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Resumen

La leche materna es la ingesta basica que tiene el bebe para su alimentacién y defensa. Es por eso
por lo que sus componentes son un tema en continuo estudio; a pesar que ya se han detectado muchos de
ellos, se sabe que hay muchos mas componentes por descubrir. Dicha composicién va cambiando des que
el bebé nace hasta que la leche se puede considerar madura, durante lo que se definen las tres etapas de
la leche materna, y es muy importante conocer los detalles en la evolucién de su composicién. En el caso
de este estudio nos centramos en la segunda etapa, la leche de transicién, para conocer los cambios en la
composicién de citoquinas, inmunoglobulinas y adipoquinas en la leche materna en los primeros dias de
lactancia ademads de los posibles factores maternos que pueden influir en estos cambios, a partir de los
valores inmunoldgicos y algunas caracteristicas personales de 75 pares de madres e hijos.
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Introduccién

La composiciéon de la leche materna es un campo en continuo estudio; a pesar de haberse descubierto ya
muchos de sus componentes, se sabe que aun quedan muchos que siguen sin conocerse. Estos componentes
van cambiando a medida que pasa el tiempo, desde que nace el bebé hasta llegar a lo que se considera la
"leche madura”.

En este estudio nos vamos a enfocar en lo que se conoce como la leche de transicién, que empieza a generarse
a partir del séptimo dia después del parto. En esta etapa hay valores inmunolégicos muy presentes, como la
inmunoglugina IgA, que se encuentra en grandes concentraciones y ha sido la mas estudiada a lo largo de los
anos. No obstante, hay otros valores, como las citoquinas o las adipoquinas, que se encuentran en menores
concentraciones, y no suelen tenerse en cuenta en estudios como el que hemos realizado. Es por eso por lo
que en este caso, se ha decido incluirlos.

Este estudio tiene dos objetivos principales, que se explicaran con mas detenimiento en apartados posteriores.
Por un lado, se quiere comprobar si hay diferencias en la composiciéon de la leche de transiciéon en dos
momentos del tiempo distintos: el séptimo dia después del parto, y el decimoquinto dia después del parto.
Por otro lado, se intentarad determinar qué factores influyen en la composicién de la leche materna. Para ello,
hemos realizado este proyecto en colaboracién con el departamento de Bioquimica y Fisiologia de la facultad
de Farmacia y Ciencias de los Alimentos (Universidad de Barcelona), que nos ha proporcionado los datos y
los conocimientos necesarios para llevar a cabo el estudio, con el instituto de Investigacion en Nutricién y
Seguridad Alimentaria (INSA-UB) y con el Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos (IATA-
CSIC).

Mi interés por el area de la bioestadistica y la atractiva oportunidad de colaboracién en un estudio con datos
reales, cuyos resultados van a ser relevantes para el drea de estudio, ha sido lo que me ha motivado a escoger
este estudio como Trabajo de Fin de Master.

Este trabajo se divide en cuatro grandes partes. En la primera parte, se ha querido hacer una breve expli-
cacion del marco tedrico del trabajo, desde una introduccion a aquellos valores inmunoldgicos que se van a
contemplar en el estudio, hasta una descripcion sobre la composicion de la leche materna y sobre cada una
de sus fases.

En una segunda parte, se ha descrito como se realizé el disefio del experimento, y se ha hecho una explicacion
mas extensa de los dos objetivos principales del estudio.

La cuarta parte estd dedicada a aquellas metodologias estadisticas que se han usado durante el estudio,
haciendo una descripcion de cada una de ellas y anadiendo una breve explicaciéon de como se puede realizar
cada una de las técnicas usando el software estadistico R.

En la quinta parte, se presentan los resultados obtenidos en cada uno de los objetivos, después de aplicar las
técnicas convenientes de las descritas en el apartado anterior.

Ademads, se incluye una breve explicacién de cémo se han presentado los resultados a los investigadores
durante las reuniones que hemos tenido al largo de este estudio para hacer un seguimiento del trabajo
realizado e incluir nuevas inquietudes que pudiesen surgir a medida que éste avanzaba.

Todo este trabajo se ha realizado mediante el software estadistico R.



I. Marco tedrico: La leche materna y su composicion

Antes de entrar a la parte estadistica del trabajo, conviene hacer una breve explicacién de los datos y variables
que se van a estudiar en este estudio.

En este estudio se van a estudiar diferentes variables que componen la leche materna, asi como ciertas
caracteristicas de las madres y sus hijos durante la etapa de lactancia, para comprobar si la composiciéon de
la leche en la etapa de transicién varia entre periodos cortos de tiempo y si hay factores que afecten a dicha
composicion.

Debemos saber, antes que nada, que la lactancia materna es el proceso por el que la madre alimenta a su
hijo recién nacido a través de sus senos, que segregan leche inmediatamente después del parto, que deberia
ser el principal alimento del bebé al menos hasta los dos anos[21].

La leche materna humana se considera la nutricién ideal para los recién nacidos, ya que no solo contiene los
nutrientes necesarios para su crecimiento y desarrollo, sino que también numerosos factores bioactivos que
contribuyen a los efectos beneficiosos de la lactancia materna. Todavia no se han descubierto la totalidad
de estos factores, y de hecho la lista cada vez es mas larga, pero incluye hormonas, factores de crecimiento
y citoquinas, entre otros [9]. De hecho, la alimentacién exclusiva con leche materna durante los primeros 6
meses de vida, con la lactancia materna continua durante 1 a 2 anos de vida o maés, se reconoce como el
estdndar normativo para la alimentacién infantil [6].

Una vez definido en qué consiste la lactancia materna, conviene saber qué etapas tiene y de qué se compone la
leche materna. De esta forma tendremos un marco tedrico que nos ayudard a comprender mejor los resultados
estadisticos obtenidos en el estudio.

Se cree que un bebé nace sin microbios en su tracto intestinal, pero dentro de las 24 horas posteriores al
nacimiento, éste estd poblado. Durante esta transicion la leche materna juega un papel protector, y continia
la exposicién del bebé al sistema inmunolégico de la madre que empezé antes del nacimiento [1].

La composicién de la leche que se segrega cambia notablemente durante el proceso de lactancia, sobretodo
durante las dos primeras semanas de vida del bebé. De hecho, la leche materna se considera un liquido
inteligente, ya que se adapta a las necesidades del bebé en funcién de sus necesidades nutricionales y su
etapa de crecimiento. Es por eso por lo que la Organizacion Mundial de la Salud recomienda hacer una
lactancia exclusiva de leche materna hasta los seis meses, y luego combinarla con alimento hasta los dos
anos.

A continuacion se van a definir aquellos valores inmunolégicos més relevantes para el estudio, y seguidamente
se va a hacer una explicacién de la composicién de la leche en general, y seguidamente de dicha composicién
en cada una de las fases que conforman este proceso de lactancia.

1. Inmunoglobulinas, citoquinas y adipoquinas

En este estudio se ha querido estudiar la concentraciéon de las inmunoglobulinas y de algunas citoquinas y
adipoquinas en la composicién de la leche durante la etapa de transicién de la leche, que se definird mas
adelante. Por lo tanto es conveniente hacer una breve explicacién de dichos grupos de compuestos.

Antes de eso, conviene decir que, en la literatura, los valores mas estudiados son los de las inmunoglobulinas,
en especial la inmunoglobulina IgA. Aun asi, en este estudio se han querido incluir las citoquinas y las
adipoquinas, a pesar de estar presentes en concentraciones muy bajas.

La informacién sobre los niveles maternos de marcadores inmunitarios a los que puede estar expuesta la
descendencia se obtiene mediante analisis de sangre que se realizan durante el embarazo. Estos marcadores,



tanto los obtenidos en la sangre materna como los del liquido amnidtico o los de la sangre del cordén umbilical,
son necesarios para comprender la exposicion de la descandencia, ya que por ejemplo las madres atépicas
pueden producir una cantidad diferente de citoquinas que las madres que no lo son [1].

Por un lado, las inmunoglobulinas son proteinas plasmdaticas sintetizadas por los linfocitos B maduros y las
células plasmdticas, en respuesta a la estimulacion por un antigeno, y que actuan como anticuerpos, para la
defensa especifica del organismo [19].

Hay distintos tipos de inmunoglobulinas. La més presente en la leche materna es la IgA, que es el compuesto
immunoquimico que prodomina en la leche humana; forma parte de la primera linea de defensa de la mu-
cosa intestinal contra gérmenes capaces de invadir el epitelio. La principal funcion de la IgA es bloquear la
adherencia de agentes patégenos a la mucosa intestinal [18]. La IgA es un anticuerpo fundamental para la
inmunidad de las mucosas, donde se detecta més concentracion de este anticuerpo que de todos los demas
combinados. Ademds, es muy resistente a la degradacién, por lo que puede funcionar en los entornos hostiles
de los tractos digestivo y respiratorio [1]. Esta inmunoglobulina se puede dividir en dos clases: la IgAl y la
IgA2; la segunda es la predominante en la leche.

Ademas, la IgA actua uniéndose directamente a antigenos microbianos especificos, de forma que bloquea la
adhesién y modula la funcién inmune local, favoreciendo la colonizacién microbiana normal del intestino [9].

Aun asi, también se incluyen en el estudio otras inmunoglobulinas, como las siguientes: IgG (que a su vez
se divide entre IgG1, IgG2, IgG3 y IgG4), IgE y IgM. Por un lado, la IgG es el anticuerpo més comun en el
sistema circulatorio. De entre sus subclases, la IgG4 se encuentra en bajas concentraciones, y de hecho es la
menos abundante en la leche. Por otro lado, la IgM es el anticuerpo més grande en el sistema circulatorio
humano y se considera que es el primer anticuerpo producido en una respuesta primaria de anticuerpos [1].

Las citoquinas, por su parte, son pequenas proteinas que son cruciales para controlar el crecimiento y la
actividad de otras células del sistema inmunitario y las células sanguineas[11]. En el caso de este estudio, se
cuenta con un gran numero de citoquinas distintas, entre las que se encuentran la IL27, la IL1b, la IL2, la
IL4 o la IL5, entre muchas otras.

