FOCO

El beneficio inmunitario de la alimentacion al seno materno
se ha atribuido en parte a los diversos componentes bioactivos
en la leche materna
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Los oligosacaridos de la leche materna influyen en la inmunidad
sistémica y de las mucosas neonatales

Por Sharon M. Donovan y Sarah S. Comstock

Informacion clave

La leche materna confiere multiples capas de proteccion
al recién nacido al proporcionarle componentes bioacti-
vos que protegen al lactante de infeccién por patégenos,
facilitan el desarrollo intestinal e inmunitario y apoyan los
microbios intestinales sanos. Un importante componente
bioactivo de la leche materna son los oligosacdridos de la
leche materna (HMO, human milk oligosaccharides). Los
HMO son una mezcla compleja de hidratos de carbono
indigeribles con un alto grado de diversidad estructural
y representan uno de los grupos mds grandes de compo-
nentes activos en la leche materna.

Conocimiento actual

Los HMO son una familia de glucanos solubles que estdn
sialilados o fucosilados y proporcionan fuentes de carbono
para las especies bacterianas que colonizan a los lactantes
alimentados al seno materno. A través de sus acciones sobre
el intestino los HMO afectan directa o indirectamente la mu-
cosa de los lactantes y la inmunidad sistémica. En un gran
ntimero de estudios se ha demostrado que los HMO influyen
en la proliferacion y maduracion de las células intestinales
(como las células de las criptas y las células caliciformes).
Ademds, los HMO modulan la expresion génica en el epitelio
intestinal. Todo esto afecta la funcién de la barrera intestinal,
la cual a su vez regula la inmunidad local y sistémica.

Implicaciones prdcticas

La leche materna contiene una mayor concentracion y
diversidad estructural, asi como grado de fucosilacién,
en comparacion con los oligosacdridos en otras espe-
cies, que incluyen la leche de vaca a partir de la cual se
derivan las formulas infantiles. Los HMO producidos co-
mercialmente son cada vez mds fdciles de conseguir y la
evidencia indica que la complementacion de la férmula
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A través de diversas acciones sobre la funcion intestinal y el
microbioma intestinal los oligosacaridos de la leche materna (HMO)
modulan la inmunidad local y sistémica del lactante.

infantil con HMO es segura y benéfica para los lactantes
humanos. Existen también posibles aplicaciones de los
HMO como tratamientos profildcticos y terapéuticos para
quienes estdn inmunocomprometidos y con un alto ries-
go de infeccion.
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Mensajes clave

« Los oligosacaridos de la leche materna (HMO,
human milk oligosaccharides) son un componente
predominante de la leche materna y estan
compuestos de diversas estructuras que son
neutrales, acidas y algunas formas son sialiladas
o fucosiladas, lo cual contribuye a sus funciones
bioldgicas.

« Los HMO protegen al lactante de las infecciones
patégenas, facilitan el establecimiento de la
microbiota intestinal, promueven el desarrollo
intestinal y estimulan la maduracion inmunitaria.

« Algunos tipos de HMO se encuentran ya en el
comercio y se agregan a la formula infantil solos o en
combinacion con otros prebioticos

Palabras clave
Oligosacéridos en la leche materna - Inmunidad - Lactante

Resumen

El sistema inmunitario del lactante es funcionalmente in-
maduro y no ha tenido contacto con antigenos. La leche
materna contiene proteinas bioactivas, lipidos e hidratos
de carbono que protegen al recién nacido y estimulan el
desarrollo inmunitario innato y de adaptacion. Esta revi-
sion se enfocara en el papel que desempefian los oligo-
sacaridos de la leche materna (HMO) en el desarrollo y las
funciones del sistema gastrointestinal neonatal y de la in-

munidad sistémica. Durante la tltima década se ha dirigi-
do investigacion intensa a la definicién de la complejidad
de los oligosacéridos de la leche en muchas especies y se
empiezan a delinear sus funciones. En estos estudios se ha
demostrado que la leche materna contiene una concen-
tracién mas alta, asi como una mayor diversidad estruc-
tural y grado de fucosilacién que los oligosacéaridos de la
leche en otras especies, en particular la leche de bovino,
a partir de la cual se producen las férmulas infantiles. La
disponibilidad comercial de grandes cantidades de ciertos
HMO ha ampliado nuestra comprensién de las funciones
de HMO especificos, las cuales incluyen la proteccion del
lactante de infecciones patdégenas, facilitar el estableci-
miento de la microbiota intestinal, promover el desarrollo
intestinal y estimular la maduracién inmunitaria. Muchas
de estas acciones se ejercen a través de interacciones
de hidrato de carbono-hidrato de carbono con los paté-
genos o células del huésped. En fechas recientes se han
agregado 2 HMO a la férmula infantil, la 2'-fucosillactosa
(2'FL) y la lacto-N-neotetraosa (LNnT). Aunque es un pri-
mer paso para reducir la brecha de composicién entre la
leche materna y la férmula infantil, no esta del todo claro
si uno o dos HMO resumen la complejidad de las acciones
ejercidas por la compleja mezcla de HMO ingerida por los
lactantes alimentados al seno materno. Por consiguiente,
conforme un mayor nimero de HMO se comercialice, ya
sea aisladas de la leche de bovino o sintetizadas de mane-
ra quimica o microbioldgica, se anticipa que se agregaran
mas oligosacéridos a la formula infantil ya sea solos o en
combinacién con otros prebidticos.

