
Proteinas totales g 2.3 09
Caseina mg 140 187
Alfa lactoalbiimina mg 218 161
Lactoferrina mg 330 167
IgA mg 364 142
Grasas totales g 2.9 42
Acido linoleico: (% del total) 6.8 7.2
Acido linolénico 1,00
C20y 22 poliinsaturados 10,2 29
Colesterol mg 27 16
Vitamina A mcg 89 47
Betacaroteno mcg 112 23
Vitamina D mcg - 0,004
Vitamina E mcg 1280 315
Vitamina K mcg 0,23 0,21
Tiamina mcg 15 16
Vitamina B6 mcg 12 28
Vitamina B12 mcg 200 26
Acido ascérbico mcg 4.4 4,0
Calcio mg 23 28
Magnesio mg 34 30
Sodio mg 48 15
Potasio mg 74 38
Cloro mg 91 40
Fésforo mg 14 15
Cobre mcg 46 35
Yodo meg 12 7
Hierro meg 45 40
Zinc mcg 540 166
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Nociones sobre la lactancia artificial.

Las formulas lacteas infantiles son aquellos productos destinados a satisfacer (de manera
parcial o total) las demandas nutritivas de los lactantes durante esta etapa de su vida, cuando la
alimentacion por leche materna no es posible o existe alguna contraindicacién se recurre a este
tipo de formulas adaptadas (FA). Podemos distinguir tres tipos de férmulas [5,6,7]:

- I-Férmula de inicio: Cubre los requerimientos de los primeros 0-6 meses de vida.

- lI-Férmula de continuacion: A partir de los 4-6 meses de edad. Es necesario que en
esta etapa el bebé, ademas de ser alimentado con este tipo de leche, empiece a ingerir
otros alimentos. Esta alimentacion complementaria es también conocida como
“beikost”.

- llI-Férmulas de crecimiento o Junior: A partir del primer afio de vida. De reciente
aparicion en el mercado y caracterizadas por no existir una recomendaciones
exclusivas para la formulacién de estas leches ni tampoco una legislacién especifica,
por lo que se ajusta a las recomendaciones para leches de continuacion y a estudios
sobre factores nutricionales que se van realizando [8].

Entre las diferencias en la composicion de la férmula de inicio (FI) y la férmula de
continuacion (FC) se encuentra el contenido energético, el cual es mas elevado en la Fl ya que es
la Unica via de alimento que tiene el lactante. También difieren en el indice de caseina/suero, el
cual debe ser modificado para la FI (40/60 o 50/50), ya que el aporte proteico supone una gran
carga de solutos y radicales acidos para el rifion y una sobrecarga de aminoacidos podria
provocar hipercalcidemias. Por el contrario, en la FC (80/20) no es necesaria modificacion alguna.

En el caso de los hidratos de carbono, en la FlI esta permitida una pequefia adicion en ésta
de glucosa y dextrinomaltosa, pero no deben estar presentes ni el almidén ni las sustancias
espesantes. En cambio, en la FC no se puede afadir nada que no sea la lactosa, y aun asi, ésta
debe estar solo hasta el 20%.

La composicion de las grasas en la Fl debe ser tal que se consiga una absorcion del 85%. Se
permite una mezcla de grasas animales y vegetales para conseguir un acidograma similar al de la
leche materna. En cuanto a las grasas saturadas, su concentracién debe ser pequefia, mientras
gue la de los acidos grasos monoinsaturados debe ser mas elevada. En la FC no hay razén para
sustituir totalmente la grasa animal por la vegetal, pero cuando la férmula contiene grasas
vegetales, el contenido de acido linoleico es inferior a 300 mg/Kcal. Es conveniente ademas vigilar
los aportes de acido laurico y miristico. El contenido en calcio en la FC suele ser inferior al que hay
en la FI.

En ambos tipos de leche se encuentran presentes sustancias prebioticas (crecimiento de
bifidobacterias) y ademas en la FC también hay sustancias probioticas.

La alimentacion complementaria o “Beikost”.

Puesto que la FC no debe ser el Unico alimento que tome el bebé durante esta etapa,
ademas de éste, se le iran incorporando a la dieta paulatinamente nuevos alimentos (“beikost”),
abarcando no solo sélidos y semisélidos (papillas, purés...), sino también alimentos liquidos, como
los zumos de frutas.

Es recomendable iniciar la introduccion de los mismos a partir de los 4 meses de vida, a
excepcion del gluten, que se recomienda a partir de los 7 meses. Hasta el afio de edad, la ingesta
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de leche no debe ser inferior a medio litro al dia y la leche de vaca no se debe administrar hasta
pasado el primer afio.

Hay mucha documentacién [9] sobre las fechas de introduccién especificas para cada
alimento. Aqui se expondran de manera general:

- Cereales: Suele ser el primer alimento no lacteo que se introduce (a partir del 4° mes
de vida). Son ricos en hidratos de carbono y energia, aportados también, aunque en
menor cantidad, proteinas, minerales, acidos grasos esenciales y vitaminas.

- Frutas: Deben administrarse a partir de que el bebé toma su primera papilla de
cereales, es decir, sobre el 5° mes.

- Verduras y carnes: Se administran en purés (verdura, carne y aceite), a partir del 6°
mes. Tienen mucho contenido en fibra, vitaminas, sales y minerales (sobre todo hierro).
Pueden usarse carnes rojas y blancas siempre que se preparen cocidas y sin grasa. Lo
mas recomendable es comenzar por carne de pollo ya que es mas digestible. Las
verduras foliaceas (espinacas, acelgas, col...) pueden incorporarse a partir de los 9-11
meses.

- Pescados blancos: A partir del 9° mes pueden ser alternados con la carne.

- Huevo: Sobre el 12° mes. No se recomienda su ingestion en estado crudo, asi se evita
una intoxicacion por Salmonella ademas de permitir una buena utilizacion digestiva de
la albumina.

- Legumbres: Son una fuente de fibra, proteinas, vitaminas y minerales extraordinaria.
Pueden administrarse a partir del 12° mes.