Las citoquinas, como ya se ha comentado, normalmente no se anaden en los estudios sobre los valores
inmunoldgicos de la leche materna por su baja concentracion. De hecho, la mayoria de ellas no se encuentran
en las formulas comerciales de leche para bebés, lo que indica que no se consideran imprescindibles, aunque
no hay suficientes estudios como para confirmarlo [15].

Por tltimo, las adipoquinas son una serie de moléculas de senalizacion celular secretadas por el tejido adiposo.
En este estudio tan solo se van a estudiar dos componentes que formen parte de este grupo: las leptinas, unas
hormonas que regulan el apetito, y las adiponectinas, unas hormonas que ayudan a quemar grasa. Ademas,
se ha visto que pueden tener un peso importante en el desarrollo del bebé gracias a su presencia en la leche
materna.

Adicionalmente, en el estudio se cuentan con algunas variables que se han creado a partir de los valores que
toman las anteriores. Durante todo el estudio nos vamos a referir a ellas como "variables calculadas”. Algunos
ejemplos de ellas son la Thl, que se calcula tanto para las inmonuglubinas (siendo la suma de la IgG1, la
IgG2 y la IgG3) como para las citoquinas (siendo en este caso la suma de la IL27, la IL13, la 112, 1la IL12, la
Ifn-y y la TFN-«); el Ratio L/A, que es la divisién entre la medida de las leptinas y la de las adiponectinas;
o las variables que se corresponden a cada una de las inmunoglobulinas en porcentaje.

2. Composicion de la leche materna

Como hemos comentado anteriormente, a menudo se refiere a la leche materna como un alimento inteligente.
Al ser el primer alimento del bebé, la leche materna contiene todos los nutrientes bésicos esenciales, como



son los carbohidratos, las proteinas (que ayudan al crecimiento y desarrollo de tu bebé, activan su sistema
inmunitario y desarrollan y protegen las neuronas cerebrales) y las grasas. Ademds, contiene la suficiente
cantidad de agua para mantenerle hidratado.

Aun asi, la leche matena no aporta tan solo nutricién, siné que aporta otros componentes extra que no se
encuentran en las leches de férmula. No obstante, la composicién de la mezcla de compuestos de la leche que
interacttian no solo difiere entre las mujeres sino que también puede influir en su composicién el grado de
prematuridad, y puede variar durante el periodo de lactancia, desde el calostro, con las concentraciones méas
altas, pasando por la leche de transicién a la madura, como se verd en el apartado siguiente [9].

Los componentes nutricionales de la leche materna se derivan de tres fuentes: algunos de los nutrientes de
la leche se originan por sintesis en el lactocito, algunos son de origen dietético y algunos se originan en las
reservas de la madre. En general, la calidad nutricional de la leche materna se conserva en gran medida, pero
la atencién a la dieta materna es importante para algunas vitaminas y la composicién de acidos grasos de la
leche materna [6].

La leche materna contiene componentes nutricionales, entre los que se encuentran algunos macronutrientes
y algunos micronutrientes, componentes bioactivos, factores de crecimiento y factores inmunolégicos. A
continuacion, se van a detallar algunos de los componentes mas relevantes.

Por un lado, la leche materna contiene millones de células vivas, como glébulos blancos !, que refuerzan
el sistema inmunitario, o citoblastos 2, que ayudan al desarrollo y curacién de los érganos. Ademds, con-
tiene cientos o miles de moléculas bioactivas distintas que protegen contra la infeccién y la inflamacion y
contribuyen a la maduracién inmunoldgica, el desarrollo de 6rganos y la colonizacién microbiana saludable
[6].

También contiene muchos azicares complejos (oligosacaridos) que actiian como prebidticos y evitan que las
infecciones lleguen al torrente sanguineo, ademas de reducir el riesgo de inflamacion cerebral, y enzimas, que
aceleran las reacciones quimicas del cuerpo y ayudan a los sistemas digestivo e inmunitario de tu bebé y
permiten la absorcién del hierro.

Ademas de estos componentes, en la leche materna también se pueden encontrar factores de crecimiento, que
favorecen un desarrollo saludable; hormonas, envian mensajes entre los tejidos y 6rganos para garantizar su
correcto funcionamiento; vitaminas y minerales, que favorecen el crecimiento saludable y el funcionamiento
de los 6rganos, y ademas ayudan a la formacion de los dientes y huesos del bebé; acidos grasos de cadena
larga, que tienen un papel fundamental en el desarrollo del sistema nervioso del bebé y contribuyen al
desarrollo saludable del cerebro y los ojos; y diferentes moléculas de microARN, que tienen la funcién de
regular la expresion genética y de ayudar a evitar o detener el desarrollo de enfermedades, reforzar el sistema
inmunitario del bebé y participar en la remodelacién del pecho.

Aun asi, la leche materna también tiene otro componente principal que es el que mas nos ocupa en este
estudio: los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas. Estos se encargan principalmente de
proteger al bebé contra las enfermedades e infecciones, ya que neutralizan las bacterias y los virus.

Ademads de estos componentes, hay muchos otros y cada vez se van descubriendo de nuevos. Como ya se ha
comentado, dichos componentes van cambiando con el paso del tiempo, por lo que vamos a detallar cada
una de las fases de la leche materna y sus componentes en cada una de ellas.

3. Fases de la leche materna

En concreto, se defininen tres fases en la composicién de la leche materna: el calostro (o primera leche), la
leche de transicién, que se produce entre la segunda y la tercera semana, y la leche madura, que es la que se
produce a partir de la cuarta semana.

1Células encargadas de defender al organismo de las infecciones y ayudar a eliminar los residuos y desechos de los tejidos.
2Ntcleo protoplasmatico de una célula, como lugar desde el que se desarrolla la célula.



Los ingredientes basicos de la leche son los mismos en todas las fases mientras dure la lactancia, pero sus
niveles subirdn o bajard en funcién de las circunstancias.

A pesar de que en este estudio, como ya hemos comentado, nos vamos a centrar en la leche de transicién (de
hecho se tomaron las muestras el dia 7 y el dia 15 de la lactancia) es relevante hacer una breve explicacién
de cada una de las fases.

3.1. El calostro

La leche que se obtiene tras el parto se denomina calostro. Esta es muy importante a la hora de nutrir y
proteger al bebé, ya que acaba de nacer y es muy vulnerable. Esta leche se produce en cantidades pequenas
los primeros dias después del parto.

El calostro es rico en componentes inmunologicos como la IgA secretora, la lactoferrina o los leucocitos, asi
como factores de desarrollo. Tiene concentraciones relativamente bajas de lactosa, por lo que sus funciones
primarias son mas inmunolégicas que nutricionales. Ademas los niveles de sodio, cloruro y magnesio son mas
altos que en etapas posteriores, al contrario que los de potasio y calcio, que son mds bajos [6].

Durante esta etapa, la leche contiene més de 1000 proteinas y aminodcidos, que ademas de contribuir al
crecimiento y desarrollo del bebé, activan su sistema inmunitario y protegen sus neuronas.

En concreto, hay dos clases de proteinas en la leche materna: caseina, que ayuda a mantener al bebé saciado
durante més tiempo y tiene propiedades antimicrobianas, y el suero de leche, es rico en anticuerpos y se
mantiene liquido, por lo que es més facil de digerir. Durante el calostro las proporciones de estos dos tipos
de leche suelen ser muy desiguales: normalmente se tiene aproximadamente un 90 % de casefna y tan solo un
10 % de suero de leche.

También cuenta con elevados niveles de anticuerpos, glébulos blancos y citoblastos que refuerzan el sistema
inmunitario y contribuyen al desarrollo de los érganos, protegiéndolo de enfermedades e infecciones.

Ademsds, contiene més de 200 oligosacdridos (o lo que antes hemos definido como #ztcares complejos) y es
muy rica en minerales y vitaminas A, E y K, que ayudan al correcto funcionamiento del organismo y ayudan
a la formacion de dientes y huesos.

3.2. Leche de transicién

Es la leche que se produce durante la segunda y la tercera semana, concretamente entre los dias 5 y 14
tras el parto. Durante esta etapa, se produce un aumento de la cantidad de leche muy grande, ya que el
bebé empieza a necesitar més alimento y un equilibrio diferente de nutrientes. De hecho, se puede llegar a
doblar la cantidad de leche diaria que se produce con respecto a la producciéon durante el calostro. Aunauge
comparte algunas de las caracteristicas del calostro, representa un periodo de produccién de leche acelerada
para satisfacer las necesidades nutricionales y de desarrollo del bebé, que estd en rdpido crecimiento [6].

Aunque durante esta etapa la leche mantiene todas las propiedades del calostro, los niveles de grasa, calorias
y azucares —especialmente de lactosa— son mucho mayores, contribuyendo al desarrollo del sistema nervioso,
del cerebro y ojos.

Ademais, el contenido proteico de la leche materna también sufre cambios. Mientras que las proporciones de
los dos tipos de proteinas eran muy desiguales durante el calostro, en la etapa de transiciéon se van acercando
mas, aunque para que las proporciones sean aproximadamente iguales tendrd que pasar como minimo un
mes de lactancia.



Por otro lado, la concentracién de las enzimas protectoras y anticuerpos también se modifica, ya que durante
esta fase el bebé ya empieza a desarrollar su propio sistema inmunitario.

En cuanto a los valores inmunolégicos, que son los que se estudiaran en este trabajo, tienen mucha presencia
en la leche materna durante la primera etapa, y van disminuyendo progresivamente. Durante la fase de
transicion, la leche tiene mucha concentracion de inmunoglobulinas, en especial de la inmunoglobulina IgA,
que es la primera linea de defensa frente a la infeccién: es muy importante para los bebés porque adquieren
defensas en las primeras semanas de vida, ya que tienen un sistema inmunitario muy débil.

Aun asi, la leche no tiene mucha presencia de citoquinas y adipoquinas, por lo que su concentracién toma
valores muy bajos, y en ocasiones llega a ser inexistente.