2017 Nestec Ltd., Vevey/S. Karger AG, Basilea

© 2017 Nestec Ltd., Vevey/S. Karger AG, Basel

KARGER

Correo electrénico
karger@karger.com

Sharon M. Donovan, PhD, RD

Department of Food Science and Human Nutrition, University of Illinois
339 Bevier Hall, 905 S. Goodwin Avenue

Urbana, IL 61801 (USA)

Correo electrénico sdonovan @ illinois.edu



Antecedentes

El lactante entra al mundo con un sistema inmunitario
funcionalmente virgen que afecta las respuestas tanto de
adaptacion como las innatas [1], lo cual deja al recién nacido
con un alto riesgo de infecciones frecuentes. La maduracion
inmunitaria posnatal se estimula mediante las exposiciones
antigénicas y las interacciones huésped-microbios [1, 2]. La
forma y el contenido de aquello con lo que se alimenta al
lactante influye en el desarrollo y competencia del sistema
inmunitario [3-5]. la leche materna protege al lactante du-
rante este periodo vulnerable al proporcionarle componen-
tes bioactivos que lo protegen de la infeccién por patdgenos,
apoyan el desarrollo intestinal, facilitan la tolerancia inmu-
nitaria y alimentan a los microbios intestinales [2-5]. De este
modo, la leche materna suministra capas de protecciéon mul-
tiples para el lactante (Figura 1.).

La alimentacion al seno materno, en particular la ex-
clusiva, durante 6 meses o mas, disminuye la incidencia y/o
gravedad de las enfermedades infecciosas, en comparacién
con la alimentacién con férmula [6]. Muchas enfermedades
con componentes de etiologia infecciosa e inmunitaria, que
incluyen diarrea, infecciones de vias respiratorias y urinarias,
otitis media, bacteriemia y enterocolitis necrosante, ocurren
con menos frecuencia en los lactantes alimentados con leche
materna que en los alimentados con férmula [6, 7]. También
se ha implicado la alimentacién al seno materno en la reduc-
cion de la incidencia de otras enfermedades que afectan el
sistema inmunitario y la tolerancia inmunitaria, como la en-
fermedad inflamatoria intestinal, enfermedad celiaca, asma,
alergia, diabetes tipo 1, asi como las leucemias linfoblastica
aguda y mieloblastica aguda [6, 8]. Estos beneficios estdn
mediados, en parte, a través de efectos de la alimentacion
al seno materno en la microbiota intestinal [8, 9], lo que a
su vez estimula la maduracién y especificidad de la mucosa
neonatal y el sistema inmunitario sistémico [2].

El beneficio inmunitario de la alimentacién al seno ma-
terno se ha atribuido en parte a los diversos componentes
bioactivos que se encuentran en la leche materna [2-5]. Un
ejemplo importante es el papel clave de los oligosacaridos de
la leche materna (HMO) en la defensa inmunitaria y madu-
racion del recién nacido. Como se describird a continuacién,
los HMO estan presentes en altas concentraciones en la le-
che materna, existen con una diversidad estructural increi-
ble,[10-13] confieren proteccién al huésped y median las res-
puestas inmunitarias a través de varios mecanismos.[14,15]

Contenido y composicién de los HMO

Los HMO son glucanos solubles complejos, que estan
presentes en la leche, sobre todo en su forma libre. Estos glu-
canos se sintetizan a partir de cinco monosacaridos bésicos:
galactosa, glucosa, N-acetilglucosamina, fucosa y el deriva-
do del 4cido sialico, dcido N-acetilneuraminico [10, 11]. Con
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Figura 1. Es probable que la leche materna orqueste el desarro-
llo gastrointestinal, inmunitario y de la microbiota. El ecosistema
intestinal representa un complejo ambiente interactivo en el cual
la leche materna influye en el desarrollo intestinal, el estableci-
miento de la microbiota intestinal y la maduracién del sistema
inmunitario de la mucosa intestinal y sistémico. A su vez, las se-
fales de la microbiota estimulan la maduracién y especificidad
de los sistemas inmunitarios de la mucosa y sistémicos. Ademas,
el sistema inmunitario y la microbiota promueven el desarrollo
intestinal. La leche materna contiene nutrientes bioactivos y otros
componentes que son moduladores de estos procesos, de los cua-
les los oligosacaridos son un componente clave.

pocas excepciones, todos los HMO llevan lactosa (GalB1-4Glc)
en el extremo reductor, el cual se alarga en unién p1-3 o f1-6
mediante dos diferentes disacaridos, ya sea Galpl- 3GIcNAc
(cadena tipo 1) o GalP1-4GIcNAc (cadena tipo 2) [11].

Se ha informado que el contenido de HMO se encuentra
en el rango de 1 a 10 g/L en la leche maduray 15 a 23 g/L en
el calostro [10-13]. En la leche materna de término, ~ 35 a
50% de los HMO es fucosilado, 12 a 14% es sialilado y 42 a
55% es HMO neutral no fucosilado (Cuadro 1) [10-13]. Sin
embargo, la composicién de los HMO esta influenciada por
la genética materna, que incluye el estado secretor y el grupo
sanguineo de Lewis [10,11]. La fucosilacién del HMO esta
mediada por las dos fucosiltransferasas FUT2 (gen secretor)
y FUT3 (gen de Lewis). Las madres no secretoras, que care-
cen de una enzima FTT2 funcional y representan cerca de
30% de las mujeres en el mundo entero, producen leche que
carece de oligosacaridos al-2-fucosilados, como 2’-fucosi-
lactosa (2’FL) y lacto-N-fucopentosa (LNFP) I [10, 11]. La
ausencia de estos compuestos tiene consecuencias funciona-
les. Por ejemplo, los lactantes que consumen leche producida
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Cuadro 1.

