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2.1 Composición de la leche humana. 

La leche materna es la mejor fuente de alimentación que puede recibir un recién nacido, tanto a 

término como pretérmino y por ello se considera el “Patrón de Oro” de la alimentación infantil.  

La leche humana es una matriz compleja caracterizada por contener una gran cantidad de 

nutrientes entre los que se distinguen macronutrientes y micronutrientes (Figura 1), muchos de 

ellos compuestos bioactivos responsables en gran medida de sus efectos beneficiosos como la 

lactoferrina, la α-lactoalbúmina o las proteínas de membrana del glóbulo de grasa [1] y otro tipo 

de compuestos como citoquinas, inmunoglobulinas hormonas, péptidos, factores de 

crecimiento, oligosacáridos y nucleótidos [2]. Entre los efectos positivos sobre el estado de salud 

del individuo asociados al consumo de leche materna en las primeras etapas de la vida están la 

disminución en el desarrollo de infecciones gastrointestinales, diarreas [3], alergias alimentarias 

[4], enfermedades autoinmunes como la dermatitis atópica, el asma, la enfermedad celíaca, la 

enfermedad inflamatoria intestinal o de la diabetes tipo 1 [5], así como del síndrome metabólico 

y la leucemia. 

El período de tiempo durante el cual se prolongue la lactancia materna influirá directamente 

sobre dichos efectos beneficiosos. De acuerdo con las recomendaciones actuales establecidas 

por la Organización Mundial de la Salud (OMS), la lactancia materna debe mantenerse como 

forma exclusiva de alimentación durante los primeros 6 meses de vida, complementándose 

posteriormente con otros alimentos hasta los dos años. 

La composición de la leche materna está determinada genéticamente pero también puede estar 

influenciada por otros factores como un parto prematuro [6], la hora del día [7] y otras variables 

maternas como la edad, peso, número de hijos, hábito de fumar, peso [8] o dieta [9].  

El agua representa aproximadamente el 87% de la composición total de la leche materna. Tras el 

agua, los componentes mayoritarios son lactosa (7%), lípidos (3.8%) y proteínas (1%) [10]. La 

cantidad de energía aportada por la leche materna varía de 65 a 70kcal/100mL y está 

directamente relacionada con la cantidad de grasa total [7]. Por otra parte, la leche materna se 
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caracteriza por ser un fluido dinámico puesto que su perfil de nutrientes va cambiando a lo largo 

del período de lactancia dependiendo de las necesidades del bebé en cada etapa posnatal. 

                                

Figura 1.  Composición en macronutrientes y micronutrientes de la leche materna. 

 

La concentración promedio de lípidos en la leche materna es de 35 g/L. El contenido lipídico de 

la leche materna fluctúa en función del periodo posnatal, siendo baja en el calostro, lo cual se 

traduce en un menor contenido de energético del mismo. Los triglicéridos representan 

aproximadamente el 98% de esta fracción lipídica que también contiene fosfolípidos, colesterol 

y ácidos grasos libres [11]. Los ácidos grasos saturados son los mayoritarios en la leche materna; 

de hecho la leche materna se caracteriza por su alto contenido en ácido palmítico y ácido oleico 

que se sitúan en la posición 2 y posiciones 1 y 3 de los triglicéridos, respectivamente [7]. Sin 

embargo la leche humana también contiene ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga 

(LCPUFAs por sus siglas en inglés: Long chain poly-unsaturated fatty acids) [12,13] siendo su 

contenido uno de los más variables en función de la dieta materna [7]. 

En relación con la proteína, su contenido disminuye rápidamente a lo largo del período de 

lactancia variando de los 14–16 g/L en el calostro a 8–10 g/L en leche madura y sobre 7–8 g/L a 

partir de los 6 meses [14-16]. Dentro de las proteínas de la leche humana encontramos dos 



INTRODUCCIÓN 

 9 

fracciones, las proteínas del suero y la caseína. Las proteínas más abundantes son la caseína, α- 

lactoalbúmina, lactoferrina, inmunoglobulina A (IgA) y lisozima. Hay otros compuestos 

nitrogenados no proteicos como la urea, el ácido úrico, creatinina, creatina, aminoácidos y 

nucleótidos que representan aproximadamente el 25% del nitrógeno en la leche materna [7]. El 

descenso en el contenido proteico a lo largo de la lactación se debe principalmente a una 

disminución en la concentración de las proteínas de suero de forma que la proporción de 

proteína de suero/caseínas varía de 90/10 en la lactación temprana, 60/40 en leche madura y 

50/50 en la lactancia más tardía [16]. La cantidad de proteínas en la leche de madres de bebés 

pretérmino es mayor que la de las madres de bebés a término [6] 

El contenido total de carbohidratos es de 75 g/L, siendo el disacárido lactosa el componente 

mayoritario de la leche materna y que representa un 85% del total de carbohidratos.  Los niveles 

de lactosa son más bajos en calostro y en leche madura comparados con la leche de transición 

[17] y se ha observado que la leche de aquellas madres que producen mayores volúmenes 

contienen también una mayor cantidad de lactosa [7]. Además de la lactosa, la leche materna 

también contiene oligosacáridos complejos comúnmente conocidos como oligosacáridos de 

leche humana (HMOs por sus siglas en inglés: Human milk oligosaccharides). Por el uso extendido 

entre la comunidad científica, se utilizará el término HMO a lo largo de esta tesis doctoral para 

hacer referencia a los oligosacáridos de leche humana) [18] que son descritos con mayor detalle 

en la siguiente sección.  

En relación con los micronutrientes, su contenido en la leche materna está altamente relacionado 

con la dieta y reservas de la madre. Normalmente la leche materna suele cubrir las cantidades 

necesarias para el adecuado desarrollo del bebé; sin embargo, existen ciertos componentes, 

como es el caso de las vitaminas K y D que suelen ser deficientes en la leche materna por ello a 

veces se recomienda una suplementación de dichos compuestos en el recién nacido [7,10].  

La leche humana es rica en compuestos biológicamente activos los cuales se definen como 

elementos capaces de afectar a procesos biológicos y sustratos teniendo un impacto en las 

funciones y condiciones corporales y, por tanto, en la salud. Algunos de estos compuestos son 

células, como los macrófagos, inmunoglobulinas (IgA, IgG, IgM), citoquinas (IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, 
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TNFα), quimioquinas (G-CSF, MIF), factores de crecimiento (EGF, eritropoyetina), hormonas 

(somatostatina, calcitonina), gangliósidos y otros compuestos glicosilados como las mucinas [10]. 

Como se ha comentado anteriormente, la composición de la leche materna depende de diversos 

factores entre los que se encuentran ciertas variables maternas como el peso.  

Existen evidencias de que el contenido total de proteínas y carbohidratos de la leche humana no 

se ven afectados por el peso, siendo semejantes en las mujeres con sobrepeso/obesidad y en las 

mujeres con un peso normal [19,20].  

Sin embargo, hay inconsistencias con respecto al contenido de grasa. En algunos estudios se ha 

observado que la densidad calórica y la grasa total son iguales en la leche de mujeres con 

sobrepeso/obesidad que en la leche de mujeres de peso normal [19-21], mientras que en otros 

estudios se han detectado diferencias significativas en este aspecto, con valores más altos en la 

leche de las mujeres con sobrepeso/obesidad [22,23]. Por otra parte, en relación a la grasa, 

existen también trabajos que resaltan las diferencias en el perfil de ácidos grasos de la leche 

materna de las madres con sobrepeso frente al de las madres de peso normal: las madres con 

sobrepeso/obesidad mostraron un menor contenido de n-3 LCPUFAs, un mayor contenido de n-

6 LCPUFAs [21,24-26], niveles más bajos de ácidos grasos monoinsaturados (MUFAs por sus siglas 

en inglés: Mono-unsaturated fatty acids,) [19], mayores cantidades de ácidos grasos saturados 

((SFAs por sus siglas en inglés: Saturated fatty acids) y PUFAs más bajos [19,26] que las madres 

de peso normal. También se ha observado que otras moléculas como insulina, leptina [20,27,28], 

factor de necrosis tumoral-α (TNF-α por sus siglas en inglés: Tumor necrosis factor-α), IL-6 [29,30] 

y glucosa [23,29,30] son más altas en la leche de mujeres con sobrepeso/obesidad que en la de 

mujeres con peso normal probablemente por el consumo de una dieta menos saludable con 

mayor proporción de ácidos grasos saturados. La microbiota de la leche materna también está 

condicionado por el peso materno; se ha observado un perfil diferente de especies microbianas 

y una menor diversidad en la leche materna de mujeres obesas en comparación con la leche 

humana de madres de peso normal [31-33]. Otras variables maternas, como el estado diabético, 

se han relacionado también con diferentes perfiles de grasa de la leche humana en comparación 
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con un grupo de referencia, lo que podría estar asociado a cambios en el metabolismo de los 

lípidos [34].  

Con respecto a los carbohidratos, distintos estudios parecen indicar que el contenido total es el 

mismo independientemente del peso materno [19,20]. Sin embargo, existen pocos estudios que 

hayan evaluado el efecto del sobrepeso/obesidad materna o el estado diabético en la 

composición de los HMOs de la leche materna. Smilowitz et al. llevaron a cabo un estudio en el 

que se analizaron las leches de madres con y sin diabetes mellitus gestacional (DMG) para 

determinar la abundancia de los HMOs, además de otras variables. En los resultados no se 

encontraron diferencias en la composición de HMOs entre los 2 grupos [35]. Por su parte, 

Isganaitis y sus coautores sí observaron un efecto de la obesidad en el contenido y composición 

de los HMOs en muestras de leche de 1 mes postparto [22]. En un estudio más reciente en el que 

se analizaron 78 muestras de leche humana madura, se observó que la concentración de un 

HMO, en concreto la 2’-fucosillactosa (2’-FL) estaba correlacionada con el índice de masa corporal 

pregestacional (pIMC) en madres secretoras [36]. Sin embargo, aún se necesitan más estudios 

que aclaren el efecto de estas variables maternas en la composición en HMOs.  

Como se ha visto anteriormente, la riqueza composicional de la leche humana explica por qué es 

utilizada como estándar para la elaboración de las leches de fórmula infantiles ya que ha 

demostrado cubrir con éxito los requerimientos energéticos y nutricionales necesarios para un 

adecuado desarrollo y crecimiento del recién nacido. 

 

2.2 Diversidad de los Oligosacáridos de leche humana (HMOs). 

2.2.1 Estructura de los HMOs. 

 

Como se comentó anteriormente, la lactosa representa el 85% de la fracción de carbohidratos 

en la leche materna siendo además el sólido mayoritario. El 15% restante lo constituyen los 

HMOs. El contenido total de HMOs en la leche materna viene determinado genéticamente y 

puede variar entre madres en función de otros factores como el período de lactación [37]. Así, la 
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concentración de HMOs en el calostro es de unos 20-25 g/L y se va reduciendo a medida que 

avanza la producción de leche hasta unos 5-15 g/L [38,39]. También se ha observado que la leche 

de madres con neonatos prematuros tiene concentraciones más altas de oligosacáridos que la 

de los bebes nacidos a término [40].  

La leche humana contiene oligosacáridos en una mayor cantidad y con estructuras más complejas 

que las encontradas en la leche de otros mamíferos [41]. Sin embargo, aunque la complejidad 

estructural de HMOs encontrada en leche human es única, algunas de estas estructuras se 

encuentran también en la leche de otras especies mamíferas [40]. Dicha diversidad estructural 

podría ser la responsable de las implicaciones funcionales de los HMOs. 

Los HMOs están compuestos básicamente por cinco monosacáridos diferentes: glucosa (Glc), 

galactosa (Gal), N-acetilglucosamina (GlcNAc), fucosa (Fuc) y el ácido siálico N-Acetilneuramínico 

(Neu5Ac). Estos monosacáridos se conjugan entre sí a través de enlaces glucosídicos. La 

biosíntesis de HMOs en la glándula mamaria comienza con la formación de un núcleo de lactosa 

(Galβ1-4Glc) que resulta de la formación de un enlace glucosídico β1-4 entre una molécula de 

galactosa (Uridin difosfato-galactosa, UDP-Gal) y otra de gucosa. 

Este paso está catalizado por la β1-4-galactosiltransferasa (Gal-T) en presencia de α-

lactoalbúmina; este complejo compuesto de Gal-T y α-lactalbúmina es denominado "lactosa 

sintasa" o "lactosa sintetasa" (Figura 2). 

                                   

Figura 2. Biosíntesis de la lactosa, estructura central de los HMOs. Modificado de [42]. 

 

El cuerpo central de lactosa puede alargarse secuencialmente mediante la adición de unidades 

de lacto-N-biosa (cadena tipo I) o N-acetilactosamina (cadena tipo II) mediante enlaces β1-3 o 
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β1-6. El alargamiento con lacto-N-biosa termina la cadena, mientras que la N-acetilactosamina 

puede extenderse aún más por la adición de uno de estos dos disacáridos. Estas estructuras 

centrales pueden ser lineales o ramificadas de forma que un enlace β1-6 entre dos disacáridos 

introduce una ramificación en la cadena mientras que una unión β1-3 da lugar a una estructura 

lineal (Figura 3). Las estructuras ramificadas se designan como iso-HMO mientras que las 

estructuras lineales se denominan para-HMO [43].  

El núcleo central de lactosa o los oligosacáridos derivados de su elongación pueden adicionarse 

de residuos de fucosa, unida mediante enlaces α1-2, α1-3 ó α1-4, o ácido siálico con enlaces α2-

3 ó α2-6. De esta forma pueden derivarse varios trisacáridos al añadir una molécula de fucosa o 

de ácido siálico al núcleo de la lactosa, mediante reacciones catalizadas por diversas enzimas 

fucosil-transferasas o sialil-transferasas, respectivamente; algunos de los compuestos 

resultantes son, por ejemplo, 2’-fucosillactosa (2′-FL) y 3’-fucosillactosa (3’-FL), la 3′-sialilactosa 

(3′-SL) y 6′-sialilactosa (6′-SL) (Figura 3). Otras estructuras más complejas se derivan de pasos de 

elongación combinados con la adición de más residuos de fucosa o ácido siálico, existiendo 

también diferentes isómeros [43]. De esta forma en la actualidad se han llegado a identificar más 

de 200 estructuras diferentes de HMOs [44]. 

Desde un punto de vista estructural, dentro de los HMOs podemos distinguir tres grupos 

[36,44,45]:  

a) HMOs neutros fucosilados: contienen fucosa en el extremo terminal (p.ej. 2’-FL o 

lactodifucopentanosa); representan el 35-50% del total de HMOs. 

b) HMOs neutros no fucosilados: contienen GlcNAc en la posición terminal (p.ej. lacto-N- 

tetraosa); representan el 42-55% del total de HMOs. 

c) HMOs ácidos: contienen una o más moléculas de Neu5Ac; representan el 12-14% del total 

de HMOs.  
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Figura 1. Formación de diversas estructuras de HMOs a partir de pasos de elongación, sialilación o fucosilación. Muchas otras 

estructuras pueden derivarse de la combinación de estos pasos.  Modificado de [40] 

 

2.2.2 Determinación genética del perfil de HMOs. 

 

Aunque existen ciertos factores que podrían influir en el perfil de HMOs, como si la gestación es 

a término o pretérmino, etapa de lactación, número de partos o el entorno ambiental, se ha 

comprobado que la genética materna tiene un papel determinante en el contenido de HMOs.  

Dicho perfil se ha relacionado con factores como el sistema histo-compatible sanguíneo, 

específicamente el Secretor y el de Lewis: los genes Secretor (Se) y de Lewis (Le) codifican 

diferentes fucosil-transferasas [46], concretamente la α1-2-fucoslyltransferasa (FUT2) y la α1-

3/4-fucosiltransferasa (FUT3), respectivamente.  

Los oligosacáridos resultantes de la acción de dichas enzimas contendrán, por tanto, 

determinantes antigénicos de los sistemas sanguíneos de Lewis y/o Secretor. Los antígenos del 

sistema de Lewis (Lea y Leb) normalmente se encuentran formando parte de los 
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glicoesfingolipidos y glicoproteínas de los eritrocitos, y el resto de los tejidos y fluidos como la 

saliva o el plasma. Sin embargo, en el caso de la leche materna, dichos antígenos forman parte 

de oligosacáridos libres, no ligados ni a proteínas ni a lípidos [47]. 

La FUT2 transfiere fucosa a la galactosa terminal a través de un enlace glucosídico α 1-2; algunos 

HMOs resultantes de la actividad de FUT2 son, por ejemplo, 2'-FL y LNFP I. En las mujeres 

secretoras con una FUT2 funcional, la 2’-FL es el principal oligosacárido de la leche, seguido de 

lacto-N-fucopentaosa I (LNFP I) y di-fucosillactosa (DFL). Estos tres HMOs dependen de la 

expresión de la FUT2 y son buenos indicadores para evaluar el estado secretor de la madre [48]. 

Por el contrario, las madres no secretoras carecen de una FUT2 funcional por lo que sus leches 

que producen no contendrán compuestos α 1-2 fucosilados [43].  Por su parte, la FUT3 cataliza 

la adición de fucosa principalmente mediante un enlace α1-4 a la GlcNAc subterminal, aunque 

también mediante enlaces α1-3. Las estructuras relacionadas con FUT3 son, por ejemplo, LNFP II 

y LNFP III.  

En función de la expresión de los genes Se y Le y, por tanto, de la presencia de enzimas 

funcionales FUT2 y FUT3 respectivamente, se distinguen 4 grupos distintos de leche materna [42-

44,49,50] (Figura 4):  

1. Grupo 1: Secretor Le-positivo (Se+Le+), puede contener todos los HMOs. Presentan 

antígenos Leb. 

 

2. Grupo 2: No Secretor Le-positivos (Se-Le+), puede contener 3’-FL, LNFP-II, LNFP-III. 

Presentan antígenos Lea. 

 

3. Grupo 3: Secretor Le-negativo (Se+Le−), pueden contener 2’-FL, 3’-FL, LNFP-I, LNFP-III. No 

presentan antígenos Lea ni Leb. 

 

4. Grupo 4: No secretor Le-negativo (Se −Le−), puede contener 3’-FL, LNFP-III, LNFP-V. No 

presentan antígenos Lea ni Leb. 
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Figura 2. Grupos de leche humana en función del patrón de expresión de los genes Se y Le. Modificado de [42]. 

 

Sin embargo, existen algunas excepciones que indican que dicha división de la leche materna en 

cuatro grupos podría estar simplificando en exceso la complejidad estructural de los HMOs. Por 

ejemplo, se ha observado que la leche de mujeres que no expresan ni la FUT2 ni la FUT3 (Se-Le) 

contienen HMO fucosilados como 3’-FL o LNFP III, lo que sugiere que otras fucosiltransferasas 

independientes de los sistemas Se y Le pueden estar involucradas [43,47,51]. Por otra parte, 

también se han encontrado HMOs α1-2-fucosilados en la leche de mujeres no secretoras, lo que 

podría deberse a la acción de otra enzima como la FUT1 [52]. 

En los últimos años se han llevado a cabo diferentes estudios sobre la variabilidad en la 

composición de los HMOs de la leche materna incluyendo diferentes países alrededor del mundo.  

Basándose en los resultados obtenidos de dichos estudios [39,47,53-56], Castanys et al. [42] 

identificaron el porcentaje de madres secretoras y no secretoras en diferentes países y lo 

plasmaron en la representación que se muestra en la Figura 5.   
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Figura 3. Distribución geográfica de madres secretoras y no secretoras representando cada color el rango de frecuencia en 

diferentes países. Modificado de [42]. 

 

 

2.2.3 Variabilidad entre especies de mamíferos en el perfil de oligosacáridos de la 

leche.  

 

Además de en la leche humana, se han detectado también numerosos oligosacáridos en la leche 

madura y en el calostro de otros mamíferos. Actualmente existen datos de mamíferos 

placentarios y de otras especies como los monotremas y los marsupiales. 

▪ Monotremas (Subclase Prototheria): Son los mamíferos más primitivos y son ovíparos. 

Dentro de este grupo encontramos animales como los equidnas y los ornitorrincos. En 

ambos casos la leche se caracteriza por tener una baja cantidad de lactosa [57] y un 

elevado contenido de estructuras fucosiladas. En el caso de los equidnas, los 

oligosacáridos mayoritarios son fundamentalmente di- y trisacáridos, concretamente 
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sialil- lactosas y fucosil-lactosas; en este último caso fundamentalmente la 2’-FL y la DFL. 

En los ornitorrincos el oligosacárido principal es la DFL [58].  

 

▪ Marsupiales (Subclase Metatheria): se diferencian de los mamíferos placentarios en que 

su período de gestación es bastante más corto por lo que nacen más pequeños y con 

cierto grado de inmadurez, sin embargo, el período de lactancia es más largo [58]. El 

contenido de lactosa en la leche de los marsupiales es, como ocurría con los monotremas, 

bastante bajo. Por el contrario, la concentración de oligosacáridos es alta en comparación 

con la leche de otros mamíferos y presenta una gran variabilidad en función de la etapa 

de lactancia. Los oligosacáridos principales son galactosiloligosacáridos con una longitud 

de cadena que puede variar de tres a ocho unidades [58].  

 

▪ Mamíferos placentarios (Subclase Eutheria): Después del ser humano, los mamíferos 

placentarios más estudiados en relación con su contenido en oligosacáridos han sido los 

animales domésticos (ver Tabla 1 para la comparativa entre leche humana frente a leche 

bovina). En este caso, la concentración en oligosacáridos es más baja y presenta una 

menor complejidad estructural: en la leche bovina y porcina se han encontrado sólo unas 

30-40 estructuras diferentes [59,60] frente a las 200 identificadas en la leche humana. Los 

compuestos fucosilados son menos frecuentes y son mayoritarias las estructuras 

sialiladas [42]. La leche de vaca contiene alrededor de 1-2g/L de oligosacáridos libres en 

calostro y 0.1g/L en leche madura [61]. Tanto en la leche de vaca como de oveja [62], el 

70% de los oligosacáridos están sialilados. En un estudio se han encontrado niveles traza 

de 2´-FL en la leche de vaca [63] y también se han detectado algunas estructuras 

fucosiladas en la leche de cabra [64]. Los sialiligosacáridos son igualmente mayoritarios 

en leche porcina, aunque se han identificado hasta 6 estructuras fucosiladas [60]. 

En el caso de los primates no humanos, como ocurre en la leche humana, la cantidad de 

oligosacáridos es menor que la de lactosa, pero las estructuras son, menos complejas que 

en la leche humana encontrándose unos 130 compuestos en el chimpancé y 50 en el 

gorila [41]. Asemejándose a la leche humana, aproximadamente el 50% de las estructuras 
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en la leche de chimpancé están fucosiladas [42]. Se ha sugerido que los polimorfismos en 

los grupos sanguíneos observados en los humanos podrían haberse heredado de los 

grandes primates los cuales también podrían haber visto afectado su perfil de 

oligosacáridos por la expresión de ciertas glicosiltransferasas [65].  

En los osos, la leche se caracteriza por contener bajas concentraciones de lactosa en 

comparación con los oligosacáridos [66] y se ha podido detectar la presencia de 2’-FL 

[67,68]. En la leche de coatí, la lactosa es más abundante que en la de oso [58] y la 2´-FL 

se ha identificado como el oligosacárido mayoritario [67]. Otros mamíferos placentarios 

como los elefantes presentan una elevada concentración de oligosacáridos con al menos 

4 estructuras acídicas y 7 neutras [69], con ausencia de 2’-FL [42].  

En general, las principales diferencias entre los oligosacáridos de leche humana frente a los 

oligosacáridos de otras especies, especialmente las domésticas como la cabra o la vaca son: 1) la 

relación de oligosacáridos fucosilados/no fucosilados es relativamente alta en leche humana, 2) 

las estructuras neutras están presentes en la leche humana a mayor concentraciones que las 

ácidas, y 3) la leche human es más rica en cadenas Tipo I mientras que otros mamíferos tienen 

un predominio de cadenas tipo II [42]. 

