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Resumen

La leche humana es un fluido complejo, compuesto por una
amplia variedad de sustancias, entre las que se incluyen nu-
trientes y otros componentes bioactivos. Los datos disponibles
en la actualidad sugieren que, en condiciones fisiolégicas, el
ndimero vy la concentracién de estas sustancias pueden variar
en funcién de muchos factores (base genética, etnia, localiza-
cion geogréafica, dieta, tiempo posparto...). En este contexto, el
objetivo del proyecto internacional INSPIRE era conocer la va-
riabilidad natural en la composicion de la leche humana entre
mujeres sanas que difieren en cuanto a su localizacién geogra-
fica, etnia, dieta y situacion socioeconémica, que se reflejan en
la existencia de grandes diferencias en los factores ambienta-
les, microbiolégicos y socioculturales relacionados con la
crianza y el entorno del recién nacido. En este articulo se mues-
tra el disefio general del estudio y los resultados obtenidos con
los oligosacéridos de la leche humana (HMOQ), uno de los com-
ponentes mayoritarios en este fluido bioldgico, con funciones
bioldgicas muy relevantes para la salud infantil. Los resultados
muestran un claro efecto de la cohorte (p <0,05) sobre las con-
centraciones de casi todos los HVIO. Ademaés, la edad materna,
el tiempo posparto, el peso y el indice de masa corporal se
correlacionaron con varios HMQ. Por otra parte, se observaron
diferencias en el perfil de HMO entre poblaciones étnicamente
similares pero que viven en lugares diferentes, lo que sugiere
que los factores medioambientales pueden desempefiar un
papel en la regulacién de la sintesis de los diferentes HMO.
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Abstract

Title: Project INSPIRE «What's normal in human milk?» (). Hu-
man milk oligosaccharides

Human milk is a complex fluid composed of a wide variety of
substances. The data currently available suggest that, under
physiological conditions, the number and concentration of
these substances can vary depending on many factors (genetic
background, ethnicity, geographic location, diet, postpartum
time...). In this context, the aim of the INSPIRE project was to
know the natural variahility in the composition of human milk
among healthy women that differ in their geographical loca-
tion, ethnicity, diet and socio-economic situation. This article
shows the general design of the study and the results obtained
regarding human milk oligosaccharides (HMOs), one of the ma-
jor components in this biological fluid and whose biological
functions are very relevant to infant health. The results show a
clear effect of the cohort (p <0.05) on the concentrations of
almost all HMOs. In addition, maternal age, postpartum time,
weight and body mass index were correlated with several
HMQOs. On the other hand, differences were observed in the
profile of HMOs between populations that are ethnically simi-
lar but live in different places, which suggests that the environ-
ment may play a role in the regulation of the biosynthesis of
certain HMOs.
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Introduccion

La leche humana esté especificamente disefiada para cubrir
las necesidades nutricionales del lactante durante sus prime-
ros meses de vida. Ademés, contiene una gran cantidad de
factores bioactivos, entre los que se incluyen factores inmuni-
tarios celulares y solubles’, oligosacéridos? y bacterias®*, que
desempefian papeles clave en el desarrollo de la homeostasis
intestinal y sistémica. Todo ello hace que la leche humana con-
fiera un elevado grado de proteccién frente a una amplia gama
de enfermedades infantiles, tanto en los paises desarrollados
como en los paises en vias de desarrollo®7.

Los datos disponibles sugieren que, en condiciones fisioldgi-
cas, existe una notable variabilidad interindividual en el nimero
y concentracion de las sustancias bioldgicamente activas pre-
sentes en la leche. Este hecho puede depender de muchos fac-
tores (base genética, etnia, localizacién geogréfica, dieta, expo-
siciones antigénicas, edad gestacional, tiempo posparto...). Por
tanto, es razonable suponer que no existe un Unico estandar por
el que la leche humana se pueda considerar «normal», sino un
amplio abanico de composiciones que permiten un crecimiento
y un desarrollo infantil normales que, en gran medida, dependen
de las circunstancias de la vida de un individuo.