Categorias de HMO (% del total) Oligosacarido Concentracion promedio (rango), g/L
Concentraciones de By — , TP
los principales HMO Al (S5 a 505 2°FL 7(1.8824.9)
en la leche materna 3’FL 0.5(0.2520.86
[10-13] LNFP I 0.122 (0.106 a 0.145)
_ LNEFP II + III 0.156 (0.120 a 0.161)
Sialilado (12 a 14%) 3SL 0.2(0.1a0.3)
6'SL 0.5 (0.2 a 1.22)
Neutral no fucosilado (42 a 55%) LNnT 0.3 (0.17 2 0.45)

2’FL, 2’-fucosil-lactosa; 3’SL, 3’-sialil-lactosa; 6'SL, 6 -sialil-lactosa; HMO, oligosacéridos de la leche
materna (human milk oligosaccharides); LNFP, lacto-N-fucopentaosa; LNnT, lacto-N-neotetraosa.

por mujeres que no son secretoras presentan una coloniza-
cién retardada de bifidobacterias, una mayor abundancia
de taxa Streptococcus, y tienen diferencias funcionales en
la actividad metabdlica de su microbiota [16]. Los lactantes
alimentados de leche proveniente de madres no secretoras
tienen mayor riesgo de enfermedades diarreicas [17].

Los HMO y el microbioma

El desarrollo del microbioma intestinal del lactante es
un proceso secuencial que empieza y contintia durante los
primeros 2 a 3 afios de vida. La composicion y diversidad
microbiana se forma por la genética del huésped y multiples
factores ambientales, de los cuales la dieta es un contribu-
yente importante [8, 9]. En los estudios realizados durante la
ultima década se ha mostrado que las especies especificas de
Bacteroidesy Bifidobacterium que colonizan con frecuencia
a los lactantes alimentados al seno materno, utilizan de ma-
nera efectiva los HMO como fuente de carbono. Esto es par-
ticularmente cierto de B. longum ssp. Infantis (B. infantis), el
cual es un microbio predominante del intestino en la mayo-
ria de los lactantes alimentados al seno materno [18]. El des-
cubrimiento de una isla genémica en B. infantis que codifica
enzimas especificas para el metabolismo de HMO apoya una
adaptacion de esta especie al medio intestinal del lactante
amamantado [18, 19]. En efecto, en un estudio reciente en
lactantes alimentados al seno materno complementado con
2’FL 81 g/L) y LNnT (0.5 g/L) se demostr6 que la composi-
cién global de la microbiota de los lactantes alimentados con
férmula con 2°FL y LNnT era significativamente diferente de
la de los lactantes alimentados con férmula no complemen-
tada (p < 0.001), en el nivel de género y mas cercana a la de
los lactantes alimentados al seno materno a los 3 meses de
edad [20]. Ademas, Bifidobacterium era mas abundante (p <
0.01), mientras que Escherichia y Peptostreptococcaceae no
clasificados eran menos abundantes en los lactantes alimen-
tados con férmula con 2’FL y LNnT en comparacion con los
lactantes alimentados con férmula no complementada, y es-
tas concentraciones eran mads cercanas a las observadas en
los lactantes alimentados al seno materno [20]. Asimismo,
las concentraciones de varios metabolitos importantes en las
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heces (propionato, butirato y lactato eran mas similares a los
de los lactantes alimentados al seno materno [20].

En ocasiones previas, se ha demostrado que la fermenta-
cion de los HMO mediante microbiota de cerdo recién nacido
producia acidos grasos de cadena corta y promovian el creci-
miento de bacterias benéficas in vitro [21] e in vivo [22]. Las
bacterias del intestino y la respuesta inmunitaria, en particular
la gastrointestinal, estan interrelacionadas en forma estrecha
[23]. Asi, en este modelo animal, los cambios inducidos por
los HMO en las poblaciones bacterianas del intestino de cer-
dos alteraria el curso de una infeccion intestinal [24], la cual
a su vez alteraria la respuesta inmunitaria [22]. Alternativa-
mente, el cambio en las bacterias intestinales afectaria direc-
tamente el sistema inmunitario de estos animales [2]. En la
siguiente seccion se resumen formas adicionales por las cuales
los HMO median la inmunidad del recién nacido.

Los HMO como inmunomoduladores

En la Figura 2 se resumen los resultados de un cuer-
po de evidencia acumulado que muestra que los HMO
influyen e manera directa e indirecta la funcién inmuni-
taria de la mucosa y sistémica del lactante. En general, la
salud intestinal y la funcién de barrera se consideran como
la primera linea de defensa en la inmunidad innata. La
proliferacién celular se lleva a cabo en las criptas, y las cé-
lulas se diferencian conforme emigran hacia arriba por el
eje de las criptas vellosas, con excepcion de las células de
Paneth, que migran hacia abajo hasta la base de la cripta.
Los HMO reducen la proliferacion de células de las crip-
tas intestinales [25, 26], aumentan la maduracion celular
[26], y aumentan la funcién de barrera [26] (indicado con
1 al 3 de la figura 2). Una capa formada por glucoproteinas
mucosas o mucinas producidas por las células caliciformes
actia como lubricante y una barrera fisica de proteccion
entre el epitelio intestinal y el contenido de la luz intesti-
nal (indicada por 4 en la figura 2). Los HMO influyen la
funcién de la célula caliciforme, como se ha mostrado para
los galacto-oligosacaridos (GOS) [27]. Los HMO afectan la
expresion génica inmunitaria epitelial en forma tanto di-
recta [28-30] como indirecta a través de la microbiota [31]