- Yoqur: Suele introducirse a partir de los 8° meses de edad. Son proteinas parcialmente
hidrolizadas con mucho calcio y poca concentracién en lactosa.

- Mantequilla: No es convencional en lactantes menores de un afio ni los alimentos que
suelen contenerla (dulces, postres).

- Quesos: Aporta calcio y proteinas de excelente calidad pero, como en el caso anterior,
no estan recomendados a bebés menores de un afio de edad ya que ambos tienen
efectos hipercolesteremiante.

Formulas Especiales

Al igual que antes hemos comentado el uso de las formulas adaptadas (dentro de ellas: la FI
y la FC), también existen otro tipo de férmulas llamadas especiales (FE) que son administradas a
aquellos bebés que presentan intolerancias o alergias dietéticas por errores congénitos del
metabolismo o bien por problemas gastrointestinales. Podemos encontrarnos [10, 11]:

- Férmulas sin lactosa: Derivan de la leche de vaca, pero en ellas se ha sustituido la
lactosa por dextrinomaltosa o por polimeros de glucosa. Esta indicado su uso cuando
existe un déficit de lactasa intestinal.

- Formulas de soja: A base de aislado proteico de soja que sustituye a la proteina de la
leche. No contienen ni lactosa ni sacarosa, siendo la dextrinomaltosa o los polimeros
de glucosa los hidratos de carbono que estan presentes. Deben ser suplementadas
con carnitina y metionina ademas de cobre, hierro, zinc y calcio. Su uso esta
recomendado para lactantes con galactosemia, intolerancia a la lactosa e hijos de
padres vegetarianos que no quieren dar proteinas animales a sus hijos. No se ha
demostrado que prevengan o traten los colicos en los bebés ni para prevenir la
enfermedad atépica.

- Hidrolizados _proteicos: Son de dos tipos, férmulas hipoalergénicas (H) o
semielementales, y férmulas hipoantigénicas (HA). Las H son de alto grado de
hidrolisis y con ellas se tratan las alergias e intolerancias a las proteinas lacteas de
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vaca ademas de actuar en la prevencion 12 de alergopatias. En contraposicion tienen
un mal sabor, alto coste y alta osmolaridad. Las HA estan parcialmente hidrolizadas,
por lo que tienen un bajo grado de hidrolisis y son parecidas a las Fl. Estan disefiadas
con fines preventivos, no son indicadas con fines terapéuticos cuando existe alergia a
las proteinas de leche de vaca, ya que estd documentada la produccion de reacciones
graves y anafilaxia [12].

- Férmulas elementales: Indicadas en situaciones de sindrome diarreico grave o de
fracaso intestinal sin respuesta a H. Estos preparados no dejan residuos, ya que sus
componentes pueden ser absorbidos con una minima digestion. Llevan L-aminoéacidos,
grasas como triglicéridos de cadena media y aceite de maiz. Como hidratos de
carbono lleva dextrinomaltosa o polimeros de glucosa. Sus desventajas son que tienen
un mal sabor, un alto coste y una alta osmolaridad.

- Formulas antiestrefiimiento (AE): Son las mas apropiadas para lactantes con tendencia
al estrefiimiento. En ellas hay un alto porcentaje de acido palmitico en posicion(], lo
gue favorece la absorcién de la fraccion de grasa de la leche, del calcio y del
magnesio, minimizando asi la formacién de jabones calcicos en el intestino, los cuales
son los principales responsables de las heces duras.

- Férmulas antirregurgitacién (AR): Son FlI y FC que llevan adicionadas sustancias
espesantes para controlar o minimizar los vomitos y regurgitaciones excesivas del
lactante, asi como terapéutica dietética en el reflejo gastroesofagico no complicado.

- Foérmulas anticélico (AC): Con ellas se trata de evitar los factores desencadenantes en
el célico del lactante. Tienen una hidrélisis parcial de las proteinas séricas, bajo
contenido en lactosa, aporte de fructooligosacaridos para conseguir un efecto
prebidtico, mayor concentraciéon de [I-palmitato y las grasas de cadena media.

- Formulas nutricionales Dia/Noche: Mediante la utilizacion, combinada vy
complementaria, de una leche infantil durante la noche (18:00-06:00) y otra durante el
dia (06:00-18:00), se pretende reproducir las variaciones del contenido nutricional de la
leche materna a lo largo de la jornada, ayudando a sincronizar los ciclos de
vigilia/suefio de los lactantes. Favorecen asi el inicio del suefio para conseguir una
correcta instauracion de los periodos de descanso y actividad a partir de los primeros
meses de vida [13].

Concluyendo podemos decir, que a pesar de la gran variedad de productos en el mercado
para la alimentacion y nutricion de los bebés, hasta el momento no hay ningun alimento que
supere la calidad y las propiedades biolégicas de la leche materna. Aunque ya hay numerosos
estudios que se estan llevando a cabo para intentar asemejar lo maximo posible estos productos
artificiales a la leche humana, siempre que no sea por cuestiones patologicas, es mejor decidirse
por una alimentacion con lactancia natural, ya que una alimentacién inadecuada durante el primer
afio de vida conduce no a trastornos nutritivos, sino que puede ser causa del desarrollo de
enfermedades de adulto.

Lactancia natural:

Leche pretérmino.
Calostro.

Leche de transicion.
Leche madura.

© O 0O

Lactancia mixta.
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Lactancia artificial:

o Férmulas adaptadas (FA):

» Formulas de inicio (FI 6 1).
= Fdérmulas de continuacion (FC 6 2).
» Fdérmulas de crecimiento (Junior 0 3).

o Férmulas especiales (FE):

» Formulas sin lactosa.
» Fdérmulas de soja.
» Formulas modificadas en proteinas:
- Formulas hipoantigénicas (HA).
- Férmulas hipoalergénicas (H).
Formulas elementales.
Formulas antiestrefiimiento (AE).
Foérmulas antirreflujo (AR).
Formulas anticolico (AC)
Formulas nutricionales Dia/Noche.