En este contexto, el objetivo del proyecto internacional INSPIRE
era conocer la variabilidad natural en la composicion de la le-
che humana entre mujeres sanas que diferfan en cuanto a su
localizacién geogréfica, etnia, dieta y situacién socioeconémi-
ca. En este articulo se muestra el disefio general del estudio y
los resultados obtenidos en relacién con el estudio del perfil de
oligosacéridos de la leche humana (HMO).

Los oligosacéridos de la leche humana son glucanos comple-
jos muy abundantes en estaZ. La leche humana madura contie-
ne entre 5y 20 g de HMO/L, concentraciones que a menudo
exceden las de proteina y que son aln mayores en el calostro.
En contraste, la leche bovina contiene cantidades notablemen-
te menores de oligosacaridos y sus estructuras difieren mucho
de las existentes en la leche humana®. Los HMO ejercen nume-
rosas funciones: a) actlan como prebidticos, fomentando el
crecimiento de bacterias particularmente beneficiosas en el
tracto gastrointestinal del lactante®'%; b) actdan como sustan-
cias antiadhesivas, reduciendo la unién de numerosos patdge-
nos a la mucosa intestinal’'3: ¢) actdan como antimicrobia-
nos, evitando la proliferacion de patégenos'™; d) modulan las
respuestas de las células inmunitarias y epiteliales de la mu-
cosa intestinal™ '8, y e) estan implicadas en el desarrollo del
sistema nervioso central infantil'’. Las funciones especificas
de los HMO dependen fundamentalmente de su estructura’y,
por tanto, un mejor conocimiento del perfil y la cantidad de los
HMO ingeridos por los lactantes puede proporcionar informa-
cion relevante que permita la optimizacion de la salud durante
esta fase critica de la vida. Aunque hay variaciones sustancia-
les en las concentraciones y perfiles de HMO presentes en la
leche humana'®, se sabe muy poco sobre los factores respon-
sables de tal variabilidad?.

Diseno del estudio

El reclutamiento de las mujeres que participaron en este estu-
dio observacional transversal se realiz6 entre mayo de 2014 y
abril de 2016. Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
a) mujeres lactantes mayores de 18 afios; b) mujeres entre
2 semanas y b meses posparto; ¢) mujeres que amamantaban
0 se extraian leche al menos 5 veces al dia, y d) madres y nifios
sanos y bien nutridos. Los criterios de exclusion incluyeron:
a) mastitis o dolor mamario; b) tratamiento de la madre y/o el
hijo con antibidticos en los dltimos 30 dias, y ¢) nifios con sig-
nos y/o sintomas de enfermedad.

Las mujeres pertenecian a 11 cohortes (Espafa, Suecia, Pe-
rd, Estados Unidos-Washington, Estados Unidos-California,
Etiopfa-rural, Etiopfa-urbana, Gambia-rural, Gambia-urbana,
Ghana y Kenia) de 8 paises distintos. Las mujeres espafiolas
(ES; n=41) se reclutaron en Madrid, Zaragoza, Huesca y Vizca-
ya; las suecas (SW; n=24; todas nérdicas), en Helsingborg; las
peruanas (PE; n=43), en un area periurbana de Lima; las esta-
dounidenses-Washington, en el sudeste de Washington y el
noroeste de Idaho (USW; n=41); las estadounidenses-Califor-
nia, en el sur de California (USC; n= 19; todas hispanas); las
etiopes rurales en las tierras altas de la Regién de los Pueblos,
Nacionalidades y las Naciones del Sur (ETR; n=40); las etiopes
urbanas (ETU; n= 40; etnia Sidama), en Hawassa; las gambia-
nas rurales (GBR; n=40; etnia Mandinka) en la regién de West
Kiang; las gambianas urbanas (GBU; n= 40; etnia Mandinka),
en Bakauarea; las ghanesas (GH; n= 40; etnias Krobo o Dang-
me), en el sudeste de Ghana, y las kenianas (KE; n=42), en la
ciudad multiétnica de Nakuru.

Se obtuvieron las autorizaciones de los comités de ética de
todas las instituciones participantes, ademas de la aprobacion
general de la Junta de Revision Institucional de la Washington
State University (Referencia # 13264) y del Comité de Etica en
Investigacion Clinica Humana de la Unién Europea. Las hojas
de consentimiento informado, junto con los criterios de inclu-
sion y de exclusion, se redactaron en todos los lenguajes ma-
ternos de las distintas cohortes (cuando fue necesario). Se
obtuvo el consentimiento informado de cada mujer participan-
te. El estudio se registré en la base de datos de ensayos clini-
cos Clinical Trials (clinicaltrials.gov; referencia: NCT02670278).