Donovan/Comstock
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Figura 2. Posibles mecanismos por medio de los cuales los oli-
gosacdridos de la leche materna (HMO) influyen la funcién in-
munitaria del huésped. HMO afecta la inmunidad innata a través
de la barrera epitelial; el HMO reduce la proliferacién de la célula
de la cripta (1), aumenta la maduracion de las células intestinales
(2), aumenta la funcién de barrera (3) y es posible que influya
en la funciéon de la célula caliciforme (4), como se ha demos-
trado para los galacto-oligoscaridos. Ademads, los HMO afectan
la expresion génica inmunitaria epitelial tanto en forma directa
(5) como indirecta a través de la microbiota (6). Los HMO sir-

Los HMO influyen en la inmunidad de la
mucosa neonatal y sistémica

ven como prebiéticos para promover el crecimiento de bacterias
sanas, que incluyen las especies Bifidobacterium y Bacteroides
(7), y los HMO inhiben las infecciones por bacterias y virus,
ya sea fijandolos en la luz intestinal o mediante la inhibicién de
la fijacién a los receptores glicanos de la superficie celular (8).
Los HMO afectan las poblaciones de células inmunitarias y la
secrecion de citocina (9). Los HMO se absorben también hacia
la sangre (10), en donde afectan la fijacién de monocitos, linfoci-
tos y neutrofilos a las células endoteliales (11) y la formacién de
complejos plaqueta-neutrofilo (12).
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(indicado con 5y 6 en la figura 2, respectivamente). Como
se observd antes, los HMO sirven como prebidticos para
promover el crecimiento de bacterias sanas que incluyen
los géneros Bifidobacteria y Bacteroides [32] (indicado con
7 en la Figura 2) y los HMO inhiben las infecciones por
bacterias y virus, ya sea fijando al patdgeno en la luz intes-
tinal o al inhibir su fijacién a los receptores glucanos de la
superficie celular [14-15, 22] (indicado con 8 en la figura 2).
Ademas, los oligosacaridos dietéticos enriquecen el reves-
timiento intestinal con lo que contribuyen al repertorio de
glucanos intestinales [33]. Los HMO contribuyen también
a la funcién de barrera epitelial al apoyar el crecimiento de
B. infantis en el intestino del lactante [10, 18]. B infantis
produce péptidos que se ha demostrado, en un modelo
murino de colitis, que normalizan la permeabilidad intes-
tinal a través del aumento de la expresion de proteinas de
la unién intercelular hermética [34]. Es probable que los
HMO apoyen otras especies bacterianas que son importan-
tes para el mantenimiento de la integridad intestinal. Estos
cambios en la funcién de barrera intestinal alterarian a su
vez el sistema inmunitario tanto local como sistémico [35].
Los HMO afectan las poblaciones de células inmunitarias y
la secrecion de citocina [22, 36] (indicado con 9 en la Figu-
ra 2). Algunos HMO se absorben también hacia el torren-
te sanguineo [37-39] (indicado con 10 en la Figura 2), en
donde ejercen efectos sistémicos al unir a los monocitos,
linfocitos y neutroéfilos con las células endoteliales [40] (in-
dicado con 11 en la Figura 2) y la formacién de complejos
plaquetas-neutrdfilo [41] (indicado con 12 en la Figura 2).
Se remite al lector a una revisién reciente de Kulinich y Liu
[15] para un analisis adicional de este tema.

Fijacion de hidratos de carbono como un posible

mecanismo de los HMO en el sistema inmunitario

Los hidratos de carbono y las proteinas fijadoras de hi-
dratos de carbono desempefian un papel importante en las
respuestas inmunitarias. Las células tienen firmas tnicas de
glicanos, hechas a partir de combinaciones de unidades de gli-
canos especificos que participan cuando una célula se pone en
contacto con otra célula u otros componentes de su ambiente
[42,43]. Sin embargo, muchas de las unidades de glicanos que
se encuentran en las células de los mamiferos se encuentran
también en los microbios y en los alimentos, entre los que se
incluye la leche materna. Estas similitudes proporcionan opor-
tunidades para interacciones huésped-microbio-HMO.

Las lectinas son proteinas fijadoras de hidratos de car-
bono sobre las superficies de las células de mamiferos que
convierten el reconocimiento de unidades especificas y
la presentacién espacial de esas unidades, en accién. Las
lectinas se agrupan segtin sus dominios de reconocimien-
to de hidrato de carbono (CRD, carbohydrate recognition
domains) [42, 43]. Existe por lo menos una docena de CRD
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identificadas en los mamiferos, aunque son tres las clases
de lectinas relacionadas con la influencia de los HMO en
las respuestas inmunitarias, éstas son: lectinas de tipo-C,
lectinas semejantes a Ig fijadoras de acido sialico o siglecs
(Sialic acid-binding Ig-like lectins), y galectinas.

Las lectinas tipo C requieren de calcio para funcionar e in-
cluyen selectinas, lectina fijadora de manosa y, la no integrina
que engancha una molécula de adhesion 3 intercelular, espe-
cifica de la célula dendritica (DC-SIGN, dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-integrin). Los
receptores de lecitina tipo C sobre la superficie de las células
dendriticas (DC, dendritic cells) determinan si la célula indu-
cird tolerancia en vez de activacion del linfocito [44]. La DC-
SIGN, reviste interés particular con respecto a los mecanismos
por los cuales los HMO influyen en la inmunidad debido a que
tiene un CRD especifico para unidades de fucosa. Ademds, las
células del tubo digestivo de los lactantes expresan DC-SIGN
[45]. Es muy probable que estas células intestinales sean células
presentadoras de antigeno, en especifico DC [43]. Aunque las
interacciones entre los ligandos fucosilados y DC-SIGN contri-
buyen a la tolerancia inmunitaria, la respuesta celular depende
al final de otras reacciones ligando-receptor que ocurren en
forma simulténea [43].