Tabla 2. Resumen-Clasificacion de la lactancia, atendiendo a la composicion de la misma.
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RESUMEN

Objetivo: En este trabajo se ha tratado de conocer profundamente la alimentacion infantil con
lactancia complementaria, a través de un cuestionario de consumo de alimentos de dos semanas de
duracion, el cual fue completado por los padres de lactantes de entre 8 y 12 meses, de la provincia
de Badajoz. Para su andlisis y cuantificacién nutricional se manejo la aplicacion informética Dial®.
Resultados: El analisis de la dieta diaria mostré6 en su estudio que es repetitiva y equivalente en
todos los lactantes durante este intervalo de edad, la cual estaba constituida: al inicio del dia por
leches de continuacién y cereales infantiles, continuando con potitos de verduras con carne, potitos
de fruta y por dltimo al final del dia, de nuevo leches de continuacion y cereales infantiles. Indicar que
la ingesta energética era correcta (1355 + 252,93 kcal), destacando que en lo que respecta a
macronutrientes el porcentaje en proteinas se encontr6 elevado (44,40 + 5,014 g) frente a las
recomendaciones diarias. Ademas de presentar un patrén dietético repetitivo y constante en toda la
poblacion.

Conclusion: En la poblacion estudiada con lactancia complementaria, la dieta de estos lactantes
entre 8 y 12 meses de vida se adecua a las necesidades energéticas diarias para dicho periodo de
crecimiento, pero mantienen una inadecuada ingesta diaria de proteinas.

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to analyze the diet of infants that receive supplemental breast
milk, by way of a two-week survey on nutrition consumption, completed by the parents of infants
between 8 and 12 months of age from the province of Badajoz, Spain. Dial® software was used for
the nutritional analysis and quantification.

Results: The analysis of the daily diet shows in this study that it is repetitive and equivalent in all
infants during this age interval, which is made: at the beginning of the day for follow-on milk and
infantile cereals, followed by vegetable baby food with meat, fruit baby food, and finally at the end of
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the day follow-on milk and cereals again. Indicating that energy intake was correct (1355 + 252.93
kcal), highlighting that regarding macronutrients the protein percentage intake (44.40 = 5.014 g/day) is
high compared to the daily recommendations. In addition, it presents a repetitive and constant dietary
pattern throughout all the participants.

Conclusion: In our study population with supplementary feeding, the diet of these infants between 8
and 12 months of age is suited to the daily energy needs for that period of growth, as well as an
inadequate daily ingestion on proteins.

INTRODUCCION

La incorporacion de los diferentes alimentos a lo largo del crecimiento del lactante tiene un
calendario fehacientemente descrito y con un rigor temporal el cual puede ser consultado en
cualquier manual de nutricion infantil (Ballabriga 2001; Gil 2005).

Partiendo en el nacimiento de una alimentacion exclusivamente con lactancia natural,
artificial o mixta, se pasa al cabo de unos pocos meses de vida a una alimentacion
complementaria o beikost, con otros alimentos diferentes a la leche, como son los cereales
infantiles sin gluten, siguiendo con papillas de frutas. Posteriormente, aproximadamente a
partir del 8° mes de vida, se incorporan los cereales con gluten, purés de verdura con carne,
siguiendo con pescado y se finaliza el primer afio de vida con derivados lacteos. Se
consigue con ello que la base de la alimentacion diaria ya no sea en su mayor proporcion de
origen lacteo, ya que la demanda tanto de macronutrientes como de micronutrientes en los
nifos durante este periodo, no puede ser compensada solamente con el aporte de la leche.

El ajuste dietético, tanto a nivel cuantitativo como cualitativo, debe estar perfectamente
regulado y equilibrado. Las condiciones de preparacion y elaboracién de dichos alimentos
deben ajustarse a unas estrictas medidas tanto en su composicion como durante su
produccion.

La demanda en macronutrientes en esta fase de crecimiento es elevada en comparacion
con otras fases de la vida. EI consumo de carbohidratos y grasas debe ser considerable
debido a que las recomendaciones dietéticas aconsejadas (R.D.A) de energia en dicho
periodo de desarrollo son muy elevadas (98 kcal/Kg de peso), ya que son requeridas para el
proceso de crecimiento y desarrollo. El aporte en grasas recomendado disminuye respecto
al indicado al nacer, pasando del 35 al 30% a partir del 4° mes de vida (Gil 2005). Sin
embargo, el aporte de proteinas aun debe ser importante (1,6 g/kg/dia -Kathleen 1998- o de
14 g/dia -Gil 2005-), aunque no en la medida de los primeros meses de vida.

Se ha considerado que el intervalo de meses en que se ha centrado este estudio, es un
momento crucial en la etapa de la alimentacion infantil, ya que al final del primer afio de vida
se comienza a establecer un patrén dietético, el cual determinara un correcto desarrollo, asi
como se formara la base de la futura alimentacion en el nifio de corta edad.

Este trabajo trata de aportar nuevos datos en la nutricion infantil al final del primer afio de
vida, y para ello se ha centrado en la alimentacion diaria de dicho colectivo de lactantes
analizando la cantidad y calidad de los macronutrientes ingeridos, asi como la proporcion de
los mismos. Nuestro objetivo ha sido profundizar en el posible aporte desequilibrado de
carbohidratos, proteinas y grasas, hecho que podria albergar una alteracion futura, como es
el caso de la obesidad (Dehghan 2005).
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SUJETOS Y METODOS
Poblacion a estudio

En el estudio participaron lactantes sanos (n=15), entre 8 y 12 meses de vida, bajo la
supervision de sus pediatras y procedentes tanto de consulta privada o Centros de Salud de
la provincia de Badajoz. Dicho estudio fue revisado y aprobado por el Comité Etico de la
Universidad de Extremadura.

Distribucion del cuestionario para estudio de la dieta

Las encuestas dietéticas ajustadas a las caracteristicas de la poblacién de estudio fueron
entregadas a los padres o tutores de los lactantes para su cumplimentacion durante dos
semanas y posteriormente fueron recogidas y revisadas. En caso de duda o aclaracion se
les facilito a los padres el nUmero de teléfono de contacto del investigador.