Tras la obtencion del consentimiento informado (verbal o
escrito segun el nivel de alfabetizacion), cada mujer completd
un cuestionario con datos antropométricos (peso, altura, indice
de masa corporal [IMC]...), demograficos y ambientales (edad
de la madre y el nifio, lugar de residencia, nimero de hijos
previos y sus edades, familiares con los que compartian la vi-
vienda, tipo de vivienda, disponibilidad de agua potable y tra-
tamiento de efluentes, presencia de animales en el hogar...),
dietéticos y de salud general de la madre y el lactante (aten-
cion recibida durante el embarazo y parto, modo de parto, pro-
blemas de salud materna e infantil, medicacién recibida...).
También se tuvieron en cuenta los indices de desarrollo huma-
no de cada pafs, segin la clasificacion actual de la ONU?":
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bajo (ETU, GBR, GBU y KE), medio (GN), alto (PE) o muy alto (SP,
SW, USC y USW).

Obtencion y almacenamiento
de las muestras

Antes de recoger la muestra, la madre o el personal del equi-
po de investigacion presente en cada lugar de recogida (se-
gln la aceptabilidad cultural) limpié el pecho 2 veces con
toallitas de jabdn de un solo uso preempaquetadas (Pro-
fessional Disposables International, Inc., Orangeburg, Esta-
dos Unidos). Se recogieron al menos 20 mL (normalmente
40-60 mL) en un recipiente de polipropileno estéril de un
solo uso (Medela, Inc., McHenry, Estados Unidos). Para ayu-
dar a controlar los sesgos que podrian darse en esta fase del
estudio, en todos los lugares se emplearon los mismos mate-
riales (guantes, toallitas, recipientes de recoleccion, etc.)y
procedimientos (forma de limpieza y extraccién) para la reco-
leccion de las muestras.

La leche se colocd inmediatamente en hielo 0 en una caja a
<4 °C, distribuyéndose en alicuotas de 5 mL dentro de la pri-
mera hora tras su obtencién. Inmediatamente, la leche se con-
geld (—20/-80 °C) y las alicuotas de cada cohorte se enviaron
en hielo seco (—78,5 °C; World Courier) a los distintos labora-
torios donde se realizaron las determinaciones analiticas. El
analisis del perfil de HMO se realiz6 en la Universidad de Cali-
fornia (San Diego, Estados Unidos), el analisis del perfil de
sustancias inmunolégicas en la Universidad Complutense de
Madrid y el analisis metataxondémico (microbioma) en paralelo
en la Universidad de Idaho (Moscow, Estados Unidos) y en la
Universidad Complutense de Madrid. Con el fin de eliminar o
minimizar posibles sesgos entre laboratorios, una vez recibidas
las muestras en los laboratorios de andlisis, todas se sometie-
ron a un Unico ciclo de congelacién-descongelacion, v las ali-
cuotas recibidas en los distintos laboratorios fueron procesa-
das por los mismos investigadores utilizando los mismos
equipos y los mismos lotes de reactivos.

Analisis de los oligosacaridos
de la leche humana

El perfil de HMO presente en cada muestra se analizd median-
te cromatograffa liquida de alta resolucién (HPLC) empleando
una técnica descrita previamente?2. Brevemente, la leche hu-
mana (20 pL) se enriquecid con rafinosa (un hidrato de carbono
no HMO) como patrén interno para permitir la cuantificacion
absoluta. Los oligosacéaridos se extrajeron mediante un proce-
dimiento de extraccién en fase sélida de alto rendimiento con
microcolumnas C18 (Thermo Scientific HyperSep) y se marca-
ron fluorescentemente con 2-aminobenzamida. Los oligosaca-
ridos marcados se analizaron con el uso de HPLC en una colum-
na de amida-80 con un sistema tampén de formiato de
amonio-acetonitrilo a una concentracion de 50 mmol/L. La se-

paracion se realizé a 25 °C y se controld con el uso de un de-
tector de fluorescencia a una excitacion de 360 nm y una emi-
sién de 425 nm. La anotacion de los picos se basé en los
tiempos de retencién del estandar y en un anélisis de espectro-
metria de masas con el uso de un espectrémetro de masas con
analizador de trampa de iones (Thermo LCQ) que estaba equi-
pado con una fuente de ionizacién de nanoelectropulveriza-
cién. Las concentraciones absolutas se calcularon sobre la
base de las curvas de respuesta estandar para cada uno de los
HMO anotados.