 

Tabla 1. Principales diferencias en la composición de oligosacáridos de la leche humana vs. leche bovina. 
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2.3 Historia sobre la investigación de los HMOs. 

La historia sobre la investigación de los HMOs (Figura 6) comienza a finales del siglo XIX, fecha en 

la que las tasas de mortalidad infantil eran alarmantes oscilando entre el 20 y el 30% en el primer 

año de vida. Sin embargo, se observó que los bebes amamantados tenían una probabilidad 

mucho mayor de supervivencia y una menor incidencia de diarrea infecciosa y de muchas otras 

enfermedades que los bebes alimentados con fórmulas. Este hecho motivó un mayor interés 

acerca de la composición de la leche humana y en concreto de la fracción de carbohidratos de 

expertos en diferentes campos como la Pediatría, la Microbiología o la Química.  

En 1886, Escherich, pediatra y microbiólogo austriaco, publicó una monografía acerca de la 

relación entre las bacterias intestinales y la fisiología de la digestión en lactantes [40,70]. Unos 

años más tarde, en 1900, Moro y Tissier encontraron diferencias en la composición bacteriana 

en las heces de los lactantes amamantados en comparación con los lactantes alimentados con 

biberón [40,70]. 

No sólo pediatras y microbiólogos mostraban su interés en la leche materna, sino que expertos 

en otros campos como la Química también comenzaron a estudiar la composición en 

carbohidratos de la leche humana. Así, en 1888 Eschbach señaló que la leche humana no contenía 

el mismo tipo de lactosa que la leche de vaca [71]. Poco después, Deniges descubrió que la lactosa 

en humanos y la leche bovina era idéntica pero la leche humana contenía una fracción de 

carbohidratos que aún no había sido identificada [71]. Más de 40 años después, Polonowski y 

Lespagnol, junto con Montreuil, fueron capaces de caracterizar esta fracción de carbohidratos y 

la llamaron "Ginolactosa" [72]. Dicha fracción era insoluble en metanol, contenía nitrógeno y 

hexosaminas y estaba compuesta por varios componentes. Unos años más tarde, en 1954, 

Polonowski y Montreuil utilizando la cromatografía en papel bidimensional por primera vez, 

pudieron separar la "ginolactosa" en oligosacáridos individuales identificando las primeras dos 

fucosillactosas (2’-FL y 3´-FL), desconocidas hasta entonces [73]. En años posteriores y de forma 

paralela, los grupos de Montreuil en Francia y de Richard Kuhn en Alemania, descubrieron y 

caracterizaron más de una docena de HMOs individuales [40]. 
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En 1926, Schönfeld observó que la fracción de suero de la leche humana contenía un factor del 

crecimiento para Lactobacillus Bifidus. Posteriormente, Kuhn y György, pudieron confirmar que 

dicho "factor bífido" eran realmente oligosacáridos [74-76] 

Alrededor de 1960, Watkins comenzó a investigar los sistemas sanguíneos ABO y Secretor. 

Algunos HMOs se mostraron como determinantes del grupo sanguíneo. En 1967, Grollman y 

Ginsburg demostraron que la 2’-FL no está presente en la leche producida por mujeres no 

secretoras [77]. Estas investigaciones promovieron el desarrollo de técnicas como la combinación 

de la filtración en gel con la cromatografía en capa fina para lograr la separación y caracterización 

de los HMOs; Kobata y Ginsburg han sido investigadores muy influyentes en este aspecto. En los 

últimos 60 años se han desarrollado nuevos métodos en este campo.  

 

 

Figura 4. Cronología de grandes eventos en la historia de la investigación de los HMOs en las últimas décadas.  

 

2.4 Metabolismo de los HMOs. 

A lo largo de los años 1980 y comienzo de los 90, Sabharwal et al. fueron los primeros en 

demostrar la presencia de los HMOs en las heces de los bebés amamantados [78-80]. Diferentes 

estudios, tanto ex vivo como in vivo, demostraron que los HMOs resisten el bajo nivel de pH 

existente en el estómago; a nivel intestinal también son resistentes a la acción de las enzimas 
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pancreáticas y del borde en cepillo [81,82]. Todas estas evidencias sugieren que los HMOs son 

capaces de llegar al intestino delgado distal y el colon casi inalterados. Una vez en el intestino 

grueso, los HMOs pueden ser metabolizados por la microbiota intestinal o directamente 

excretados en heces.  

Por otra parte, ya en 1996, Rudloff demostró la presencia de HMOs en la orina de los bebes 

alimentados con leche materna [83]. Estudios posteriores en madres lactantes y sus bebes y 

realizados con oligosacáridos marcados con 13C demostraron que aproximadamente un 1% de 

los HMOs ingeridos eran detectados en la orina de dichos bebés [84,85] lo cual confirmaba que 

los HMOs procedentes de la leche materna podían ser absorbidos a nivel intestinal y pasar a la 

circulación del lactante donde podrían pasar varias horas antes de ser excretados en orina. De 

hecho, en un trabajo recientemente publicado en el que se analizaron muestras de orina y de 

plasma de 16 bebés lactantes sanos alimentados con leche materna así como muestras de leche 

de sus madres mediante diversas técnicas cromatográficas se observó que ciertos HMOs de bajo 

peso molecular como la 2’-FL, 3’-FL o Lacto-N-tetraosa (LNnT) son absorbidos intactos pasando a 

la circulación sanguínea y excretados en orina sin sufrir ninguna modificación metabólica en una 

proporción que se correlacionan con su ingesta desde la leche materna [86]. 

 

2.5 Funciones biológicas de los HMOs en los recién nacidos. 

Una vez descrito el metabolismo de los HMOs, se pueden distinguir dos tipos de efectos en 

función del lugar donde actúen. Por una parte, se distinguen efectos locales a nivel intestinal y 

por otra parte, puesto que aproximadamente un 1% de los HMOs son absorbidos y pasan a la 

circulación sanguínea accediendo a otros tejidos y órganos diferentes como el hígado, cerebro, 

aparato urinario o respiratorio [87], también podrían ejercer efectos a nivel sistémico. A 

continuación, se describen cada una de las funciones de los HMOs identificadas hasta el 

momento:  
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2.5.1 Prebióticos.  
 

Según la definición de Robertfroid los prebióticos son "ingredientes fermentados de manera 

selectiva que dan lugar a cambios específicos, en la composición y/o actividad de la microflora 

gastrointestinal, confiriendo beneficios sobre el bienestar y la salud del huésped" [88]. Como ya 

se describió en el metabolismo de los HMOs, una vez ingeridos, éstos llegan prácticamente 

inalterados a la parte más distal del intestino delgado y al colon (Figura 7) y tan sólo un 1% puede 

absorberse y pasar a la circulación sistémica. Por ello se ha postulado que los HMOs pueden ser 

utilizados por la microbiota intestinal y posiblemente ejercer una función prebiótica.  

Los primeros datos de que las bifidobacterias eran dominantes en las heces de los bebes 

amamantados datan de 1900. Actualmente, tras diversos estudios se puede decir que las 

diferencias entre la microbiota de bebés alimentados con leche materna o con fórmulas infantiles 

parece que no sólo radican en el predominio de las bifidobacterias o lactobacilos sino en la 

presencia y ausencia de otros géneros bacterianos. En general los bebés amamantados poseen 

una comunidad microbiana intestinal menos compleja y más estable que los bebés alimentados 

con fórmulas [89].                                                                        

                          

Figura 5. Acción prebiótica de los HMOs 
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Así, diversas investigaciones han demostrado que los HMOs sirven de sustratos metabólicos para 

determinadas bacterias. Se ha observado que algunos miembros seleccionados del género 

Bifidobacterium que se encuentran comúnmente en los lactantes como Bifidobacterium longum 

subsp. infantis (B. infantis) y B. bifidum pueden utilizar los HMOs como fuentes de carbono [90]. 

Otro dato interesante es que se ha observado que el que las madres sean secretoras y que, por 

lo tanto, sean capaces de producir HMOs α1-2-glucosídico-fucosilado afecta a la comunidad 

intestinal de bifidobacterias de los lactantes [91]. Por su parte, B. longum subsp. longum y B. 

breve apenas utilizan los HMOs para su crecimiento [43]. No sólo ciertas bifidobacterias sino 

también algunos miembros del género Bacteroides [92] son capaces de metabolizar HMOS con 

alta eficiencia, al contrario que otros géneros como Escherichia, Clostridia, Eubacteria, 

Enterococos [93]. Diferentes estudios in vitro han demostrado que la capacidad de diversas 

especies bacterianas para utilizar ciertos HMOs depende de la expresión de las enzimas 

específicas necesarias para su degradación [94-97]. En un reciente estudio in vitro con un modelo 

de intestino se ha demostrado el papel de la 2’-FL como prebiótico observándose una alteración 

en la composición de la microbiota intestinal hacia una abundancia de bacterias productoras de 

butirato [98].  

Por ello se podía decir que diferentes cepas bacterianas tendrían preferencia por ciertos HMOs 

en concreto y, en consecuencia, diferentes perfiles de HMOs podrían dar lugar al desarrollo de 

distintas comunidades bacterianas a nivel intestinal. Sin embargo, no existen datos clínicos en 

humanos para confirmar esta hipótesis.  

 

2.5.2 Agentes anti-adhesivos. 

 

Además de actuar como prebióticos y favorecer así el crecimiento de la flora bacteriana 

beneficiosa frente al crecimiento de organismos patógenos, los HMOs juegan un importante 

papel en la prevención de infecciones por el bloqueo directo de patógenos víricos y bacterianos 

(Figura 8) [37,52], al imitar estructuralmente a los receptores de las superficies celulares que 

median la entrada en la célula de dichos patógenos [99,100]. Muchos patógenos víricos o 

bacterianos se adhieren a la superficie de la mucosa intestinal mediante interacciones ligando-
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receptor para así colonizar o invadir al huésped y causar la enfermedad. Los patógenos pueden 

expresar lectinas que se unen a glicanos presentes en la superficie intestinal del huésped o al 

contrario, algunos microorganismos expresan glicanos que se unen a las lectinas en las células 

del huésped [101]. Por ejemplo, ciertas cepas de Escherichia coli se unen a glicanos que contienen 

restos de manosa; por su parte, otras cepas de Escherichia coli y Helicobacter pylori se unen a 

glicanos sialilados [102]. También se han descrito mecanismos de fijación mediados por glicanos 

para muchos virus como los norovirus o rotavirus [103]. Pues bien, algunos HMO se parecen a 

los glicanos de la superficie celular de la mucosa y sirven como receptores señuelo solubles para 

los patógenos bloqueando su unión a la superficie intestinal y reduciendo así el riesgo de 

infecciones [104,105]. En estudios in vitro se ha demostrado que HMOs tanto fucosilados como 

sialilados pueden inhibir dicha interacción entre patógenos y huésped. Asimismo, se ha 

demostrado in vitro que la Lacto-N-tetraosa (LNT), o su derivado fucosilado Lacto-N-

Fucopentaosa I (LNFPI), pueden inhibir el crecimiento de estreptococos del grupo B [106]. 

Además, la presencia de 3′-FL en la leche materna se ha correlacionado inversamente con la 

abundancia de estreptococos del grupo B en lactantes [107].  

Uno de los casos del que se tienen datos más claros acerca de la actuación de los HMOs como 

anti-adhesivos son las infecciones por Campylobacter jejuni, una de las causas más comunes de 

diarrea bacteriana y mortalidad infantil [108,109]. C. jejuni se une a células epiteliales cultivadas 

a través glicanos α1-2-fucosilados (Fucα1-2Galβ1-4GlcNAc-R) [108]. Así, en estudios en ratones 

se ha visto que la adición de HMOs α1-2-fucosilados bloquea la unión de C. jejuni a células 

cultivadas pudiendo así reducir la colonización por dicha bacteria. Un estudio realizado en México 

mostró que la expresión de HMOs α1-2-fucosilados en la leche materna se correlacionaba con 

una menor incidencia de diarrea causada por C. jejuni y Calicivirus [109]. 
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Figura 6. Mecanismo de acción del efecto de bloqueo de patógenos en la mucosa intestinal de los HMOs. 

 

Como se comentó anteriormente, algunos microorganismos expresan glicanos que se unen a las 

lectinas en las células del huésped. Por ejemplo, es el caso del virus de inmunodeficiencia humana 

(VIH) que expresa en su superficie una glicoproteína gp120 que facilita su unión a una lectina tipo 

C, la DC-SIGN (en inglés: Dendritic cell-specific ICAM3-grabbing non- integrin) de las células 

dendríticas humanas, presente en las mucosas del huésped [110-112]. Aunque la DC-SIGN se une 

a la gp120 [113,114], tiene una mayor afinidad por los antígenos del grupo sanguíneo Le 

[115,116] por lo que los HMOs que contienen dichos antígenos competían con la gp120 para 

unirse a DC-SIGN in vitro [117]. De hecho, se ha demostrado que los HMOs que contienen 

antígenos Le inhiben la transferencia de VIH-1 a los linfocitos T CD4 + de manera más eficiente 

que otros HMOs [115]. 

Este efecto antiadhesivo no sólo tiene lugar a nivel intestinal, sino que también se da en las vías 

respiratorias superiores. En los lactantes que reciben leche materna existe una menor incidencia 

de otitis media causada por Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa o Haemophilus 

influenzae y también tienen un menor riesgo de desarrollar infecciones por el virus RSV por sus 

siglas en inglés: Respiratory syncytial virus) [118,119]. De nuevo, los HMOs son capaces de 
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bloquear la unión lectina-glicano empleada por estos patógenos para iniciar la infección 

[120,121]. La función antiadhesiva de los HMOs se puede extender a ciertos parásitos 

protozoarios como Entamoeba histolytica, que causa disentería amebiana o absceso hepático 

amebiano [122]. 

Algunos investigadores sugieren que diferentes HMOs parecen proteger frente a distintos 

patógenos lo que explicaría la gran variedad de estructuras presentes en la leche materna. Por 

ello, diferencias individuales en la composición de HMOs de la leche por factores genéticos u 

otros podrían dar lugar a un nivel de protección diferente en los bebés alimentados con leche 

materna, aunque se necesitan estudios clínicos para su confirmación [89]. 

 

2.5.3 Agentes antimicrobianos.  

 

Además de como prebióticos y agentes anti-adhesivos los HMO podrían actuar frente a los 

patógenos de una forma más directa como agentes antimicrobianos (Figura 9).  

Recientemente, Lin et al. han demostrado en trabajos in vitro que Streptococcus agalacticae 

(Streptococcus del grupo B; GBS) no puede proliferar en presencia de HMOs  [106]. Los bebés 

infectados por GBS pueden desarrollar sepsis, neumonía y meningitis. En cuanto al mecanismo 

de acción parece ser que GBS produce una glicosiltransferasa que incorpora HMOs específicos 

en su membrana lo que detiene la proliferación de la bacteria siendo los HMO no sialilados los 

que tienen un mayor efecto bacteriostático sobre GBS. En otra investigación in vitro se ha 

demostrado que dicho efecto no se observa sólo para S. agalacticae sino también para otros 

patógenos como Staphylococcus aureus y Acinetobacter baumannii [123].  

Esta acción antimicrobiana se ha observado también en hongos, como es el caso de Candida 

albicans. Se ha obsevado que los HMOs reducen significativamente la invasión de células 

epiteliales intestinales prematuras humanas por C. albicans de forma dosis-dependiente [124]; 

dicho efecto parece estar relacionado con un retraso en el crecimiento de las hifas y la 

morfogénesis del hongo. 
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                                                           Figura 7. Acción antimicrobiana de los HMOs 

 

2.5.4 Moduladores de las células epiteliales intestinales 

 

Algunos estudios in vitro sugieren que los HMOs también podrían modular la expresión de los 

glicanos presentes en la superficie de las células intestinales (glicocálix) que constituyen el 

principal sitio de unión de los patógenos (Figura 10). Un estudio realizado por Angeloni et al. 

demostraron que la 3’-SL, uno de los HMOs sialilados mayoritarios, era capaz de modular el perfil 

de glicanos de la superficie de células CaCo-2 [101], de forma que se observó un menor número 

de residuos de Neu5Ac con uniones α2-3 y α2-6 así como menos moléculas de Fuc y Gal. Este 

efecto se produjo por una reducción en la expresión de diferentes enzimas que median la unión 

de los glicanos. Estas modificaciones producidas por la 3’-SL a nivel de la superficie celular de 

dichas células epiteliales condujeron a una reducción del 90% en las uniones de E. Coli 

enteropatogénica (EPEC por sus siglas en inglés: Enteropathogenic Escherichia coli).  

Estos resultados han sido apoyados por Kuntz et al. con otros estudios in vitro en los que se ha 

demostrado que los oligosacáridos aislados de leche humana inhibían el crecimiento celular, e 
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inducían la diferenciación y apoptosis en líneas de células epiteliales intestinales mediante la 

alteración de genes relacionados con el crecimiento celular [125,126]. 

También se ha demostrado que los HMOs reducen la invasión a nivel del tracto urinario de E. Coli 

uropatogénica (UPEC por sus siglas en inglés: Uropathogenic Escherichia coli). Aunque 

inicialmente se pensó que este efecto era debido a las propiedades antiadhesivas de los HMOs, 

sino que parece ser que los HMOs interactúan con las células epiteliales y las hacen más 

resistentes a los ataques de UPEC. Los HMOs suprimen la señalización intracelular de los procesos 

de apoptosis que la célula epitelial reproduce cuando UPEC intenta destruirlas. Este efecto 

depende de la estructura del HMOs de forma que sólo los HMOs sialilados como la 3’-SL son 

eficaces [127]. 

 

 

Figura 8. Cambios a nivel del glicocálix de las células intestinales por acción de los HMOs 

 

A pesar de todos estos resultados se necesitan más investigaciones que expliquen receptores y 

procesos de señalización son utilizados por los HMOs para desencadenar estos cambios a nivel 

de la expresión genética.  

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

 30 

2.5.5 Inmunomoduladores. 

 

Todas las acciones descritas hasta ahora podrían afectan indirectamente al sistema inmune del 

recién nacido. Sin embargo, los HMOs también pueden actuar directamente modulando la 

respuesta inmune. Esta acción la pueden desarrollar tanto localmente en el intestino, en las 

células del tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT, por sus siglas en inglés: Mucosa-

associated lymphoid tissue) (Figura 11) como a nivel sistémico ya que se ha demostrado que entre 

1-2% de los HMOs ingeridos pasan a circulación sanguínea [43].  

Distintos estudios in vitro han demostrado que los HMOs pueden alterar la respuesta inmune. 

Recientemente se ha observado que los HMOs sialilados reducen la expresión de las citoquinas 

proinflamatorias IL-1β e IL-6 en macrófagos estimulados por LPS [87]. Dado el resultado de otro 

estudio in vitro [128], Eiwegger et al. sugirieron que los HMOs sialilados pueden influir en la 

maduración de los linfocitos promoviendo un cambio en la respuesta de las células T hacia una 

producción de citoquinas Th1/Th2 más equilibrada y, por tanto, a un nivel más bajo de 

reactividad [43].  

Por otra parte, en un reciente estudio clínico [129] en recién nacidos sanos en el que se evaluó 

el efecto de una fórmula infantil suplementada con 2’-FL en biomarcadores de la función inmune, 

se observó que las concentraciones plasmáticas de las citoquinas inflamatorias IL-1, IL-1, IL-6 y 

TNF-α, y el antagonista antiinflamatorio del receptor de IL-1 eran significativamente más altas en 

el grupo control que en el grupo que recibió la fórmula con 2’-FL.  

Por su parte, en los cultivos de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs por sus siglas 

en inglés: Peripheral blood mononuclear cell) de los bebés y estimulados por el RSV ex vivo, se 

observaron también concentraciones más bajas de citoquinas inflamatorias TNF-α e IFN-γ y una 

tendencia a una menor concentración de IL-1Rα, IL-6 e IL-1β que los lactantes alimentados con 

la fórmula de control [130].  
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Figura 9. Efecto inmunomodulador de los HMOs en las células de la mucosa intestinal. 

 

Aún se desconoce a través de qué receptores y procesos de señalización los HMOs pueden influir 

en la producción de citoquinas de los linfocitos o en la estimulación de los macrófagos. Las 

comunicaciones celulares tanto del sistema inmune innato como adquirido están principalmente 

mediadas por lectinas. De nuevo, los HMOs podrían modificar las interacciones proteína (lectina)- 

carbohidrato; de hecho, se ha demostrado que los HMOs pueden interaccionar con diversas 

lectinas humanas como las selectinas, siglecs y galectinas [89]. Las siglecs se unen a oligosacáridos 

sialilados con uniones α2-3 ó α2-6. Las galectinas se unen a galactosas terminales como las que 

forman parte de las lactosaminas y las selectinas se unen a determinados oligosacáridos 

sialilaldos y fucosilados de los grupos Le [131]. Por ejemplo, las selectinas median los procesos 

de adhesión de los leucocitos a las células endoteliales y su extravasación hacia los lugares de 

inflamación; otras selectinas median la formación y activación de los complejo plaquetas-

neutrófilos involucrados en la fagocitosis y producción de especies de oxígeno reactivas [132]. 

Pues bien, los HMOs se asemejan a los determinantes a los que se unen fisiológicamente estas 

selectinas y se ha demostrado que pueden reducir tanto la adhesión de los leucocitos [133]como 

la formación y activación de los complejos plaquetas-neutrófilos [134]. 
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2.5.6 Protección frente al desarrollo de alergias.  

 

En relación con el papel inmunomodulador de los HMOs, algunos científicos están comenzando 

a investigar el potencial terapéutico de las HMO para las alergias.  

En un modelo de ratón de alergia alimentaria, el tratamiento de ratones sensibilizados con 

ovoalbúmina con 1 mg de 2’-FL ó 6’-SL redujo significativamente los síntomas propios de la alergia 

a alimentos como la diarrea e hipotermia, así como un aumento significativo en las células T 

secretoras de IL-10 en los parches de Peyer en alérgicos ratones y una estabilización de los 

mastocitos [135].   

En un estudio clínico retrospectivo en bebes amamantados con alto riesgo hereditario de 

desarrollar alergia, se sugirió que los niños nacidos por cesárea pueden tener un menor riesgo 

de eczema asociado a IgE a los dos años de edad cuando reciben oligosacáridos de leche 

dependientes de FUT2 [136].  

 

2.5.7 Protección frente a Enterocolitis necrotizante. 

 

La enterocolitis necrotizante (NEC por sus siglas en inglés: Necrotizing Enterocolitis) es el 

trastorno más frecuente y potencialmente mortal que afecta el intestino de los bebés 

prematuros pero su etiología sigue sin conocerse aún. Se ha observado que los bebés prematuros 

alimentados con leche humana tienen un riesgo menor de desarrollar NEC [137].  

Las principales razones que pueden desencadenar NEC podrían ser la hipoxia perinatal o una 

infección posnatal leve; por ellos se pueden producir daños leves en la mucosa alterando la 

función de la barrera epitelial intestinal. La proliferación de las bacterias y productos bacterianos 

(lipopolisacárido, LPS) en la mucosa induce la producción endógena de citoquinas 

proinflamatorias como el factor activador de plaquetas y el TNF-α, las cuales aumentan aún más 

la permeabilidad del intestino. Por otra parte, las especies reactivas de oxígeno producidas por 

los neutrófilos activados y la xantina oxidasa epitelial intestinal pueden causar necrosis tisular 

severa y la ruptura de la barrera intestinal.  
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Pues bien, los HMOs pueden actuar en distintos puntos relacionados con la patogénesis de NEC. 

Así, pueden modificar las interacciones bacteria-huésped y la composición de la microbiota 

intestinal al actuar como anti-adhesivos o prebióticos respectivamente. También pueden alterar 

la adhesión bacteriana modificando la superficie de la célula epitelial intestinal, que representa 

los principales sitios de unión para patógenos.  