Las siglecs son lectinas fijadoras de 4cido sidlico que se
encuentran con mas frecuencia sobre subgrupos de células
inmunitarias [46]. Existen por lo menos 16 siglecs expresa-
das por diferentes poblaciones de leucocitos, entre las que se
incluyen sialoadhesina (siglec-1), CD22 (siglec-2), glucopro-
teina relacionada con la mielina (MAG, siglec-4), siglec-15y
siglecs relacionadas con CD33. La especificidad de las siglecs
se deriva de las diferencias en los sitios de unién secundarios
[43]. Las siglecs son receptores de superficie de células endo-
citicas que transportan cargamento entre la superficie celu-
lar y las vesiculas intracelulares; estos receptores se expresan
principalmente en las células implicadas en el procesamiento
y presentacion de antigenos [43]. Asimismo, las moléculas
que contienen écido sidlico pueden entrar a los macroéfagos
al unirse a siglecs en la superficie celular [46]. En las células
de los mamiferos, algunos glicanos que contienen écido sia-
lico funcionan como patrones moleculares autoasociados y
evitan las respuestas inmunitarias a estimulos no patégenos.
La ligadura de siglecs particulares estimula la produccion de
la citocina inmunoreguladora, interleucina-10 (IL-10) [47].

Las galectinas son importantes para el recambio celular yla
regulacion inmunitaria. El CRD de las galectinas es especifico
para los B-galactosidos. Cuando las células estan desialiladas,
aumenta la densidad de las mitades de galactosa expuestas so-
bre la superficie celular. Por ejemplo, las células T virgenes ex-
presan CD45 con un acido sialico unido en a-2,6. La cantidad
de acido sidlico unido en a-2,6 se reduce tras la activacién de
la célula T. La disminucién del 4cido sidlico unido a a-2,6 hace
que las células T activadas sean susceptibles de apoptosis me-
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Cuadro 2. Criterios de valoracion relacionados con inmunidad de los estudios de alimentaciéon con HMO

Especies

Lactantes hu-
manos

Lactantes hu-
manos

Diseno del estudio

Lactantes sanos producto de embarazo unico, incluidos en el

quinto dia de vida y alimentados con férmulas hasta los cuatro

meses de edad

- Alimentado al seno materno

- Férmula + 2.4 g/L GOS

- Férmula + 2.2 g/L GOS + 0.2 g/L 2'FL

- Férmula + 1.4 g/L GOS + 1.0 g/L 2'FL PBMC aisladas a las 6
semanas de edad

Lactantes sanos producto de embarazo nico, incluidos en el
decimocuarto dia de vida y alimentados con férmula expe-
rimental a los seis meses de edad, y férmula de seguimiento

Hallazgos importantes

Los lactantes alimentados al seno materno y los
alimentados con cualquiera de las férmulas con 2'FL
fueron similares y tuvieron un menor numero de
citocinas inflamatorias plasmaticas que los lactantes
alimentados con la férmula de control. En cultivos
ex vivo de PBMC estimuladas con RSV, las células de
los lactantes alimentados al seno materno no fueron
diferentes de las de los grupos alimentados con
féormula con 2'FL, aunque secretaron menos TNF-a
e IFN-y y una tendencia a tener menos IL-1Ra, IL-6
e IL-1P que las células provenientes de lactantes de
rata alimentados con la férmula control

Los lactantes alimentados con férmula complemen-
tada con HMO tuvieron un niimero significativa-
mente menor de informes de los padres de:

Ref.
53

54

estandar a los 12 meses
- Férmula
— Férmula + 1.0 g/L 2'FL + 0.5 g/L LNnT

Estudio de alimentacion de 15 dias
- Férmula

Lechones priva-
dos de calostro

- Férmula + 4 g/L HMO (40% 2'FL; 35% LNnT; 10% 6'SL; 5%

3’SL; 10% SA libre)

- Bronquitis hasta los 4, 6, y 12 meses

- Menos infeccién de vias respiratorias hasta los 12
meses

- Uso de antipiréticos hasta los 4 meses

- Uso de antibiéticos hasta los 6 y 12 meses

HMO provocé una duracién mas corta de la diarreay 22
una mayor expresion del IFN-y ileal y el IL-10 mRNA

que la férmula, pero concentraciones similares de IgG

e IgM especificas para RV como con la férmula

Infectados con cepa OSU de RV en el dia 10 y analizados el

dia 15
Ratones Modelo de infeccion por E. coli 2'FL evit6 la pérdida de peso y redujo la coloniza- 29
C57BL/6 hem- - 0.25% DSS por via oral durante los dias 0-3 cién de AIEC, inflamacién del colon, expresion de
bra adulta - 2'FL (100 mg o vehiculo a través de sonda oral los dias 0-4)  CD14 de las células de la cripta y de IL-6, IL-17, y
- 20 mg estreptomicina mediante sonda oral en el dia 4 Infec-  produccion de TNF-a en respuesta a la infeccién con
tado con AIEC en el dia 5 y analizado en el dia 9 AIEC
Ratones Balb/c ~ Modelo de tratamiento para alergia a alimento 2'FLy 6'SL atenuaron la diarrea y la hipotermia 51

macho adulto - Sensibilizado IP a OVA

- 2 semanas después (dia 27), alimentacion por sonda oral,

diario (1 mg en 200 mcL PBS)
2'FL
6'SL
Lactosa

- Provocacion oral el dia 28 con OVA (50 mg) cada 3 dias

hasta el dia 43

inducida por la provocacién con OVA, reduccion del
nimero de células cebadas intestinales y anafilaxia
cutdnea pasiva, y aumento de las células T regulado-
ras de las placas de Peyer y CD11¢c+CD103+ DC
6'SL aumento la IgG2a especifica de OVA y las célu-
las T reguladoras MLN