3.3. La leche madura

La leche madura es la leche que se produce a partir de la cuarta semana después del parto. En este momento,
la leche es totalmente madura, y presenta menores concentraciones de proteinas, minerales y vitaminas que
el calostro pero anade un gran numero de componentes bioactivos, como hormonas, inmunoglobulinas y
enzimas.

A partir de las cuatro semanas, los nutrientes y los niveles de ingredientes de la leche madura suelen perma-
necer bastante constantes. No obstante, puede que la composicién de la leche materna siga cambiando dia a
dia y toma a toma.



II. Diseno y objetivos del experimento

Una vez se ha explicado el marco tedrico sobre el que se basa el estudio, es conveniente definir cémo se ha
disenado el experimento que se ha llevado a cabo para obtener los datos y qué objetivos se plantean en el
estudio.

1. Diseno del experimento

El estudio que se ha realizado se basa en un estudio llamado MAMI , una cohorte de nacimiento centrada
en la microbiota maternoinfantil durante la vida temprana [17], el objetivo de la cual era caracterizar los
microbios maternos transferidos a los recién nacidos durante sus primeros 24 meses de vida e identificar los
posibles factores ambientales, de la madre y del hijo (como la edad gestacional o la dieta) que afectan a la
colonizacién microbiana temprana.

Aunque en el caso de este estudio se persigue un objetivo distinto, los datos que se van a usar provienen de
dicha cohorte, aunque se dipone tan solo de algunas de las muestras. De hecho, el presente estudio seria un
estudio final para terminar el proyecto.

El articulo original es un estudio de cohorte observacional prospectivo longitudinal, lo que quiere decir que
aunque el estudio se disend y se comienza a realizar en cierto momento del tiempo, los datos se analizan
transcurrido un determinado tiempo.

El estudio original incluye los datos de 250 parejas de madres e hijos del area mediterranea de Espana, que se
siguieron durante los primeros dos anos de vida del bebé. Aun asi, en el presente estudio tan solo se tendran
en cuenta 75 de ellas (se proporcionaron los datos de 105 madres, pero solo 75 de ellas tenian informacién
de las medidas tanto a los 7 dias como a los 15 dias después del parto).

Para escoger las madres que participarian en el estudio, se hizo un reclutamiento inicial a través de ginecologos
y parteras, asi como en centros de atencién primaria y hospitales, mediante su difusién con folletos, carteles
o fichas informativas, entre otros. Los centros proporcionaban a las mujeres que estaban en la etapa final
del embarazo informacién sobre el estudio, y éstas podian inscribirse en él hasta la semana posterior al
nacimiento de su hijo. Ademds, también se podia encontrar informacién sobre el estudio en redes sociales.

Dicha reclutaciéon de madres para el estudio empezd en 2015, y se completé el seguimiento de todas ellas a
principios de 2019. Los criterios de inclusién requerian que la madre fuera mayor de 18 anos, que el embarazo
fuera saludable y que se supiese hablar y escribir el espanol. Ademads, se excluyeron aquellas madres que no
cumplieran alguno de estos criterios o que usaran medicamentos o drogas, padecieran de complicaciones de
salud durante el periodo gestacional o bien alguna enfermedad crénica, o tomasen medicacién por alguna
patologia crénica. Ademads, todas las madres debian residir en el drea Mediterrdanea para asegurar que todas
siguiesen el mismo estilo de vida y exposicion ambiental, evitando asi la existencia de factores de confusion.

Se analizaron los valores inmunoldgicos (la concentracién de ciertas adipoquinas, citoquinas e inmunoglobu-
linas en la leche materna) durante la fase de transicién del embarazo y en distintos momentos del tiempo (a
los siete dias después del parto y a los quince dfas).

En la literatura, en los estudios de este tipo se suelen tener en cuenta tan solo las inmunoglobulinas, ya
que las citoquinas y las adipoquinas aparecen en concentraciones muy bajas. No obstante, en este estudio
también se han querido tener en cuenta.

En concreto, se ha recogido informacién sobre dos adipoquinas, dieciocho citoquinas y siete inmunoglobu-
linas. Las concentraciones de dichas variables se han medido tanto al séptimo dia del embarazo como al
decimoquinto dia. Ademas, se ha recogido informacion referente a la dieta que siguen las madres durante
el embarazo (diferenciando entre la dieta I y la dieta II), el género del bebé, asi como su peso, su indice de
masa corporal y el niumero de infecciones que se le han observado en distintos momentos del tiempo, entre
otros.



2. Objetivos del estudio

En el presente estudio se han determinado dos objetivos principales: ver si hay alguna diferencia entre las
medidas de los valores inmunolégicos tomadas a dia siete de las tomadas a dia quince, y determinar qué
factores influyen en la composicion de la leche.

A continuacién, se van a detallar cada uno de ellos.

2.1. Objetivo 1: Comparacién entre los dos tiempos

El primer objetivo que se propuso en el estudio fue el de observar los cambios en la composicién de la leche
de dia 7 a dfa 15.

Para ello, se van a tener en cuenta las 75 madres de las que se tiene informacién en ambos tiempos, de forma
que se tendran dos muestras apareadas, ya que cada variable serd medida dos veces sobre la misma madre:
una vez en el dia 7 del embarazo y la otra a dia 15.

Ademas, tan solo se van a tener en cuenta las variables referentes a los distintos valores inmunoldgicos: las
adipoquinas, las citoquinas y las inmunoglobulinas.

El objetivo de este apartado serd el de ver si existe relacién entre la composicién de la leche a dia 7 y a
dia 15 y, por lo tanto, poder saber si hay diferencias en la composicion de la leche entre los dos tiempos del
analisis.

2.2. Objetivo 2: Factores influyentes en la composicion de la leche

Como segundo objetivo, nos planteamos el investigar si hay algunos factores que influyen en la composicién
de la leche.

Para ello, se va a usar de nuevo la informacién de las madres de las que se tomaron las medidas en ambos
tiempos. En este objetivo no se van a usar las variables como muestras apareadas, si no que se van a tener
en cuenta los dos tiempos como variables independientes, ya que no deseamos compararlos entre ellos.

En este caso, ademds de utilizar los valores inmunolégicos se van a anadir en el estudio aquellas variables
relacionadas con las caracteristicas de la madre y del bebé, como la dieta, el peso o si tuvieron o no infecciones.

Como primer criterio, se va a contemplar la idea de que la dieta puede ser un factor influyente en la
composicién de la leche. A continuacién, se van a explorar el resto de variables para ver cuales pueden
influir en la composicién de la leche o en la separacién de grupos de madres bien diferenciados.



I1I. Metodologia estadistica

En este apartado se va a hacer una explicacién detallada de aquellas técnicas que posteriormente se aplicaran
para dar respuesta a los dos objetivos descritos.

Las técnicas estadisticas que se han usado son las siguientes: la representacién grafica de variables mediante
los boxplots, pruebas paramétricas para la significacién estadistica (en concreto, la prueba de la T de Student,
los modelos Tobit y la prueba de la Chi cuadrado), pruebas no paramétricas para la significacién estadistica
(en este caso, la prueba de Wilcoxon) y técnicas de andlisis multivariante, en concreto el andlisis de factores
multiples y el Random Forest.

Estas técnicas se han aplicado de formas distintas en funcién del objetivo que se persiguiera en cada caso.
A continuacién, se hace una explicacién detallada para entender en qué consiste cada una de las técnicas,
cémo se han aplicado en cada caso y de qué forma se pueden reproducir usando el software estadistico R.

1. Estadistica descriptiva

Un primer paso en todo andlisis estadistico es el de hacer un anélisis descriptivo inicial. Hay que tener en
cuenta que este analisis no puede ser igual para las variables numéricas que para las categdricas, ya que
de las variables categoricas, a pesar de poder observar el nimero de registros que hay en cada nivel de la
variable, no se puede observar como se distribuyen. En cambio, para las variables numericas si que se puede
observar, y de hecho es importante hacerlo, su distribucién.

Para ello, lo mas comiin es calcular algunos estadisticos, como pueden ser la media, la mediana o la desviacion
estandar, que ayudan a entender el comportamiento y distribucién de cada variable. En el caso de este estudio,
se han calculado los siguientes estadisticos para cada una de las variables numéricas del estudio: el niimero
de observaciones, la media, la desviacién estandar, la mediana, el minimo, el maximo y el error estandar.

Aun asi, también es muy habitual el uso de métodos gréficos. A pesar que hay muchos métodos, como por
ejemplo los histogramas, en este estudio se ha decidido hacer uso de los boxplots.

Los boxplots, o diagramas de cajas, son una forma estandarizada de mostrar la distribucién de una base de
datos basada en cinco estadisticos: el minimo, los tres primeros cuartiles y el maximo. Ademas, da informacién
sobre los outliers, es decir, valores que difieren significativamente del resto. En la figura que se presenta a
continuacion se puede visualizar su forma y las partes que lo componen.

Como se puede ver en el grifico, en un boxplot se muestran los valores outliers en forma de bolas, que
aparecerdn siempre fuera de la caja y el bigote (que es la linea que une el maximo y minimo con la caja, y
que se muestra en azul). El minimo aparece en el extremo izquierdo del bigote, y se trata del valor observado
mds pequenio. Yendo hacia la derecha, aparece el primer cuartil (o percentil 25), que es el nimero medio
entre el minimo y la mediana; as{ pues, el 25 % de los datos estan por debajo de este valor. La mediana, que
es la linea amarilla de dentro de la caja, indica el valor que estd en la mitad de los datos, es decir, aquel
que deja el 50% de datos por debajo y el 50 % por encima. Cierra la caja el tercer cuartil, o percentil 75,
que deja el 75 % de los datos por debajo y es el valor que estd en la mitad entre la mediana y el maximo.
El méximo aparece en el extremo derecho, y es el valor observado més grande que no se puede determinar
como outlier.