En total, se identificaron y cuantificaron los siguientes 19 HMO:
2'-fucosil-lactosa, 3-fucosil-lactosa, 3'-sialil-lactosa, 6'-sialil-
lactosa, difucosil-lactosa, difucosil-lacto-N-hexosa, difucosil-
lacto-N-tetrosa (DFLNT), disialil-lacto-N-hexosa (DSLNH), di-
sialil-lacto-N-tetraosa (DSLNT), fucodisialil-lacto-N-hexosa
(FDSLNH), fucosil-lacto-N-hexosa (FLNH), lacto-N-fucopentao-
sa (LNFP) I, LNFP II, LNFP IlI, lacto-N-hexaosa, lacto-N-neote-
traosa (LNnT), lacto-N-tetrosa (LNT), sialil-lacto-N-tetraosa b
(LSTb)y sialil-lacto-N-tetraosa ¢ (LSTc). Las concentraciones de
los HMO se expresaron en nm/mL. Para las comparaciones, se
tuvieron en cuenta tanto las concentraciones individuales de
cada HMO como la concentracidn total de HMO (suma de las
concentraciones de todos los oligosacdaridos anotados en ca-
da muestra). Los HMO también se agruparon de acuerdo con
los elementos estructurales comunes (unién de &cido sidlico
al HMO, tipo de cadena, tipo de enlace). Finalmente, las mu-
jeres se dividieron en «secretoras» 0 «no secretoras» en fun-
cién de la presencia 0 no, respectivamente, de 2'-fucosil-
lactosa en las muestras de leche. La 2'-fucosil-lactosa sélo
se sintetiza si la mujer tiene una copia activa del gen secre-
tor (FUT2) vy, por tanto, expresa la enzima o1-2-fucosil-
transferasa, responsable de su biosintesis.

Todos los anélisis estadisticos exploratorios y descriptivos
se realizaron con el uso del software R (versién 3.3.2; R Foun-
dation for Statistical Computing), de la forma descrita por Mc-
Guire et al.?%. Dentro del anélisis estadistico, se examinaron
las posibles agrupaciones de los perfiles de HMO por cohorte,
continente y etnia, IMC, tiempo posparto, paridad y edad ma-
terna. En esta evaluacion, las variables continuas se categori-
zaron de la siguiente manera: IMC (<18,5, 18,5-24,9 y >25),
tiempo posparto (cuartiles: 20-46, 47-63, 64-78 y 79-161 dias),
paridad (1, 2 y >3 hijos) y edad materna (cuartiles: 18-22, 23-27,
28-32 y 33-46 afios).

Resultados

Efectos de la cohorte

sobre las concentraciones individuales

de HMO y las agrupaciones de HMO

Los valores medios para las concentraciones de HMO indivi-
duales y totales para cada cohorte se detallan en la tabla 1. Se
observé un efecto de la cohorte sobre la concentracion total de
HMO y sobre las concentraciones de todos los tipos de HMO,
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Concentraciones (medias) de los HMO totales e individuales presentes en las muestras analizadas en este proyecto