Los esplenocitos de ratones tratados con 6’SL produje-
ron mas IFN-y e IL-10 pero menos TNF

Los esplenocitos provenientes de ratones tratados
con 2'FL produjeron menos IFN-y

2'FL, 2'-fucosillactosa; 3’SL, 3’-sialillactosa; 6’SL, 6’-sialillactosa; AIEC, E. coli adherente invasiva (adherent-invasive E. coli), DC, (células
dendriticas, dendritic cells, por sus siglas en inglés); DSS, sulfato de sodio dextran (dextran sodium sulfate, por sus siglas en inglés); GOS, galacto-
oligosacaridos; HMO, oligosacaridos de leche materna (Human milk oligosaccharides por sus siglas en inglés); IFN, interferon; IP, Infeccion intrape-
ritoneal; Ig, inmunoglobulina; IL, interleucina; LNnT, lacto-N-neotetraosa; MLN, ganglios linfaticos mesentéricos(mesenteric lymph nodes, por sus
siglas en inglés); OSU, Ohio State University; OVA, ovalbiimina; PBMC, células mononucleares en sangre periférica (peripheral blood mononuclear
cells, por sus siglas en inglés); PBS, solucion salina amortiguada con fosfato (phosphate-buffered saline, por sus siglas en inglés); RSV, virus sincicial
respiratorio (respiratory syncytial virus, por sus siglas en inglés); RV, rotavirus; SA, acido sialico (sialic acid, por sus siglas en inglés); TNE, factor de

necrosis tumoral (tumor necrosis factor, por sus siglas en inglés).

diada por galectina-1 [48]. De ahi que es posible que la fijacion
de los HMO sialilados a las células evite la apoptosis.

Los HMO como moduladores de la inmunidad

de la mucosa

Se han utilizado lineas celulares intestinales para de-
terminar los efectos de los HMO sobre la expresion génica

Los HMO influyen en la inmunidad de la
mucosa neonatal y sistémica

relacionada con la inmunidad y la produccién de protei-
nas. Estas células se han incubado junto con oligosacaridos
[28], bacterias [48] o lipopolisacaridos (LPS) para hacer un
modelo de infeccién bacteriana [29]. La incubacién concu-
rrente de Bifidobacterium con células de la linea de células
intestinales Caco-2 y HMO provocé una disminucion de los
genes de células intestinales relacionados con actividad de
quimiocina en comparacion con la incubacién concurrente
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con glucosa o lactosa [29]. Por el contrario, en ausencia de un
coestimulante bacteriano, los HMO aumentaron la expresién
de varias quimiocinas de la linea celular HT-29 [28]. Traba-
jos adicionales en las lineas celulares intestinales T84 y HCT8
mostraron que las mezclas complejas de HMO asi como 2’FL
redujeron los signos distintivos de inflamacién intestinal [29].

Se ha demostrado que los HMO afectan el curso de una in-
feccion viral gastrointestinal. En un modelo de infeccién aguda
por rotavirus (RV) en donde se aisl6 in situ, un ileon de lechén
de 21 dias de nacido, las asas intestinales tratadas con HMO
y RV tuvieron una reduccién en la expresion del mRNA de la
proteina no estructural-4 (NSP-4, non-structural protein-4,
por sus siglas en inglés), lo que indicé que HMO redujo la re-
plicacién del RV [49]. Sin embargo, la expresion de la citocina
y quimiocina intestinales no se vio afectada. Tanto los HMO
neutrales como los 4cidos disminuyeron la expresion de mRNA
intestinal en el modelo in situ, mientras que solo el HMO acido
inhibi6é de manera efectiva la infectividad del RV en un modelo
in vitro [49].

Los HMO como moduladores de lainmunidad

sistémica y la proteccion de la infeccion

En el plasma de lactantes alimentados al seno materno
se detectan HMO en concentraciones de 1 a 133 mg/L [37,
39], lo que indica el potencial del HMO dietético para afec-
tar en forma directa las células inmunitarias que circulan en
la sangre. Como se analizé en parrafos anteriores, muchos de
los receptores inmunitarios reconocen las estructuras de oli-
gosacaridos de sus ligandos glucoproteicos [14, 15]. Debido
a que un subgrupo de HMO es estructuralmente semejante a
los ligandos de selectina [14] es probable que el HMO se fije
directamente a las células inmunitarias y desencadene la sefia-
lizacién que provoca los cambios en las poblaciones de células
inmunitarias y sus funciones. Por ejemplo, las selectinas P y
E reconocen el sialil-Lewis x (sLeX), una mitad de glicano de
varios HMO [11]. Ademas, la fucosilacion vy sialilacién, dos
modificaciones enzimdticas frecuentes en los HMO, permi-
ten la fijacion de selectinas [50]. La alteracion, inducida por
HMO, de las interacciones proteina-hidrato de carbono redu-
cen el ondulado [40] y activacion [41] de los neutrdfilos. Los
HMO afectan en forma directa la proliferacion de las células
inmunitarias y la produccién de citocina en experimentos ex
vivo con células mononucleares en sangre periférica (PBMC,
(peripheral blood mononuclear cells, por sus siglas en inglés)
provenientes de cerdos recién nacidos [36]. La estimulacion
del HMO aislado estimul6 la produccién de la citocina regu-
ladora IL-10 [36]. Otros observaron que el HMO écido indu-
ce la produccion de IL-10; ademds encontraron que el HMO
acido induce el IFV-y proveniente de células mononucleares
estimuladas, en sangre del cordén humano ex vivo [45]. Los
HMO aislados aumentaron la proliferacion de PBMC esti-
muladas con mitégeno de célula T, fitohemaglutinina (PHA,
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phytohemagglutinin, por sus siglas en inglés) y HMO sialila-
do aumentaron la proliferaciéon de PBMC estimuladas con el
mitogeno LPS de células B [36]. En contraste 2’FL inhibieron
la proliferacion del cultivo de PBMC durante tres dias. Asi, la
respuesta del HMO tal vez dependa del estado del lactante. En
el estado no estimulado, el HMO disminuye la proliferacion,
mientras que el HMO aumenta la proliferacién en respuesta a
un estimulo mitégeno.