Aunque en ocasiones el determinar que un valor es outlier (o atipico) y no un méximo o un minimo es una
cuestion subjetiva, normalmente se considera que es un valor atipico cuando se encuentra a més de 1,5 veces
la distancia del rango intercuartilico (que es la amplitud de la caja) del primer o del tercer cuartil (atipico
leve), como se muestra en el grafico, o a 3 veces esa distancia (atipico extremo).

3https://ichi.pro/es/comprension-de-los-diagramas-de-caja-103551522880849
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Figura 1: Partes que componen un boxplot 3

Asi pues, gracias a los boxplots se puede tener informacién sobre si los datos estan bien distribuidos, es decir,
la dispersién de los datos, y sobre los valores atipicos que aparecen, pero también sobre la simetria de los
datos, asi como de qué tan bien se agrupan y si estdn sesgados (y, en el caso que lo estén, cémo se sesgan).
La dispersion de los datos viene dada por el tamano de la caja; la simetria, por la posicién de la mediana
dentro de la caja; y el sesgo, por la largada de las colas (bigotes) de los boxplots.

En el caso de este estudio, los boxplots van a tener dos funciones principales:

= Por un lado, mediante el graficado de los boxplots multiples por cada grupo de variables (inmunoglo-
bulinas, citoquinas, adipoquinas y variables calculadas) se va a visualizar la distribucién de los datos,
ayudandonos asi a determinar si los datos siguen una distribucién Normal o si, por contra, es necesaria
alguna transformacion para normalizarlos;

= Por otro lado, se van a graficar los boxplots de cada una de las variables separdandolas por un grupo
de interés, que en este caso serd cada uno de los tiempos (dfa 7 y dfa 15) o cada una de las dietas.
De esta forma, se van a poder ver las diferencias en la distribuciéon de una misma variable entre dias o
entre dietas, por ejemplo. Esto nos servira de apoyo a las pruebas paramétricas y no paraétricas que
se hagan para determinar si hay diferencias entre los dos grupos.

Los boxplots se pueden graficar de forma sencilla en R gracias a la funcién boxplot, especificando la variable
que se quiere estudiar y pudiendo cambiar distintos parametros como los colores o la direccién de los boxplots
(horizontal o vertical). En el caso de que se quieran hacer en funcién de otra variable, para por ejemplo
comparar entre tiempos, basta con especificar ambas variables como se haria en un modelo de regresién:

boxplot(variable ~ variable grupo)

Como ya se ha comentado, no se puede hacer uso de esta técnica para las variables categdricas.

2. Anadlisis univariante

Las pruebas univariantes se centran en una caracteristica o propiedad de los individuos de estudio. En este
trabajo, se usaran tanto pruebas paramétricas como pruebas no paramétricas, que serviran para determinar
si hay diferencias entre dos grupos de estudio, como se detallara a continuacién.
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Por un lado, las pruebas paramétricas son una herramienta estadistica que se utiliza para el anélisis de los
factores de la poblacién. En concreto, en el caso de este estudio serviran para comparar si hay diferencias en
las medidas de las diversas variables entre dos grupos, que seran o bien los dos tiempos o bien los dos tipos
de dieta.

Este tipo de pruebas se basan en la distribucién normal, y por lo tanto, se debe cumplir la condicién de
normalidad de los datos para que sus conclusiones sean fiables. Ademads, los datos deben cumplir también
con las condiciones de homocedasticidad (es decir, que la variabilidad entre las dos muestras sea uniforme,
o dicho de otra forma, que sus varianzas se puedan considerar como iguales) e independencia de los errores
(cosa que ocurre cuando los sujetos son asignados de forma aleatoria y se distribuyen de forma normal dentro
de cada grupo).

Para este estudio se van a utilizar dos pruebas paramétricas distintas: la prueba de la T de Student y los
modelos Tobit (que, a pesar de no ser una prueba como tal, también necesita el cumplimiento de las hipdtesis
que se han planteado en el parrafo anterior). Adicionalmente, para algunas de las variables se ha realizado
la prueba de la chi cuadrado para la comparacién de proporciones, debido a que son variables que tan solo
toman dos posibles valores (1 si ha sido observado el hecho, y 0 en caso contrario).

Concretamente, se va a usar la prueba T de Student para todas las variables excepto para las que forman
parte del grupo de las citoquinas. El motivo de esta decisiéon es que en las citoquinas hay un niimero muy
elevado de ceros y en estos casos los modelos Tobit son mas adecuados, como se vera a continuacién. Ademas,
para aquellas variables que se puedan considerar binarias o contadores (como por ejemplo, si hay o no hay
infeccién) se va a hacer un contraste de proporciones.

La hipoétesis nula a contrastar en dichas pruebas es la siguiente: No hay diferencias entre los dos grupos en
la variable. Por lo tanto, si se obtiene un p-valor significativo en alguna de las variables, se podra asumir que
hay diferencias entre los dos grupos de estudio (ya sean los dos tiempos, o las dos dietas).

Para todas las pruebas paramétricas realizadas, se ha determinado un nivel de confianza del 95 %, por lo que
se va a considerar que una variable es estadisticamente significativa cuando su p-valor sea inferior al nivel
de significacion, igual a 0.05.

Por otro lado, las pruebas no paramétricas (o de distribucién libre) son aquellas que se aplican a datos que
no tienen una organizaciéon normal. La mayoria de las pruebas no paramétricas se basan en la ordenacién de
las medidas obtenidas, como se vera a continuacion.

Aunque en el caso de este estudio se ha aplicado la transformacién correspondiente para poder determinar
que los datos siguen una distribucién normal, se ha hecho la prueba no paramétrica de forma adicional, lo
que nos permitird ademdas comparar los resultados de una prueba paramétrica con los que se obtendrian con
la prueba no paramétrica.

En este caso se ha decidido trabajar con las pruebas de Wilcoxon, que son la alternativa a la prueba T de
Student para cuando las poblaciones tienen una distribuciéon que no satisface las condiciones necesarias para
hacer una prueba paramétrica.

Dichas pruebas trabajan sobre rangos de orden, lo que quiere decir que utiliza las posiciones que ocupan los
datos una vez ordenados, por lo que solo es aplicable a variables que tienen valores ordenables.

En el caso de estas pruebas, la hipotesis nula a contrastar dice que No hay diferencias en las medianas de
los dos grupos. Por lo tanto, la interpretacién es la misma que en el caso de las pruebas paramétricas: si una
variable es significativa asumiremos que hay diferencias entre los dos grupos de estudio.

11



En el caso de querer hacer la prueba para muestras independientes, se hard la prueba de la suma de rangos
de Wilcoxon; en cambio, si se quiere hacer sobre datos apareados, la opcion a escoger es la prueba de rangos
y signos de Wilcoxon. Por lo tanto, el procedimiento que se sigue en cada caso es distinto, como se vera a
continuacion.

A continuacion se va a hacer una explicacién de todas las técnicas de anélisis univariante que se han aplicado.

2.1. Prueba de la T de Student

Esta prueba se utiliza para comprobar la igualdad de las medias de dos muestras, o si la media de una
muestra es igual a una media tedrica determinada.

En el caso de este estudio, se van a realizar dos tipos de pruebas distintos: una para datos apareados, y otra
para muestras independientes. En el caso de la comparacién entre tiempos se usara la prueba para datos
apareados, ya que de cada una de las madres se tiene informacién de ambos tiempos, por lo que se tienen las
medidas de una misma variable dos veces para cada madre (una medida a dia 7 y otra a dia 15). En cambio,
en el caso de la comparacién entre las dos dietas, se va a realizar la prueba para muestras independientes,
yva que cada una de las madres ha seguido uno de los dos tipos de dietas, por lo que de cada madre solo se
tendrd una medida.

Aun asi, el proceso que se sigue para la realizacién de la prueba es el mismo. Primero se deben establecer las
hipétesis a testear: la hipdtesis nula, como se ha comentado anteriormente, es la que considera que no hay
diferencia o cambio, por lo que afirma que no hay diferencias entre los grupos. Por otra parte, la hipotesis
alternativa considera que el valor real de la media de un grupo es distinto (o superior o inferior, aunque en
el caso de este estudio no se usardn) al valor real de la media del otro grupo.

El segundo paso es el del cdlculo del estadistico. En el caso de las muestras independientes, el estadistico ¢
se calcula de la siguiente forma:

X1 —Xo
of of

N1 N»

¢ (1)

Donde X; y X5 son las medias en cada grupo; o7 y o3 son las varianzas del primer y el segundo grupo,
respectivamente; y N1 y Ns es el nimero de observaciones en cada grupo.

En cambio, en el caso de las muestras apareadas, para calcular el estadistico se debe, primero, calcular la
diferencia entre las dos muestras (es decir, obtener una nueva variable que sea la diferencia entre la medida
del primer grupo y la del siguiente). Una vez obtenida esta diferencia, la férmula a seguir para el cédlculo del
estadistico es la siguiente:

t=20 2)

Donde Xp es la media de las diferencias; Sp es la desviacion estandar de las diferencias; y N es el niimero
de pares de observaciones.

Una vez se tiene el valor del estadistico, se puede proceder buscando dicho valor en la tabla de la T de
Student, en funcién de los grados de libertad que se tengan. Dichos grados de libertad se calculan, en el caso
de las muestras independientes, como (N7 — 1) % (Ny — 1) y, en el caso de muestras apareadas, como N — 1.
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Por lo tanto, basta con relacionar los grados de libertad con el nivel se significacién que se esté considerando
en la tabla de la T de Student, y comparar dicho valor con el del estadistico obtenido. Con esto encontraremos
el valor critico para rechazar la hipdtesis nula, por lo que si el valor del estadistico ¢t que se ha obtenido es
mayor que dicho valor critico, se rechazara la hipotesis nula.

Aun asi, esta prueba se puede aplicar muy facilmente con el software R, usando la funcién t.test. En ella,
ademsds, se puede especificar si se estd realizando una prueba para muestras independientes o apareadas,
mediante el parametro paired = , que serd TRUE si la prueba es para datos apareados y FALSE en caso
contrario.

2.2. Modelos de Tobit

Los modelos de regresiéon Tobit son modelos lineales para datos censurados. Por lo tanto, antes de entrar en
el detalle de cémo funciona un modelo Tobit, es conveniente definir qué son los datos censurados.