Célculo dietético y nutricional

Tras la recogida de la encuesta dietética de 2 semanas de duracién, complementada
diariamente por los padres, se realizé el calculo nutricional apropiado mediante el software
Dial®.

Andlisis estadistico

Dicho andlisis se centr6 en el estudio descriptivo del conjunto de datos, utilizando la media
de los datos y desviacion estandar como medida de dispersion (X £ D.S.).

RESULTADOS
Estudio de la dieta

El patrén dietético diario observado en esta poblacion de lactantes es repetitivo y esta
compuesto por la mafiana en el desayuno aproximadamente de 10 cacitos de leche de
continuacion y 4 cacitos de cereales (medida por cacito: 5 g); durante el almuerzo un potito
entero de 250 g de verduras con carne de pollo o ternera (y en ciertos casos de lenguado)
acompafiado de algun yogur de frutas; a media tarde un potito de fruta de 250 g (que por
norma general nunca se llega a ingerir entero), al cual se suele acompafar de un yogur
natural o con pequefias proporciones de algun alimento rico en carbohidratos, como es pan
blanco o galletas (a lo sumo dos unidades); al final del dia, antes de dormir ingerian 8
cacitos de leche de continuacion con 4 cacitos de cereales. Cabe indicar que en un gran
porcentaje de los lactantes se producian ingestas adicionales de leche de continuacion y
cereales en medio de la noche.

Sugerir que los alimentos que componian la dieta pertenecian a diferentes marcas
comerciales de alimentacion infantil, y en el menor de los casos, elaborados diariamente por
las madres. Como se observa, la dieta en principio es correcta, con una alta proporcion de
los llamados alimentos saludables (leche, cereales, legumbres, pescado y fruta).

Durante las dos semanas que se registro la informacion en el cuestionario, algunos lactantes
se encontraron bajo tratamiento farmacologico para el estrefiimiento, asma, alergia o
tomaron antibidticos. Ademas, estos bebés llevaban puesto un acelerbmetro en el tobillo
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para un estudio paralelo del suefio, sin que ello causara en algun momento trastornos
alimentarios durante dicho periodo de estudio.

Estudio nutricional
La ingesta de alimentos infantiles se transformé a energia y nutrientes. Respecto al aporte

energético (Figura 1), indicar que éste correspondié a 1355 = 252,93 kcal/dia de media,
levemente superior al recomendado en este tramo de edad de 98 kcal/dia/Kg de peso.

Energia (kcal)

1800
1600
1400
1200 -
1000 -
800
600 -
400 -
200

Ingestas Poblacion Estudio Ingestas Dietéticas de Referencia
(IDR)

Figura 1. Aporte de energia (X + D.S.) en lactantes de entre 8y 12 meses de
vida comparado con la R.D.A. para esa edad (n=15).

Respecto al aporte de macronutrientes, los cuales se han representado comparados con las
R.D.A. en la Figura 2, indicar que los carbohidratos, proteinas y grasas totales consumidos,
corresponden un valor medio de 209,70 + 43,76 g/dia, 44,40 + 5,01 g/dia y 37,27 + 7,39
g/dia respectivamente, encontrdndose tanto carbohidratos como proteinas muy por encima
de las R.D.A. A su vez, la cantidad ingerida en micronutrientes (minerales, oligoelementos y
vitaminas liposolubles e hidrosolubles), no se encontraba disminuida respecto a las R.D.A.
para esa etapa de crecimiento cercana al afio de edad (datos no mostrados).
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Figura 2. Ingesta media de macronutrientes (X + D.S.); Carbohidratos,
Grasas Totales y Proteinas en lactantes de entre 8 y 12 meses de vida,
comparada con R.D.A. para esa edad (n=15).

Respecto a las caracteristicas antropométricas (Tabla 1) podemos indicar que respecto al
peso medio de los lactantes al final de las dos semanas de estudio, éste se encontraba
cercano al percentil 50 correspondiente a su edad, observandose especialmente que en el
caso de las nifias se encontraba levemente inferior al peso medio.

Tabla 1. Valores antropométricos de la poblacién a estudio.

Sexo Edad Peso Medio Peso Percentil 50
Nifias 11 meses 8,9 kg 9,2 kg
Nifios 10 meses | 10 kg 9,6 kg

Valores (Yi D.S.) de lactantes entre 8 y 12 meses de vida, (n=15).

DISCUSION

Tras el analisis nutricional llevado a cabo en nifios/as de 8 a 12 meses de edad, podemos
indicar que el aporte energético es el 6ptimo para dicha edad, ya que se recomienda en el
periodo de edad entre 6 y 12 meses de vida un aporte de 98 kcal/dia/Kg de peso y puesto
gue el peso medio de dicha poblacion a estudio es de 9,5 Kg, le corresponderia un aporte
energético medio de 931,58 kcal/dia.

Si el total de energia es 1355 kcal/dia, el equilibrio en las proporciones de macronutrientes
para dicho colectivo de lactantes segun Gil (2005) seria el siguiente: para los carbohidratos
entorno a un 50% del total de energia, es decir 677,5 kcal/dia que corresponderian a 169,37
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g/dia; para las grasas totales se recomienda un 35% del total de energia consumida, lo que
corresponderia a 474,25 kcal/dia, es decir 52,62 g/dia; por ultimo en cuanto a las proteinas
se sugiere un 15% de la energia total ingerida siendo este valor de 203,25 kcal/dia, lo que
corresponderia a 50,81 g/dia. Dichas proporciones indican valores en peso elevadas
respecto a las R.D.A. para este colectivo, todo ello como consecuencia de una elevada
ingesta caldrica.

Para esta etapa del desarrollo se considera 1 g/Kg/dia (A. Gil 2005) 6 13 g/dia (NAS) de
proteina como cantidades dietéticas recomendadas, sin embargo en esta poblacion a
estudio (peso medio de 9,5 Kg) su ingesta proteica es de 44,40 + 5,01 g/dia, excesivamente
superior respecto a esas recomendaciones bibliograficas, lo que constata que dicha
poblacion sigue una dieta desaconsejada y totalmente desequilibrada, por lo que se deberia
disminuir el aporte proteico como prevencion a futuras alteraciones renales. Indicar que las
sugerencias para una buena ingesta proteica deberian estar mejor estandarizadas en base a
las diferentes recomendaciones descritas por diferentes autores y sociedades (Gil 2005,
NAS).