Etiopia Gambia Ghana Kenia Peri  Espafia  Suecia Estados Unidos
HMO Rural  Urbana Rural Urbana Washington  California
(nmol/mL)  (n=40)  (n=40) (n=40) (n=40) (n=40) (n=42) (n=43) (n=41) (n=24) (n=41) (n=19)
2'FL 2.264 2.853 2.950 4220 1.438 3.380 6.528 3.906 5.661 4.159 7.043
3FL 18920¢ 184b° 103¢ 1620¢ 19200 195b¢ 209°  206°° 4738 1220¢ 38820
LNnT 83ga¢ 7/ 1.4232 781be 866° 1.0732b 588¢ 548° gh4abe 776b¢ J/98a
3'SL 413 526 465 505 618 528 528 607 467 562 473
DFLac 179 290 338 355 393 338 470 307 275 270 374
6'SL 3744 54520 4623¢ 58520 8902 435b¢ 6362°  5043° 200¢ 402bcd 294¢4
LNT 1.304%¢  1.4082b 2.265° 1.5762 1.8822 1.6322 953" 15700 21322 1.13580 1.43820
LNFP | 904 1.276 1.153 1.343 1.292 921 1.116 1.056 1395 850 1.368
LNFP 11 1.618° 1.7132b 1.92520 1.5512b 1.13320 1.667° 1.11520  2.00120  1.8932b 2.1252b 1.240°
LNFP 11 4abe 24¢ 4pP¢ 300¢ 470e 4g°¢ 530 320¢ 269° 25¢ 7620
LSTb 8672 792 872 96° 115 86° 410 1057 1402 822 792b
LSTe 101¢ 1692° 1592 146%¢ 2462 158%¢ 18220 72¢ 97be 11208 1030¢
DFLNT 758 1.057 913 1032 1.105 1082 1.076 1.406 1.388 1246 1.418
LNH 68 86 12 92 109 92 107 58 113 93 B
DSLNT 310°d 5532b 8702 47700 56120 44409 2749 357049 2164 443bed 27
FLNH B 27° 3020 3520 32 330 50°¢ 832 100¢ 732 e
DFLNH 84° 94¢ g7° 123 g1be 64° (G5B 2852 9ge 932¢
FDSLNH 1582b 24030 19728b 19925 18225 20420 24530 3142 RE 3702 70°
DSLNH 500 1367 1092P 12925 12620 10120 1082 10320 Bh 932b 330
Total 9748 12.1872bc  13.732%b  13.435%°  11.307°¢  12.480%¢ 14.474%b 13.3492° 15998 13.035%° 15.6062°

Las desviaciones estandares para cada media se muestran en McGuire et al.”. Los valores en una fila que no comparten un superindice comin son estadisticamente

diferentes (p <0,05). HMO: oligosacéridos de la leche humana.

a excepcion del LNFP I. A modo de ejemplo, las concentracio-
nes de DSLNT variaron desde un minimo de 216 + 14 nmol/mL
en Suecia hasta un maximo de 870 + 68 nmol/mL en Gambia
rural (p <0,05). La concentracién de LNFP Il fue significativa-
mente mayor en la leche producida por las mujeres suecas que
por las del resto de cohortes (p <0,05), a excepcién de las de
USC, mientras que la concentracion de LSTb resulté menor
(p <0,05) en la leche producida por las mujeres de Pert y de
USC que en la del resto de cohortes. Ademas, las concentracio-
nes de 2'-fucosil-lactosa fueron 4-5 veces mas altas en las
muestras que se recolectaron en la USC (7.043 + 858 nmol/L) y
Per( (6.528 + 435 nmol/L) que en las muestras obtenidas en
Ghana (1.428 + 207 nmol/mL), aunque en este caso las diferen-
cias no fueron estadisticamente significativas.

También se observaron varias diferencias dentro de las
muestras proporcionadas por las mujeres de Etiopia depen-
diendo de la cohorte (rural frente a urbana), a pesar de tratar-
se de cohortes genéticamente muy relacionadas. Asi, las
concentraciones de 6'-sialil-lactosa, LSTc y FLNH fueron ma-
yores en la leche de ETU que en las de ETR. También se ob-
servaron diferencias relevantes entre las 2 cohortes (rural y

urbana) de Gambia. Por ejemplo, la concentracién de LNnT en
la leche de la cohorte rural de Gambia fue mas alta que la
producida por la urbana (1.423 + 117 y 781 + 61 nmol/mL,
respectivamente; p <0,05), y lo mismo sucedid con la DSLNT
(870 + 68 y 477 + 45 nmol/mL, respectivamente; p <0,05).
También hubo varias diferencias entre las 2 poblaciones de
Estados Unidos a pesar de que eran muy similares en térmi-
nos de variables antropométricas y reproductivas. Por ejem-
plo, la concentracién de FDSLNH fue mayor en el grupo USW
que en el USC (370 + 48 y 70 + 9 nmol/mL, respectivamente;
p <0,05). Sin embargo, en este caso las 2 cohortes se diferen-
ciaban en la etnia, ubicacion geogréfica, climatologia y dieta,
por lo que seréd necesario realizar nuevos trabajos para dilu-
cidar los factores responsables de tales diferencias en el
perfil de HMO.