Se considera que los datos estan censurados cuando existe un determinado limite en la variable respuesta
a partir del cual a todas las observaciones se les asigna un mismo valor. Hay distintos motivos por los
que podemos encontrar datos censurados; uno de ellos es que el instrumento de medida tiene un limite de
deteccién por debajo de lo cual todo valor se considera cero.

En el caso de este estudio, por definicién las variables correspondientes al grupo de las citoquinas tienen una
concentracién muy baja en la leche materna, como ya se ha visto en apartados anteriores; éste es el motivo
de que la mayor parte de las medidas que se toman sobre variables de este grupo sean iguales a cero.

Cuando eso pasa, debido al gran ntiimero de valores cero que se tienen, no es conveniente realizar una prueba
como la T de Student, ya que los valores iguales a cero pueden provocar un sesgo muy grande, ya que pueden
hacer que, a pesar de que la variable que nos interesa estudiar tenga una distribucién determinada, los valores
que realmente se observen en la muestra no sean representativos. Es por eso por lo que se ha propuesto la
alternativa que se presenta en esta seccién, que son los modelos de Tobit.

El objetivo del modelo es describir la relacién entre una variable dependiente no negativa y una variable
independiente; en el caso de este estudio, por lo tanto, queremos describir la relacién entre cada una de las
variables del grupo de las citoquinas y los distintos tiempos o las distintas dietas, segun el objetivo.

Lo que se hace en estos modelos es definir una nueva distribucién para la variable censurada a partir de una
variable aleatoria original subyacente, que se denominara como variable latente, y que aqui se denotara como

y;-

Esta variable latente depende linealmente de la variable independiente que se considere para el modelo (x;)
a través de un vector que determina la relacién entre ellas, y que denotaremos 8. Ademads, también se tiene
en cuenta un término de error u; para captar las influencias aleatorias de la relacién.

Por lo tanto, la variable latente se definird como:
yi = Bri + u; (3)

Es importante tener en cuenta que el coeficiente 5 no se interpreta como el efecto de x; sobre y;, si no que
se interpreta como la combinacién del cambio en y; de aquellos por encima del limite, ponderados por la
probabilidad de estar por encima del limite, y el cambio en la probabilidad de estar por encima del limite,
ponderado por el valor esperado de y; si es superior .

4https:/ /es.wikipedia.org/wiki/Modelo_Tobit
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A partir de esta variable latente, se obtendra la nueva distribucién de la variable censurada, como:

yi sty >0
Yi = { - (4)
0 siyf <0

De esta forma, la nueva variable tomara el valor de la variable latente en caso de que ésta sea superior a
cero, y cero en caso contrario.

Este modelo se puede aplicar en R usando la funcién tobit. En este caso, no hay un pardmetro concreto
para definir si la muestra es apareada o no lo es; por lo tanto, en el caso de las muestras apareadas, lo
que se hace es calcular una nueva variable con la diferencia de las medidas en los distintos grupos (los dos
dfas, en el caso de este estudio) y hacer la inferencia con una regresién que tan solo tiene en cuenta el
término independiente. Por lo tanto, la notacién a usar en el caso de muestras apareadas seria la siguiente:
tobit (dif\~"1,left=0,dist="'gaussian'); y la que se usaria en el caso de muestras independientes seria
tobit(variable dependiente\”~variable grupo,left=0,dist='gaussian').

En la formulacién que se ha especificado, el pardmetro left corresponde al limite inferior de la censura de la
variable dependiente, y dist a la distribucién que se asume para la variable dependiente, que en este caso se
ha determinado como la gaussiana.

2.3. Prueba de la Chi Cuadrado

Para aquellas variables categéricas y/o binarias del estudio, como las infecciones en distintos tiempos, se
ha usado una prueba de independencia basado en la Chi Cuadrado, que consiste en la comparacion de
proporciones.

En estas pruebas, la hipotesis nula que se plantea es que no existen diferencias entre las proporciones de las
poblaciones. Por lo tanto, sigue el mismo esquema que el visto con las dos pruebas anteriores: si una variable
es significativa, querrd decir que hay diferencias entre las proporciones de los distintos grupos.

El estadistico que permite hacer dicho contraste es se basa en la Chi cuadrado, y se basa en los valores
observados y los esperados. Los esperados se calculan multiplicando las frecuencias marginales y dividendo
el producto por n. Estas Eij son estimaciones de las frecuencias absolutas que cabria esperar en cada casilla
bajo el supuesto de que la proporcién de éxitos es la obtenida a partir del total de observaciones muestrales
sin considerar diferencias entre los dos grupos.

El céalculo del estadistico se hace mediante la siguiente férmula:

2 o 32
X2 _ ZZ (OU Eiflj) (5)

Jj=11:=1

Donde O;; se refiere a los valores observados y £;; a los esperados. Ademads, i recorre los individuos del
primer grupo y j los del segundo, de forma que I es el nimero total de individuos en el primer grupo y J el
numero de individuos del segundo.

Dicho estadistico presenta una distribucién Chi cuadrado con (I —1) * (J — 1) grados de libertad. El proceso
para determinar el rechazo o aceptacién de la hipdtesis nula es el mismo que en el caso de la T de Student,
aunque en este caso haciendo uso de la tabla de la Chi Cuadrado: se relacionan los grados de libertad con
el nivel se significacion que se esté considerando en la tabla, y se compara dicho valor con el del estadistico
obtenido, encontrando asi el valor critico para rechazar la hipétesis nula, de forma que si el valor del estadistico
es mayor que el valor critico, se rechazara la hipotesis nula.
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De nuevo, esta prueba se puede hacer mediante R usando la funcién prop.test. En este caso, la funciéon
necesita dos pardmetros: la tabla de contingencia entre las dos variables (la variable dependiente y la variable
con los grupos) y la tabla de frecuencias para la variable dependiente.

Otra opcién para la realizacion de la prueba des de R es mediante la funcién chisq.test; en este caso, tan
solo hace falta especificar la tabla de contingencia entre las dos variables que se quieren comparar.

2.4. Prueba de Fisher

Igual que la prueba de la Chi Cuadrado, la prueba de Fisher se usa cuando se quiere estudiar si existe
asociacion entre dos variables cualitativas (si las proporciones de una variable son diferentes dependiendo del
valor que tenga la otra variable). En este caso, es un test exacto, y es mds preciso que la prueba de la Chi
Cuadrado u otros tests de independencia cuando el niimero de eventos esperado por cada grupo es pequeno.

Para poder realizar esta prueba, se deben cumplir las condiciones de aleatoriedad (el muestreo debe haber
sido aleatorio), del tamano de la muestra (que debe ser menor al 10% del total de la poblacién) y ademds
cada observacién debe contribuir tinicamente a uno de los niveles.

En este caso, el p-valor se calcula a partir de la tabla de contingencia entre ambas variables categoricas.
Concretamente, se calcularda como:

,_ (a+Dlet dlatal(b+d) ©)

albleld!

Donde el signo de exclamacién (!) se refiere al operador factorial, a se corresponde con el recuadro superior
izquierdo de la tabla de contingencia (por lo tanto, el nimero de individuos que son del primer grupo de la
primera variable y del primer grupo de la segunda), b el recuadro superior derecho (por lo tanto, el ntimero
de individuos que son del primer grupo de la primera variable y del segundo grupo de la segunda), c el
inferior izquierdo (por lo tanto, el niimero de individuos que son del segundo grupo de la primera variable y
del primer grupo de la segunda) y d el inferior derecho (por lo tanto, el niumero de individuos que son del
segundo grupo de la primera variable y del segundo grupo de la segunda).

En R se puede realizar esta prueba mediante la funciéon fisher.test, y solo necesita como parametro la
tabla de contingencia entre las dos variables categoricas.

2.5. Suma de rangos de Wilcoxon

Esta prueba no paramétrica también se puede llamar como la prueba de la U de Mann-Whitney. Como ya se
ha comentado, es 1til cuando se tienen dos muestras independientes. Por lo tanto, son muestras que pueden
no tener el mismo tamano. La prueba se usa para comprobar la heterogeneidad de dos muestras, es decir, si
las dos muestras proceden de poblaciones equidistintas (si se pueden considerar iguales o no).

La idea principal de la prueba es que, si proceden de la misma poblacién, al juntar todas las observaciones y
ordenarlas de menor a mayor, cabria esperar que las observaciones de ambas muestras estuviesen intercaladas
aleatoriamente, en lugar de agruparse de modo que las observaciones de una de las pruebas quedasen por
encima de las de la otra.

Para realizar esta prueba, primero se deben juntar todas las observaciones, ordenarlas y asignarles un ntimero
de posicién (des del 1 hasta el nimero de observaciones que se tengan). En caso de haber valores repetidos,
se les asigna como valor de posicién la media de las posiciones que ocupan. Seguidamente se calcula el rango
para cada uno de los grupos, como el sumatorio de las posiciones que pertenezcan a cada grupo.
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A continuacién se calculan los estadisticos U, en base al nimero de observaciones de cada muestra y del
rango. En concreto, se calculara un estadistico para cada muestra, de la siguiente manera:

1(ny +1)

Ui =ning + z > - R (7)
1
Us = nyng + % - R, (8)

Donde ny y nsy son el nimero de observaciones de la primera y la segunda muestra, respectivamente, y R
y Rs el sumatorio de los rangos de la primera y la segunda muestra, respectivamente.

Una vez se ha obtenido el estadistico para cada uno de los grupos, se procede al calculo del estadistico U
final, como el minimo entre los dos estadisticos calculados anteriormente.

El proceso para determinar sise debe rechazar o no la hipotesis nula es similar al que se ha visto en las
pruebas paramétricas. Se debe mirar el valor de la tabla U de Mann-Whitney, y si el estadistico U es menor
que el valor correspondiente en la tabla, la diferencia entre las dos muestras es significativa (y, por lo tanto,
hay diferencias entre los dos grupos).