Como se ha observado, el aporte de grasas es de 37,27 gramos, el cual se encuentra muy
cercano al recomendado para este colectivo de lactantes (Lama More 2005; NAS) y aunque
en porcentaje es menor al recomendado de un 30 % de la energia total, dicho desequilibrio
se compensa con la ingesta en mayor proporcidon de carbohidratos, con la posible
desventaja de no poder llegar a ingerir las recomendaciones diarias de &cidos grasos
poliinsaturados. Sin embargo, esta descrito que hasta el décimo mes de vida no se introduce
el puré de pescado, fuente rica en grasas, el cual generalmente se elabora con pescado
blanco (como seria el lenguado), con menor cantidad de acidos grasos poliinsaturados (Gil
2005). Por ello seria recomendable que fuera de pescado azul ya que su contenido en
acidos grasos (13 es mayor.

Respecto a la ingesta de micronutrientes (minerales, oligoelementos y vitaminas liposolubles
e hidrosolubles), debemos reincidir que no se cuantificaron valores deficientes para ninguno
de ellos. A la vez, cabe destacar la existencia de un patron dietético muy repetitivo.

Insistimos en el handicap de no poseer un tamafio de muestra muy elevado, pero dicha
posible deficiencia se contrarresta con el nimero de dias (14 de media por lactante) con el
gue se refleja la alimentacion de estos nifios en el cuestionario completado por los padres y
posteriormente analizado.

Como conclusion, indicar que se observa una dieta saludable y correcta para dicha
poblacién de lactantes en estudio puesto que las recomendaciones de los nutrientes se
encuentran cubiertas, pudiendo aconsejar un mayor aporte en grasas y una ligera restriccion
en carbohidratos y proteinas.
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4. DISCUSION

La leche materna es el alimento optimo e inigualable para los
lactantes. Su volumen y composicion de macro y micronutrientes difieren
tanto a lo largo de la lactancia, como a lo largo del dia y de la noche y
durante la propia toma. Por tanto, dentro de los tres grandes periodos en
los que se puede dividir la lactancia materna (calostro, leche de los
primeros 4-5 dias tras el parto; leche de transicion, hasta las 2 o 3
primeras semanas y leche madura, a partir de las 3 semanas del

nacimiento), la composicion varia considerablemente.

En el caso de las proteinas por ejemplo, la concentracion disminuye
de 2,3 g/ml en el calostro a 1g/100 ml en leche madura, mientras que la
lactosa incrementa su nivel de 5,5 g/100 ml durante los primeros dias de
lactancia a 6,8 g/100 ml en leche madura. Ademads, los cambios dentro de
una misma toma son considerables, en funcion del volumen de leche

secretado.

La composicion de la leche materna presenta igualmente
variaciones a lo largo del dia y de la noche, valores endogenos que
dependen tanto del patron de comida de la madre-lactante como de los
ritmos circadianos de la madre. De hecho, hay un gran numero de
estudios publicados al respecto sobre las variaciones circadianas de

numerosas sustancias nutricionales en la leche como:
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Se han encontrados en leche materna valores maximos al
atardecer para el cortisol [74], sodio, potasio, [75], los
folatos y los lipidos [76 y 77]. En cambio el maximo de
organulos citoplasmaticos en dicha leche ocurre después del
anochecer, mientras que hay concentraciones maximas
matutinas de cobre, calcio, zinc, hierro [78] y lactosa,
estando esta ultima relacionada de forma inversa con otros

oligosacaridos [79].

Los aminoacidos aspartico, alanina, glutamina, treonina y
glutamato, alcanzan su concentracion maxima al principio
de la tarde [80]. El triptofano, aminodcido esencial y
presente en la leche materna, produce un efecto inductor del
sueno ya que es precursor de la serotonina y la melatonina.
Se ha observado que tanto el triptéfano como la
melatonina en leche materna presentan variacion
circadiana de sus niveles en este fluido, siendo estos valores
mayores durante el periodo nocturno que en el periodo
diurno [81y 82].

Las variaciones circadianas de los componentes nutricionales de la

leche humana son muy importantes para el desarrollo optimo del recién

nacido,

habiéndose conservado evolutivamente para intentar

acondicionar en la mayor brevedad al neonato con el entorno.

Asi, la melatonina en la leche materna, al alcanzar sus maximos

niveles durante el periodo de oscuridad le esta indicando al bebé que es

de noche, al igual que los altos niveles de cortisol durante las primeras
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horas de la manana en leche materna le senalan al recién nacido el

periodo diurno.

Hasta el momento son practicamente inexistentes las leches
maternizadas (ya sean de inicio, de continuacion o junior) que hayan
tenido en cuenta las variaciones nutricionales circadianas. Hay que
resaltar que en los ultimos anos se han disenado y comercializado, junto
a nuestro laboratorio de Fisiologia de la Universidad de Extremadura y la
Universidad de las Islas Baleares, las leches infantiles “Blemil Plus 2
Foérmula de Noche®™” del Grupo Ordesa, las cuales han sido desarrolladas

para inducir el ciclo sueno/vigilia en el recién nacido.