Cuando los HMO se agruparon en funcion de ciertos factores
(unién de 4cido sialico al HMO, tipo de cadena, tipo de enlace),
también se observaron ciertas diferencias entre las cohortes
(tabla 2). Por ejemplo, la leche producida por mujeres de Sue-
cia y de USC fue la més fucosilada y la menos sialilada; ade-
més, la leche de ETR estaba menos sialilada que la de las
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Concentraciones (medias) de los distintos grupos de HMO presentes en las muestras analizadas en este proyecto.

Etiopia Gambia Ghana Kenia Perii  Espafia  Suecia Estados Unidos

Rural Urbana Rural ~ Urbana Washington California
HMO (nmol/mL)  (n=40) (n=40) (n=40)  (n=40) (n=40) (n=42) (n=43) (n=41) (n=24) (n=41) (n=19)
HMO con &cido
sialico 2.0100¢ A7 3.570° 2.9412 3.605° 2.7042b  2640%>  2.8352 1.606° 2.968° 1.705b¢
HMO con fucosa®  7.226° 9.1982> 90742 10.558*b  7.474> 941520 12797@ 11.254%b 13.679°  10.9532b 13.9632
HMQ de bajo
peso molecular? 3.240° 4.10820 3.980°  54713b 3.138> 4538 7.900° 5223**  6.800%° 5.2452b 8.19920
Tipo 1° 4.222b¢ 5.02920 6.344%  5043%°  4984%c  4751%° 3493 5089%¢ 577620 4.6342¢ 4.4002¢
Tipo 2° 983ve 1.1203b 1.6222 957b¢ 1.15920  1.277ab  g24bc 652° 1.21580 913be 972%¢
a-1,2¢ 3.169 4.129 4.103 5.562 2731 4.302 7644 4962 7.056 5009 8.412
a-1,3¢ 232b¢ 208° 143¢ 192¢ 239 24100 262b¢  238b¢ 742° 147¢ 46420
02,6 561¢ 79320 bSa 82820 1.2512 680°¢ 8592>  681b° 431¢ 595be 476b°

Las desviaciones estandares para cada media se muestran en McGuire et al.”*. Los valores en una fila que no comparten un superindice comdn son estadisticamente
diferentes (p <0,05). HMO: oligosacéridos de la leche humana.
2Calculado como 2°FL + 3FL + 3'SL + 6'SL; °calculado como LNT + LNFP | + LNFP Il + LSTb + DSLNT; °calculado como LNnT + LNFP Il + LSTc; %calculado como LNFP | + 2'FL;

ecalculado como LNFP Il + 3FL; fcalculado como LSTh + LSTc + 6'SL.

(-] Porcentaje de mujeres de cada cohorte
5 categorizadas como «secretoras»
o= Etiopia Rural 65°
IS Urbana 78¢
Gambia Rural 65°
Urbana 8hat
Ghana 68"°
Kenia g1at
Perd 982
Espafia 762¢
Suecia TR
Estados Unidos Washington 6gbe
California Sl

Los valores que no comparten un superindice comdn son estadistica-
mente diferentes (p <0,05).

mujeres de ETU, y la leche producida por mujeres en el Peri
estaba altamente enriquecida en HMO de pequefio tamafio
molecular (grupo definido como la suma de las concentracio-
nes de 2'-fucosil-lactosa, 3-fucosil-lactosa, 3'-sialil-lactosa y
trisacéridos).

Efecto de la cohorte y del estado «secretor»

en las concentraciones individuales de HVIO

La proporcién de mujeres que se clasificaron como secretoras
también fue sustancialmente diferente en las distintas pobla-
ciones (tabla 3), que vari6 desde el 65% en GBRy ETR y el 68%
en USW y GN, hasta el 98% observado en la cohorte de Per(
(p<0,01). Sin embargo, el porcentaje de secretoras en la cohor-

te de Perd (98%) fue similar al de la cohorte de USC (mujeres
hispanas) (95%; p=1,00). En el caso de las mujeres espafiolas,
el porcentaje de secretoras fue similar al registrado en las co-
hortes de Suecia, ETU, KE y GBU.