Hasta la fecha, muy pocos estudios han alimentado y anali-
zado los criterios de valoracion inmunitarios [22, 29, 30, 51-54]
(Cuadro 2). Loslechones [55] se han alimentado con 2" FL, pero
s6lo se informd sobre los criterios de valoracion del crecimiento
y toxicologia. Un articulo de reciente publicacion describi6 los
resultados inmunitarios en lactantes humanos alimentados con
férmula que contenia 2.4 g/L GOS, 2.2 g/L. GOS + 0.2 g/L 2'FL,
0 1.4 g/L GOS + 1.0 g/L 2 ’FL, en comparacion con controles
de referencia alimentados al seno materno [53]. Se alimentd a
los lactantes con la férmula desde los cinco dias hasta los cuatro
meses de edad, y se obtuvieron muestras de sangre a las seis se-
manas de edad para andlisis de citocinas, fenotipado de células
inmunitarias y estimulacion ex vivo de PBMC aisladas.

Los lactantes alimentados al seno materno y los alimentados
con cualquiera de las férmulas con 2’FL eran similares y tenfan
menos citocinas inflamatorias plasmaticas que los lactantes ali-
mentados con la férmula control. Ademas, la secreciéon de ci-
tocina de las PBMC provenientes de los lactantes alimentados
al seno materno y los lactantes alimentados con cualquiera de
las férmulas que contenfan 2’FL que se estimularon ex vivo con
virus sincicial respiratorio fue similar y secretaron menos factor
de necrosis tumoral a e interferén y y una tendencia a tener me-
nor IL-1RA, IL-6 e IL-1P que las células provenientes de lactan-
tes alimentados con la férmula control [53].

En otro estudio reciente en lactantes humanos se evaluo el
efecto de la formula complementada tanto con 2’FL (1.0 g/L)
como LNnT (0.5 g/L) se compararon con una férmula sin com-
plemento. Los lactantes recibieron la férmula desde los 14 dias
hasta los seis meses de edad. Después de los cuales cambiaron a
férmula de seguimiento estandar y siguieron hasta los 12 meses
de edad. Los lactantes alimentados con férmula complemen-
tada HMO tuvieron significativamente menos informes de los
padres sobre: bronquitis hasta los cuatro meses (2.3 vs. 12.6%),
seis meses (6.8 vs. 21.8%), y 12 meses (10.2 vs. 27.6%); infeccion
de vias respiratorias inferiores (conjunto AE) hasta los 12 me-
ses (19.3 vs. 34.5%); uso de antipiréticos hasta los cuatro meses
(15.9 vs. 29.9%); y uso de antibiéticos hasta los seis meses (34.1
vs. 49.4%) y 12 meses (42.0 vs. 60.9%) en comparacion con los
alimentados con la férmula estandar [54] .

Varios estudios en modelos animales apoyan la incidencia
disminuida de infeccién en los lactantes humanos alimenta-
dos con féormula con HMO. En los ratones infectados con Es-
cherichia coli, la administracion oral por sonda con 100 mg
diarios, 2’FL evit6 la pérdida de peso corporal y redujo la co-
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lonizacién con E. coli adherente invasiva, la inflamacion del
colon, la expresion de células CD4 en las criptas, asi como
la produccién de IL-6, IL-7 y factor de necrosis tumoral a
en respuesta a la infeccion por E. coli adherente invasiva, en
comparacion con los ratones tratados con vehiculo [29]. Los
ratones alimentados con 2’FL y sujetos a reseccion ileocecal
aumentaron mas de peso y tuvieron una mayor profundidad
de las criptas y altura de las vellosidades en el sitio de corte
en comparacion con los ratones sin complementacion [30].
Los estudios en los que los cerdos y lactantes humanos se
alimentaron con HMO se han enfocado en 2’FL, el cual es
facil de conseguir en grandes cantidades con un costo razo-
nable y se ha mostrado que los oligosacaridos fucosilados
alimentan clases especificas de bacterias durante los eventos
inflamatorios intestinales [56]. Dado lo que se sabe acerca de
los efectos de otros HMO, estos compuestos también deben
utilizarse en los estudios de alimentacion cuando se dispon-
ga en suficientes cantidades.

Sélo un estudio in vivo utilizé una mezcla compleja de
HMO vy evalué los criterios de valoraciéon inmunitarios.
En ese informe, los cerdos recién nacidos alimentados con
una dieta que contenia 4 g/L HMO, que consistia en 40%
2’FL, 10% 6’-sialiyllactosa (6’SL), 35% lacto-N-neote-traosa
(LNnT), 5%, 3’-sialillactosa (3’SL) y 10% de acido sialico li-
bre, tuvieron una menor duracion de la diarrea, en respuesta
ala infeccion por RV con 48.8 £ 9.8 h versus 80.6 + 4.5h en
los cerdos alimentados con férmula no complementada [22].
El tejido ileal de los cerdos alimentados con HMO contenia
mas IFN-y (producido por las células Th1) e IL-10 (una ci-
tocina antiinflamatoria) mRNA en comparacion con el que
provenia de los cerdos alimentados con férmula [22].