Estas leches artificiales son formulas disociadas en diferentes
sustancias nutricionales. Tienen asi, de manera controlada, todos
aquellos ingredientes que favorecen -o no impiden- el estado de vigilia,
como son las vitaminas antioxidantes A, Cy E y la vitamina B;,. A su vez,
para ayudar a la instauracion del suenio, mejorar su efectividad y
duracion, y disminuir los despertares nocturnos, incluye una cantidad mas
elevada de aquellos nutrientes que favorecen el inicio del suerio y que
aumentan su duracion, como es el caso del triptéfano, precursor de la
serotonina, melatonina y los hidratos de carbono, responsables de liberar
insulina, capaz de activar la absorcion del triptofano. Esta formula
nocturna también incorpora, triglicéridos de cadena media y los
nucleotidos uridina y adenosina (que favorecen un incremento de la
duracion total del sueno y una disminucion de los periodos de vigilia).
Igualmente, esta formula contiene otros compuestos de especial
importancia en el desarrollo y maduracion infantil como la taurina,

carnitina, selenio y o-lactoalbumina.
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Cuando se combinan de esta manera todos los nutrientes, se
favorece la correcta instauracion de los ciclos de vigilia y suerio en los
lactantes, consiguiendo resultados muy positivos ya publicados en
diversos estudios [83]. Sin embargo aun quedan muchos componentes
nutricionales que se encuentran en la leche humana y de los que no
conocemos su  ritmicidad  circadiana de sintesis 'y  secrecion.
Evidentemente, cuanto mds consigamos conocer todo lo referente a la
leche materna, mejor podremos disenar las leches maternizadas,

asemejandolas al patron de referencia que es la leche de la madre.

Por este motivo en esta investigacion se ha tratado de estudiar el
ritmo circadiano de todos los nucledtidos presente en la leche materna y
cuya importancia en el crecimiento del lactante es determinante [42],
para tratar de asemejar las formulas artificiales lo mdximo posible al
patron nutritivo de la leche humana. Es asi como se espera poder nutrir
correctamente a aquellos bebés que por unos motivos o por otros, no
estén siendo alimentados con lactancia natural y/o que tengan

desencarrilado el ciclo de sueno/vigilia.

El téermino “Crononutricion” esta ganando popularidad con el paso
de los anos, y aunque se basa en la disciplina de la Cronobiologia, la cual
se inicio hace mas de dos siglos, es ahora cuando se esta consolidando
entre la poblacion y esta teniendo mayor fuerza y rigor cientifico.

Hablar del concepto de crononutricion es lo mismo que hablar de
cronodieta. Esto es, una adaptacion de la composicion de los alimentos

que ingerimos, a los biorritmos de nuestro organismo para una mejor
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regulacion de las funciones del cuerpo humano, pudiendo ser vital en la

lucha contra patologias como la obesidad, cancer o trastornos del sueno.

Asimismo, a través de una correcta administracion de los alimentos
(a una hora especifica del dia para su optima absorcion y utilizacion por
el organismo), estariamos proporcionando un sincronizador interno, el
cual se combina a la perfeccion con el sincronizador externo que es la

luz, para una adecuada coordinacion de todos los sistemas fisiologicos.

En comparacion con otros estudios realizados hasta el momento,
que conozcamos, existen muy pocas publicaciones que se hayan centrado
en los ritmos circadianos de los componentes nutricionales, y mas aun si

lo restringimos al campo de la leche materna.

Basdndonos en una busqueda con los descriptores cientificos
“dircadian rhythm” y “milk, human” a través del Medical Subject Headings
(MeSH), actualmente en la plataforma Pubmed/Medline podemos decir

se encuentran reflejadas un total de 75 referencias cientificas.

En un principio (década de los anos 70), las investigaciones
realizadas sobre las variaciones circadianas de los componentes de la
leche materna no tenian como finalidad el conocimiento de los ritmos
cronobiologicos, se centraban en hallar el momento del dia en el cual ese
componente era mds representativo y asi poder realizar un andlisis eficaz

de su concentracion en este fluido.

Entre toda la bibliografia documentada, la mayoria de los
estudios giran en torno a la fraccion grasa de la leche materna, aunque

aun no estan aclarados todos los mecanismos de accion ya que estas

Pégina 155



Discusién Cristina L. Sénchez Lépez

investigaciones son realizadas con un tamano muestral bastante
pequerio, lo que puede ser insuficiente para sacar conclusiones generales,

aplicadas a toda la poblacion.

Hoy dia, contamos con numerosas herramientas que nos facilitan el
trabajo en este campo, como es el uso de sistemas de analisis altamente
eficaces (electroforesis capilar, HPLC, tandem masas, etc) combinados con
programas de software especificos, con los cuales -mediante modelos
matematicos- obtenemos si una sustancia o pardmetro fisiologico

presenta o no ritmo circadiano.

Es por ello que dada la escasez de referencias con las cuales discutir
nuestros datos, toda la informacion aportada con los mismos es un primer
paso firme hacia futuros estudios sobre los efectos de la crononutricion en

etapas tan tempranas como la lactancia.

Aunque la poblacion de mujeres lactantes que ha participado en
nuestros estudios ha sido adecuada, podemos destacar la gran
heterogeneidad de los resultados encontrados. Asi y tras analizar las
dietas de todas las mujeres, se encontré un significativo déficit de algunos
componentes nutricionales, y aunque hay gran disparidad entre los
autores para ponerse de acuerdo si la ingesta de alimentos influye o no
en la calidad de la leche materna, nuestros resultados muestran las
variaciones en el contenido de los diferentes componentes nutricionales

en dicho grupo concreto de mujeres.

El funcionamiento de la mama depende tanto de las estructuras
anatomicas como de un perfecto sistema de regulacion hormonal. Asi,

para una optimizacion de la sintesis de leche materna, se requiere del
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completo vaciado del pecho, bien por el lactante como por parte de la
madre. En el caso de nuestro estudio podemos aportar que dicho vaciado

se realizaba tras la extraccion de la leche por parte de las participantes.

Entre todas las hormonas que participan en la lactogénesis, es bien
conocido como la prolactina tiene un marcado ritmo circadiano, el cual
se incrementa durante el sueno. Gracias a su liberacion pulsatil en
respuesta a la succion del pezon, variable en numero y duracion a lo
largo del dia, se genera una mayor cantidad de dicha hormona durante

la noche, aun habiendo mas tomas diurnas.

Tal y como se esperaba, tras el analisis del contenido proteico y
nitrégeno total en la leche materna, se observa un significativo descenso
de la concentracion de los mismos a medida que avanza la lactancia. No
obstante, y como novedad, encontramos un aumento estadisticamente
significativo en las muestras nocturnas frente a las del periodo diurno,

durante la etapa madura.