Estudios in vitro y ex vivo también sugieren que los HMOs reducen la infiltración y activación de 

neutrófilos, así como la producción de ROS, que son eventos clave en la patogénesis de NEC. En 

un estudio preclínico en el que se usó un modelo de rata neonatal con NEC, se observó que la 

administración oral de diversos HMOs en una concentración similar a la encontrada en la leche 

humana, mejoraba significativamente la supervivencia y la severidad de la enfermedad; además 

se sugirió que dicho efecto protector de los HMOs frente a NEC podrían atribuirse a la 

disialillacto-N-tetraosa (DSLNT) [138]. En otra investigación preclínica con el mismo modelo de 

rata se demostró que la 2’-FL también reducía significativamente la severidad de la patología 

[139].  Otros investigadores han demostrado que la 2’-FL protege contra NEC en un modelo ratón 

neonatal; la administración de 2’-FL disminuyó la producción de marcadores proinflamatorios y 

preservó la mucosa intestinal. Esta acción de la 2’-FL responde a una regulación positiva de la 

molécula vasodilatadora, óxido nítrico endotelial sintasa que ayuda a mantener la perfusión 

intestinal [140]. 

Hasta la fecha, no se han realizado estudios de intervención en recién nacidos prematuros 

humanos que hayan intentado correlacionar la presencia o ausencia de HMO con incidencia de 

NEC. 

 

2.5.8 Desarrollo cerebral. 

 

A lo largo de los años diversos estudios han demostrado la influencia de la lactancia materna en 

el desarrollo cognitivo en niños. Se ha demostrado que los adolescentes que recibieron leche 

materna como principal fuente de alimento en la etapa inicial de la vida, tienen una corteza 

cerebral parietal más gruesa, así como un mayor coeficiente intelectual si se comparan con otros 
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adolescentes que fueron alimentados con fórmulas infantiles [141]. La hipótesis más aceptada es 

que este efecto se debe a la composición de la leche materna, aunque otros estudios también 

señalan la interacción madre-recién nacido durante el período de lactancia como otra posible 

razón de la mejora en el desarrollo cognitivo [142]. Así, se ha sugerido que ciertos componentes 

de la leche humana desempeñan un papel en el desarrollo del cerebro. Entre ellos, los ácidos 

grasos [143] o el colesterol [144] podrían tener un efecto importante a nivel cognitivo. Por 

ejemplo, en el caso de los ácidos grasos, el ácido docosahexaenoico (DHA por sus siglas en inglés: 

Docosahexaenoic acid) es el ácido graso poliinsaturado de cadena larga más abundante en la 

leche humana y se acumula rápidamente en el cerebro. Se ha demostrado que los bebes que son 

amamantados con leche materna presentan niveles más altos de DHA en el cerebro que los que 

recibieron leche de fórmula [145]. Por lo tanto, el DHA ha despertado un intenso interés en los 

últimos años y se ha postulado como candidato para la mejora cognitiva en los lactantes 

[146,147]. 

Otros componentes de la leche humana que podrían jugar un papel importante en el desarrollo 

cerebral son los HMOs, tanto sialilados como fucosilados. Diferentes estudios han detectado la 

presencia de dichos compuestos tanto en la orina como en la sangre de bebes amamantados [83-

86], lo que indica que son absorbidos a nivel intestinal pasando al torrente circulatorio y 

potencialmente, a cualquier tejido u órgano del cuerpo como el cerebro.  

Los HMOs sialilados, en particular, el Neu5Ac libre, ha sido el más estudiado desde un punto de 

vista cognitivo. La principal razón para ello es que el Neu5Ac es el único ácido siálico que se 

encuentra en cerebro; existen otros ácidos siálicos como el ácido N-glicolilneuramínico (Neu5Gc) 

que se puede encontrar en ciertos órganos de mamíferos no humanos excluyendo el cerebro.  

Esta investigación se inició con el estudio de otros compuestos sialilados, los gangliósidos. 

Estudios pioneros en la década de 1980 mostraron que el ácido siálico exógeno podía 

incorporarse a los gangliósidos y las glicoproteínas cerebrales cuando se inyecta por vía 

intraperitoneal [148]. Wang et al. investigaron el destino metabólico del Neu5Ac marcado con 

14C administrado por vía intravenosa en lechones y concluyeron que una fuente exógena de ácido 

siálico podría atravesar la barrera hematoencefálica e incorporarse a diferentes tejidos [149]. 

Carlson y House también demostraron que el ácido siálico administrado por vía intraperitoneal o 
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por vía oral tenía un impacto importante en la concentración de gangliósidos y glucoproteínas 

cerebrales [150]. En otro estudio preclínico con crías de rata se demostró que diferentes dosis de 

ácido siálico administrado por vía oral a través de una dieta sólida entre los días 17 y 31 

posnatales tenía un efecto en la concentración de los gangliósidos corticales siendo mayor en 

aquellos animales en los que se usó como fuente de ácido siálico el casein-glicomacropéptido 

[151].  

Sin embargo, no sólo se han llevado a cabo estudios sobre la influencia de la suplementación con 

Neu5Ac en la concentración de gangliósidos y glicoproteínas cerebrales, sino que también se han 

realizado numerosos esfuerzos para intentar describir los efectos de dicha suplementación en la 

etapa inicial de la vida sobre el desarrollo cerebral y cognitivo. En un estudio realizado por 

Morgan y Winick [148] se inyectó, por vía intraperitoneal, ácido siálico libre o glucosa (grupo de 

control) a crías de ratas desnutridas desde el día posnatal 14 hasta el destete. Los resultados 

mostraron que, además de una mayor concentración de Neu5Ac en gangliósidos y glicoproteínas 

cerebrales, las ratas que recibieron el ácido siálico libre también obtuvieron mejores resultados 

que el grupo control en las pruebas de comportamiento. Wang et al. [152] utilizaron un modelo 

preclínico con lechones para evaluar el efecto de un sustituto de leche de cerda suplementado 

con diferentes dosis de casein-glicomacropéptido, que contiene ácido siálico, durante 35 días 

después del destete observándose un aumento en la concentración cerebral de ácido siálico y 

mejoras en tareas de memoria y aprendizaje. Algunos de estos resultados se contradicen con 

investigaciones recientes realizadas por el otro equipo de trabajo de Mudd et al.; en ellas se 

observó que una suplementación con sialilactosa entre el día posnatal 2 al día 32 provocaba un 

considerable aumento de los niveles de ácido siálico en el hipocampo, la corteza prefrontal y el 

cuerpo calloso [153], pero no dio lugar a ningún efecto significativo sobre la memoria de 

reconocimiento [154]. Previamente, Jacobi [155] había demostrado en un estudio con lechones 

que una dieta suplementada con 6'-SL y 3'-SL aumentaba la cantidad de ácido siálico unido a los 

gangliósidos en varias áreas del cerebro.  

Por su parte los HMOs fucosilados no han sido tan ampliamente estudiados desde un punto de 

vista cognitivo como los sialilados. Sin embargo, recientemente se han publicado diferentes 

trabajos intentando dilucidar el efecto la 2’-FL. Matthies et al. realizaron un pionero estudio ex 
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vivo pionero en el que se demostró que tanto la Fuc como la 2’-FL mejoran la potenciación a largo 

plazo (LTP por sus siglas inglés: Long term potentiation) en cortes de hipocampo de rata [156]. 

Un efecto similar se había observado previamente en un estudio in vivo en ratas después de la 

inyección intrahippocampal con estos compuestos [157]. Recientemente se ha demostrado que 

la suplementación oral con 2'-FL mejora las capacidades de aprendizaje y la plasticidad sináptica 

[158] en roedores adultos que recibieron una dieta enriquecida en 2’-FL durante varias semanas; 

en una publicación posterior del mismo grupo de trabajo se postula la mediación del nervio vago 

en aquellos procesos que relacionan la 2’-FL con procesos de memoria y aprendizaje en roedores 

[159]. 

Aunque el mecanismo de acción a través del cual los HMOs podrían ejercer esta función a nivel 

cerebral no está aún claro existen varias hipótesis. Por una parte, podría ser que los HMOs 

llegaran directamente al cerebro tras ser absorbidos ejerciendo una acción local; por otra parte, 

se ha sugerido, como en el artículo mencionado anteriormente [159], que dichos compuestos 

podrían interaccionar sobre eje intestino-cerebro (GBA por sus siglas en inglés: Gut-brain axis) y 

mediar una acción a nivel cognitivo. El GBA (GBA) es una red bidireccional compleja (Figura 12) 

que se comunica entre el cerebro y el tracto gastrointestinal y modula las funciones ambos 

niveles [160]. Esta conexión entre el intestino y el cerebro está impulsada por vías neuronales y 

mecanismos inmunes y endocrinos. Se sabe que el nervio vago es uno de los encargados de 

comunicar señales desde el sistema digestivo y los órganos al cerebro y viceversa [161]. Se 

postula que uno de los principales factores capaces de modular el GBA es la microbiota intestinal 

[162] mediante diferentes metabolitos, como los ácidos grasos de cadena corta o los 

neurotransmisores. A pesar de estas hipótesis han de realizarse más estudios de investigación 

para poder clarificar este punto.  
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Figura 10. Estructura del eje Intestino-Cerebro (GBA). 

 

2.6 Estudios clínicos con HMOs.  

Como se ha podido deducir de las secciones anteriores, la mayor parte de la investigación en 

HMOs se ha centrado en la realización de estudios in vivo. Sin embargo, también se han llevado 

a cabo diversos estudios observacionales que han proporcionado importantes hallazgos. Lewis 

observó que las Bifidobacterias colonizan antes el intestino de los bebes alimentados con leche 

de madres secretoras que en los bebes de madres no secretoras; a su vez las heces que contenían 

mayor nivel de Bifidobacterias tenían concentraciones más bajas de HMOs y mayores de lactato 

[91]. Posteriormente, en un estudio piloto se confirmaba que los niños de madres secretoras 

poseen una microbiota más abundante en Bifidobacterium y Bacteroides que los niños de madres 

no secretoras [163]. Otros estudios parecen relacionar el gen FUT2 y el desarrollo de alergia en 

etapas posteriores de la vida en niños que recibieron leche materna [136]. En relación con el 

efecto inmunomodulador de los HMOs, Kuhn et al. evaluaron los efectos de éstos en la 

supervivencia de niños no infectados nacidos de madres infectadas con VIH: se observó una 

asociación entre altas concentraciones de HMOs fucosilados en la leche materna con menores 
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tasas de mortalidad [164]. En otro estudio realizado por Morrow, se determinó que la incidencia 

de diarrea provocada por Campylobacter o Calcivirus era menor en aquellos bebes alimentados 

con leche con altos niveles de HMOs fucosilados en posición 2 [109]. 

Por su parte, los estudios clínicos dirigidos a evaluar el efecto de los HMOs en humanos son muy 

escasos y han estado principalmente orientados a describir el efecto de dichos compuestos en la 

respuesta inmune de los sujetos evaluados.  

Uno de dichos estudios [129] se llevó a cabo en Estados Unidos y consistió en un estudio 

prospectivo, aleatorizado, controlado, multicéntrico de crecimiento y tolerancia que se realizó 

en recién nacidos a término sanos.  Se establecieron cuatro grupos de estudio, tres grupos de 

bebes alimentados con fórmulas infantiles y un grupo de referencia de bebés que recibieron 

leche materna. Dentro de las fórmulas hubo una fórmula control sin HMOs y dos fórmulas de 

estudio con diferentes dosis de 2’-FL: 0.2 g 2’-FL/L y 1.0 g 2’-FL/L; ambas fórmulas también 

contenían galactoligosacáridos (GOS) hasta alcanzar un nivel de 2.4 g/L de prebióticos.  El 

seguimiento de los bebés se realizó durante 119 días. Según los resultados obtenidos, no hubo 

diferencias en el crecimiento entre grupos y todas las fórmulas mostraron buenos resultados en 

cuanto a parámetros de tolerancia (consistencia de heces, reflujo). Tampoco se observaron 

diferencias significativas en la absorción relativa de 2´-FL entre los bebés que recibieron leche 

materna y los que recibieron fórmulas con 2’-FL. Este estudio clínico dio lugar a un sub-estudio 

[130] en el que se evaluó el efecto de las fórmulas infantiles suplementadas con 2’-FL sobre 

biomarcadores de la función inmune en dichos bebes. Para ellos se extrajeron muestras de 

sangre a las seis semanas de edad. Se midieron un total de 10 citoquinas proinflamatorias en 

plasma. Según los resultados obtenidos las fórmulas suplementadas con 2’-FL dieron lugar a 

perfiles de citoquinas inflamatorias plasmáticas circulantes y los perfiles de citoquinas inducidas 

por el virus RSV similares a los niveles en los bebes amamantados. Los resultados obtenidos 

mostraron que la fórmula que contiene 2’-FL fue bien tolerada por los bebés y no se observaron 

diferencias significativas en el patrón de crecimiento entre los grupos de estudio [165].  

Puccio et al. publicaron también los resultados obtenidos de un ensayo aleatorizado, controlado 

y multicéntrico realizado en Italia y Bélgica [166]. El principal objetivo del estudio era medir los 
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efectos de la alimentación con fórmulas infantiles suplementadas con dos HMOs, 2’-FL y LNnT, 

sobre el crecimiento infantil, la tolerabilidad, la microbiota intestinal, así como el uso de 

medicamentos. Se incluyeron dos grupos de estudio: lactantes alimentados con una fórmula 

infantil con 2’-FL (1.0 g/L) y LNnT (0.5 g/L) y lactantes que recibieron una fórmula infantil sin 

HMOs hasta los 6 meses de edad. Hubo un grupo de referencia con bebes amamantados hasta 

los 3 meses. Se demostró que la fórmula infantil con 2´-FL y LNnT era segura, bien tolerada y 

proporcionaba un crecimiento adecuado a la edad. También se observó una reducción de la 

morbilidad y el uso de medicamentos en los bebés alimentados con fórmula con HMOs. En un 

trabajo posterior, los mismos autores observaron que el perfil de la microbiota intestinal de los 

lactantes alimentados con una fórmula con 2’-FL y LNnT era significativamente diferente de la de 

los lactantes alimentados con fórmula sin HMOs y más parecida a la de aquellos amamantados 

al pecho materno: mayor abundancia de Bifidobacterium y menor proporción de Escherichia y 

Peptostreptococcaceae. También se evaluó el perfil cuantitativo de los metabolitos en heces 

(aminoácidos, ácidos grasos de cadena corta y algunos ácidos orgánicos) y se observó que era 

similar al de los bebes amamantados. 
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3.  HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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Los HMOs se han postulado como uno de los 

componentes biológicamente activos de la leche 

materna. Múltiples estudios han demostrado 

científicamente que los HMOs ejercen distintos 

efectos tras ser ingeridos. Dichos efectos van 

desde una acción prebiótica hasta un efecto a nivel 

cognitivo. Estudios in vitro e in vivo han 

demostrado que un aporte exógeno de HMOs 

pueden modificar el desarrollo cerebral, no solo a 

nivel composicional sino también a nivel cognitivo. 

En el caso de estudios preclínicos, la mayor parte 

han consistido en estudios agudos o a corto plazo. 

El mecanismo de acción que media este efecto no 

ha podido aun ser explicado completamente. 

 

La composición de la leche materna está 

determinada genéticamente pero también puede 

estar influida por otros factores como un parto 

prematuro, la hora del día y otras variables 

maternas como la edad, peso, paridad, hábito de 

fumar, peso o dieta. Actualmente existen escasos 

estudios que hayan evaluado el efecto del 

sobrepeso, obesidad o estado metabólico como el 

desarrollo de DMG, sobre la composición y 

contenido de HMOs de la leche materna. 

 

 

 

HIPOTESIS 

1ª Hipótesis:  

La presencia de oligosacáridos en la 

leche materna contribuye al desarrollo 

cerebral de la descendencia con efectos 

cognitivos positivos a largo plazo. 

Justificación: 

▪ Estudios previos con ácido siálico 

(Neu5Ac) sugieren su importancia en 

el desarrollo cerebral. 

▪ Estudios previos con 2’-FL sugieren 

su importancia en el desarrollo 

cerebral. 

 

 

 

 

2ª Hipótesis:  

El IMC pregestacional y el estado 

metabólico de la madre condiciona el 

perfil de HMOs de la leche materna 

modulando el desarrollo cognitivo de los 

niños. 

Justificación:  

▪ Apenas se conocen los efectos del 

sobrepeso, obesidad o DMG durante 

la gestación sobre el perfil y 

contenido de HMOs en la leche 

materna y en algunos casos, los 

resultados que se han obtenido son 

contradictorios. 
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1. Demostrar el efecto de los HMOs, concretamente de la 2’-FL y la 

6’-SL, sobre la función cognitiva a largo plazo en modelos 

animales. 

 

2. Explorar en humanos la influencia del sobrepeso, obesidad y la 

diabetes gestacional en embarazadas sobre las concentraciones 

de 2’-FL y 6’-SL en la leche materna. 

 

3. Determinar la influencia de las concentraciones de 2’-FL y 6’-SL 

presentes en la leche materna sobre el neurodesarrollo durante 

los primeros 18 meses de vida.

OBJETIVOS 
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4.  MATERIAL Y MÉTODOS 
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Para la consecución de los objetivos anteriores se plantearon tres experimentos: dos de ellos 

utilizaron modelos preclínicos con roedores y el tercero se basó en un estudio clínico con parejas 

de madres y bebés.   

 

 

 

A continuación, se describirán los materiales y métodos utilizados para los experimentos 1 y 2 

así como para el estudio clínico materno-infantil.   

 

 

• Experimento 1. Evaluación de los efectos de una suplementación

oral con 2'-FL en crías de rata durante el período de lactación en el

desarrollo cognitivo.

• Experimento 2. Evaluación de los efectos de una suplementación

oral con 6'-SL en crías de rata durante el período de lactación en el

desarrollo cognitivo.

Objetivo 1

• Estudio clínico materno-infantil. Evaluación del efecto del estado 

metabólico materno sobre las concentraciones de 2'-FL y 6'-SL en la 

leche humana y su potencial influencia en el neurodesarrollo de los 

niños. Estudio clínico PREOBE. 

Objetivo 2 y 3
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4.1  Experimento 1.  

 

4.1.1 Animales de experimentación. 

 

Se utilizaron ratas preñadas de la raza Lister Hooded (Charles River, Saint-Germain-sur-l'Arbresle, 

Francia). Tanto dichas ratas como sus crías se mantuvieron en condiciones ambientales óptimas 

de temperatura (21 ± 2°C), humedad (50 ± 10%) e iluminación (12 horas de ciclo luz/oscuridad). 

Los protocolos experimentales con animales fueron aprobados por el Comité de Ética de la 

Estación Experimental del Zaidín, Consejo Superior de Investigaciones Científicas (Granada, 

España) y el experimento se realizó de acuerdo con la normativa española y europea para el 

cuidado y uso de animales de experimentación para la investigación. 

 

4.1.2 Diseño experimental. 

 

Las ratas preñadas se alojaron individualmente en jaulas y se mantuvieron con un consumo de 

agua y comida (Harlan Teklad, dieta 2018; Harlan Laboratories; Indianapolis, IN) ad libitum hasta 

el parto. En el día 3 postnatal, las crías fueron separadas de sus madres y sexadas. Las crías 

machos se distribuyeron aleatoriamente en camadas de 6 crías y cada camada fue asignada a una 

madre adoptiva.  

El diseño experimental del experimento 1 se puede ver en la Figura 13. Se establecieron dos 

grupos experimentales, el grupo 2’-FL (n=30 crías) y el grupo control (n=30 crías), los cuales 

recibieron un suplemento oral hasta el destete. Las ratas del grupo 2′-FL recibieron dosis diarias 

1 g/kg de peso corporal de 2’-FL (Inalco Pharmaceuticals; San Luis Obispo, CA) repartidas en 4 

tomas. El grupo de control recibió agua, siguiendo el mismo patrón de suplementación que el 

grupo 2'-FL. Para las tomas (4 veces al día), las crías se cogían directamente de sus jaulas donde 

Evaluación de los efectos de una suplementación oral con 2'-FL en crías de rata durante el 

período de lactación en el desarrollo cognitivo. 
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se encontraban con sus madres adoptivas. Dicha suplementación se realizaba en 

aproximadamente 5 minutos por camada, asegurando así que el tiempo en que las crías se 

separaban de sus madres era sólo de 20 min/día. En ningún momento se produjo rechazo por 

parte de las madres adoptivas tras la manipulación.  

Después del destete, todas las ratas se alimentaron con dieta AIN-93M [167]. Cuando los 

animales tenían alrededor de 6 semanas de edad, se evaluaron con pruebas de comportamiento 

clásicas (n=12 ratas/grupo). Se realizaron tres tipos de pruebas que se utilizan habitualmente 

para evaluar las habilidades de aprendizaje y memoria de las ratas: Laberinto acuático de Morris, 

Prueba de reconocimiento de objeto nuevo y Laberinto en Y con brazo bloqueado. 

Al año, se llevó a cabo una medida electrofisiológica de potenciación a largo plazo, LTP, en ciertas 

ratas (n=10 ratas/grupo), y el resto de los animales se volvió a someter a la misma evaluación de 

comportamiento con los tests clásicos que se realizaron en edad temprana (Laberinto acuático 

de Morris, Prueba de reconocimiento de objetos y Laberinto en Y). 

 

Figura 11. Diseño experimental Experimento 1. 

 

Para poder estudiar la LTP justo después del destete, se utilizó otro grupo de crías. El 

procedimiento seguido desde la llegada de las ratas preñadas hasta el destete de las crías, 

incluida la suplementación oral con 2’-FL o agua durante el período de lactancia, fue el mismo 

que se describe en el procedimiento anterior, aunque en este caso la suplementación oral 

continuó hasta las 6 semanas de edad. En este punto, los animales se sometieron a la LTP in vivo 

(n=10 ratas/grupo).  
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Tras los estudios, todos los animales fueron sacrificados por una sobredosis de anestesia 

(pentobarbital de sodio, 50 mg/kg de peso corporal), de acuerdo con el procedimiento aprobado 

por el Comité de Ética. 

 

4.1.3 LTP “In vivo”. 

 

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral al 4% a una dosis de 1 ml/100 g de peso 

corporal. Una vez anestesiados, a los animales se les implantaron electrodos de estimulación y 

de registro en el hipocampo para medir la LTP in vivo. Se siguieron las coordenadas estereotáxicas 

[168] para implantar los electrodos estimulantes en la vía colateral-comisura de Schaffer del 

hipocampo dorsal (3,5 mm lateral y 3,2 mm posterior a Bregma). Además, a los animales se les 

implantaron cuatro electrodos de registro en el estrato radiatum ipsilateral debajo del área CA1 

(2.5 mm lateral y 3.6 mm posterior a Bregma). Posteriormente, los animales fueron estimulados 

registrándose el potencial postsináptico excitatorio de campo (fEPSP por sus siglas en inglés: 

Excitatory postsynaptic potential) [169].  

En el caso de los animales jóvenes, se llevó a cabo una segunda estimulación el día después de 

recibir el primero para lograr un mayor potencial de campo sináptico [170]. Tras la estimulación 

de alta frecuencia (HFS por sus siglas en inglés: High-frequency stimulation), se registraron los 

fEPSP durante 30 minutos. En los días siguientes, se realizaron sesiones adicionales de 15 minutos 

de medida de potencial. Puede encontrarse una descripción más detallada de los procedimientos 

para medida de LTP en diversas publicaciones científicas [171].  

 

4.1.4 Pruebas de comportamiento. 

 

Se usó un sistema de video (Sony Camera SSC-G213A) para registrar todos los ensayos con 

animales. El comportamiento de los animales se analizó mediante el software analítico Viewer 

(Biobserve GmbH; St. Augustin, Alemania). 
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▪ Test de reconocimiento de objeto nuevo (NORT por sus siglas en inglés: Novel Object 

Recognition Test). 