En R se puede realizar este test mediante la funcién wilcox.test, especificando las dos muestras y si se
quieren tener en cuenta las dos colas (de forma que se mirard si las dos muestras son diferentes) o solo
una de ellas (comprobando si una es mayor o menor que la otra), cosa que se puede especificar mediante el
parametro alternative, que en este caso serd igual a two-sided ya que queremos comprobar la diferencia de
muestras.

2.6. Prueba de rangos y signos de Wilcoxon

Como ya se ha comentado, esta prueba es el equivalente a la prueba T de Student para datos apareados,
aunque en lugar de trabajar con las medias trabaja con las medianas.

Para llevarla a cabo, igual que pasaba en la prueba de la T de Student primero se debe calcular la diferencia
en valor absoluto de cada par de observaciones. Seguidamente, se ordenan estas diferencias y a cada una se
le asigna el valor de su posicién, des de 1 hasta el niimero de pares de observaciones que se tengan. Igual
que en la prueba de suma de rangos, en caso de haber empates se les asigna la media de las posiciones que
ocupan.

Ademas, se crea otra variable con el signo de la diferencia: si es mas grande el valor de la primera muestra,
tomard valor 1, y en caso contrario, -1.

A continuacién, se calcula la suma de rangos con signo positivo (1) y, por otro lado, la suma de rangos con
signo negativo (-1). Con eso, se calcula el valor del estadistico W, como el minimo entre el sumatorio de los
rangos con signo positivo y la suma de los rangos con signo negativo.

En este caso, se puede determinar el rachazo o aceptacién de la hipotesis nula de dos formas distintas: la
primera, que se usa para tamafios de muestra pequenos (menores a 25 observaciones) se compara el valor del
estadistico con el valor de la tabla de Wilcoxon, y si el estadistico cae dentro del intervalo correspondiente
en la tabla para ese nimero de observaciones, la diferencia no es significativa; y la segunda opcién, que es
la que usa R, es asumir que el estadistico se distribuye de forma aproximadamente Normal, de forma que se
calcula un nuevo estadistico Z y se compara éste con el valor de la tabla Normal para el nivel de significacién
que se ha escogido, rechazando la hipotesis nula si el estadistico calculado es menor que dicho valor.

En R se puede realizar esta prueba mediante la misma funcién que en el caso de la suma de rangos

(wilcox.test), aunque en este caso se debe especificar el pardmetro paired = TRUE, y no se contempla
el parametro referente a la alternativa.
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3. Anadlisis multivariante

Para realizar un anélisis multivariante de los datos, que sirve para la observacién y el andlisis simultaneos de
mas de una variable respuesta, existen distintas técnicas. En el caso de este estudio, se ha decidido utilizar
las técnicas del Analisis de Factores Multiples y el Random Forest.

3.1. Analisis de Factores Miiltiples

El Andlisis de Factores Multiples es una técnica estadistica util para analizar de forma simultanea diversas
variables. Por lo tanto, es un método de analisis de datos multiariantes, que sirve para resumir y visualizar una
tabla de datos compleja en la que los individuos son descritos por varios conjuntos de variables (cuantitativas
y / o cualitativas) estructuradas en grupos, teniendo en cuenta la contribucién de todos los grupos activos
de variables para definir la distancia entre los individuos.

El ntimero de variables en cada grupo puede diferir y la naturaleza de las variables (cualitativa o cuantitativa)
puede variar de un grupo a otro, pero las variables deben ser de la misma naturaleza en un grupo determinado.

Este andlisis global, donde se consideran simultdneamente miiltiples conjuntos de variables, requiere equilibrar
las influencias de cada conjunto de variables.

Este método de anilisis puede ser considerado una generalizacién de las técnicas de Anélisis de Componentes
Principales (PCA) y de Andlisis de Correspondencias Multiples (MCA). De hecho, su niicleo de MFA se basa
en un andlisis factorial (PCA en el caso de variables cuantitativas, MCA en el caso de variables cualitativas)
en el que las variables se ponderan. Estos pesos son idénticos para las variables del mismo grupo (y varfan
de un grupo a otro).

Técnicamente, MFA asigna a cada variable del grupo j, un peso igual al inverso del primer valor propio del
andlisis (PCA o MCA segtn el tipo de variable) del grupo j. El objetivo del andlisis es obtener una imagen
integrada de las observaciones y de las relaciones entre los grupos de variables.

Una de las aplicaciones del MFA la tenemos con los datos longitudinales, donde los individuos han sido
medidos en diversas ocasiones a lo largo del tiempo. En este contexto existen dos posibles enfoques:

= Crear los grupos con las variables que se han medido en un mismo tiempo. De esta forma cada grupo
representa un instante temporal.

= Crear un grupo para cada variable con todas las medidas de esa variable a los diferentes tiempos.

= Si tratamos con dos tiempos se puede calcular el incremento y representar los diferentes grupos de
variables respecto al incremento.

El MFA puede ser complementado por un grupo de variables suplementarias que no intervienen en la de-
finicién de los ejes pero pueden representarse en el espacio generado por ellos para visualizar una posible
relacion entre las variables suplementarias y las dimensiones del MFA representadas por los ejes.

En R, se puede realizar este anélisis mediante la funcién MFA. Con ello, obtendremos un conjunto de gréficos
que nos servirdn para llegar a distintas conclusiones sobre el analisis.

Un primer paso que debe seguirse es el de escoger el nimero de dimensiones con las que se quiere trabajar.
Cada dimensién explicard un determinado porcentaje de variabilidad de los datos, y queda a eleccién del
autor seleccionar el criterio a seguir para determinar el nimero de dimensiones con las que trabajar. En este
estudio, como se vera, las dimensiones no explicaban un porcentaje demasiado alto de variabilidad, por lo
que nos hemos conformado con que se explicara como minimo el 50 % de dicha variabilidad de los datos. Para
saber el porcentaje de variabilidad que cada dimensién explica, se puede aplicar la funciéon fviz\_screeplot
sobre el objeto MFA creado. Dicha funcién devuelve un histograma que representa los porcentajes para cada
dimension.
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Por otro lado, mediante la funciéon fviz\_mfa\_ind se consiguen los graficos de los individuos. Esta funcién
tiene un pardmetro (axes) para determinar qué par de dimensiones se quieren graficar (ya que al ser un
gréafico en un plano solo es posible graficar dos dimensiones a la vez). Es por eso por lo que se grafican la
primera y segunda dimensiones en un gréafico, la tercera y la cuarta en otro, y asi consecutivamente hasta
haber graficado todas las dimensiones escogidas. El grafico que se obtiene mediante esta funcién representa
cada uno de los individuos del estudio sobre las dimensiones; por lo tanto, se puede observar dénde se
posicionaria cada uno de ellos en el plano. Esto es ttil para observar patrones de comportamiento entre
individuos.

Ademsds, se pueden graficar los grupos sobre las dimensiones (es decir, observar dénde se posiciona cada
uno de los grupos con respecto a las dimensiones). Esto nos ayudard a saber con qué dimensién estd més
relacionado cada uno de los grupos, o dicho de otra forma, cudl es el grupo que mejor representa cada
dimension, ya que cuanto mas cerca del eje de la dimensién esté un grupo, mas relacén tiene con ésta.

Otro grafico que es tutil para llegar a conclusiones relevantes es el grafico de individuos parciales. En él se
representa cada uno de los grupos en su posicion sobre las dimensiones como en el caso de los graficos de
individuos, pero en este caso se anade también la posicién en la que estaria cada individuo en el caso de tener
en cuenta solo uno de los grupos. De esta forma, de cada individuo salen tantas flechas como grupos haya, y
en el extremo de dicha flecha aparece un punto que seria la posicién del individuo sobre las dimensiones en
caso de tener en cuenta solo aquél grupo.

Es importante recalcar, ademds, que no todas las variables tienen el mismo peso sobre las dimensiones, por
lo que es relevante observar también la contribucién de cada una de ellas sobre las dimensiones, asi como la
correlacién entre cada variable y cada una de las dimensiones.

Adicionalmente, en el grafico de los individuos se pueden colorear en funcién de sus caracteristicas - por
ejemplo, aplicar un color distinto en funcién de la dieta que cada uno siga, o en funcién de si ha sufrido o no
una infeccién. Con esto se puede ver si los individuos con las mismas caracteristicas se agrupan en el plano
de las dimensiones y, por lo tanto, se comportan de forma similar, o no.

De esta forma, con el conjunto de informacién que se puede observar sobre un objeto MFA, es posible
observar comportamientos distintos entre los grupos e incluso entre individuos. Por lo tanto, eso nos es ttil
para comprovar si hay una diferencia global entre los grupos, y no tan solo variable a variable como en el
caso de las técnicas anteriores.

3.2. Random Forest

El método de Random Forest es un algoritmo de aprendizaje supervisado de prediccion.

Decimos que es un método de aprendizaje supervisado porque los resultados que se obtienen son conocidos
previamente; es decir, en el conjunto de datos se tiene una caracteristica objetivo para cada uno de los
registros, que serd la que se quiere reproducir con el modelo.

Por otra parte, es un método de predicciéon porque consiste en la elaboraciéon de un modelo predictivo: es 1til
para la clasificacién, y también lo es para la regresién, permitiendo predecir tanto una variable categérica
(en el caso de la clasificacién) como una variable numérica (en el caso de la regresién).

Un Random Forest consiste en la elaboracién de un conjunto de arboles de decisién, combinadndolos con
bagging. El bagging es una de las formas que existen para construir un conjunto de modelos de machine
learning; cada uno de ellos produce ua prediccién diferente, y lo que hace el bagging es combinarlos para
obtener una tnica predicciéon. En este método se consigue que los errores se compensen entre si entrenando
cada modelo con subconjuntos del conjunto de entrenamiento, eligiéndolos aleatoriamente.
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Por lo tanto, cuando se realiza un Random Forest cada arbol que se crea estd basado en un conjunto de
datos distinto, por lo que ningtin arbol ve todos los datos de entrenamiento. De esta forma, al combinar los
resultados de los distintos arboles, unos errores se compensan con los otros y la prediccién generaliza mejor.
Dicho de otra forma, con el Random Forest conseguimos mejorar el error de generalizacién con respecto al
que obtendriamos realizando un arbol de decision.