Dicho incremento en las muestras del periodo nocturno, sobre todo
en muestras pertenecientes a madres con lactancia instaurada y donde el
periodo de tomas a lo largo del dia se encuentra muy regulado y
establecido de forma constante, podria deberse al balance energético de
la madre y a su regulacion hormonal a través de la lactancia, donde por
ejemplo la leptina juega un papel determinante al disminuir sus niveles
tras el periodo de lactancia, aumentando en modelo animal durante el

periodo nocturno.
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Asi y tras lo anteriormente dicho, tales evidencias nos hicieron
pensar en una posible variacion circadiana en el contenido de

aminoacidos.

Tras analizar 17 aminoacidos en todas las etapas de la lactancia,
pudimos confirmar numerosas variaciones entre las diferentes horas del
dia, aunque no todos los aminodcidos presentaron diferencias

estadisticamente significativas.

Asi, durante el periodo calostral, el unico aminoacido con un ritmo
circadiano presente, es el triptéfano, el cual mantiene dicho ritmo durante
toda la lactancia, apoyando asi la hipotesis de ser un compuesto que

facilita la sincronizacion del reloj bioldgico del lactante.

Con el avance de los dias, la leche materna varia los niveles de sus
nutrientes, y es asi como en la etapa transicional junto al triptofano, la
metionina muestra un ritmo circadiano, el cual (tal y como sucede con el
triptofano calostral) se mantiene durante la etapa madura. Dicho efecto
de ambas sustancias (implicadas en la induccion del sueno y de la vigilia
respectivamente), puede resultar beneficioso para el lactante, que poco a

poco va adaptandose al ambiente que le rodea.

Finalmente en la etapa madura junto a los dos anteriores
aminoacidos, se encontraron otros que mostraban un ritmo circadiano:

dacido aspartico, histidina, fenilalanina, tirosina.

Dichos datos sobre el triptéfano en leche materna concuerdan con
los obtenidos por Cubero y cols. [57, 80, 81, 82 y 83]. Sin embargo, estos
nuevos resultados, aportarian claras evidencias de una actuacion
“sincronizadora” por parte de este aminoacido desde el inicio de la

lactancia (leche calostral, 1-5 dias postparto) hasta el final de la misma,
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lo cual pone de manifiesto la importancia que puede tener que el recién
nacido perciba la leche materna a la hora en la cual fue extraida, para la

instauracion del ritmo sueno/vigilia.

Con respecto al resto de aminoacidos, la metionina es otro de los
que presentan un ritmo circadiano en el inicio de la lactancia (etapa de

transicion en adelante).

Es precursor de cisteina (esencial para los neonatos) y poliaminas,
ademas de participar en la sintesis de acetilcolina. Favorece su aumento
plasmatico en el recién nacido, la cual afecta al sistema de defensa
antioxidante celular, al desarrollo del sistema digestivo y ayudaria al
mantenimiento de la vigilia durante las horas diurnas (formacion de
acetilcolinag). [84]

Tal y como se observa en nuestros resultados, es en la etapa
madura cuando la mayoria de las sustancias muestran su caracter

circadiano.

El acido aspartico, junto con el glutamato y la glicina son los unicos
aminodcidos que ademds son neurotransmisores (excitatorios). De
nuestro estudio se entiende que al menos el acido aspartico muestra un
ritmo circadiano estadisticamente significativo. Dicho aminodcido puede

atravesar la barrera hematoencefdlica y actuar en el SNC. [85]

Fenilalanina y tirosina son dos aminodcidos esenciales, siendo el 2°
de ellos precursor de las catecolaminas (dopamina, adrenalina y
noradrenalina), neurohormonas que participan activamente en la
instauracion de la vigilia. Nuestros resultados apoyan dicha funcion, ya

que al mostrar un ritmo circadiano con acrofase diurna, estaria indicando
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una mayor presencia de los mismos durante las horas de luz,

proporcionando al neonato las neurohomonas necesarias para la vigilia.

En el caso de la histidina, aminoacido semiesencial y precursor del
neurotransmisor histamina (de efecto postsindptico excitador), muestra
un ritmo circadiano con acrofase nocturna durante la etapa madura de la
leche materna. Al ser un aminoacido semiesencial, hay que tener en
cuenta que su concentracion en el organismo no viene condicionada
exclusivamente por la dieta. Por tanto, y aunque hayamos valorado en la
leche materna su acrofase, no podemos concluir con total rigurosidad si
esta sustancia interviene en el suerio o en la vigilia, dejandose asi una

puerta abierta en la cronobiologia de la histidina e histamina.

Tras las evidentes variaciones circadianas encontradas en los
componentes nitrogenados, se decidio analizar otros componentes de la
leche materna, concretamente aquellos de la fraccion nitrogenada no

proteica (NNP), como es el caso de los nucleotidos.

Podemos senalar diferentes estudios que indican que los
nucledtidos uridina 5’'monofosfato [86, 87 'y 88], adenosina
5'monofosfato [89, 90, 91 y 92] se encuentran implicados en la
regulacion del sueno/vigilia, lo cual concuerda con lo mostrado para

estas sustancias en dicha tesis.

Después de todos los andalisis realizados, y aunque no podemos
aseqgurar la influencia de la dieta materna en la composicion de la leche,
tal y como se observan en los resultados, hallamos diferencias
significativas en la actividad total de antioxidantes. Asi, se observa un
incremento estadisticamente significativo en los niveles al inicio del

periodo nocturno frente al resto.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos propuestos en esta tesis, se puede

concluir:

5.1 Del analisis del nitrogeno total y las proteinas por el método

Kjeldahl podemos concluir:

. Los resultados del analisis de nitrogeno total y proteinas en

leche humana se asemejan a los obtenidos por otros autores.

. Se observa una significativa disminucion del nitrégeno total,

asi como de las proteinas durante el desarrollo de la lactancia.

. No se han observado cambios estadisticamente significativos
dia-noche durante las etapas de calostro y transicion, sin
embargo si los hubo durante la etapa madura de la leche

materna.