La tarea de reconocimiento de objetos se utiliza para evaluar la memoria de reconocimiento que 

involucra tanto a la corteza perirrina como al hipocampo. Esta tarea se basa en la tendencia de 

los roedores hacia la novedad. Al enfrentarse a dos objetos, un roedor sano muestra 

instintivamente más interés por un nuevo elemento (objeto nuevo) explorándolo en primer lugar 

y durante más tiempo, que por un objeto que ya ha explorado (objeto familiar) al que reconoce 

y recuerda. Las desviaciones de este comportamiento denotan deficiencias cognitivas.  

La tarea se realizó en una cámara abierta de plástico negro (40 cm × 40 cm × 50 cm) llamada 

arena. En primer lugar, se llevó a cabo un proceso de habituación de la rata a la arena, en el cual 

se dejó que el animal explorase la arena vacía durante 20 minutos en 3 días consecutivos. Al 

cuarto día, tuvo lugar la fase de adquisición en la que la rata se introdujo en la arena en donde 

se encontraba un par de objetos designados como familiares y se dejó que el animal los explorase 

durante 10 minutos. La fase de retención se produjo 24 horas después de la de adquisición. En 

esta nueva fase uno de los objetos familiares se reemplazó por un objeto nuevo y se permitió al 

animal explorarlos por un tiempo de 5 minutos (Figura 14). Se consideró que los animales estaban 

explorando los objetos cuando se acercaban a ellos con sus bigotes a una distancia de 

aproximadamente 1–2 cm o los lamían; no se consideró exploración aquellos casos en los que el 

animal se sentaba sobre los objetos [172]. El tamaño de los objetos se adaptó a la edad de los 

animales. La variable clave en este test es el tiempo que la rata pasa explorando cada objeto, 

nuevo o familiar, durante la fase de retención. 

 

                         

Figura 12. Descripción de las distintas fases de la prueba de reconocomiento de objeto nuevo (NORT).  
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▪ Laberinto en Y con brazo bloqueado. 

La prueba del laberinto en Y se usa para medir la memoria en roedores y también se basa en la 

tendencia natural de estos animales a explorar nuevos entornos. Los roedores normalmente 

prefieren explorar un nuevo brazo del laberinto en lugar de regresar a uno que ya fue visitado 

previamente. Varias áreas del cerebro, como el hipocampo, el septum, el prosencéfalo y la 

corteza prefrontal están involucradas en esta tarea. 

Para esta tarea se utilizó una estructura de acero inoxidable con tres brazos iguales (50 cm × 20 

cm × 10 cm) e interconectados en 120°. Se eligió una variante del laberinto en Y llamada laberinto 

en Y con brazo bloqueado. Para ello se siguió el protocolo definido por Dellu [173] con alguna 

modificación. En la fase de adquisición, uno de los brazos del laberinto, el que se denominó brazo 

nuevo, estaba cerrado con una pared vertical. Así, en esta fase, el animal solo podía explorar los 

dos brazos que permanecían abiertos; el tiempo de esta fase era de unos 15 minutos. Tras esta 

primera fase, el animal se devolvía a la jaula durante 4 horas. A continuación, tenía lugar la fase 

de retención en la que la pared vertical que anteriormente bloqueaba el brazo nuevo se retiró 

quedando los tres brazos disponibles para ser explorados por la rata. La duración de la fase de 

retención era de 5 minutos (Figura 15). Las variables analizadas en esta fase de retención fueron 

el tiempo que el animal tardaba en acceder al brazo nuevo (latencia) y el tipo de brazo, nuevo o 

familiar, elegido para ser explorado en primer lugar.  

 

                           

Figura 13. Descripción de las fases de la prueba de laberinto en Y con brazo bloqueado.  
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▪ Laberinto acuático de Morris. 

Este paradigma se utiliza principalmente para medir la memoria espacial que está ligada al 

hipocampo.  

En esta tarea se utilizó una piscina (150 cm de diámetro) y una plataforma (50 cm de diámetro) 

de acero inoxidable. En una fase inicial de entrenamiento, la rata tenía que aprender dónde 

estaba ubicada una plataforma oculta dentro de la piscina llena de agua (26±1°C) con la ayuda 

de pistas externas. Cada rata se introdujo en la piscina 4 veces al día, partiendo de cuatro 

posiciones diferentes (4 ensayos/animal/día). La rata permanecía en el agua hasta que 

encontraba la plataforma o, si esto no sucedía, hasta que transcurría 1 minuto. La variable que 

se registraba en esta fase era el tiempo que el animal tardaba en encontrar la plataforma en cada 

ensayo.  

Un día después de terminar la fase de entrenamiento, que podía durar varios días, tenía lugar la 

prueba en sí que consistía en retirar la plataforma e introducir a la rata en la piscina dejando 

explorarla durante 1 minuto. Las variables analizadas en esta fase de prueba fueron el tiempo 

que el animal tardaba en llegar (latencia) a la posición en la que estaba colocada la plataforma 

en la fase de entrenamiento, el tiempo que el animal pasaba en el cuadrante de la piscina donde 

la plataforma había estado ubicada durante el entrenamiento (cuadrante objetivo) y el tiempo 

pasado en el cuadrante opuesto al cuadrante objetivo. 

 

4.1.5 Análisis estadístico. 

 

Los gráficos y el análisis estadístico se realizaron utilizando los paquetes estadísticos SPSS (SPSS 

Inc., Chicago, IL, EE. UU.) y GraphPad (GraphPad Inc., California, EE. UU.). Los resultados se han 

presentado como media ± SEM. Para las comparaciones entre grupos se utilizó una prueba t de 

Student. Para las medidas de LTP y las curvas de entrenamiento en el laberinto acuático de Morris 

se utilizó un análisis de varianza de medidas repetidas (ANOVA por sus siglas en inglés: Analysis 

of variance). Las variables categóricas se analizaron mediante tablas de contingencia utilizando 

la prueba de Fisher. El nivel de significación se estableció en P<0.05 para todas las pruebas. 
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4.2  Experimento 2.  

 

4.2.1 Animales de experimentación. 

 

Se utilizaron ratas preñadas de la raza Sprague-Dawley (Charles River, Saint-Germain-sur-

l'Arbresle, Francia).  Tanto dichas ratas como sus crías se mantuvieron en condiciones 

ambientales óptimas de temperatura (22±2°C), humedad (55±10%) e iluminación (12 horas de 

ciclo de luz/oscuridad). Los protocolos experimentales con animales fueron aprobados por el 

Comité de Ética de la Estación Experimental del Zaidín, Consejo Superior de Investigaciones 

Científicas (Granada, España) y el experimento se realizó de acuerdo con la normativa española 

y europea para el cuidado y uso de animales de experimentación para la investigación. 

 

4.2.2 Diseño experimental. 

 

El diseño experimental del experimento 2 se puede ver en la Figura 16.  

La leche de rata contiene oligosacáridos sialilados, fundamentalmente, 3’-SL y 6’-SL [174]. En la 

leche de rata, el nivel de ácidos siálicos alcanza su punto máximo en el día posnatal 9 (PN9) y 

disminuye bruscamente hasta el día posnatal 15 (PN15), para luego hacerlo más ligeramente 

hasta el final de la lactancia [175]. Para evitar este pico de ácido siálico, se utilizaron dos cohortes 

de ratas preñadas con un desfase de 13 días en la fecha de parto. Los animales se mantuvieron 

con un consumo de agua y dieta de alimentación para gestación, lactancia y crecimiento (Teklad 

Global 18% Protein Diet 2018) ad libitum hasta el parto. La primera cohorte (n = 20), que en 

adelante se nombrarán madres adoptivas, se mantuvo con sus crías hasta el día posnatal 16 

(PN16). Las crías nacidas de la segunda cohorte de madres (n = 27) permanecieron con ellas hasta 

el día posnatal 3 (PN3). Ese día, estas crías de 3 días de edad se separaron de sus madres 

Evaluación de los efectos de una suplementación oral con 6'-SL en crías de rata durante el 

período de lactación en el desarrollo cognitivo. 
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biológicas, fueron pesadas, sexadas y distribuidas aleatoriamente en camadas de 10 crías (5 

machos y 5 hembras). A continuación, las crías de la primera cohorte de madres que para esa 

fecha tenían 16 días de edad fueron separadas de sus madres y sustituidas por las nuevas 

camadas de 3 días de edad. Las madres de la primera cohorte de ratas pasarían así a ser las 

madres adoptivas de las camadas de 3 días. Las madres adoptivas y sus camadas fueron 

distribuidas en 3 grupos experimentales de 4 madres cada uno y 10 crías por madre. Dichas 

madres aceptaron sin problema a las nuevas camadas y las amamantaron el resto del período de 

lactación.  

Dado que el contenido de ácido siálico en la leche de rata alcanza los valores más bajos a partir 

del día PN16, las crías amamantadas por madres adoptivas recibieron menos cantidad de ácido 

siáico que las crías amamantadas en condiciones normales por sus madres biológicas. Se 

establecieron tres grupos experimentales. Para compensar esta deficiencia de ácido siálico en la 

leche de rata de las madres adoptivas, un grupo de crías recibió un suplemento oral de ácido 

siálico libre (Neu5Ac) desde PN3 hasta el destete y el segundo grupo recibió la misma cantidad 

molar de Neu5Ac administrada en forma conjugada como 6'-SL. Estos dos grupos recibieron por 

tanto los mismos niveles de ácido siálico que habitualmente están presentes en la leche de rata, 

pero de dos fuentes diferentes, libre o conjugada. El tercer grupo de crías, grupo control, recibió 

una suplementación oral de agua. El principal objetivo de dicho modelo fue evaluar los efectos 

de una ingesta adecuada de ácido siálico durante la lactación, así como la influencia de la 

estructura bioquímica en la absorción.   

Las crías fueron amamantadas por las ratas adoptivas y a la vez recibieron la suplementación 

dividida varias tomas al día. Tras el destete, todas las madres y dos crías por camada fueron 

sacrificadas con una sobredosis intraperitoneal de anestésico. Los cerebros de las crías 

sacrificadas se separaron en hemisferios. Uno de los hemisferios se tomó para la determinación 

del contenido de ácido siálico mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC por sus 

siglas en inglés: High performance liquid chromatography) y el otro hemisferio se usó para 

determinar la expresión de la proteína de adhesión celular neuronal (NCAM por sus siglasen 

inglés: Neural Cell Adhesion Molecule) y de su forma polisialilada (PSA-NCAM por sus siglas en 

inglés: Polysialylated-NCAM) en la corteza frontal mediante la técnica Western blot.  
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Las crías que no se sacrificaron fueron evaluadas con pruebas de comportamiento clásicas como 

el test de reconocimiento de objetos y el laberinto en Y.  

 

 

Figura 14. Diseño experimental Experimento 2. 

 

Tras concluir dicha evaluación, las crías se mantuvieron durante 1 año con una dieta de 

alimentación estándar. Al año de edad, los animales machos fueron utilizados para las medidas 

electrofisiológicas de LTP, mientras que las hembras fueron sometidas nuevamente a pruebas de 

comportamiento para evaluar los efectos de dicha suplementación en el aprendizaje y memoria 

a largo plazo. Finalmente, estas ratas fueron sacrificadas y sus cerebros analizados por HPLC para 

determinar el contenido de Sia en el cerebro en la edad adulta. 

 

4.2.3 Cálculo de la dosis de ácido siálico. 

 

La concentración de ácido siálico en la leche de rata varía a lo largo del período de lactación 

alcanzando (≈8mg/ml) en el día PN9 y cayendo hasta niveles más bajos el día PN 15 [175] a partir 

del cual se suele mantener. Para determinar los efectos del ácido siálico, se diseñó un modelo 

con tres grupos experimentales. En uno de ellos los animales recibieron menos ácido siálico que 

si hubieran tenido una lactancia normal con sus madres biológicas, es decir, se podrían considerar 

deficientes en ácido siálico. Los otros dos grupos recibieron los mismos niveles de ácido siálico 

que las crías amamantadas naturalmente, pero procedentes de dos fuentes distintas, como ácido 

siálico libre (Neu5Ac) o en forma conjugada como 6'-SL. La dosis diaria de ácido siálico a recibir 
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se calculó en función del contenido de ácido siálico de la leche de rata (Figura 17.a), el peso 

corporal de las crías (Figura 17.b) y la ingesta de leche (Figura 17.c) durante la lactancia, de 

acuerdo con los datos encontrados en la literatura [175] y los datos s de experimentos anteriores 

en el departamento. A partir de la información anterior, se calculó la dosis teórica de ácido siálico 

(mg/kg de peso/día) que las crías de rata normalmente recibirían de la leche de rata (Figura 17.d). 

Se prepararon soluciones de stock equimolares con Neu5Ac y 6’-SL. Se administraron volúmenes 

variables de estas soluciones madre a las crías por día para ajustar la dosis de ácido siálico diaria.  

                 

Figura 15. (a) Concentración de ácido siálico (mg/ml) en la leche de rata según la literatura [175]. (b) Datos experimentales 

sobre la evolución en el peso de crías de rata (g) desde el nacimiento hasta el destete. (c) Ingesta de leche de rata (ml) por parte 
de las crías desde el nacimiento hasta el destete de acuerdo a la literatura. (d)  Dósis de ácido siálico (mg/kg/day) estarían 

recibiendo a lo largo de la lactacion en base a los datos mostrados en las gráficas (a-c). 

 

4.2.4 Determinación del contenido de ácido siálico en cerebro. 

 

Los hemisferios cerebrales de las ratas se utilizaron para determinar la cantidad total de ácido 

siálico por HPLC. Tras la homogeneización del cerebro, se pesaron unos 35 mg y se 

resuspendieron en agua desionizada para alcanzar una concentración de 0,2 mg/µl.  El Neu5Ac 
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se liberó por hidrólisis suave en H2SO4 0,2 N a 80°C durante 1 hora. Después de filtrar y centrifugar 

durante 30 minutos a 10000 rpm, los sobrenadantes se usaron para derivatización con 5-

(diflurometoxi)-2-mercapto-1H-bencimidazol (DMB) según lo descrito por Hara [176] con algunas 

modificaciones. 50 μL de muestra y 50 μL de reactivo DMB (DMB 8 mM, ácido acético 1.5 M, 

hidrosulfito de sodio 14 mM, 2-mercaptoetanol 0.8 M (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA)) se 

mantuvieron durante 2.5 h a 50°C en la oscuridad. A continuación, se inyectó un volumen de 10 

μl de la solución derivatizada en un sistema de HPLC Alliance 2695 equipado con un detector de 

fluorescencia 474 de Waters (Mildford, MA, EE. UU.) según lo descrito por Martin et al. [177]. Se 

utilizó una columna LiChrosorb RP-18 (5 μm, 250 mm × 4,6 mm) con un cartucho protector 

LiChrosorb RP-18 (5 μm), ambos de Supelco (Bellefonte, PA, EE. UU.). Los derivatizados se 

eluyeron isocráticamente usando metanol al 7% (v/v), acetonitrilo al 8% (v/v) en agua durante 

40 minutos a un flujo de 0,9 ml min-1. Todas las inyecciones se realizaron a temperatura 

ambiente. Se monitorizó la fluorescencia del eluyente a 373 nm (longitud de onda de excitación) 

y 448 nm (longitud de onda de emisión). La ganancia se fijó en 1 y la atenuación en 64 para el 

detector de fluorescencia 474.  También se inyectaron un conjunto de estándares (25–250 ng de 

Neu5Ac) con cada conjunto de muestras. Los datos fueron analizados mediante el software 

Millennium (Waters, Milford, MA, EE. UU.).  

 

4.2.5 Western Blot. 

 

Se homogeneizaron ≈15-20 mg de muestra de corteza frontal de crías al destete (PN22) en un 

tampón (PBS, TritonX100 al 0,1% y cóctel inhibidor de proteasa de Sigma Aldrich, Saint Louis, 

MO, EE. UU.) Se centrifugó a 10.000 g durante 15 min y se recogió el sobrenadante. El contenido 

de proteína en la muestra se determinó usando el ensayo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. 

UU.). Se cargaron 10 μg de proteína, diluida en PBS, en geles Criterion XT 4-20% Bis-Tris (Bio-

Rad). La separación se llevó a cabo utilizando tampón MOPS (MOPS 0,05 M, base Tris 0,05 M, 

SDS 0,003 M, EDTA 0,8 mM) a 200 V durante 45 minutos. Las proteínas separadas se transfirieron 

a membranas de nitrocelulosa durante 3,5 h usando una célula de transferencia de electroforesis 

Trans-Blot. Se analizaron seis muestras por grupo. Tras bloquear los sitios de unión no específicos 
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durante 1 hora con albúmina de suero bovino al 3% (BSA, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EE. UU.) 

en TBS-TritonX100 (Triton X100 al 0.025%, base Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6), las 

transferencias se incubaron durante toda la noche a 4°C con uno de los siguientes anticuerpos 

monoclonales: anti-NCAM (Santa Cruz, CA, EE. UU.) a 1:2500; anti-PSA-NCAM (Millipore/Merck, 

Darmstadt, Alemania) a 1:1000. Todos los anticuerpos se diluyeron en TBS que contenía BSA al 

1%. Después de tres lavados rápidos con TBS-TritonX100, las membranas de NCAM se incubaron 

durante 2 horas a temperatura ambiente con HRP anti-IgG a 1:5000 (Sigma Aldrich) mientras que 

las de PSA-NCAM se incubaron con HRP anti-IgG (laboratorios Bethyl, Montgomery TX) a 1: 5000 

por 2h. La β-actina se usó como control para la cuantificación y se detectó con un anticuerpo 

monoclonal (Sigma Aldrich, 1: 5000). Después de cinco lavados con TBS-TritonX100, se utilizó el 

sustrato Pierce Supersignal West-Pico (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) y se procedió a la 

cuantificación usando un sistema Chemidoc XRS de BioRad. 

 

4.2.6 LTP “In vivo”. 

 

Ver sección 4.1.3. 

 

4.2.7 Pruebas de comportamiento. 

 

▪ NORT.  

(Ver sección 4.1.4-Test de reconocimiento de objetos)  

 

▪ Laberinto en Y con brazo bloqueado. 

(Ver sección 4.1.4-Laberinto en Y con brazo bloqueado) 
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▪ Prueba en IntelliCage®. 

La IntelliCage® (NewBehavior AG, Zurich, Suiza) es un sistema de prueba totalmente 

automatizado que se utiliza para analizar el comportamiento espontáneo y de aprendizaje de los 

roedores. Este sistema consiste en una jaula que presenta 4 esquinas. Cada esquina está 

equipada con 2 puertas motorizadas que se bloquean o permiten el acceso a biberones de agua 

colocados a cada lado de la esquina. Cuando una rata intenta acceder a través de cualquiera de 

las 2 puertas introduciendo el hocico (lo que se conoce en inglés como nosepoke), la interrupción 

de un sensor de haz de luz en cualquiera de las puertas activa la apertura de una u otra puerta y 

permite el acceso al biberón de agua correspondiente.  

Unos transpondedores de identificación por radiofrecuencia (RFID por sus siglas en inglés: Radio 

frequency identification) se implantan debajo de la piel de la rata, lo que permite el 

reconocimiento individual de los animales. Así, las entradas de ratas en las esquinas se detectan 

a través de las antenas RFID ubicadas en dichas esquinas. Usando esta tecnología, se pueden 

implementar protocolos para evaluar las actividades de comportamiento de las ratas.  

Los transpondedores RFID se implantaron en los animales y 1 día después éstos se introdujeron 

en la IntelliCage® (n=8ratas/grupo); se mantuvieron allí durante 2 semanas para la habituación a 

la jaula y la realización de la prueba. El proceso de habituación constó de diferentes etapas: 1 día 

de exploración libre con todas las puertas de acceso a los biberones abiertas; 5 días en los que 

las puertas se abrieron sólo cuando el animal visitaba la esquina correspondiente; en los 2 días 

siguientes, las puertas sólo se abrían si había un nosepoke en el lugar correcto (designado por el 

investigador); en los últimos 4 días, un nosepoke abría cualquier puerta pero sólo durante dos 

sesiones de 90 minutos por noche, permanecieron cerradas el resto de la noche y todo el día, 

para estimular el aprendizaje. Estas condiciones están recogidas por la literatura y no son 

perjudiciales para el animal.  

La prueba consiste en medir las capacidades cognitivas de los animales cuando se restringía el 

acceso a los biberones en períodos de tiempo específicos. Durante dicha prueba, que duraba dos 

días, el acceso al agua se restringió a una esquina (esquina correcta) solo durante las dos sesiones 

al día. A cada rata se le asignó aleatoriamente una esquina correcta. Si la rata tocaba con la nariz 
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cualquier otra esquina, no se abría ninguna puerta. Cada visita a la esquina asignada se contaba 

como una respuesta correcta, mientras que si se visitaba cualquier otra esquina distinta de la 

asignada se contaba como respuesta incorrecta, y la puerta no se abría. De esta forma, solo las 

ratas con habilidades cognitivas adecuadas eran capaces de aprender cuál era la esquina correcta 

en este paradigma de aprendizaje. 

 

4.2.8 Análisis estadístico. 

 

Las gráficas y el análisis estadístico se realizaron utilizando los softwares SPSS (SPSS Inc, Chicago, IL, EE. 

UU.) Y GraphPad (GraphPad Inc, La Jolla, CA, EE. UU.). Los datos se han presentado como como media ± 

S.E.M. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba t de Student. Para NORT, 

Western blot y LTP se utilizó un análisis de la varianza (ANOVA). Las variables categóricas como las 

respuestas en el laberinto en Y y la prueba en IntelliCage® se analizaron mediante una prueba de Fisher. 

El nivel de significación se estableció en p <0.05 para todas las pruebas. 

 

4.3 Estudio clínico materno-infantil.  

 

4.3.1 Diseño del estudio. 

 

El estudio PREOBE (“Role of nutrition and maternal genetics on the programming of development 

of fetal adipose tissue”) es un estudio prospectivo de casos y controles coordinado por el 

Departamento de Pediatría de la Facultad de Medicina de la Universidad de Granada (España). El 

protocolo del estudio clínico fue aprobado por los comités de ética médica del Hospital Clínico 

Universitario San Cecilio y el Hospital Universitario Materno-Infantil de Granada (España). Todos 

Evaluación del efecto del estado metabólico materno sobre las concentraciones de 2'-FL y 

6'-SL en la leche humana y su potencial influencia en el neurodesarrollo de los niños. 

Estudio clínico PREOBE.  
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los participantes firmaron un consentimiento informado al comienzo del estudio. El ensayo se 

registró en www.ClinicalTrials.gov, identificador (NCT01634464). 

El objetivo del estudio PREOBE es la identificación de biomarcadores genéticos y bioquímicos 

relacionados con la programación de la obesidad en las primeras etapas de la vida. Algunos 

resultados derivados de este ensayo clínico [178-181] ya han sido publicados. La población objeto 

de este estudio fueron mujeres embarazadas de 18 a 45 años de edad que se encontraban entre 

la semana 12 y 34 de gestación. Se establecieron 4 grupos de estudio, alcanzándose un tamaño 

de muestra final de 331 sujetos reclutados: mujeres sanas de peso normal (18.5≤pIMC<25kg/m2; 

n=132), mujeres con sobrepeso (25≤pIMC <30 kg/m2; n=56), mujeres obesas (pIMC ≥30kg/m2; 

n=64) y mujeres con DMG (pIMC ≥18.5 kg/m2; n=79).  

Fueron excluidos del estudio los sujetos que participaban en otros estudios clínicos, recibieron 

tratamiento farmacológico, consumían dieta vegana o padecían alguna de las siguientes 

enfermedades: diabetes pregestacional, hipertensión o preeclampsia, retraso del crecimiento 

intrauterino fetal, infección durante el embarazo, hipo/hipertiroidismo, enfermedades hepáticas 

o renales.  