Las predicciones de casa uno de los "sub-arboles”se combinan de forma distinta en los modelos de clasificacién
que en los de regresién. En los primeros, se suele usar el método del voto suave, que da mas importancia a
los resultados en los que los arboles estén muy seguros. En cambio, en los problemas de regresién se suelen
combinar tomando su media aritmética.

En resumen, mediante el Random Forest seremos capaces de obtener un modelo predictivo, que en este
caso servird para poder determinar qué factores son los que provocan que haya dos grupos de madres bien
diferenciados, como se verd mas adelante.

En R se puede realizar esta técnica mediante la funcion randomForest, que pertenece a un paquete con
el mismo nombre. Tan solo tenemos que especificar el modelo - la variable independiente (la que queremos
predecir) y las variables independientes - y el nimero de drboles a realizar.

El Random Forest, pero, no lidia bien con los valores faltantes. Existen varias formas de solucionar este
problema, pero en el caso de este estudio, se ha considerado el uso de la funcién rfimpute, que imputa
automaéaticamente los valores faltantes de una base de datos. En concreto, imputa las variables numéricas
a la media ponderada de las observaciones que no tienen valores faltantes, y las variables categéricas a la
categoria con una proximidad media mayor, iterando el proceso varias veces hasta conseguir una imputacién
completa de los datos.

Ademsds, y dado el bajo ntimero de observaciones que se tienen, se ha decidido hacer una validacién de
los resultados mediante el método de Leave-one-out. En concreto este método consiste en entrenar todos
los datos excepto en un punto, y hacer una prediccién para este punto. Esto nos servird para comprobar
que la bondad de las predicciones obtenida mediante el Random Forest se mantendria si cogiesemos otra
combinacion de datos de entrenamiento y prueba.
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IV. Resultados

En este apartado, se van a presentar los resultados mas relevantes que se han obtenido en los dos objetivos
que se han introducido, a los que se ha llegado mediante las metodologias explicadas en el apartado anterior.

Objetivo 1. Comparacion entre los dos tiempos

Como se ha comentado anteriormente, en este objetivo del estudio se quiere observar si hay diferencias en
la composicién de la leche a dia 7 y a dia 15.

Para ello, se han seleccionado las variables referentes a los valores inmunolégicos, que son los que determinan
como estd compuesta la leche, y se han realizado diversas pruebas para poder comprobarlo.

Anadlisis descriptivo inicial y transformacion de los datos

En un primer paso, se ha hecho un analisis descriptivo inicial de los datos, en el que se ha podido observar
que la mayoria de citoquinas tienen un porcentaje de ceros muy elevado, superior al 80 % en muchas de las
variables correspondientes a ese grupo; aun asi, eso no sorprende, ya que como se ha comentado son valores
que no se presentan en una gran concentracién en la leche materna. En cambio, las inmunoglobulinas y las
adipoquinas presentan un porcentaje de cero muy pequeno.

Ademas, en este andlisis descriptivo inicial se ha observado el comportamiento de cada una de las varia-
bles mediante el célculo de estadisticos (como la media, la desviacién estdndar o la mediana) y mediante
una grafica de boxplots multiples. Con eso se ha podido observar que las variables, en general, no siguen
una distribucién normal, ya que no estan centradas. Es por eso por lo que se ha decidido transformar los
datos mediante una transformacién logaritmica. En concreto, cada una de las variables del estudio se ha
transformado siguiendo la férmula que se presenta a continuacion:

variable = log(variable + 1) (9)

Haciendo esta transformacién, y aunque hay algunas variables que atin presentan cajas asimétricas, en general
conseguimos bastante simetria, y se ha conseguido una distribucién de las variables mucho mas centrada,
de forma que podemos aceptar que las variables siguen una distribucion Normal, que es lo que nos conviene
para poder hacer pruebas paramétricas. Es relevante comentar que, en las citoquinas, hay bastantes cajas
que no tienen ni siquiera amplitud; eso se debe al gran nimero de valores ceros que tienen las variables
correspondientes a dichos graficos.

Comparacién entre los dos tiempos

Una vez se ha realizado la transformacién de los datos se puede proceder a la comparacion entre el dia 7 y
el dia 15 de todas las variables. Dicha comparacién se ha hecho tanto mediante un método gréfico - graficar
boxplots de cada variable en ambos tiempos -, como numéricos - una prueba paramétrica (prueba de la T
de Student o modelo Tobit) y una prueba no paramétrica (prueba de Wilcoxon) -.

En concreto, para las inmunoblubinas, las adipoquinas y las variables calculadas se ha realizado la prueba
T de Student para datos apareados, y una prueba no paramétrica, en este caso la prueba de Wilcoxon para
datos apareados. En cambio, para las citoquinas, aunque se ha realizado la misma prueba no paramétrica,
se ha decidido sustituir a prueba T por un modelo tobit, debido a la gran cantidad de ceros que tienen las
variables de este grupo.

Para las inmunoglobulinas, y a pesar de que hemos visto que podemos considerar que la distribucién de los
datos es normal (de forma que la conclusion de la que nos fiarfamos es la de la prueba T), en este caso vemos
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que la prueba paramétrica y la no paramétrica coinciden en sus conclusiones, ya que en ambas salen las
mismas variables como significativas: IgM, IgG2, IgE e IgA. Eso quiere decir que, para estas variables, no se
puede considerar que la diferencia entre los dos tiempos sea igual a cero y, por lo tanto, podemos concluir
que hay diferencias entre las medidas del dia 7 y las del dia 15. En cambio, en las variables IgG1, IgG3,
IgG4 e IgG no podemos hacer tal afirmacion, si no que debemos aceptar que no hay diferencias entre ambos
tiempos de estudio.

Por otro lado, en las citoquinas si que se observan diferencias entre las conclusiones del modelo Tobit y la
prueba de Wilcoxon; el primero concluye que hay ocho variables con un p-valor significativo, lo que quiere
decir que se puede considerar que hay diferencias entre los dos tiempos. En cambio, mediante la prueba no
paramétrica tan solo hay cuatro variables significativas (una de las cuales no lo es mediante el modelo Tobit).
Aun asi, y ya que el modelo Tobit es capaz de comprender la gran cantidad de ceros de los datos, son mas
fiables para el estudio los resultados de este modelo, que concluye que en las variables IL5, IL17, IL18, IL10,
IL6, IL9, ILb1 y Ifn.g hay diferencias entre la medida del dia 7 y la medida del dia 15.

En cuanto a las adipoquinas, ambas variables tienen p-valores muy grandes en las dos pruebas y, por lo
tanto, se confirma que no hay diferencias entre el dia 7 y el dia 14 en este grupo de variables.

Finalmente, en el caso de las variables calculadas las dos pruebas difieren en dos de las variables: Thl7,
donde la prueba no paramétrica determina que hay diferencias entre tiempos y la paramétrica no, y Acqui-
red_Immunity, donde pasa al revés. Viendo los boxplots comparativos, en ambos casos podriamos decir que
hay diferencias entre el gréafico del dia 7 y el grafico del dia 15; ademas, en los casos no significativos el p-valor
queda bastante al limite del nivel de significacién, siendo 0.063 y 0.066 respectivamente. Asi pues, podriamos
determinar que en ambas variables hay diferencias entre los tiempos. Las variables en las que dicha diferencia
sf estd clara, por tener un p-valor significativo en ambas pruebas, son Cito_Th2, Innate_Immunity y Anti_infl.

A continuacion se presenta una tabla que muestra aquellas variables que si que han resultado significativas
y en las que, por lo tanto, se observan diferencias entre los dos tiempos.

Variable IC 95% / Q1-Q3 p-valor (paramétrico) p-valor (no paramétrico)

Inmunoglobulina IgM (0.011, 0.805) 0.044 0.032

IgG2 (0.066, 0.558) 0.014 0.005

IgE (0, 0.002) 0.006 0.002

IgA (0.218, 0.508) 3.93 x 106 1.78 x 1011
Citoquinas IL5 0 0.048 0.379

IL17 0 0.019 0.163

IL18 (-0.465, 1.307) 0.009 0.030

IL10 (-0.142, 0.04) 0.006 0.412

IL6 0(-2.491, 0.253) 0.006 0.009

1.9 0 0.005 0.239

IL1b (-0.855, 0) 0.004 0.015

Ifn.g 0 0.003 0.216
Variables calculadas  Acquired Immunity ~ (0.029, 0.563) 0.030 0.066

Th2 (Citoquina) (0.039, 0.555) 0.025 0.026

Innate Immunity (0.209, 1.158) 0.005 0.004

Anti Infl (0.239, 1.293) 0.005 0.006

Tabla 1: Variables con diferencias entre el dia 7 y el dia 15 ®

Analisis de Factores Miiltiples

Para ver si hay comportamientos distintos entre los dos tiempos de estudio, se han realizado dos andlisis
distintos: para los dos tiempos (es decir, el dfa 7 y el dfa 15); y un segundo teniendo en cuenta incrementos

5Elaboracién propia.
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en el tiempo.
Andlisis de Factores Multiples para dos tiempos

Para la realizacién de este analisis, se ha elaborado un anélisis de factores multiples teniendo en cuenta cada
tiempo como un grupo. De esta forma, se ha realizado un estudio con el que se podré ver la posicién de cada
variable respecto a cada tiempo.

El primer paso para el andlisis de factores multiples es el de decidir el nimero de dimensiones con las que se
va a trabajar. En este caso, la primera dimensién consigue explicar el 16.9 % de la variabilidad de los datos.
Por su parte, la segunda dimensién explicarfa el 12.9% de la variabilidad, mientras que la tercera y cuarta
dimensiones explicarian el 11% y el 7.4 %, respectivamente. A partir de esta dimension, el porcentaje de
variabilidad explicado se mantiene méas constante en el resto de las dimensiones. Es por eso por lo que, en
este caso, hemos decidido trabajar con cuatro dimensiones, que conjuntamente, consiguen explicar el 48 %
de la variabilidad.