Relaciones en las concentraciones individuales
de HMO vy diversas variables antropométricas,
demograficas o reproductivas

En este proyecto se encontraron diversas asociaciones entre
los perfiles de HMO vy diversos pardmetros, como la edad ma-
terna, el tiempo posparto, el IMC y el peso materno. La edad se
correlacioné negativamente con las concentraciones de LNNT,
LSTcy DSLNH (r=-0,14,-0,17 y —0,15, respectivamente) y po-
sitivamente con la de FLNH (r=0,15). El peso materno y el IMC
se correlacionaron positivamente con la 2'-fucosil-lactose
(r= 0,20 para ambos), la FLNH (r=0,19y 0,15, respectivamente),
la fucosa unida a HMO (r= 0,21 para ambos) y los HMO de bajo
peso molecular (r= 0,21y 0,23, respectivamente). El peso ma-
terno también se correlaciond positivamente con la LNFP IlI
(r=10,20) y la DFLNT (r=0,14). Por el contrario, el peso materno
y el IMC se correlacionaron inversamente con las concentracio-
nes de LNnT (r=-0,16 y —0,21, respectivamente) y de DSLNT
(r=-0,20 y —0,24, respectivamente). El tiempo posparto se co-
rrelaciond inversamente con varios HMO: 6'-sialil-lactosa,
LNFP 11, LSTc, lacto-N-hexosa, DSLNT y oligosacaridos unidos
en posiciones 2,6 (r= 0,31, 0,23, —0,40, -0,26, —0,13 vy
—0,36, respectivamente).

Relaciones entre las concentraciones de HMO
También se detectaron correlaciones entre las concentracio-
nes de diversos HMO. Por ejemplo, las concentraciones de
2'-fucosil-lactose, difucosil-lactose y LNFP | estaban correla-
cionadas (r= 0,23-0,54); se trata de un resultado esperado,
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ya que la sintesis de ambas en la glandula mamaria depende de
la actividad de FUTZ2. De forma similar, las concentraciones de
fucosa unida a HMO estaban correlacionadas con las de los
HMO a1-2-fucosilados (r= 0,82), y las de 2'-fucosil-lactosa con
las de los oligosacaridos de pequefio tamafio molecular (r=0,98).
Igualmente, se observé una asociacion positiva entre las con-
centraciones de LNT y LNnT (r= 0,75), y negativa entre las de
LNFP Iy LNFP Il (r= —0,46) y entre las de 2'-fucosil-lactosa y
LNFP Il (r=—0,52). Otras asociaciones positivas de interés fue-
ron las de LNT y LNnT con DSLNT (r= 0,60 y 0,62, respectiva-
mente), y la de LSTh con DSLNT (r= 0,55).

Efecto de la cohorte en la diversidad

de los HMO

Los valores de diversidad también difirieron entre las cohortes.
En general, la diversidad y la homogeneidad de los HMO fueron
mas bajas en las muestras de Per( y Estados Unidos y méas
alta en las de Ghana. No hubo diferencias en la diversidad de
los HMO entre las cohortes rurales y urbanas de ET o GB o
entre las 2 cohortes de Estados Unidos.

Discusion

Los resultados de este estudio respaldan nuestra hipétesis
de partida de que los tipos y concentraciones de los oligosa-
caridos de la leche producida por mujeres sanas varian entre
las distintas poblaciones. Estas diferencias no parecen ser el
resultado de una mera variacién metodoldgica, ya que en es-
te proyecto se recogieron, procesaron y analizaron todas las
muestras de forma similar. En algunos casos, las diferencias
se produjeron a pesar de unos antecedentes genéticos simi-
lares (p. ej., LNnTen GBR en comparacién con GBU), lo que
sugiere que ciertos factores ambientales pueden ser impor-
tantes. En otros casos, las diferencias se observaron en po-
blaciones con antecedentes antropométricos y reproductivos
similares (p. ej., 2"-fucosil-lactosa en USC en comparacion
con USW), lo que sugiere que la genética, la epigenética u
otros factores no documentados también pueden ejercer ro-
les relevantes.