En el trabajo que se describe en este proyecto de tesis doctoral se incluyeron los datos del 

seguimiento del neurodesarrollo que se llevó a cabo en los niños hasta los 18 meses de edad. 

Concretamente, el neurodesarrollo de los lactantes se evaluó a los 6 y 18 meses de edad 

utilizando las Escalas de Bayley de Desarrollo Infantil, Tercera Edición (BSID-III). BSID-III evalúa 

cinco dominios del desarrollo: cognitivo, lenguaje, motor, comportamiento adaptativo y 

desarrollo socioemocional, los cuales se describen ampliamente en diferentes publicaciones 

[182,183]. El test BSID-III es adecuado para la evaluación de niños entre 1 mes y 42 meses de 

edad. El diagrama de flujo del presente estudio se muestra en la Figura 18. 

A las madres participantes en el estudio PREOBE se les pidió que tomaran muestras de leche 

materna al mes del parto (leche madura) en alícuotas de 5 ml antes y después de cada toma de 

leche durante 1 día y las congelaran a -20ºC.  Se entregó a las madres una pequeña nevera para 

que pudieran transportar dichas muestras de leche al hospital. A continuación, las muestras se 

mezclaron y se almacenaron a -80ºC hasta el momento de su análisis. 
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Figura 16. Diagrama de flujo de la determinación del conetnido en  2’-FL y 6’-SL en leche materna y evaluación del desarrollo de 
los bebes dentro del estudio PREOBE.  

 

4.3.2 Análisis de HMOs en leche humana. 

 

Se analizaron un total de 82 muestras de leche madura (1 mes postparto) por UHPLC-MS/MS ( 

en inglés: Ultra performance liquid chromatography - tandem mass spectrometer) siguiendo el 

proceso descrito previamente por Santos-Fandila et al. [184] con algunas modificaciones. Las 

muestras de leche materna se descongelaron en un baño de agua a 37°C durante 10 minutos con 

agitación suave para evitar la separación de la fracción grasa. Se colocó una alícuota de 25 μl en 

un tubo Eppendorf con 500 μl de agua MilliQ, se agitó en vórtex durante 1 minuto y se filtró a 

través de filtros Amicon (Merck) 10K 30 minutos a 8°C y 14,000 rpm. 
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El análisis cromatográfico se realizó utilizando una columna UHPLC BEH Amide (2.1x100 mm, 

tamaño de partícula 1.7 μm) de Waters. El caudal fue de 300 μL/min. La columna se mantuvo a 

25ºC, la muestra a 20ºC y el volumen de inyección fue de 1 μL. Se usó una fase móvil con 

gradiente que consistía en una solución acuosa de amoniaco al 0,1% (v / v) (disolvente A) y 

amoniaco al 0,1% (v / v) en acetonitrilo (disolvente B). Las condiciones del gradiente fueron: 0.0-

3.0 min, 10-25% A; 3,0-8,0 min, 25-40% de A; 8,0-8,1 min 40-10% de A; y 8.1-10.0 min 10% A para 

estabilizar las condiciones iniciales. El tiempo de ejecución total fue de 8,1 min, y el tiempo para 

reacondicionar la columna con 10% del disolvente A fue de 1,9 min. Como disolvente débil se 

utilizó una mezcla de 25 ml de agua y 75 ml de acetonitrilo, y como disolvente fuerte, una mezcla 

de 80 ml de agua y 20 ml de acetonitrilo. Las curvas estándar de cuantificación se prepararon con 

estándares externos de 2’-FL y 6’-SL (Inalco, > 95% de pureza) a concentraciones de 0.015, 0.1, 

0.5, 2, 10 y 20 mg/L. Las muestras se cuantificaron utilizando una dilución apropiada dentro del 

rango dinámico lineal de la recta de calibración. Las concentraciones finales se obtuvieron 

aplicando el factor de dilución correspondiente.  

 

4.3.3 Análisis estadístico. 

 

Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el paquete de software estadístico R 

para Windows (versión 3.4). Para comparar variables continuas, se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) para datos distribuidos normalmente y el test de Kruskal-Wallis para variables no 

normales. Se utilizó la prueba de chi-cuadrado para las proporciones. Los datos se expresaron 

como media ± desviación estándar o frecuencias dependiendo del resultado. Se utilizaron 

comparaciones post hoc de Bonferroni o Dunn para identificar diferencias significativas entre los 

grupos. 

Se realizaron análisis de correlación de Pearson y regresión lineal multivariante para evaluar la 

relación entre las concentraciones de 2'-FL y 6'-SL y las puntuaciones de las escalas del test BSDI-

III. Para determinar qué factores de confusión deben considerarse en los resultados de BDSI-III 

en los análisis de regresión multivariantes, se compararon las condiciones de referencia entre los 
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grupos y aquellas variables que fueron estadísticamente diferentes entre los grupos se 

identificaron como factores de confusión. 
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5.1 Experimento 1.  

 

5.1.1  LTP “In vivo”. 

 

Los resultados obtenidos en la prueba de LTP para ambas edades, animales jóvenes y adultos, se 

muestran en la Figura 19. Los valores de fEPSP fueron significativamente mayores (P<0.05) en el 

grupo de animales que recibió suplementación con 2'-FL si lo comparamos con el grupo control 

a ambas edades.  

Estos datos sugieren, por tanto, que la 2’-FL podría tener una acción moduladora sobre la 

plasticidad sináptica en ratas no sólo justo después de la suplementación (animales jóvenes), sino 

también al año de haberla recibido (animales adultos). 

                 

 

Figura 17. LTP. Potenciales experimentalmente evocados en los dos grupos de animales en estudio a las 6 semanas  (a) y al año 
de edad (b). n= 10 ratas por grupo. Los datos se recogieron antes y después de aplicar el estímulo (HFS) y se representan como 

media±SEM. Estudio estadístico con ANOVA; el* indica diferencias significativas con respecto al control (p<0.05). 

 

Dentro del procedimiento de LTP, es conveniente resaltar que los animales jóvenes requirieron 

dos estímulos para obtener una respuesta considerable, mientras que las ratas adultas 

alcanzaron grandes potenciales tras aplicar un sólo estímulo.  

Evaluación de los efectos de una suplementación oral con 2'-FL en crías de rata durante el 

período de lactación en el desarrollo cognitivo. 
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5.1.2 Pruebas de comportamiento.  

 

▪ NORT. 

El test de reconocimiento de objetos también se llevó a cabo en ambas edades. En las ratas 

jóvenes, aunque no se encontraron diferencias significativas los animales de ambos grupos 

pasaron más tiempos explorando el objeto nuevo que el familiar en valor absoluto. En general, a 

lo largo de este trabajo se han encontrado dificultades para llevar a cabo la evaluación cognitiva 

de animales jóvenes con pruebas de comportamiento, de hecho, se ha descrito que los animales 

jóvenes tienen una menor capacidad para la exploración y mayor falta de atención que los 

animales adultos. Por el contrario, se observaron diferencias cuando los animales envejecieron 

(Figura 20.b). En la edad adulta, el tiempo durante el cual las ratas del grupo 2’-FL exploraron el 

objeto nuevo fue significativamente mayor (p=0.003) al que pasaron explorando el familiar; por 

su parte las ratas del grupo control exploraron ambos objetos durante el mismo tiempo. Otro 

dato interesante fue que las ratas adultas del grupo 2’-FL tendieron a pasar más tiempo 

explorando los objetos (familiar y nuevo) que los controles. De esta forma, si comparamos ambos 

grupos, los animales que fueron suplementados con 2’-FL exploraron el nuevo objeto por más 

tiempo que los controles (p=0.0475). Estos resultados podrían respaldar un efecto positivo a 

largo plazo de la 2′-FL respecto a la tarea de reconocimiento de objetos. 

 

Figura 18. NORT. Tiempode exploración (s) de los objetos familiar y nuevo para los dos grupos de estudio en animales jóvenes 
(n=8 ratas/grupo) y ratas de 1 año de edad (b, n=12 ratas/grupo) en la fase de retención. Los resultados se presentan como 

media±SEM. Estudio estadísico realizado con un test t de Student; * indica diferencias significativas al comparar los tiempos de 
exploración (p<0.05). 
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▪ Laberinto en Y con brazo bloqueado. 

De nuevo, esta prueba se realizó tanto en animales jóvenes como adultos para lo cual se 

adaptaron las dimensiones del laberinto a cada edad. A pesar de ello, esta tarea no se pudo 

completar en animales jóvenes pues las ratas tendían a saltar del laberinto hacia el exterior 

imposibilitando el análisis.  

En el caso de los animales adultos (Figura 21), éstos completaron la tarea de manera adecuada. 

Un desempeño correcto de esta prueba consiste en mostrar una mayor tendencia a visitar el 

brazo nuevo en primer lugar y durante más tiempo en la fase de retención. 

                           

Figura 19. Laberinto en Y con brazo bloqueado. (a) Latencia al brazo nuevo en animales de 1 año de edad en la fase de 
retención. Los resultados se expresan como media±SEM. Estudio estadístico realizado con un test t de Student. * indica 

diferencias significativas respecto al grupo control (p<0.05). (b) Porcentaje de ratas de 1 año de edad que eligieron el brazo 
nuevo como primera opción en la fase de retención (partde de la columna lisa) frente al porcentaje de animales que no lo 

hicieron (parte de la columna rayada). Estudio estadístico mediante test de Fisher; * indica diferencias significativas p<0.05. (c) 
Tiempo de exploracion del objeto nuevo en la fase de retención en ratas de 1 año. Los resultados se expresan como media±SEM. 

Estudio estdístico realizado con una t de Student.  

 

Los datos obtenidos del laberinto Y en animales adultos mostraron que la latencia al brazo nuevo 

de las ratas del grupo 2’-FL fue significativamente menor que la de las ratas control (p=0.0331), 
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es decir fueron más rápidamente a visitar el brazo nuevo que los brazos familiares.  Además, se 

observó que el 83% de las ratas del grupo 2′-FL visitaron el brazo nuevo como primera opción; 

este porcentaje fue significativamente mayor (p =0.0138) que el del grupo de control (67%). Los 

animales que recibieron 2'-FL también parecían pasar más tiempo explorando el brazo nuevo que 

el grupo control, aunque no se encontraron diferencias significativas (p= 0.1388). 

 

▪ Laberinto acuático de Morris. 

Los animales necesitan ser entrenados en esta tarea. Durante el entrenamiento, la plataforma 

permanece en la misma posición con respecto a dos pistas externas y la rata debe aprender a 

usarlas para localizar la plataforma dentro de la piscina. Dicho entrenamiento finaliza cuando el 

tiempo en el que encontraban la plataforma permanece constante sin disminuir. Por lo tanto, la 

fase de entrenamiento reflejar cómo se produce el proceso de aprendizaje en la rata.  

Como se muestra en la Figura 22, esta fase tardó 8 días en completarse tanto en ratas jóvenes 

como mayores. El parámetro registrado durante la fase de entrenamiento fue el tiempo que los 

animales tardaban en encontrar la plataforma escondida en la piscina. Al transcurrir los días de 

entrenamiento dicho tiempo debería ir disminuyendo hasta alcanzar un plato en el que ya no 

baja más. En este punto se realizará la prueba. Cuanto mayor sea la pendiente en la curva de 

entrenamiento, mejor será el proceso de aprendizaje pues indicaría que el animal acude cada vez 

más rápidamente hacía la plataforma y, por tanto, que recuerda dónde se encuentra la 

plataforma en la piscina nadando directamente hacia ella. Tanto en animales jóvenes como en 

animales adultos, ambos grupos mostraron similares habilidades para aprender dónde estaba la 

plataforma en la fase de entrenamiento.  
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Figura 20. Laberinto acuático de Morris. Latencia a la plataforma en las sesiones de entrenamiento para animales jóvenes (a) y 
adultos (b). n=12 animales/grupo. Los resultados mostrados son la media para cada día de entrenamiento (4 

entrenamientos/rata/día). Estudio estadístico realizado con un ANOVA de dos vías.  

 

En el día de prueba en el caso de los animales jóvenes, no se encontraron diferencias entre los 

grupos con respecto a la latencia a la plataforma (12.6 ± 3.4s para el grupo 2′-FL frente a 19.2 ± 

4.4s para el grupo de control, p=0.2463) o el tiempo pasado en el cuadrante objetivo (24 ± 2.3s 

para el grupo 2′-FL versus 20.2 ± 1.7s para el grupo de control, p=0.1874). Un año después, 

cuando las ratas fueron de nuevo evaluadas en el laberinto de Morris, los resultados obtenidos 

fueron parecidos a los observados en la juventud: no se observaron diferencias significativas 

entre los grupos para la latencia a la plataforma (10.3 ± 2s para el grupo 2′-FL versus 6.4 ± 1.3s 

para el grupo control, p=0.1085) o para tiempo transcurrido en el cuadrante objetivo (24.1 ± 2.3s 

para el grupo 2′-FL versus 29.4 ± 2s para el grupo control, p=0.0893). Si se observan los valores 

absolutos, mientras que las ratas 2'-FL parecían tener un mejor rendimiento que las ratas de 

control cuando eran jóvenes, se observó lo contrario en animales de edad avanzada. No obstante, 

las diferencias no alcanzaron significación en ningún grupo de edad. 
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5.2 Experimento 2.  

 

5.2.1 Contenido de ácido siálico en el cerebro. 

 

El contenido de Neu5Ac en cerebro de las ratas al destete (día PN22) y al año de edad se muestra 

en la Tabla 2. La concentración cerebral de ácido siálico (µg NeuAc/mg de cerebro) no mostró 

diferencias significativas entre los tres grupos experimentales a ninguna edad.  

 

Tabla 2. Concentración de ácido siálico (µg Neu5Ac/mg cerebro) en ratas al destete y al año de edad suplementadas con 
distintas fuentes de ácido siálico o agua durente el periodo de lactación. Resultados expresados como media±SEM.  

Concentración de Ácido Siálico (µg Neu5Ac/mg cerebro) 

  Grupo Neu5Ac  Grupo 6’-SL Grupo Control  Valor P 

Crías de rata 

(n=8/grupo) 
1.399±0.067 1.405±0.124 1.422±0.058 p=0.8336 

Ratas 1 año edad  

(n=8-10/grupo) 
1.018±0.106 1.067±0.025 0.9745±0.096 p=0.2143 

      

 

5.2.2 Western Blot. 

 

Se analizaron muestras de corteza frontal de crías destetados (PN22) para determinar la 

expresión de NCAM y PSA-NCAM mediante Western blot (6 crías/grupo). La β actina se usó como 

control para la cuantificación. El grupo de control se utilizó como grupo de referencia. 

Como se muestra en la Figura 23, no se encontraron diferencias entre los grupos en relación a la 

expresión de NCAM (p=0.8819). Sin embargo, las ratas que recibieron suplementación de 6’-SL 

Evaluación de los efectos de una suplementación oral con 6'-SL en crías de rata durante el 

período de lactación en el desarrollo cognitivo. 
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durante la lactancia expresaron más PSA-NCAM en la corteza frontal en comparación con las 

ratas suplementadas con Neu5Ac (p=0.012) o animales del grupo control (p=0.041). 

 

 

Figura 21. Expresión relativa de las proteínas NCAM (a) y PSA-NCAM (b) en muestras de corteza frontal de animales al destete 
de los tres grupos experimentales. Resultados expresados como media±SEM (n=6 animales/ grupo), p<0.05 indica diferencias 

significativas entre grupos. Estudio estadístico realizado mediante el test t de Student y ANOVA.  

 

5.2.3 LTP “In vivo”. 

 

Al año de edad, se llevó a cabo la LTP in vivo en ratas macho (10 ratas/grupo) cuya representación 

se puede ver en la FIGURA 24. La respuesta de LTP fue significativamente mayor en ratas 

suplementadas con 6’-SL durante la lactancia en comparación con los controles. Estas diferencias 

permanecieron incluso en los días posteriores a la estimulación.  El grupo Neu5Ac también 

alcanzó en valor absoluto una mayor respuesta en LTP que el grupo control, aunque la diferencia 

no fue estadísticamente significativa. 
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Figura 22. LTP. Potenciales experimentalmente evocados en los tres grupos de animales en estudio al año de edad. Los datos se 
recogieron antes y después de aplicar el estímulo (HFS) y se representan como media±SEM. Estudio estadístico con ANOVA;* 

indica diferencias significativas entre el grupo 6’-SL y el grupo control  (p<0.05). 

 

5.2.4 Pruebas de comportamiento.  

 

Se realizó una evaluación del comportamiento con diferentes pruebas a diferentes edades. Al 

destete y al año se llevaron a cabo el NORT y la prueba del laberinto Y con brazo bloqueado. Los 

resultados obtenidos al destete no mostraron ninguna diferencia entre los tres grupos evaluados 

(datos no mostrados). Por el contrario, los datos encontrados en la edad adulta fueron más 

concluyentes y sí se apreciaron diferencias entre grupos.  

 

▪ NORT. 

Con respecto al NORT, el parámetro clave que se evaluó fue el tiempo dedicado a explorar el 

objeto nuevo frente al familiar en la fase de retención. Los animales con buenas habilidades 

cognitivas tenderían a explorar el objeto nuevo por más tiempo. Como se muestra en la Figura 

25, las ratas que pertenecen a los grupos que recibieron suplementación, tanto Neu5Ac como 

con 6′-SL, pasaron más tiempo explorando el objeto nuevo que el familiar (n=8 ratas/grupo). En 
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el caso del grupo control, los animales exploraron durante el mismo tiempo el objeto familiar y 

el nuevo, lo que sugiere que no los llegaron a diferenciar.   

                                          

Figura 23. NORT. Tiempo de exploración (%) que las ratas de 1 año de edad pasan explorando el objeto nuevo frente al familiar 
en la fase de retención para los tres grupos de estudio. n=8 ratas/grupo.  Estudio estadístico realizado con test t de Student y 

ANOVA; p<0.05 indica diferencias significativas entre grupos.  

 

▪ Laberinto Y con prueba de brazo bloqueado. 

En cuanto a la tarea del laberinto en Y con brazo bloqueado, en las ratas adultas (n=8 ratas/grupo) 

de nuevo se observó que en la fase de retención los animales que habían recibido ácido siálico, 

ya sea como Neu5Ac o como 6’-SL durante la lactancia, se comportaron significativamente mejor 

que el grupo de control al identificar claramente el brazo nuevo, es decir aquel que había sido 

previamente bloqueado durante la fase de adquisición. 

La Figura 26 muestra el porcentaje de animales de cada grupo que visitaron en primer lugar el 

brazo nuevo frente al porcentaje de animales que visitaron en primer lugar los brazos familiares 

en la fase de retención. Las ratas que recibieron ácido siálico durante la lactación alcanzaron las 

mejores puntuaciones: el 88% de los animales suplementados con 6’-SL y el 75% de las ratas que 

recibieron Neu5Ac visitaron primero el brazo nuevo. Por el contrario, el grupo de control visitó 

el brazo nuevo en primer lugar en el mismo porcentaje que los familiares. Desde un punto de 

vista estadístico, la puntuación alcanzada por el grupo 6’-SL fue significativamente mayor, no solo 

en comparación con el grupo control (p<0,0001) sino también en comparación con el grupo 
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Neu5Ac (p=0.0279); también se observó un mejor resultado de los animales que recibieron 

Neu5Ac frente a los controles (p=0.0004). 

                                             

Figura 24. Laberinto en Y con brazo bloqueado. Porcentaje de ratas de 1 año de edad que eligieron el brazo nuevo como 
primera opción de visita en la fase de retención frente a aquellos que no lo hicieron. n=8 ratas/grupo. Estudio estadístico 

mediante test de Fisher. * p<0.05 indica diferencias significativas entre grupos.  

 

 

▪ Protocolo IntelliCage®. 

En cuanto a la prueba realizada con el sistema IntelliCage® (n=8 ratas/grupo), los resultados 

obtenidos fueron similares a los observados en las pruebas de comportamiento anteriores.  

Como se explicó en la sección 4.2.7, durante la prueba, que se realizó en dos días consecutivos, 

el acceso al agua se restringió a dos sesiones por día en las esquinas correctas (asignadas para 

cada rata). Se analizaron los porcentajes de visitas a las esquinas correctas e incorrectas. Los 

grupos suplementados con Neu5Ac y 6’-SL obtuvieron el 41% y el 39% de visitas correctas, 

respectivamente, mientras que el grupo control alcanzó el 25% de las visitas correctas (Figura 

27). De este modo, de nuevo los grupos suplementados con ácido siálico, con Neu5Ac o 6’-SL, 

mostraron un mejor comportamiento en la tarea en comparación con el grupo de control. 
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Figura 25. Intellicage. Porcentaje de visitas a la esquina correcta frente a la incorrecta en ratas de 1 año de edad de los tres 
grupos experimentales durante los días de prueba (2 días, 2 sesiones/día). n=8 ratas/grupo. Estudio estadístico mediante test de 

Fisher; p<0.05 indica diferencias significativas entre grupos. 

 

5.3 Estudio clínico materno-infantil.  

 

5.3.1 Datos demográficos, de base o referencia. 

 

La información demográfica, las condiciones de referencia y otras características generales de la 

población de estudio se muestran en la Tabla 3. 

Se comprueba una ganancia de peso durante la gestación significativamente menor en las 

madres que desarrollaron diabetes gestacional respecto al resto de grupos. El coeficiente 

intelectual paterno resultó significativamente más bajo en los padres de los niños nacidos de 

madres obesas; el nivel educativo de las madres sanas normopeso era significativamente más 

alto que el de las madres obesas. 

Evaluación del efecto del estado metabólico materno sobre las concentraciones de 2'-FL y 

6'-SL en la leche humana y su potencial influencia en el neurodesarrollo de los niños. 

Estudio clínico PREOBE.  
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Tabla 3. Características generales e información adicional de las parejas de “madre-hijo” que participaron en el presente estudio 
y comparación entre los grupos de estudio.   

 
  Peso Normal                     

n=32 
Sobrepeso                     

n=23 
Obesidad                               

n=13 
DMG  
n=14 

Valor-P 

Variables Maternas/Paternas 
Edad Materna (Años)*  31.47±3.84  32.39±3.76 31.69±4.09  33.36±3.03 0.429 

Peso Pre-concepcional (Kg)*   58.78±5.16
a
 72.83±5.95

b
  85.13±8.73

b
   75.05±26.6

b
 <0.001 

IMC Pre-concepcional (Kg/m2)*  21.98±1.53
a
 27.46±1.39

ab
 33.64±2.86

b
 28.42±9.19

ab
 <0.001 

Ganancia peso embarazo (Kg)*  12.59±3.48
a
 11.52±5.65

a
  9.28±5.51

a
 5.7±11.35

b
  0.013 

Tabaco No 26 22 13 14 0.062 

Sí 6 1 0 0 

Alcohol No 32 22 12 13 0.507 

Sí 0 1 1 1 

Peso placenta (g)* 
 

498.71±134.18 504.00±122.71 536.15±136.23 465.38±90.06 0.556 

Tipo de parto Eutócico 21 13 8 7 0.521 

Distócico  5 3 1 3 

Cesárea 6 7 4 4 

CI Materno (puntos)*   112.92±11.99 103.50±15.37  111.27±13.18 106.17±13.35 0.123 

CI Paterno (puntos)* 
 

109.08±11.2
ab

 102.78±11.21
ab

   92.67±6.35
a
  111.89±6.25

b
 0.025 

Nivel educativo materno Primaria/ 
Secundaria 

11
a
 13

ab
 12

b
 8

ab
 0.005 

Universidad 21
a
 10

ab
 1

b
 6

ab
 

Estado familiar Soltera/ 
Separada 

0 0 1 0 N/A 

Casada/  
En pareja 

32 23 12 14 N/A 

Variables del Lactante 
EG (semanas)*   39.5±1.14 39.64±1.18 40.31±1.11 39.23±1.42 0.119 

Peso al nacer (Kg)* 
 

3.33±0.39 3.31±0.49  3.49±0.42 3.24±0.41 0.481 

Longitud al nacer (cm)*  50.47±1.77 50.20±2.00 51.35±1.89 50.58±2.11 0.383 

Ø cabeza (cm)*  34.13±1.28 34.36±1.34 35.04±1.16 34.88±0.92 0.106 
Ø cintura (cm)*  32.19±2.14

a
 32.24±2.35

a
 34.55±2.24

b
  33.41±2.01

ab
 0.029 

Sexo Niño 14 10 7 8 0.786 

Niña 18 13 6 6 
Tipo alimentación 1er mes LM 30 21 10 13 0.733 

F 0 0 0 0 

Mixta 2 2 2 1 

Tipo alimentación 3er mes LM 19 14 7 7 0.901 

F 5 4 4 4 

Mixta 8 5 2 3 

Tipo alimentación 6º mes LM 6 6 2 4 0.724 

F 12 11 4 6 

Mixta 13 6 7 4 

DMG: Diabetes Mellitus Gestacional. n=número de casos. IMC: Índice de masa corporal; EG: Edad gestacional; Ø: Perímetro; 

*Resultados expresados como media ± desviación estándar; resto de resultados expresados como frecuencias. Estudio estadístico 

con ANOVA para variables normales, test de Kruskal-Wallis para variables no normales continuas y prueba de Chi-cuadrado para 

proporciones. Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos p<0.05. 
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Respecto a las variables antropométricas al nacimiento, el perímetro de la cintura resultó 

significativamente más grande en los recién nacidos de madres obesas respecto al de los bebés 

de madres con sobrepeso o peso normal.  