En un modelo murino de alergia a alimentos, se adminis-
tré 2’FL y 6’SL a través de sonda oral se redujeron los sinto-
mas en ratones sensibilizados a ovoalbimina, una proteina
del huevo [51]. Especificamente, los esplenocitos estimula-
dos con ovoalbumina, provenientes de ratones tratados con
6'SL produjeron més IL-10 y menos IFN- y que los que pro-
venian de ratones no tratados. Ademas, los ratones tratados
con 2’ FL 0 6’SL tuvieron un mayor numero de células inmu-
nitarias reguladoras en sus tejidos inmunitarios intestinales
que los ratones no tratados. Es interesante que, ni 2’FL ni
6'SL afectaron las células T reguladoras cuando se adminis-
traron a ratones no sensibilizados [51]. Esto ejemplifica la
necesidad de identificar un modelo con provocacién ade-
cuada para evaluar los efectos de los compuestos dietéticos
en el sistema inmunitario. En los ratones, los oligosacaridos
de la leche LNFP IIT y LNnT tienen preferencia por Th2 y
suprimen las respuestas Th1 [57]. En fechas recientes, se ha
informado que los lactantes alimentados al seno materno
con concentraciones bajas de LNFP III (< 60 mcM) tuvieron
una probabilidad 6.7 veces mayor (IC 95% 2.0 a 22) de pre-
sentar alergia a la leche de vaca cuando se compararon con

Los HMO influyen en la inmunidad de la
mucosa neonatal y sistémica

los lactantes que recibieron leche con concentraciones altas
de LNFP I1I [58].

Otra estrategia utilizando ratones knockout mostraron
que los compuestos que contenian SL afectan en forma di-
recta la inmunidad de la mucosa gastrointestinal [52, 59].
En un estudio, la presencia de 3’FL en la leche, aument§ el
nimero de células inmunitarias infiltrando el intestino en
ratones sin IL-10 [52]. Ademas, la complementacion con 3
’FL aument6 la gravedad de la colitis en los ratones recién
nacidos sin IL-10 ni St3gal4 (la enzima que sintetiza 3’SL),
y que si cruzaban ratones naturales con madres deficientes
se reducia la gravedad de la colitis. Un inconveniente de este
trabajo es que se realiz6 en ausencia de produccién de IL-
10, mientras que otros estudios in vivo han demostrado que
algunos HMO aumentan la IL-10 intestinal [22, 51]. 3°SL es
un producto de varias bacterias patégenas [60] y la confor-
macion (enlace a2,3-entre el acido sidlico y la galactosa) en
las bacterias patdgenas y en la leche materna es la misma. DC
reconoce el 3’SL y genera una respuesta inmunitaria a través
de la via de sefalizacion TLR4 [61]. Estos resultados indican
que la presencia de 3’SL aumenta la respuesta inflamatoria a
través de efectos directos sobre DC. Cuando TLR4 estaba au-
sente, 3’SL fue menos efectivo al inducir la activaciéon de DC.
Sin embargo, esos DC demostraron también un aumento
minimo en la expresién de CD40 lo que indica que, en DC,
existe por lo menos otro mecanismo de sensibilidad 3’SL,
aunque mucho menos eficiente que la via TLR4. TLR4 es el
receptor para LPS de E. coli. Otro vinculo entre 3’SL y TLR4
se explica en un articulo mas nuevo, en donde se demuestra
que 3’SL estimula la proliferacién intestinal de la poblacién
de E. coli'y que esta proliferacion de E. coli es responsable de
la exacerbacidn de colitis por sulfato de sodio dextran a tra-
vés de la liberacion de citocinas proinflamatorias desde DC
intestinal [62]. Estos ejemplos demuestran la complejidad de
las relaciones entre los oligosacéridos, las bacterias intestina-
les y el sistema inmunitario.

Conclusion

La gran diversidad de HMO tiene el potencial de modu-
lar la inmunidad tanto innata como la neonatal adaptativa.
Los hallazgos de los experimentos in vitro y los modelos ani-
males muestran que los HMO interactian en forma directa
con las células epiteliales del tubo digestivo, asi como con las
células inmunitarias de la mucosa y sistémicas para modu-
lar la funcién inmunitaria. Los HMO también dan forma de
manera benéfica al microbioma del lactante alimentado al
seno materno. El aumento de disponibilidad de los HMO
en fuentes comerciales, asi como la evidencia acumulada
que demuestra que la férmula complementada con HMO
es segura y confiere beneficios para los lactantes humanos
ha llevado a la adicién reciente de 2’FL solo o en combina-
cién con LNnT a la férmula infantil. Ademds, debido a sus
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efectos benéficos en la funcién inmunitaria y la defensa del
huésped, los HMO tal vez sean benéficos para otros segmen-

tos de la poblacién que tienen compromiso inmunitario o

estan en alto riesgo de infeccidn. Existen pocos estudios en
los cuales los animales o humanos se han alimentado con
HMO. Asimismo, pocos estudios han evaluado los efectos,
que tiene sobre la respuesta inmunitaria, alimentar con mez-

Declaracion

que declarar.

clas complejas de HMO. De ahi que se necesite investigacion
futura para delinear los mecanismos y conocer por completo
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