Es importante comprender los factores que determinan la
variacion de los HMO, ya que la estructura especifica de cada
una de estas sustancias puede tener efectos diferentes en la
saludy en el riesgo de enfermedad de la poblacién infantil. Asf,
la incidencia de diarrea en lactantes mexicanos fue mayor en-
tre los que recibieron leche con bajas concentraciones de
2'-fucosil-lactosa (leche no secretora) que entre los que consu-
mieron cantidades significativamente mas altas de este
HMO?. Las concentraciones mas altas de los HMO dependien-
tes de FUTZ, como la 2'-fucosil-lactosa, también se han asocia-
do con un menor riesgo de alergia a los 2 y 5 afios en nifios con
alto riesgo de alergia hereditaria?® y con una menor tasa de
alergias alimentarias en ratones?. En este sentido, los resulta-
dos de nuestro trabajo han revelado variaciones significativas
en el estado secretor y en las concentraciones de 2'-fucosil-
lactosa entre las distintas cohortes.

Otras isoformas de HMQ también tienen importantes impli-
caciones para la salud maternoinfantil. El consumo de canti-
dades elevadas de DSLNT, que es un HMO sialilado, parece
ejercer un efecto protector frente a la enterocolitis necroti-
zante en roedores?’. Asimismo, se ha descrito que una menor
concentracion total de HMO y una mayor proporcién de
3'-sialil-lactosa estan relacionadas con un mayor riesgo de
transmisién madre-hijo del virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH)?, mientras que se ha sugerido que las diferencias
en el perfil de HMO pueden estar relacionadas con una mayor
o menor proteccion frente a la infeccion por el VIH en mujeres
lactantes??28 y con una mayor o menor mortalidad y morbili-
dad infantil en lactantes no infectados expuestos al VIHZ. La
concentracion total y el perfil de HMO en la leche humana
también parecen tener relacion con la ganancia de peso del
lactante3?, y se ha descrito que la leche producida por madres
de Malawi cuyos hijos estaban extremadamente delgados
tenfa concentraciones mas bajas de HMIO que la leche de las
madres cuyos hijos tenian normopeso®’. En conjunto, estos
estudios sugieren que la variacion en la composicién de HVIO
puede afectar el fenotipo metabélico del lactante. Nuestros
datos también revelaron correlaciones entre HMO individua-
les, 1o que sugiere que algunas de ellas comparten vias bio-
sintéticas comunes.

Uno de nuestros objetivos secundarios fue comparar y con-
trastar los contenidos y perfiles de HMO entre poblaciones
étnicamente similares que vivian en diferentes lugares, en-
contrandose diferencias entre la leche producida por mujeres
en GBU y GBR (ambos grupos de etnia Mandinka) y entre la
leche producida por las mujeres en ETU y ETR (ambos grupos
de etnia Sidama). Este hallazgo sugiere que las migraciones
relativamente recientes (y que afectan a la dieta y al estilo de
vida) pueden influir en la composicién de HMO de la leche
humana.

En conclusidn, el proyecto ha proporcionado datos relevan-
tes sobre lo que se puede considerar normal con respecto a la
composicion de HMO en la leche de mujeres sanas que viven
en lugares y condiciones muy dispares. Seran necesarios mas
estudios para determinar cémo se relaciona la variacién en la
composicién de los HMO con la salud maternoinfantil y para
generar hipdtesis sobre las relaciones estructura-funcién de
los HMO que puedan probarse en estudios preclinicos y clini-
cos. Dichos estudios deberan reclutar mujeres de regiones
(p. ej., Asia) que no se incluyeron en el estudio actual y, asimis-
mo, evaluar posibles desviaciones de la composicién cuando
las mujeres o los nifios no estan sanos (diabetes mellitus, mas-
titis, infeccion por el VIH...). En cualquier caso, se trata del
comienzo de un proyecto mas amplio que permitird comprender
cémo los aspectos socioculturales, evolutivos, ambientales,
genéticos y metagenémicos pueden influir en la composicion
de la leche humanay, en consecuencia, en la salud maternoin-
fantil. Es probable que la composicion de la leche humana haya
evolucionado diferencialmente, de forma que alimente de ma-
nera 6ptima a los nifios que nacen en diversos contextos socia-
les, ambientales, genéticos y conductuales.
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