 

5.3.2 Concentraciones de HMOs en la leche materna. 

 

▪ Concentración de 6'-SL. 

Se analizó el contenido de 6'-SL en muestras de leche humana al mes postparto. Los resultados 

se muestran en la Tabla 4 y se representan en la Figura 28. No se encontraron diferencias 

significativas (p=0.641) al comparar los grupos de estudio.  

Tabla 4. Concentración de 6’-SL en leche materna madura (1er mes postparto) de madres pertenecientes al estudio PREOBE. 

                

                                             

Figura 26. Diagrama de caja y bigote para las concentraciones de 6’-SL en leche materna madura (1er mes postparto) de madres 
participantes en el estudio PREOBE. Las líneas horizontales en las cajas representan las medianas. Los valores atípicos (outliers) 

se representan como puntos individuales y se detectaron aplicando la regla de Tukey.  
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▪ Concentración de 2'-FL. 

Para entender correctamente los resultados expuestos a continuación conviene recordar que en 

general, no todas las madres contienen 2’-FL en la leche de forma que su presencia en la leche 

humana depende del sistema del grupo histo-sanguíneo al que pertenezca la madre: las madres 

no secretoras generalmente carecen de 2’-FL y otros oligosacáridos α1-2 fucosilados debido a la 

ausencia de la enzima FUT2 [42]. En algunos estudios, el estado secretor o no secretor se 

determina mediante pruebas serológicas, como se menciona en una revisión sistemática 

publicada recientemente [185]; sin embargo, estas pruebas no se incluyeron en el protocolo del 

presente ensayo clínico. Como en este caso se pudo detectar 2’-FL en todas las muestras de leche, 

se prefirió hacer referencia a las madres con concentraciones bajas o altas de 2’-FL en su leche 

en lugar de madres no secretoras y secretoras. Las concentraciones de 2’-FL para las 82 madres 

fueron representadas gráficamente (Ver Figura 29). El gráfico mostró una clara distribución de 

las madres estudiadas en dos subgrupos diferentes en función de si la concentración de 2'-FL 

fuera baja o alta. De un total de 82 madres, 35 se incluyeron en el subgrupo de baja concentración 

de 2’-FL y las 47 restantes, en el grupo de alta concentración de 2’-FL, representando 

aproximadamente el 43% y el 57% del total de madres, respectivamente. 

           

Figura 27. Distribución de las madres estudiadas según la presencia de concentraciones altas o bajas de 2’-FL en la leche 
materna.  

La Tabla 5 y la Figura 30 muestran os resultados obtenidos respectos al contenido de 2'-FL en las 

muestras de leche humana madura. No se encontraron diferencias significativas al comparar las 

concentraciones de 2’-FL de los grupos de estudio generales (normopeso, sobrepeso, obesidad o 
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DMG) teniendo en cuenta los subgrupos con baja 2'-FL (p=0.092) o alta 2'-FL (p=0.215). En el 

subgrupo con baja concentración de 2’-FL en leche materna, las medias oscilaron entre 3.89 y 

10.2 mg/L en las madres con DMG y en las madres normopeso, respectivamente; en el caso de 

las madres con alta concentración de 2’-FL en la leche, los valores medios también oscilaron entre 

1153.03 mg/L y 1712.80 mg/L para madres con DMG y las normopeso, respectivamente. En 

ningún caso se observaron diferencias estadísticamente significativas. 

Tabla 5. Concentración de 2’-FL en leche madura según los grupos de madres establecidos en el estudio PREOBE. 

 

                                          

Figura 28. Diagrama de caja y bigote para las concentraciones de 2’-FL en leche madura (1er mes postparto) de madres 
participantes en el estudio PREOBE. Las líneas horizontales en las cajas representan las medianas. Los valores atípicos (outliers) 

se representan como puntos individuales y se detectaron aplicando la regla de Tukey. 
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5.3.3 Evaluación del neurodesarrollo hasta los 18 meses. 

 

De las 82 madres que proporcionaron muestras de leche, 81 dieron su consentimiento para 

evaluar a sus bebés a los 6 meses de edad usando el test BSDI-III y 76 madres lo hicieron para la 

evaluación de sus hijos a los 18 meses. 

Como se observó en la sección anterior, ni el IMC pregestacional ni el desarrollo de diabetes 

gestacional en la madre influyeron en las concentraciones de 2´-FL o 6'-SL en la leche madura. 

Considerando este hecho, se creyó conveniente agrupar todos los resultados obtenidos del 

análisis de las 82 muestras de leche materna, para el análisis de la posible asociación entre las 

concentraciones de 2'-FL y 6'-SL en la leche humana y las puntuaciones de los dominios de 

neurodesarrollo obtenidos en los bebés a los 6 y 18 meses de edad mediante el test BSID-III. 

Se hizo un primer análisis de correlación de Pearson para detectar las posibles asociaciones entre 

las concentraciones de 6’-SL y 2’-FL en leche materna y las puntuaciones obtenidas en las 

diferentes escalas del test BSDI-III. Los resultados obtenidos mostraron una asociación positiva 

entre la concentración de 6’-SL y las puntuaciones obtenidas por los bebés en la escala cognitiva 

a los 18 meses de edad; por otra parte, los resultados también mostraron una débil asociación 

positiva entre las concentraciones de 2’-FL y las puntuaciones obtenidas por los lactantes en la 

escala motora a los 6 meses de edad (Figura 31). Sin embargo, en el caso de la 2’-FL dicha 

correlación positiva se perdió al separar los sujetos en los grupos de Alta 2’-FL y Baja 2’-FL, 

probablemente debido al bajo número de casos en cada grupo y/o a la influencia de aquellos 

cuyas madres presentaron baja concentración de 2'-FL en la leche. 
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Figura 29. Correlaciones de Pearson entre las concentraciones de 6’-SL en leche materna y los resultados obtenidos por los bebés 
en la escala cognitiva a los 18 meses (a) y las concentraciones de 2’-FL en leche materna y los resultados obtenidos por los bebés 

en la escala motora a los 6 meses de edad (b).  

 

A continuación, dados los resultados obtenidos se decidió llevar a cabo un análisis de regresión 

multivariante no ajustado y ajustado como se muestra en las Tablas 6 y 7. El ajuste estadístico se 

realizó en base a dos enfoques diferentes: (1) utilizando como factores de confusión la ganancia 

de peso en el embarazo, el coeficiente intelectual paterno y el  nivel educativo materno ya que 

esos factores son significativamente diferentes entre los grupos de estudio PREOBE (Ver Tabla 

3); (2) utilizando como factores de confusión aquellas variables significativamente diferentes al 

analizar las condiciones de referencia para los grupos de alta  2’-FL y baja 2’-FL; en este último 

caso, los grupos sólo eran diferentes en cuanto al peso materno pre-concepcional (p=0.032). 

Respecto a la 6'-SL, en la regresión multivariante no ajustada se observó una asociación positiva 

(p=0.023) entre las concentraciones de la 6'-SL en leche materna y las puntuaciones alcanzadas 

en las escalas cognitivas por los bebés a los 18 meses de edad (Ver también el gráfico de 

correlación en la Figura 31.a) y se identificó una tendencia (p=0.082) entre las concentraciones 

de la 6'-SL y los resultados en la escala motora a la misma edad (Tabla 6). Cuando se llevó a cabo 

el ajuste por la ganancia de peso en el embarazo, el coeficiente intelectual paterno, el nivel 

educativo materno y el grupo de estudio PREOBE, se mantuvo la asociación positiva entre la 

concentración de la 6'-SL y las puntuaciones cognitivas a los 18 meses de edad (p=0.041). Para el 

segundo enfoque estadístico en el que el peso materno pre-concepcional y los grupos de estudio 
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PREOBE se tomaron como factores de confusión, se comprobé una asociación positiva entre las 

concentraciones de la 6'-SL y las puntuaciones cognitivas a los 18 meses de edad (p=0.019), así 

como para las concentraciones de la 6'-SL y las puntuaciones motoras a la misma edad (p=0.043) 

(Tabla 6). 

En cuanto a la 2'-FL (Tabla 7), en la regresión multivariante no ajustada se observó una tendencia 

(p=0.0502) para una asociación positiva entre las concentraciones de 2´-FL en leche materna y 

las puntuaciones motoras a los 6 meses de edad que alcanzó significación (p=0.041) cuando se 

ajustó para el peso preconcepcional materno y los grupos del estudio PREOBE. El análisis de 

regresión multivariante similar, considerando los niveles de 2'-FL para los grupos Alta 2´-FL y Baja 

2´-FL en leche materna no pudo realizarse por separado debido al bajo número de casos que 

quedaban en cada grupo. 

Tabla 6. Regresión multivariante entre las concentracionesn de 6’-SL en leche materna y los resultados obtenidos en las distintas 
escalas del test BSDI-III en los niños a los 6 y 18 meses de edad.  
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Tabla 7. Regresión multivariante entre las concentraciones de 2’-FL en leche materna y los resultados obtenidos en las distintas 
escalas del test BSDI-III en nilos a los 6 y 18 meses de edad. 
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6.1 Experimento 1.  

 

En este estudio preclínico en ratas se evaluó el efecto de una suplementación oral con 2’-FL 

durante la lactancia en las habilidades cognitivas a corto y largo plazo. Se evaluaron las funciones 

cognitivas mediante pruebas de comportamiento y medidas electrofisiológicas tanto en el 

destete como en la edad adulta. Si bien los efectos sobre el comportamiento de los animales más 

jóvenes no fueron concluyentes, los animales adultos mostraron claramente los beneficios de 

una exposición temprana a la 2′-FL sobre las funciones cognitivas. 

El papel de la 2’-FL en los procesos de memoria y aprendizaje ha sido previamente abordado por 

otros grupos de investigación. En un estudio pionero ex vivo se demostró una mejora en la LTP al 

utilizar fucosa y 2’-FL sobre cortes de hipocampo de rata [156]. También se observó un efecto 

similar de estos compuestos al ser administrados por inyección intrahipocámpica en ratas vivas 

[157]. Otro estudio más reciente en roedores demostraba que una suplementación oral con 2′-

FL mejoraba la capacidad de aprendizaje y la plasticidad sináptica [158]; este estudio se realizó 

en roedores adultos que recibieron una dieta suplementada con 2’-FL a lo largo de varias 

semanas. Sin embargo, este diseño no imitaba la exposición real en humanos, que solo están 

expuestos a la 2’-FL durante el período de lactancia. Dado que la leche de vaca contiene 2′-FL en 

pequeñas cantidades [186], los bebés alimentados con fórmulas infantiles apenas estarían 

expuestos a ella y aunque en los últimos años han salido al mercado algunas fórmulas adicionadas 

de 2’-FL, sólo los bebés amamantados estarían recibiendo este oligosacárido en un nivel 

significativo. Sin embargo, no todos los humanos pueden sintetizar 2′-FL y, por lo tanto, un 

porcentaje de bebés amamantados, principalmente en el sur de Asia, tampoco lo recibirían [42]. 

De esta forma, en el experimento 1 se probó el efecto sobre la función cognitiva de la 2′-FL 

administrada por vía oral durante la lactancia, tanto al destete como en animales adultos. Se 

seleccionó una batería de pruebas de comportamiento para medir la función cognitiva como el 

Evaluación de los efectos de una suplementación oral con 2'-FL en crías de rata durante el 

período de lactación en el desarrollo cognitivo. 



DISCUSIÓN 
 

 92 

NORT, laberinto en Y con brazo bloqueado y laberinto acuático de Morris. El laberinto en Y y el 

laberinto acuático de Morris miden el aprendizaje espacial en el que está implicado el hipocampo 

[187], mientras que el NORT evalúa la memoria de reconocimiento [172] en la que la corteza 

perirrina desempeña un papel importante [188]. Además, se realizó un método electrofisiológico 

para evaluar la LTP del hipocampo [171]. 

Todas estas pruebas se han utilizado en el pasado para evaluar los efectos de la nutrición en la 

cognición. Por ejemplo, el efecto de los ácidos grasos omega 3 y del ácido siálico sobre el estado 

cognitivo de los animales han sido probados mediante pruebas de comportamiento clásicas 

como las utilizadas en este experimento [189,190]. Por su parte la LTP en el hipocampo también 

se ha usado para evaluar la ingesta de antioxidantes como una forma de revertir el deterioro 

cognitivo causado por una dieta alta en grasas [191]. 

Una limitación de este experimento es la dificultad para realizar pruebas cognitivas en las 

primeras etapas de la vida. Parece ser que los animales jóvenes podrían desempeñar mejor 

aquellas tareas que son recompensadas en las que se verían involucradas otras estructuras 

cerebrales como la amígdala. Además, Leussis y Bolívar [192] señalaron que los roedores antes y 

durante el destete se habitúan más lentamente a los entornos nuevos y muestran una menor 

actividad exploratoria en comparación con los animales más viejos. De hecho, en nuestro 

experimento, este hecho se confirmó puesto que el tiempo de exploración total en el NORT fue 

menor en los animales jóvenes que en los adultos. Según nuestra experiencia, la actividad física 

intensa y la falta de concentración de los roedores muy jóvenes son factores a tener en cuenta al 

realizar evaluaciones cognitivas a esa edad. De hecho, todos los intentos de realizar la prueba del 

laberinto en Y fallaron porque los animales saltaron del laberinto. Todos los animales se 

comportaron de manera similar y no se observaron diferencias entre grupos.  

El resultado más interesante se encontró cuando los animales envejecieron. Después del destete, 

las ratas se mantuvieron con una dieta estándar para roedores sin ninguna exposición adicional 

a la 2’-FL. Muchos estudios afirman que el envejecimiento animal está asociado con peores 

resultados en tareas como el reconocimiento de objetos que estaría relacionado con un deterioro 

de la corteza perirrina [193]. En nuestro experimento, las ratas adultas del grupo control no 
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fueron capaces de distinguir entre el objeto nuevo y familiar. Por el contrario, los animales que 

recibieron la 2’-FL diferenciaron claramente entre ambos objetos y mostraron una preferencia 

por explorar el nuevo. Teniendo esto en cuenta, se podría especular que la exposición temprana 

a la 2’-FL evitaría, en cierta forma, el declive cognitivo asociado a la edad, pero esta hipótesis 

debe ser confirmada por otros estudios. 

La memoria espacial, medida a través la tarea del laberinto en Y, también parece verse afectada. 

Un mayor porcentaje de los animales que recibieron 2'-FL seleccionaron el brazo desbloqueado 

como la primera opción a visitar durante la fase de retención y fueron a visitarlo más rápidamente 

que los animales control. Estos resultados indican que estos animales pudieron recordar qué 

brazo estaba previamente bloqueado. Por el contrario, en el laberinto acuático de Morris no se 

observó mostró ninguna diferencia estadística entre grupos ni al destete ni en la edad adulta. 

Dado que las pruebas de comportamiento no detectaron diferencias entre las ratas 

suplementadas con 2′-FL y las ratas control después del destete, se decidió destinar otro grupo 

de ratas al destete a medidas electrofisiológicas, concretamente la LTP, para poder confirmar si 

la 2′-FL podría tener efectos cognitivos en animales jóvenes.  

La LTP consiste en un aumento persistente en la fuerza sináptica después de un estímulo (HFS). 

Parece ser que los recuerdos están codificados por modificaciones en la fuerza de las sinapsis, 

por lo que la LTP es considerada como uno de los principales mecanismos responsables de los 

procesos de memoria y aprendizaje. Varias áreas del cerebro intervienen en los procesos de 

formación de la memoria, aunque el hipocampo juega un papel fundamental en la adquisición y 

almacenamiento de recuerdos, principalmente aquellos relacionados con el aprendizaje espacial. 

Por ello la LTP en el hipocampo ha sido utilizada por muchos autores para demostrar efectos a 

nivel cognitivo.  

Las pruebas de comportamiento no detectaron diferencias entre los grupos de estudio en 

animales jóvenes, pero sí se observó un efecto positivo de la suplementación con 2'-FL en la LTP 

realizada en animales a esa edad.  Por ello, la LTP debe considerarse una técnica más adecuada 

para evidenciar el efecto beneficioso de los compuestos nutricionales a nivel cognitivo en edades 

tempranas. Además, los resultados en LTP observados en animales jóvenes estaban en 
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consonancia con lo que se observó posteriormente en animales adultos. Algunos estudios han 

apuntado a la obtención de peores resultados en las medidas de LTP debido al deterioro 

provocado por el envejecimiento [194]. Por lo tanto, en vista de los resultados obtenidos, la 

administración de 2′-FL en las primeras etapas de la vida podría contrarrestar parcialmente esta 

reducción de la LTP en ratas adultas, retrasando el deterioro de la memoria y los procesos de 

aprendizaje relacionados con la edad. 

A pesar de que los resultados obtenidos en el laberinto acuático de Morris no mostraron 

diferencias entre los grupos de estudio, las otras dos pruebas de comportamiento, laberinto en 

Y con brazo bloqueado y NORT y el análisis electrofisiológico (LTP) indicaron claramente que la 

2′-FL parece tener un efecto beneficioso a largo plazo sobre las habilidades cognitivas en 

animales, mejorando el rendimiento de los animales adultos que tuvieron una exposición 

temprana a la 2′-FL en comparación con aquellos que nunca la tuvieron.  

Como se comentó anteriormente, estudios previos in vitro [156] e in vivo [157] demostraron lo 

efectos de una administración directa de la 2’-FL sobre el cerebro (no oral). Vázquez et al. fueron 

los primeros en demostrar el efecto de una dieta suplementada con 2’-FL en el aprendizaje y 

memoria en animales adultos [158]. Pues bien, el experimento 1 no solo refuerza estos hallazgos 

previos, sino que también muestra la eficacia de la suplementación con 2′-FL durante la lactación 

en el desarrollo cerebral y la persistencia de este efecto más allá del período de suplementación. 
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6.2 Experimento 2. 

 

En el experimento 2 se analizó el efecto de la administración de dos posibles formas de Neu5Ac, 

libre o conjugado, durante la lactación en crías de rata sobre las habilidades cognitivas a corto y 

largo plazo. Las funciones cognitivas se evaluaron mediante mediciones conductuales y 

electrofisiológicas, y demostraron que estas fuentes de ácido siálico recibida en la primera etapa 

de la vida tras el nacimiento, tendrían un efecto sobre el mantenimiento de la función cognitiva 

en la edad adulta y que el uso de una forma conjugada como la 6’-SL puede conferir algunas 

ventajas respecto al uso del Neu5Ac libre.  

En los años 1980 se realizaron los primeros estudios mostrando una relación entre la 

administración de compuestos sialilados y la composición cerebral. En uno de ellos se demostró 

que el ácido siálico exógeno se incorporaba a los gangliósidos y glicoproteínas cerebrales cuando 

era inyectado por vía intraperitoneal en crías de rata [148]. Wang et al. investigaron el destino 

metabólico del ácido siálico libre marcado con 14C (14C-Neu5Ac) administrado por vía intravenosa 

en lechones, concluyendo que esta fuente exógena de ácido siálico podría atravesar la barrera 

hematoencefálica e incorporarse a varios tejidos [149]. Carlson y House también demostraron 

que cuando el Neu5Ac se administra por inyección intraperitoneal u oral tiene un efecto 

significativo sobre la concentración de gangliósidos y glucoproteínas cerebrales [150]. Otro 

estudio confirmó el efecto del ácido siálico administrado por vía oral en la concentración de los 

gangliósidos corticales después de alimentar a crías de rata con una dieta enriquecida con 

diferentes dosis de ácido siálico del día posnatal 17 al 31. La cantidad se ácido siálico en dichos 

gangliósidos era mayor en los animales que recibieron una dieta suplementada con ácido siálico 

a través de una fuente de sialoproteína (casein- glicomacropéptido) [151].  

Hasta la fecha se han realizado distintos trabajos de investigación para dilucidar el efecto de una 

suplementación con ácido siálico en la etapa inicial de la vida no sólo en la composición, sino 

Evaluación de los efectos de una suplementación oral con 6'-SL en crías de rata durante el 

período de lactación en el desarrollo cognitivo. 
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también en las funciones cognitivas. En un estudio de Morgan y Winick [148], se inyectó por vía 

intraperitoneal Neu5Ac o glucosa (grupo control) a crías de rata y se observó una mejora en el 

comportamiento del grupo Neu5Ac. Wang et al. utilizaron un modelo en cerdos [152] para 

evaluar el efecto de un sustituto de leche de cerda suplementado con varias dosis de casein-

glicomacropéptido durante 35 días después del destete; la concentración cerebral de Neu5Ac, la 

expresión de dos genes asociados al aprendizaje y las habilidades de aprendizaje y memoria 

tuvieron un impacto positivo como consecuencia de dicha suplementación. Sin embargo, otro 

equipo de investigación ha publicado recientemente que estudios en los que se llevó a cabo una 

suplementación con siallilactosa del día posnatal 2 al 22 ó 32 en lechones no mostraron un efecto 

significativo en las habilidades de memoria de los animales [154] aunque sí hubo un aumento del 

ácido siálico en la corteza prefrontal [153]. En este sentido, el experimento 2 presenta varias 

novedades con respecto a investigaciones previas: (1) el uso de un novedoso modelo de madres 

adoptivas que permitió que las crías de ratas fueran amamantadas durante todo el período de 

lactancia recibiendo leche con una baja cantidad de ácido siálico desde el día PN 3 hasta el final 

de la lactación. Además, la intervención animal se realizó en una etapa muy temprana de 

desarrollo siendo bastante crítica debido a la vulnerabilidad de las crías. (2) el marco temporal 

en el que se midió el contenido de ácido siálico del cerebro, así como la evaluación cognitiva de 

los animales; en este caso se realizó no sólo al destete sino también al año de recibir la 

suplementación. (3) la comparación del uso de ácido siálico en forma libre (Neu5Ac) o conjugada 

(6’-SL). 

En el caso del presente experimento la mejora de la función cognitiva no parece estar relacionada 

con un mayor contenido de ácido siálico total en el cerebro puesto que dicho contenido fue el 

mismo para tres grupos experimentales tanto al destete como en la edad adulta. Según Wang et 

al., la concentración de ácido siálico unido a gangliósidos y a glicoproteínas en la corteza frontal 

del cerebro es mayor en los lactantes amamantados en comparación con los lactantes 

alimentados con fórmula [195]. En un estudio realizado con lechones, se observó que la 

suplementación con una fuente exógena de ácido siálico aumentaba su concentración en 

glicoproteínas de la corteza frontal [152]. Posteriormente, Jacobi et al., en un estudio también 

realizado en lechones también demostró que una fórmula suplementada con 6’-SL y 3’-SL 
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aumentaba la cantidad de ácido siálico unido a gangliósidos en varias áreas del cerebro [155]. 