5.2Del analisis cuantitativo de los aminoacidos por tandem

masas se concluye que:

. Se ha conseguido desarrollar un método rapido y apto para

el analisis de los aminoacidos en leche materna mediante

tecnologia tandem masas.
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. Podemos observar como desde primera la toma de leche del

recién nacido, el aminodcido esencial triptéfano ya presenta un
ritmo circadiano, el cual se mantiene durante todas las etapas de

la lactancia.

" Durante la etapa calostral se ha demostrado que el

aminodcido esencial triptofano en leche humana tiene un
marcado ritmo circadiano, con su acrofase durante el periodo
nocturno, a excepcion del resto de aminodcidos en los que no

aparecen cambios dia/noche.

Durante la etapa de transicion, se ha observado que en la
leche materna los aminodcidos esenciales triptéfano y metionina
tienen un marcado ritmo circadiano con acrofases en el periodo
nocturno para el triptofano y durante el periodo diurno para la

metionina.

. Durante la etapa madura de la leche materna, hay

numerosos aminodcidos con variaciones circadianas: triptofano,

dacido aspdrtico, histidina, metionina, fenilalanina y tirosina.

. EL triptéfano y la histidina presentan ritmos circadianos

durante la etapa de la leche madura, con su acrofase durante el

periodo nocturno.

" Los aminoacidos excitadores que poseen ritmo circadiano en

la leche madura con acrofase durante el periodo diurno son: dc.

aspdrtico, metionina, fenilalanina y tirosina.

. Se puede observar una tendencia de la leche materna a

encarrilar un ritmo circadiano en el recién nacido a partir de sus

componentes a medida que avanza la lactancia, ya que es
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durante esta etapa madura cuando mas aminodcidos muestran

variaciones circadianas.

5.3 Del andlisis cuantitativo de los nucledtidos por Electroforesis

Capilar, se concluye que:

. Los nuclecotidos son componentes importantes en el

desarrollo del lactante y la Electroforesis Capilar es una
herramienta de alta sensibilidad y eficaz para el andlisis de estas

sustancias en leche humana.

. Los niveles mas elevados de 5°AMP, 5°GMP and 5'UMP en
leche madura durante el periodo nocturno, puede indicar que
estos componentes podrian inducir la accion hipnotica del recién

nacido durante la noche.

5.4 Analisis cuantitativo de la capacidad antioxidante por el

método TEAC podemos concluir que:

. Hay un ligero aumento de la capacidad antioxidante en las
muestras de leche calostral del periodo nocturno frente a las del
periodo diurno, probablemente como resultado de la actividad
inmunologica de la madre y asi como la ingesta de vitaminas y

proteinas durante el dia.

Teniendo en cuenta los resultados finales, se puede indicar que la
manipulacion de los componentes de la dieta, administrados durante los
primeros dias de vida del neonato podria ayudar a consolidar el ritmo

circadiano en el recién nacido.
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La leche maternal deberia ser administrada al bebé a la misma
hora en la cual fue extraida del pecho. Asi, el neonato podria ajustar su
patron circadiano en armonia con el entorno (dia / noche), el cual es
crucial para un correcto funcionamiento y sincronizacion de todos los

sistemas del cuerpo humano.
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5. CONCLUSIONS

According to the objectives proposed in this thesis, it can be

concluded:

5.1 Analysis of total nitrogen and protein by the Kjeldahl method

in human milk can conclude:

" The results of the analysis of total nitrogen and protein in

human mitk are similar to those obtained by other authors.

" There is a significant decrease in total nitrogen and proteins

during development of lactation.

" No statistically significant changes were observed during
day-night period in the colostral and transitional stage,
however during the mature stage of breast milk there were

differences between day and night period.

5.2 Quantitative analysis of amino acids by tandem mass

concludes:

. It has managed to develop a fast and suitable method for
analysis of amino acids in breast milk by tandem mass

technology.
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" It has showed how from the first milk feed the newborn, the
essential amino acid tryptophan and has a circadian rhythm,

which is maintained during all stages of lactation.

" During colostral stage, it is demonstrate that in the breast
milk, the tryptophan, an essential amino acid, was the only one
which showed a significant circadian rhythm, its acrophase was

during the night period.

. During transitional stage, there are two amino acids in the
breast milk with a circadian rhythm: tryptophan and methionine.
The first one has its acrophase during the night period; however
the second one has its acrophase during the diurnal period.

. During the mature stage, there are several amino acids with
circadian  variations:  tryptophan, aspartic acid, histidine,

methionine, phenylalanine and tyrosine.

. Tryptophan and histidine have a circadian rhythm during
the mature stage with an acrophase in the night period.

. Some excitatory amino acids with a circadian rhythm have a
circadian rhythm in the mature milk with an acrophase during the
diurnal period: aspartic acid, methionine, phenyalanine and

tyrosine.

. There is a tendency of breast milk on synchronize a circadian
rhythm in the newborn from its components as lactation
advances, as it is during this mature stage, when more amino

acids show circadian variations.
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5.3 Quantitative  analysis of nucleotides by capillary

electrophoresis:

. Nucleotides are important components in infant

development, and capillary electrophoresis is a tool of high
sensitivity and efficiency for the analysis of these compounds in
breast milk.

. Increased nocturnal levels 5°AMP, 5°GMP and 5'UMP in
mature breast milk, may be involved in the induction of the
hypnotic action of the infant during the night.

5.4 Quantitative analysis of antioxidant capacity by TEAC
method:

. There is a slight increase in antioxidant capacity in colostral

breast milk samples of the nocturnal period compared to other
samples of the diurnal period, probably as a result of maternal
immunological activity and the contribution in their intake of

vitamins and proteins made throughout the day.

Taking together the final results, it follows that the manipulation
of the dietary constituents administered during the first days of life can aid

to consolidate the circadian rhythm in the neonate.

Breast milk should be given to the baby at the same time of day it
is expressed. Thus, the baby would be adjusting his circadian pattern in
harmony with his environment (day / night), crucial for the proper

functioning and synchronization of all systems in the human body.
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