Como se describió anteriormente, Mudd et al. han publicado recientemente un estudio en el que 

los lechones fueron alimentados del día posnatal 2 al 32 con varias dietas que contenían 

diferentes dosis de sialillactosa y se observó un aumento de los niveles de ácido siálico en la 

corteza prefrontal, entre otras estructuras cerebrales [153]. Es decir, en la mayoría de estos 

estudios la determinación de ácido siálico se llevó a cabo en estructuras concretas del cerebro. 

Por el contrario, en nuestro estudio esa determinación de ácido siálico por HPLC se realizó en 

todo el hemisferio cerebral en lugar de en estructuras cerebrales individuales. Este hecho podría 

explicar la ausencia de diferencias significativas en el contenido total de ácido siálico entre grupos 

ya que éste parece tender a acumularse en ciertas estructuras cerebrales como la corteza frontal. 

Como hipótesis para explicar la diferencia de comportamiento entre grupos se podría plantear la 

opción de que un diferente contenido de ácido siálico en el cerebro de los distintos grupos 

experimentales en una fase muy temprana del desarrollo (incluso antes del destete) hubiese 

promovido tasas más altas de crecimiento axonal y conexiones mejoradas entre neuronas 

justificándose así las diferencias de comportamiento encontradas en la edad adulta. 

Con el objeto de poder confirmar si dicha suplementación había provocado algún cambio 

composicional a nivel cerebral se decidió analizar también los niveles de expresión de las 

proteínas NCAM y PSA-NCAM en la corteza frontal de crías al destete. La NCAM es una proteína 

implicada en la estabilización y modulación de las conexiones neuronales [196]. El ácido poli 

siálico (PSA) es un homopolímero lineal de Neu5Ac con uniones α2-8. El PSA se agrega a la NCAM 

mediante un proceso postraduccional regulado y varía según el desarrollo [197]. La polisialilación 

permite que las neuronas inmaduras crezcan y broten para conectar los complejos circuitos del 

cerebro, mientras que su regulación permite un ajuste de las interacciones célula-célula 

dependiente de NCAM. Siguiendo los hallazgos de los estudios previamente citados [152,155], 

nuestros resultados en ratas destetadas mostraron que la expresión de PSA-NCAM en la corteza 

frontal fue significativamente mayor en el grupo suplementado con 6´-SL en comparación con el 

suplementado con Neu5Ac y el control. Este resultado sugiere por tanto que la 6’-SL podría ser 

utilizada de manera preferente por el cerebro, mejorando el proceso de sialilación de proteínas 
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altamente involucradas en el desarrollo cerebral. Estos niveles de PSA-NCAM explicarían también 

una mayor neuroplasticidad del grupo suplementado con 6’-SL. 

Con respecto a la evaluación cognitiva, se implementaron varias pruebas de comportamiento 

que incluyeron el laberinto en Y con brazo bloqueado y el NORT, así como un nuevo paradigma 

cognitivo realizado en el sistema IntelliCage®. El laberinto en Y y el NORT se han utilizado en otros 

estudios previos en animales para evaluar los efectos de la nutrición en la cognición [189,190] y 

en este experimento se llevaron a cabo al destete y en la edad adulta. El paradigma en 

IntelliCage® solo se realizó en la edad adulta. Los datos de ratas destetadas no mostraron 

diferencias entre los grupos en ninguna de las pruebas de comportamiento. De hecho, como se 

comentó en el experimento 1, la realización de pruebas cognitivas a edades tempranas conlleva 

ciertos desafíos metodológicos. Leussis y Bolívar [192] señalaron que los roedores antes de y 

durante el destete tienden a habituarse más lentamente a entornos nuevos y muestran una baja 

actividad exploratoria en comparación con los animales adultos. Se ha sugerido que los animales 

jóvenes son más apropiados para la ejecución de tareas asociadas a recompensas. Según nuestra 

experiencia, la actividad física intensa y la falta de concentración en roedores muy jóvenes son 

los principales obstáculos que se encuentran al realizar la evaluación cognitiva de los animales 

de destete. 

Por el contrario, se encontraron diferencias significativas en la evaluación de las habilidades 

cognitivas en la edad adulta. En el NORT, los grupos que reciben cualquier forma de ácido siálico 

durante la lactación distinguen mejor entre objetos nuevos y familiares que el grupo de control. 

Se ha sugerido que el deterioro de la corteza perirrina [46], principal estructura cerebral 

involucrada en reconocimiento de objetos [172,198] podría ser la razón por la cual los animales 

obtienen peores resultados en esta tarea con la edad. Por ello, se podría especular que la 

exposición temprana al ácido siálico evitaría, en cierta forma, el deterioro cognitivo asociado a la 

edad, pero esta hipótesis debe ser confirmada por otros estudios. Los resultados obtenidos del 

paradigma IntelliCage® confirmaron que los animales que recibieron ácido siálico en la lactación 

tuvieron un rendimiento significativamente mejor que el grupo control en la edad adulta. En 

cuanto a la prueba del laberinto en Y, los animales suplementados con ácido siálico obtuvieron 

mejores resultados que las ratas control, ya que fueron capaces de reconocer el brazo nuevo 
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fácilmente. Un hallazgo interesante que destacar fue que, dentro de los grupos suplementados 

con ácido siálico, las ratas que recibieron 6’-SL obtuvieron mejores resultados que los animales 

que recibieron Neu5Ac, lo que apuntaría a la 6’-SL como una mejor fuente de ácido siálico.  

Un valor añadido de este experimento es que las evaluaciones cognitivas de los animales también 

fueron respaldadas por datos electrofisiológicos mediante mediciones de LTP in vivo. La LTP es el 

mecanismo básico para ciertos tipos de aprendizaje e involucra principalmente al hipocampo 

[171]. Los mejores resultados se observaron en los animales suplementados con ácido siálico y 

principalmente, los que recibieron 6’-SL, mientras que el rendimiento del grupo de control fue 

significativamente menor. Estos datos indicarían que la suplementación temprana con ácido 

siálico podría mejorar los procesos relacionados con la plasticidad neuronal. 

Es de destacar que los animales de control tuvieron un rendimiento inferior en todas las pruebas 

en comparación con los grupos suplementados con ácido siálico. En el NORT, no hubo diferencias 

en el tiempo de exploración para ambos objetos. En el laberinto en Y, no se mostró preferencia 

por visitar primero el brazo bloqueado. En IntelliCage®, estos animales obtuvieron bajo 

porcentaje de visitas correctas y se encontró un bajo aumento en la amplitud de fEPSP en la LTP. 

Estos resultados mostrarían un cierto grado de deficiencia en los animales de control que podría 

explicarse por la menor cantidad de ácido siálico y/u otros nutrientes como los minerales [199] 

que recibieron durante el período de lactación.  

Con respecto a las fuentes de ácido siálico utilizados en este estudio en este estudio, nuestros 

resultados muestran que el ácido siálico libre (Neu5Ac) fue menos eficaz que la 6’-SL, 

posiblemente porque el Neu5Ac se eliminaría más rápidamente en la orina y, por lo tanto, sería 

menos biodisponible. Nöhle y Schauer [200] publicaron que el metabolismo de los ácidos siálicos 

unidos a los oligosacáridos podría ser más lento que el del Neu5Ac, ya que los primeros 

requerirían un paso adicional de hidrólisis. Otros estudios parecen respaldar este hecho. Por 

ejemplo, en un estudio en un modelo de ratón de miopatía sintomática GNE, el tratamiento oral 

con 6’-SL condujo a una mayor restauración de la sialilación en el músculo y una mejora en el 

tamaño y la función muscular en comparación con el grupo tratado con ácido siálico libre [201].  



DISCUSIÓN 
 

 100 

Los resultados obtenidos en este experimento indican así que el aporte de ácido siálico en la 

leche materna es necesario para el establecimiento de una red neuronal que garantice 

habilidades cognitivas duraderas. Un aporte bajo de ácido siálico durante este período crítico 

(lactación) puede conducir al envejecimiento prematuro de ciertas funciones cerebrales, 

mientras que se ha demostrado que un aporte exógeno de ácido siálico es efectivo para 

mantener las funciones cognitivas durante más tiempo. A su vez el ácido siálico en forma 

conjugada como 6’-SL parece ser más eficaz que la forma libre, posiblemente al ser más 

biodisponible.  

Estos datos concuerdan con el experimento 1 en el que la suplementación temprana durante la 

lactancia con 2’-FL indujo mostró beneficios a nivel cognitivo en animales adultos [202]. Estos 

hechos dan importancia así al concepto de nutrición temprana [203] y al papel del ácido siálico 

en el desarrollo del cerebro.  
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6.3 Estudio clínico materno-infantil. 

 

Dada su naturaleza y el diseño del estudio realizado en las parejas “madre-hijo”, éste ha de 

considerarse un estudio piloto de carácter retrospectivo. En él se analizaron muestras de leche 

materna madura obtenidas en el marco del estudio clínico PREOBE con el objeto de evaluar los 

efectos de factores metabólico-maternos como el sobrepeso/obesidad y la diabetes gestacional 

sobre las concentraciones de dos HMOs abundantes en la leche materna como son la 2’-FL y la 

6’-SL. Los resultados mostraron que los niveles de 2'-FL y 6'-SL en la leche humana no están 

influidos por el peso materno pregestacional o la presencia de diabetes gestacional en la madre. 

Posteriormente, se evaluó también una posible asociación entre las concentraciones de 2’-FL y 

6’-SL en la leche materna y las puntuaciones obtenidas por los bebés en el test BSDI-III. Se pudo 

comprobar una asociación positiva entre el contenido de 6´-SL en la leche humana y las 

puntuaciones obtenidas por los niños en la escala cognitiva del BSDI-III a los 18 meses de edad; 

Las concentraciones de leche materna de 2'-FL y 6'-SL también se asociaron positivamente con 

los resultados obtenidos por los bebés en la escala motora a los 6 y 18 meses de edad, 

respectivamente. 

La composición en HMOs de la leche materna está principalmente determinada por la genética. 

Ciertos genes codifican enzimas involucradas en pasos de la biosíntesis de los HMOs, como el 

alargamiento, ramificación, fucosilación o sialilación y, por lo tanto, la variación en la expresión 

de dichas enzimas entre las mujeres lactantes da lugar a diferentes perfiles de HMOs en la leche 

materna. El impacto de otros factores maternos como la dieta, el estado de salud, la edad o la 

medicación que recibe podrían estar implicados en la síntesis de HMOs en la glándula mamaria 

humana, aunque su papel sigue sin estar del todo claro [87]. 

Evaluación del efecto del estado metabólico materno sobre las concentraciones de 2'-FL y 

6'-SL en la leche humana y su potencial influencia en el neurodesarrollo de los niños. 

Estudio clínico PREOBE.  
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En el caso del pIMC y el estado de diabetes gestacional, hay algunos estudios que han evaluado 

la influencia de estos factores en el perfil de HMOs de la leche materna. Smilowitz et al. 

analizaron muestras de leche obtenidas a las 2 semanas posparto de 24 madres que dieron a luz 

a término; 8 de esas 24 madres padecían DMG. Los resultados no mostraron diferencias en la 

cuantificación absoluta o el porcentaje relativo de HMOs entre la leche de mujeres con o sin DMG 

[204]. Aunque nuestro experimento se centró en las concentraciones de 2 HMOs, 2'-FL y 6´-SL, al 

contrario que en el trabajo de Smilowitz et al. donde se discutía sobre la cantidad total de HMOs, 

nuestros resultados también sugieren que la DMG no parece tener un impacto en el perfil de 

HMOs de la leche humana. Por su parte, Isganaitis et al. observaron diferencias significativas en 

3 HMOs analizados mediante un método cromatográfico inespecífico en muestras de leche 

humana madura de 35 madres incluidas en dos grupos de estudio: madres con un pIMC<25 

(n=16, peso normal) o madres con pIMC≥25Kg/m2 (n=15, sobrepeso/obesidad); los niveles de 2'-

FL, lacto-N-fucopentanosa II/III y lacto-N-fucopentanosa I se asociaron significativamente con el 

pIMC  materno tras ajustar por posibles factores de confusión. Esos resultados difieren así de los 

obtenidos en nuestro estudio para las concentraciones de 2'-FL donde no se encontraron 

diferencias entre los grupos. En el estudio PREOBE existían 3 grupos de estudio diferentes en 

función del pIMC, madres con peso normal, con sobrepeso y obesidad, mientras que el estudio 

de Isganaitis se incluyeron sólo dos grupos, peso normal y sujetos con sobrepeso/obesidad. Cabe 

destacar que en el estudio PREOBE también se realizó un análisis estadístico comparando los 

sujetos normales frente a las madres con sobrepeso/obesidad después de agrupar a las madres 

en un grupo (pIMC ≥ 25 Kg / m2), pero igualmente no se encontró una diferencia significativa 

frente a las madres sanas normopeso. En un reciente estudio observacional y transversal [36], se 

analizaron muestras de leche humana obtenidas entre los días 17 y 76 días postparto para 

detectar diferentes HMOs y se encontró una correlación positiva entre el pIMC y la concentración 

de 2'-FL en madres secretoras; sin embargo, esta diferencia no se mantuvo al considerar el 

fenotipo Lewis de la madre. Por otra parte, el número de sujetos con sobrepeso u obesidad no 

está claramente descrito en ese trabajo, lo que dificulta la comparación de estos resultados con 

los de nuestro estudio. 
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El neurodesarrollo de los bebés se evaluó a los 6 y 18 meses de edad mediante el test BSID-III. Se 

encontró una asociación positiva entre el contenido de 6´-SL en las muestras de leche materna y 

las puntuaciones obtenidas por los lactantes a los 18 meses de edad en la escala cognitiva. La 

escala cognitiva en el test BSDI-III consta de 91 puntos que evalúan el desarrollo sensori-motor, 

la exploración y la manipulación de objetos, la formación de conceptos y la memoria de los niños. 

Por lo tanto, los bebés completan tareas que miden su interés por la novedad, la atención a 

estímulos familiares y desconocidos, y la resolución de problemas [205]. Estos resultados clínicos 

están en consonancia con la investigación preclínica realizada en el experimento 2 que mostraba 

que una suplementación con 6'-SL durante el período de lactancia en crías de rata mejoraba los 

resultados cognitivos relacionados con la memoria y la LTP cuando los animales alcanzaban el 

año de edad [206]. Además, los datos del presente estudio también sugieren que las 

concentraciones de 6´-SL y 2'-FL estarían asociadas con las habilidades motoras de los bebés tras 

ajustar por posibles factores de confusión; este hecho es de especial trascendencia, pues el 

desarrollo psicomotor precede al desarrollo cognitivo existiendo una fuerte correlación positiva 

entre el desarrollo psicomotor en el primer año de vida y el desarrollo cognitivo a largo plazo. Sin 

embargo, la asociación 2'-FL con las puntuaciones motoras se pierde cuando la población se 

separa en niños cuyas madres presentaron concentraciones altas o bajas de 2’-FL en leche, 

probablemente debido a la baja cantidad de sujetos en cada grupo y/o la influencia de las parejas 

madre-bebé del grupo de baja 2’-FL. Además de los factores de confusión considerados en el 

análisis estadístico del presente estudio, la salud de los niños también está condicionada por 

ciertos factores biológicos, genéticos, conductuales y ambientales (físicos y sociales) que también 

podrían haber influido en su desarrollo neurológico y, por lo tanto, las puntuaciones obtenidas 

en el test BSDI-III [207]. 

Aunque el test BSID-III inicialmente se diseñó como un instrumento de diagnóstico para 

identificar posibles retrasos en el desarrollo en niños con trastornos y discapacidades [208], en 

la última década se ha utilizado ampliamente para evaluar el neurodesarrollo de niños sanos sin 

ningún tipo de trastornos como es el caso del presente estudio, en el que se ha detectado una 

posible relación entre los resultados cognitivos y los niveles de 6'-SL en la leche materna a pesar 

de que los niños evaluados eran completamente sanos y no sufrían ningún trastorno del 
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neurodesarrollo al encontrarse las puntuaciones obtenidas en todos los casos dentro de la 

normalidad. Sin embargo, el hecho de que el test BSDI-III se diseñara para niños con algún tipo 

de trastorno también podría explicar por qué en nuestro estudio no se llegó a detectar una 

asociación significativa entre las concentraciones de 2´-FL y las puntuaciones en la escala 

cognitiva del test BSDI-III dado que pequeñas diferencias entre niños sin ningún tipo de 

trastornos podrían pasar desapercibidas, máxime con la muestra reducida estudiada. De hecho, 

una de las limitaciones del presente estudio es el bajo número de parejas “madre-hijo” debido al 

reducido número de muestras de leche materna disponibles. Por tanto, debe resaltarse que este 

estudio se debe considerar como un estudio piloto que, sin embargo, puede ser útil como punto 

de partida para calcular el tamaño de muestra necesario para estudios futuros a gran escala que 

podrían tener como objetivo la evaluación de la influencia de las concentraciones de HMOs en 

leche materna sobre el neurodesarrollo de los niños.   

Hasta donde se conoce, no hay publicaciones con datos clínicos que muestren una asociación de 

la concentración de HMOs en la leche humana con el neurodesarrollo en lactantes. Hata el 

momento, se han realizado ensayos clínicos para determinar los efectos de los HMOs en el 

crecimiento y la tolerancia en lactantes y para evaluar su respuesta inmune [129,130,166]; 

[129,130,166]; recientemente, Nieto-Ruiz A et al. [209], en un estudio llevado a cabo en lactantes 

que recibieron una fórmula infantil suplementada con ácido siálico, entre otros compuestos 

bioactivos, han publicado efectos positivos sobre el desarrollo cerebral, concretamente sobre el 

desarrollo de la retina y la agudeza visual. Una fortaleza del presente estudio clínico es, por tanto, 

el análisis de HMOs en la leche materna ligado a la evaluación cognitiva de los bebés que la 

recibían puesto que hasta la fecha no se ha llevado a cabo ninguna evaluación sobre los posibles 

efectos de los HMOs a nivel cognitivo en lactantes, aunque sí se han obtenido resultados de este 

tipo en modelos animales preclínicos. En este sentido, se han probado diferentes formas de 

suplementación con ácido siálico como la 6'-SL usando modelos preclínicos de lechones [152] y 

roedores [148,206] como en nuestro experimento 2, que muestran un impacto positivo en el 

rendimiento cognitivo. En algunos estudios, la suplementación con una fuente exógena de ácido 

siálico dió lugar a un aumento de dicho compuesto en ciertas áreas del cerebro 

[148,152,153,155]. Los HMOs fucosilados como la 2´-FL también se han evaluado en modelos 
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cognitivos de roedores. Estos estudios demostraron el papel de la 2′-FL administrado con la dieta 

en animales adultos [158,159] o mediante un suplemento oral durante el período de lactación 

en crías de ratas (Experimento 1) [202], en la funcionalidad del cerebro. Los resultados del 

presente estudio clínico parecen estar alineados con los hallazgos obtenidos a nivel preclínico en 

cuanto al papel positivo de los HMOs, en particular la 6’-SL y 2’-FL en el neurodesarrollo.  

 

6.4 Discusión general. 

La presente tesis doctoral se diseñó con el objeto de poder abarcar las diferentes fases de una 

investigación, incluyendo una fase inicial preclínica, que brindara resultados iniciales acerca de 

cómo se comportaban los compuestos a evaluación, en este caso los HMOs, seguida de una fase 

clínica con datos obtenidos en seres humanos.   

De hecho, como se ha descrito en la sección de resultados y en la discusión individual por 

experimentos, se ha podido confirmar que los resultados sobre el efecto a nivel cognitivo de los 

HMOs obtenidos en animales en la fase inicial están en consonancia con los obtenidos en la 

evaluación del neurodesarrollo de bebés incluidos en el estudio PREOBE.  

Durante las últimas décadas, el concepto de nutrición temprana ha ganado un interés creciente. 

Actualmente, muchos estudios y proyectos internacionales están intentando dilucidar el papel 

de la nutrición durante el embarazo, la infancia y la niñez sobre el crecimiento y desarrollo 

individual, así como sus efectos metabólicos [210] y cognitivos [203] a largo plazo. La leche 

materna se considera la mejor opción de alimentación para el recién nacido y lactante debido a 

su adecuada proporción de nutrientes y a la presencia de una gran cantidad de componentes 

bioactivos. Los efectos beneficiosos de la leche humana en el desarrollo de la descendencia 

persisten no solo durante la infancia, sino que se extienden a toda la vida. 

Varios estudios han demostrado la influencia de la lactancia materna sobre el desarrollo de las 

funciones cognitivas en los niños. Se ha demostrado que los adolescentes que fueron 

amamantados mostraron una corteza parietal más gruesa y una mejora en los resultados 

cognitivos con un coeficiente intelectual más alto, en comparación con sus homólogos 
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alimentados con leche de fórmula [141]. La hipótesis más aceptada es que este efecto se debe a 

la composición de la leche humana, pero otros estudios también destacan la interacción “madre-

hijo” durante la lactancia como un posible mecanismo para la mejora de los resultados cognitivos 

[142]. 

Se conoce que ciertos componentes de la leche humana desempeñan un papel importante en el 

desarrollo del cerebro; entre ellos, los LCPUFAs [143] o el colesterol [144] destacan como posibles 

candidatos para la mejora del desarrollo cognitivo. Respecto a los ácidos grasos, el DHA y el ácido 

araquidónico (ARA por sus siglas en inglés: Arachidonic acid) tienen un papel importante al ser 

constituyentes estructurales de las neuronas y de todas las estructuras del sistema nervioso, y se 

van a acumular de forma progresiva en el cerebro humano a partir del tercer trimestre de la 

gestación y durante los primeros meses de la vida. Los LC-PUFAs están presentes en la leche 

humana en proporciones mucho más elevadas que en la leche de vaca. Así, se ha observado que 

los lactantes que recibieron leche materna presentaron niveles más altos de DHA en el cerebro 

que aquellos alimentados con fórmula infantil [145] y despertó un gran interés habiendo sido 

postulado como candidato para la mejora del desarrollo cognitivo [146,147]. A los HMOs también 

se les han atribuido muchos efectos beneficiosos en el bebé, que van desde la prevención de 

infecciones intestinales [108] hasta la modulación del sistema inmunitario [89]. Más 

recientemente, se ha sugerido que también podrían tener un papel importante en el desarrollo 

cerebral, de hecho, como se ha descrito a lo largo de esta discusión existen diversos estudios in 

vitro e in vivo que han confirmado dicho papel tanto de los HMOs sialilados como fucosilados.  

En la presente tesis doctoral se han demostrado efectos positivos, tanto de los compuestos 

fucosilados como la 2’-FL como sialilados como la 6’-SL, sobre la función cognitiva; dichos 

resultados se han obtenido no sólo en modelos preclínicos en roedores sino también mediante 

un estudio observacional en niños alimentados con leche materna en la que se midieron los 

niveles de ambos HMOs.  

El/los mecanismo(s) de acción responsable(s) de dicha acción cognitiva por parte de los HMOs 

aún no está(n) claros. Actualmente se han lanzado diversas hipótesis que hablarían de dos tipos 
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de mecanismos de acción que podrían ser no excluyentes, es decir, podrían incluso actuar al 

mismo tiempo. 

En primer lugar, un mecanismo central mediante el cual los HMOs llegarían al cerebro a través 

de la circulación sistémica. La investigación preclínica ha demostrado que la administración de 

una fuente exógena de compuestos sialilados aumenta la concentración de ácido siálico en áreas 

clave del cerebro, lo que sugiere que el ácido siálico llegó al cerebro. Más concretamente, en 

nuestro experimento 2, la mejora en la función cognitiva observada en los grupos suplementados 

con ácido siálico podría ceñirse a una mayor adquisición de ácido siálico por parte del cerebro 

que provocaría un aumento en la polisilalilación de la NCAM [211]; dicha polisialilación permite 

que las neuronas inmaduras crezcan y desarrollen una red axonal más densa para conectar los 

complejos circuitos del cerebro. En el caso de la 2’-FL, a pesar de que ha sido detectada en la 

orina y la sangre de bebés amamantados con leche materna [86] y, por lo tanto, podría llegar 

potencialmente a cualquier tejido u órgano del cuerpo, es poco probable que llegue intacta al 

cerebro [212]. 

En segundo lugar, un mecanismo por el cual los HMOs podrían interaccionar con el GBA. Dicha 

interacción podría darse directamente mediante los propios HMOs o bien a través de los 

metabolitos derivados de la utilización de dichos HMOs por parte de la microbiota intestinal, la 

cual parece también tener un papel importante en la funcionalidad del GBA. El principal estudio 

que respalda esta hipótesis demostró que el efecto positivo en tareas de memoria y aprendizaje 

observado en roedores adultos que habían recibido una dieta suplementada con 2’-FL, se perdía 

en aquellos animales que habían sido vagotomizados [159]; este hallazgo demostraba que este 

efecto a nivel cognitivo dependía de la integridad nerviosa del nervio vago sugiriendo que el GBA 

juega un papel esencial en los beneficios cognitivos mediados por la 2’-FL. La microbiota intestinal 

también puede tener un papel importante en la interacción con el GBA [213,214] pero esto no está 

claro. Varios estudios han demostrado que los HMOs promueven el crecimiento de bacterias 

intestinales como Bifidobacterium y Lactobacillus [215,216] por su acción prebiótica. Tarr et al. 

publicaron que una suplementación dietética con 6’-SL ó 3’-SL alteraba la microbiota colónica a 

la vez que disminuía las alteraciones estructurales de la mucosa colónica inducidas por el estrés, 

así como por la ansiedad [217]. Curiosamente, un estudio reciente derivado del estudio PREOBE 
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ha demostrado una asociación entre la microbiota intestinal y el rendimiento cognitivo infantil a 

los 6 meses de edad [218]. 

En resumen, tanto la 2’-FL como la 6’-SL parecen tener efectos positivos a nivel cognitivo, sin 

embargo, se necesitan más investigaciones y estudios clínicos a gran escala para dilucidar los 

efectos de los HMO en el neurodesarrollo infantil, los mecanismos de acción involucrados e 

influencia de las poblaciones concentraciones bajas y altas de 2'-FL en leche humana, así como la 

extensión de los trabajos de investigación a otros HMOs que potencialmente también podrían 

ser efectivos a nivel del desarrollo cerebral.   
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1. La suplementación con 2’-fucosillactosa (2’-FL) durante el período de lactación 

en crías de rata tiene efectos positivos a nivel cognitivo que son principalmente 

observables a largo plazo. 

2. La suplementación con el ácido siálico N-acetilneuramínico, en forma libre 

(Neu5Ac) o conjugado (6’-sialillactosa, 6’-SL), en crías de rata durante el 

período de lactación tiene efectos positivos a nivel cognitivo que son 

principalmente observables a largo plazo. Aunque ambos compuestos son 

efectivos, se obtuvieron mejores resultados en el comportamiento y medidas 

electrofisiológicas con la 6’-SL que con el Neu5Ac. 

3. En el estudio piloto realizado en el presente trabajo en parejas “madre-hijo”, 

no se ha podido demostrar que el índice de masa corporal o la diabetes 

gestacional maternas influyan en los niveles de los oligosacáridos 6’-SL y 2’-FL 

en la leche de estas mujeres.  

4. Se ha comprobado la existencia de asociaciones positivas entre las 

concentraciones de 6’-SL y 2’-FL en leche materna y las puntuaciones del test 

BSDI-III obtenidas por los hijos a los 6 y 18 meses de edad. Las concentraciones 

de 6’-SL en leche materna se asocian de forma positiva con el desarrollo 

cognitivo y motor de los hijos a los 18 meses de edad. En el caso de la 2’-FL 

dicha asociación es significativa con la función motora a los 6 meses de edad.  
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La leche materna es la mejor fuente de alimentación que puede recibir un recién nacido y por 

ello se considera el “Patrón de Oro” de la alimentación infantil. La leche humana es una matriz 

compleja y dinámica que cambia en función de diversos factores genéticos, maternos y 

ambientales; el papel de algunos de estos factores aún no está claro en cuanto al contenido y 

perfil de ciertos componentes de la leche materna. Muchos de los componentes de la leche 

humana son compuestos bioactivos responsables en gran medida de sus efectos beneficiosos. 

Entre dichos compuestos encontramos los oligosacáridos de leche humana (Human milk 

oligosaccharides, HMOs) a los cuales se les ha atribuido múltiples efectos positivos en el bebé, 

que van desde la prevención de infecciones intestinales hasta la modulación del sistema 

inmunitario. Más recientemente, se ha sugerido que también podrían tener un papel importante 

en el desarrollo cerebral como lo demuestran diversos estudios in vivo e in vitro. 

 

OBJETIVOS 

El presente estudio se ha realizado para investigar más profundamente en algunos de los 

aspectos mencionados y tiene como principales objetivos:  

Objetivo 1. Demostrar el efecto de los HMOs, concretamente de la 2’-fucosillactosa (2’-

FL) y la 6’-sialillactosa (6’-S), sobre la función cognitiva a largo plazo en modelos animales.  

Objetivo 2. Explorar en humanos la influencia del sobrepeso, obesidad y la diabetes 

gestacional en embarazadas sobre las concentraciones de 2’-FL y 6’-SL en la leche materna. 

Objetivo 3. Determinar la influencia de las concentraciones de 2’-FL y 6’-SL presentes en 

la leche materna sobre el neurodesarrollo durante los primeros 18 meses de vida.   
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METODOS Y RESULTADOS  

Artículo 1. 

Oliveros, E.; Ramirez, M.; Vazquez, E.; Barranco, A.; Gruart, A.; Delgado-Garcia, J.M.; Buck, R.; 

Rueda, R.; Martin, M.J. Oral supplementation of 2'-fucosyllactose during lactation improves 

memory and learning in rats. J Nutr Biochem 2016, 31, 20-27. 

Diversas investigaciones han demostrado que los oligosacáridos de la leche humana podrían 

ejercen efectos beneficiosos sobre el desarrollo cerebral. Durante las últimas décadas, la mayoría 

de los estudios se han centrado en la evaluación de estructuras sialiladas, pero experimentos 

recientes también han probado oligosacáridos fucosilados, en particular la 2′-fucosillactosa (2′-

FL). El presente estudio tuvo como objetivo determinar, en un modelo preclínico, si la 2′-FL 

administrada de forma oral tiene un efecto en el desarrollo cerebral en las etapas tempranas de 

la vida, para contribuir así a mejorar las habilidades cognitivas en etapas posteriores de la vida. 

Así, crías de rata recibieron un suplemento oral de 2′-FL (grupo 2′-FL) o agua (grupo control) 

durante el período de lactación. Posteriormente, los animales se mantuvieron con una dieta 

estándar para roedores. Las ratas se evaluaron dos veces, cuando tenían alrededor de 6 semanas 

y nuevamente a la edad de 1 año, utilizando para ello pruebas de comportamiento. La LTP in vivo 

también se realizó a las mismas edades. Ambos grupos mostraron un comportamiento similar 

cuando los animales fueron evaluados justo después del destete. A la edad de 1 año, las ratas del 

grupo 2′-FL tuvieron un rendimiento significativamente mejor en los test de reconocimiento de 

objeto nuevo y en el laberinto en Y, en comparación con los controles. Además, la LTP fue más 

intensa y de mayor duración en las ratas suplementadas con 2'-FL que en los animales del grupo 

control, tanto en animales jóvenes como adultos. La administración oral de 2′-FL exclusivamente 

durante la lactancia mejoró las capacidades cognitivas de los animales en la edad adulta. 
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Artículo 2 

Oliveros, E.; Vazquez, E.; Barranco, A.; Ramirez, M.; Gruart, A.; Delgado-Garcia, J.M.; Buck, R.; 

Rueda, R.; Martin, M.J. Sialic Acid and Sialylated Oligosaccharide Supplementation during 

Lactation Improves Learning and Memory in Rats. Nutrients 2018, 10(10), 1519. 

El ácido siálico se ha postulado como uno de los compuestos que podría ejercer un papel 

importante a nivel del desarrollo cerebral. Este estudio evaluó los efectos del ácido siálico en el 

comportamiento de las ratas cuando se administra en forma libre como ácido N-

acetilneuramínico (Neu5Ac) o se conjuga como 6’-sialillactosa (6’-SL) durante la lactación. La 

leche de rata contiene ácido siálico, que alcanza su punto máximo en el día postnatal 9 y cae al 

mínimo para el día posnatal 15. Para evitar este pico de ácido siálico, se utilizó una cohorte de 

madres adoptivas para criar a las crías experimentales. Un grupo de crías recibió una 

suplementación oral diaria de Neu5Ac para imitar la cantidad naturalmente presente en la leche 

de rata, y otro grupo recibió la misma cantidad molar de ácido siálico como 6’-SL. El grupo control 

recibió agua. Después del destete, las ratas fueron sometidas a una evaluación del 

comportamiento. Un año después, se volvió a evaluar el comportamiento y se realizó la 

potenciación in vivo a largo plazo (Long term potentiation, LTP). Se recogieron y analizaron 

muestras de cerebro a ambas edades. Las ratas adultas que recibieron ácido siálico tuvieron un 

rendimiento significativamente mejor en la evaluación del comportamiento y mostraron una LTP 

mejorada en comparación con los animales controles. Dentro de los grupos suplementados con 

ácido siálico, las ratas del grupo 6’-SL mostraron mejores puntuaciones en algunos resultados 

cognitivos en comparación con las ratas que recibieron Neu5Ac. Al destete, solo se observó un 

efecto sobre los niveles de la molécula de adhesión de células neurales polisialiladas (PSA-NCAM) 

en la corteza frontal en ratas alimentadas con 6’-SL. La administración de ácido siálico durante la 

lactancia en ratas, especialmente como 6’-SL, mejora la memoria y la LTP en la edad adulta. 
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Borrador Artículo 

Oliveros, E.; Martin, M.J.; Torres-Espínola, F.J.; Segura-Moreno, M.T.; Ramírez, M.; Santos-

Fandila, A.; Buck, R.; Rueda, R.; Escudero, M.; Catena, A.; Azaryah, H.; Campoy, C. Human milk 

levels of 2’-fucosyllactose and 6’-sialyllactose are not impacted by maternal BMI or diabetic 

status and are positively associated with infant neurodevelopment. 

Los oligosacáridos de la leche humana son el tercer componente sólido más abundante de la 

leche humana y están asociados con múltiples beneficios para la salud. No está claro si ciertos 

factores maternos influyen o no en las concentraciones de los oligosacáridos de la leche humana. 

En este estudio piloto, se han analizado las muestras de leche materna que se recogieron al mes 

postparto de mujeres con sobrepeso, obesidad, diabetes gestacional, y de un grupo de madres 

sanas normopeso, todas ellas participantes en el estudio PREOBE {www.ClinicalTrials.gov, 

identifier (NCT01634464)}. Ochenta y dos muestras fueron analizadas mediante UHPLC-MS /MS 

para determinar las concentraciones de la 2’-fucosillactosa (2’-FL) y la 6’-sialilactosa (6’-SL). El 

desarrollo neurológico de los bebés de aquellas madres que proporcionaron muestras de leche 

se evaluó mediante el test Bayley III a los 6 y 18 meses de edad. No se encontraron diferencias 

significativas en los niveles de 2’-FL ni 6’-SL entre los grupos de estudio. Se pudo comprobar una 

asociación positiva entre las concentraciones de 6´-SL en la leche materna y las puntuaciones 

obtenidas en las escalas cognitiva y motora por los lactantes a los 18 meses de edad. Se encontró 

una asociación entre las concentraciones de 2'-FL y la puntuación motora a los 6 meses de edad, 

aunque ésta desapareció al considerar los grupos de alta y baja concentración de 2'-FL por 

separado. Los niveles de 6'-SL y 2'-FL no se ven afectados por el índice de masa corporal materno 

preconcepcional o por el desarrollo de diabetes mellitus gestacional. Las concentraciones de 6’-

SL en la leche materna se asoció a un mejor desarrollo cognitivo de los niños, aunque estos 

resultados necesitan ser confirmados con nuevos estudios clínicos a gran escala.  
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CONCLUSIONES   

1. La suplementación con 2’-fucosillactosa (2’-FL) durante el período de lactación en crías de 

rata tiene efectos positivos a nivel cognitivo que son principalmente observables a largo 

plazo. 

 

2. La suplementación con el ácido siálico N-acetilneuramínico, en forma libre (Neu5Ac) o 

conjugado (6’-sialillactosa, 6’-SL), en crías de rata durante el período de lactación tiene 

efectos positivos a nivel cognitivo que son principalmente observables a largo plazo. 

Aunque ambos compuestos son efectivos, se obtuvieron mejores resultados en el 

comportamiento y medidas electrofisiológicas con la 6’-SL que con el Neu5Ac. 

 

3. En el estudio piloto realizado en el presente trabajo en parejas “madre-hijo”, no se ha 

podido demostrar que el índice de masa corporal o la diabetes gestacional maternas 

influyan en los niveles de los oligosacáridos 6’-SL y 2’-FL en la leche de estas mujeres.  

 

4. Se ha comprobado la existencia de asociaciones positivas entre las concentraciones de 6’-

SL y 2’-FL en leche materna y las puntuaciones del test BSDI-III obtenidas por los hijos a 

los 6 y 18 meses de edad. Las concentraciones de 6’-SL en leche materna se asocian de 

forma positiva con el desarrollo cognitivo y motor de los hijos a los 18 meses de edad. En 

el caso de la 2’-FL dicha asociación es significativa con la función motora a los 6 meses de 

edad.  
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Breast milk is the best source of nutrition for newborns; thereby it is considered the "Gold 

Standard" of infant feeding. Human milk is a complex and dynamic matrix that changes 

depending on different genetic, maternal and environmental factors; the effect of some of these 

factors in relation to   the content and profile of certain components of breast milk is still unclear. 

Many components of human milk are bioactive compounds responsible for beneficial effects 

observed in breastfed infants. Human milk oligosaccharides (HMOs) are within this group of 

compounds and it has been demonstrated that they are able to exert many positive effects such 

as the prevention of intestinal infections or immune system modulation. Lately, it has been also 

suggested that HMOs may also have an important role in brain development as supported by in 

vivo and in vitro studies.  

 

OBJECTIVES 

The present study has been carried out to investigate some of the points mentioned above; the 

main objectives are:  

Objective 1. Demonstrate the effect of HMOs, 2’-fucosillactose (2’-FL) and 6’-sialillactose 

(6’-S), on long- term cognitive functions in animal models.  

Objective 2. Explore in humans the influence of overweight, obesity and gestational 

diabetes in pregnant women on the 2’-FL and 6’-SL human milk concentrations. 

Objective 3. Determine the influence of 2'-FL and 6'-SL concentrations in breast milk on 

neurodevelopment in the first 18 months of life.  
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METHODS AND RESULTS  

Paper 1. 

Oliveros, E.; Ramirez, M.; Vazquez, E.; Barranco, A.; Gruart, A.; Delgado-Garcia, J.M.; Buck, R.; 

Rueda, R.; Martin, M.J. Oral supplementation of 2'-fucosyllactose during lactation improves 

memory and learning in rats. J Nutr Biochem 2016, 31, 20-27. 

Human milk oligosaccharides have been proposed to exert beneficial effects on brain 

development. During the last decades, most of the studies have focused on the evaluation of 

sialylated structures but recent experiments have also tested fucosylated oligosaccharides, i.e. 

2′-fucosyllactose (2′-FL). The present study aimed to determine whether oral 2′-FL has an effect 

on the development of newborn brain, contributing to enhance cognitive skills later in life. Rat 

pups received an oral supplementation of 2′-FL (2′-FL group) or water (control group) during the 

lactation period. Thereafter, animals were maintained on a rodent standard diet. Rats (n = 12 

rats/group) were evaluated twice, at age 4–6 weeks and again at age 1 year, using classical 

behavioral tests. In vivo long-term potentiation (LTP) was also performed at the same ages (n = 

10 rats/group). Both groups showed similar behavior when the animals were assessed just after 

weaning (age 4– 6 weeks), although the 2′-FL group seemed to perform slightly better in Morris 

Water Maze. At age 1 year, 2′-FL rats performed significantly better in the Novel Object 

Recognition and Y maze paradigms, when compared to controls. In addition, LTP was more 

intense and longer lasting in the rats supplemented with 2′-FL than in control animals, both in 

young and adult animals. Oral administration of 2′-FL exclusively during lactation enhanced 

cognitive abilities, not only in childhood but also in adulthood. 
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Paper 2. 

Oliveros, E.; Vazquez, E.; Barranco, A.; Ramirez, M.; Gruart, A.; Delgado-Garcia, J.M.; Buck, R.; 

Rueda, R.; Martin, M.J. Sialic Acid and Sialylated Oligosaccharide Supplementation during 

Lactation Improves Learning and Memory in Rats. Nutrients 2018, 10(10), 1519. 

Sialic acid is postulated to improve cognitive abilities. This study evaluated sialic acid effect on 

rat behavior when administered in a free form as N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac) or 

conjugated as 6’-sialyllactose (6’-SL). Rat milk contains sialic acid, which peaks at postnatal day 9 

and drops to a minimum by day 15. To bypass this sialic acid peak, a cohort of foster mothers was 

used to raise the experimental pups. A group of pups received a daily oral supplementation of 

Neu5Ac to mimic the amount naturally present in rat milk, and another group received the same 

molar amount of sialic acid as 6’-SL. The control group received water. After weaning, rats were 

submitted to behavioral evaluation. One year later, behavior was re-evaluated, and in vivo long-

term potentiation (LTP) was performed. Brain samples were collected and analyzed at both ages. 

Adult rats who received sialic acid performed significantly better in the behavioral assessment 

and showed an enhanced LTP compared to controls. Within sialic acid groups, 6’-SL rats showed 

better scores in some cognitive outcomes compared to Neu5Ac rats. At weaning, an effect on 

polysialylated-neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM) levels in the frontal cortex was only 

observed in 6t-SL fed rats. Providing sialic acid during lactation, especially as 6’-SL, improves 

memory and LTP in adult rats. 
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Draft paper. 

Oliveros, E.; Martin, M.J.; Torres-Espínola, F.J.; Segura-Moreno, M.T.; Ramírez, M.; Santos-

Fandila, A.; Buck, R.; Rueda, R.; Escudero, M.; Catena, A.; Azaryah, H.; Campoy, C. Human milk 

levels of 2’-fucosyllactose and 6’-sialyllactose are not impacted by maternal BMI or diabetic status 

and are positively associated with infant neurodevelopment. 

Human milk oligosaccharides are the third most abundant solid component of human milk and 

are associated with multiple health benefits. Whether or not certain maternal factors influence 

human milk oligosaccharide concentrations remain unclear. In this pilot study, 1-month 

postpartum breast milk samples were collected from women with overweight, obesity, 

gestational diabetes, and a group mothers who were normal weight; all women were participants 

in the PREOBE study {www. ClinicalTrials.gov, identifier (NCT01634464)}. Eighty-two samples 

were analyzed by UHPLC-MS/MS to determine 2’-fucosyllactose (2’-FL) and 6’-sialyllactose (6’-

SL) concentrations. Neurodevelopment of infants from mothers providing breast milk samples 

was assessed by Bayley III scales at 6 and 18 months of age. No significant differences were found 

in 2’-FL or 6’-SL levels among study groups. A positive association was found between 6´-SL 

human milk concentrations and cognitive and motor scale scores in infants at 18 months of age. 

An association between 2’-FL concentrations and motor score at 6 months of age was found 

although it was lost when considering Low and High 2’-FL groups separately. 6’-SL and 2’-FL levels 

were not influenced by pre-conceptional maternal body mass index or the development of 

gestational diabetes mellitus. 6’-SL level in breast milk was associated with infant cognitive 

development although further novel research is needed. 
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CONCLUSIONS   

1. 2’-fucosillactose (2’-FL) supplementation during the lactation period in rat pups has 

positive cognitive effects that are mainly observable in the long term. 

 

2. Supplementation with N-acetylneuraminic sialic acid, in free form (Neu5Ac) or conjugate 

(6'-sialillactose, 6'-SL), in rat pups during the lactation period has positive effects at a 

cognitive level that are mainly observable in the long term. Although both compounds are 

effective, behavioral results and electrophysiological measurements are better when 

using 6’-SL than Neu5Ac. 

 

3. In a pilot study with “mother-infant” pairs, it has not been observed that maternal body 

mass index or gestational diabetes influence the levels of 6'-SL and 2'-FL in breast milk.  

 

4. A positive association is observed between  6’-SL and 2’-FL concentrations in breast milk 

and the results of the BSDI-III test in breastfed children; this association reached 

significance with cognitive and motor scale scores in the case of 6’-SL at 18 months of age, 

and with the psychomotor development in the case of 2’-FL at 6 months of age.  
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ANOVA  Analysis of variance 

ARA    Arachidonic acid 

BSDI-III   Escalas de Bayley de Desarrollo Infantil, Tercera Edición 

DC-SIGN  Dendritic cell-specific ICAM3-grabbing non- integrin 

DFL   Di-fucosillactosa 

DHA   Docosahexaenoic acid 

DMB   5-(diflurometoxi)-2-mercapto-1H-bencimidazol 

DMG   Diabetes mellitus gestacional 

DSLNT   Disialillacto-N-tetraosa 

EPEC   Enteropathogenic Escherichia coli  

fEPSP   Excitatory postsynaptic potential 

Fuc   Fucosa 

FUT2   α1-2-fucoslyltransferasa 

FUT3   α1-3/4-fucosiltransferasa  

2’-FL   2’-fucosillactosa 

3’-FL   3’-fucosillactosa 

Gal   Galactosa 

Gal-T   β1-4-galactosiltransferasa 

GBA   Gut-brain axis 

GBS   Streptococcus del grupo B 

Glc   Glucosa 

GlcNAc   N-acetilglucosamina 

GOS   Galactoligoosacáridos 

HFS   High-frequency stimulation 

HMOs    Human milk oligosaccharides 

HPLC   High performance liquid chromatography 

Ig   Inmunoglobulina 
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IL   Interleuquina 

LCPUFAs  Long chain poly-unsaturated fatty acids 

LNFPI   Lacto-N-Fucopentaosa I 

LNnT   Lacto-N-tetraosa 

LNT   Lacto-N-tetraosa 

LPS   Lipopolisacárido 

LTP   Long term potentiation 

MALT   Mucosa-associated lymphoid tissue 

MUFAs   Mono-unsaturated fatty acids 

NCAM   Neural Cell Adhesion Molecule 

NEC   Necrotizing Enterocolitis 

Neu5Ac  Ácido N-Acetilneuramínico 

Neu5Gc  Ácido N-glicolilneuramínico 

NORT   Novel object recognition test 

PBMCs   Peripheral blood mononuclear cell 

pIMC   Indice de masa corporal pre-concepcional  

PN   Posnatal 

PSA-NCAM  Polysialylated-NCAM 

RFID   Radio frequency identification 

RSV   Respiratory syncytial virus 

3’-SL   3’-Sialillactosa 

6’-SL   6’-Sialillactosa 

SFAs   Saturated fatty acids 

TNF-α   Tumor necrosis factor-α 

UDP-Gal  Uridin difosfato-galactosa 

UHPLC-MS/MS  Ultra-performance liquid chromatography - tandem mass spectrometer. 

UPEC   Uropathogenic Escherichia coli
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