Una vez escogido el numero de dimensiones, se puede proceder a la representacién de los individuos, que sera
el que nos ayudara a llegar a las conclusiones que correspondan. Primeramente, se graficaron los individuos
sobre cada una de las dimensiones (al no poder graficarlos sobre las cuatro dimensiones a la vez, se dividieron
en dos: uno para la primera y segunda dimensiones, y otro para la tercera y la cuarta).

En el grafico de la primera y segunda dimensiones, se observan claramente dos clusteres distintos. En cambio,
en la tercera y cuarta dimensiones se observa tan solo un grupo. En ambos casos hay individuos alejados de
cualquiera de las nubes de puntos; dichos individuos, como el 75, el 30 o el 22 en las dos primeras dimensiones
o el 79 en la tercera y cuarta, son aquellos que tienen comportamientos mas extremos, y se pueden identificar
como outliers; si dichos individuos no estuviesen en el estudio, eso afectaria a la variabilidad de los otros
individuos, por lo que los graficos que obtendriamos serian distintos.

Dicho gréfico en el que se pueden observar los dos grupos bien identificados es el que se muestra a continuacion:

Datos de los tiempos 7 y 15
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Figura 2: Gréfico de los individuos en la primera y segunda dimensiones (MFA de dos tiempos) ©
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Es interesante comprobar si los clisteres que se han detectado en el gréfico de la primera y segunda dimen-
siones se mantienen cuando separamos las variables por tiempo o si, por lo contrario, se necesitan ambos
tiempos para detectarlos. Para ello, se han separado las variables pertenecientes al dia 7 de aquellas del dia
15, y se han vuelto a graficar los individuos. Los graficos pertenecientes a dicho andlisis son los siguientes:

Datos del tiempo 7 Datos del tiempo 15
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Figura 3: Gréfico de los individuos en la primera y segunda dimensiones en el dia 7 (MFA de dos tiempos)
7

Con los graficos obtenidos, se puede observar que no se mantienen los clisteres que se habian detec-
tado. Por lo tanto, es necesario tener ambos tiempos para poder discriminar, lo que quiere decir que el
comportamiento de los individuos a dia 7 y a dia 15 es distinto.

En cuanto a la representacién de los grupos sobre cada eje, los tiempos quedan representados de forma muy
distinta segin sobre qué eje se grafiquen. La contribucién del tiempo 15 es més grande que la del tiempo 7
en la primera y cuarta dimensiones (habiendo mucha més distancia respecto a la contribucién del tiempo
7 en la cuarta dimensién), mientras que en la segunda y tercera dimensién pasa al revés (el tiempo 7 tiene
mds contribucién sobre estas dimensiones). En caso de que mirdsemos la contribucién de cada tiempo sobre
la primera y segunda dimensién conjuntamente, veriamos que el tiempo 7 es el que mas contribuye; por otro
lado, si hiciésemos lo mismo con la tercera y cuarta dimensiones, seria el tiempo 15 el que més contribuiria.
Aun asi, es relevante comentar que, en las dos ltimas dimensiones, la contribucién de los tiempos es maés
parecida, mientras que en las primeras el tiempo 7 contribuye bastante maés.

Ademaés, se ha hecho la representacién parcial de los individuos, con la que se puede ver dénde se ubica
cada individuo y también dénde se posicionaria en caso de solo tener en cuenta uno de los dos tiempos. .
Por lo tanto, estos graficos indican el movimiento entre tiempos. Gracias a ellos se puede ver que realmente
hay una diferencia significativa en el comportamiento de los individuos en funcién de los tiempos, ya que en
caso de tener tan solo la medida de uno de los dos tiempos, la posicién de muchos de los individuos seria
muy distante de la que toman actualmente o de la que tendrian en caso de tener en cuenta tan solo el otro
tiempo. Esto se puede observar, sobre todo, en el grafico de la primera y segunda dimensiones, en el grafico
que se muestra a continuacion:

SElaboracién propia.
"Elaboracién propia.
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Figura 4: Representacién parcial de los individuos en la primera y segunda dimensiones (MFA de dos
tiempos) 8

Es relevante comentar que, en dicho gréfico, se puede observar que la mayoria de madres de la nube de puntos
inferior han hecho una evolucién creciente (es decir, en el dia 7 tienen menos concentracién y en el 15, més)
y, en cambio, pasa lo contrario con las madres de la nube superior, que tienen un movimiento decreciente.
Asi pues, los dos grupos de madres que se visualizan en el gréfico tienen un comportamiento distinto entre
ellas en el tiempo.

Finalmente, es importante tener en cuenta que no todas las variables han contribuido de igual forma en cada
una de las dimensiones que se han estudiado. En concreto:

= La mayoria de las variables que mas contribuyen en la primera dimensién son inmunoglobulinas en el
dia 15.

= Todas las variables més contribuyentes en la segunda dimensién son inmunoglobulinas en el dia 7.

= Todas las variables més contribuyentes en la tercera dimensién son citoquinas en el dia 7.

= Todas las variables mas contribuyentes en la cuarta dimensiéon son citoquinas, en este caso en el dia
15.

Andlisis de factores multiples para el incremento entre tiempos

En este caso, se ha hecho un anélisis de factores multiples a partir del incremento entre los dos tiempos. Para
ello, se ha calculado el valor absoluto de la resta de la medida entre la variable en el tiempo 7 y la medida
de la misma variable en el tiempo 15, y se ha realizado el anélisis tomando como grupos los tres tipos de
variables de los que disponemos — adipoquinas, inmunoglobulinas y citoquinas.

De nuevo, se ha decidido trabajar con cuatro dimensiones, que representan el 50 % de la variabilidad de los
datos.

8Elaboracién propia.

24



En el caso de este nuevo andlisis, al analizar la representacién los individuos no se ve ninguna agrupacion
como si pasaba en el andlisis de los dos tiempos. De hecho, de estos graficos de individuos podemos sacar
pocas conclusiones; tan solo seria relevante comentar que hay individuos outliers, como podria ser la madre
79, que queda distante de la nube de puntos tanto en la primera y segunda dimensiones como en la tercera.y
cuarta.

En cuanto a los grupos, de nuevo quedan representados sobre los ejes de forma distinta en funcién de las
dimensiones sobre las que estemos trabajando. Las adipoquinas y las citoquinas contribuyen mas sobre
la primera dimension, en este orden. Por su parte, en la segunda y tercera dimensiones las variables mas
contribuyentes son las inmunoglobulinas y las adipoquinas, casi en el mismo porcentaje. Por tltimo, en la
cuarta dimensién las citoquinas son las variables mas contribuyentes. Si tenemos en cuenta la contribucién en
el total de la primera y segunda dimensiones, las adipoquinas son las que tienen un porcentaje de contribucion
mayor y, de hecho, es mucho mayor que el de los otros dos grupos. En cambio, si se analizan conjuntamente
la tercera y cuarta dimensiones son las citoquinas las méas contribuyentes, aunque con un porcentaje muy
similar al del resto de grupos.

En cuanto a la representacion parcial de los individuos, los graficos que se obtienen en este caso no aportan
mucha informacién, ya que se sobreponen los individuos y no se pueden sacar conclusiones visuales; es por
eso por lo que no se van a incluir en este apartado. Sin embargo, se pueden visualizar en el Anexo.

Finalmente, observando la contribucién de las distintas variables en cada dimensién se ha comprobado que
en todas las dimensiones la variable que mds contribuye forma parte del grupo de adipoquinas. Ademas,
si se estudia la correlacion de las variables con los ejes, como se ha hecho en el estudio anterior, se puede
ver que las dos tunicas variables con una correlacién alta (cos2 superior al 50 %) son la variable Adiponectin
respecto a la dimensién 1, y la variable Leptin con respecto a la dimensién 2. Estas son, de echo, las dos
lnicas variables que forman parte del grupo de las adipoquinas.

Asi pues, la conclusién general que podemos sacar del analisis de factores multiples que tiene en cuenta el
incremento entre los tiempos es que las adipoquinas tienen mucha variabilidad dentro de dicho incremento, y
absorben casi toda la variabilidad de las dimensiones, por lo que quizas estan escondiendo el comportamiento
de las otras variables.

Teniendo en cuenta que tan solo se dispone de dos variables del grupo de adipoquinas, se ha decidido realizar
el mismo estudio eliminando el grupo de las adipoquinas, con el objetivo de ver si, haciendo eso, se puede
sacar alguna conclusion mas relevante con respecto a los otros grupos.

Para este andlisis también se han tenido en cuenta cuatro dimensiones. Al hacer los gréaficos de los individuos,
se ha visualizado una sola nube de puntos en cada uno de ellos; por lo tanto, no se detectan comportamientos
distintos en los individuos en los distintos grupos.

El grupo de las inmunoglobulinas contribuye mas en explicar la primera y tercera dimensiones, mientras
que el de las citoquinas explica un porcentaje superior en la segunda y cuarta dimensiones; por lo tanto, en
este caso si que se observa que hay grupos que dependen més en una u otra dimensién (recordemos que,
incluyendo las adipoquinas, éstas eran el grupo mas contribuyente en todas las dimensiones exceptuando
la cuarta). Si se analiza la contribucién global en la primera y segunda dimensiones, los porcentajes estan
muy igualados en ambos grupos, aunque es més contribuyente el de las citoquinas. En el caso de la tercera
y cuarta dimensiones, hay mas distancia entre ellos, siendo superior el de las inmunoglobulinas.

Viendo el grafico parcial para los individuos, se observa que, en algunos de ellos, como en la madre 79 o la
40 en la primera y segunda dimensiones, el movimiento que se produce si solo se tiene en cuenta uno de los
grupos es bastante grande; se detecta que en los individuos outliers este movimiento es mayor que en el caso
de los individuos que estan en el interior de la nube de puntos.
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Por ultimo, en cuanto a la contribucién de las variables llama la atencién que, a pesar que en la cuarta
dimension el grupo predominante son las citoquinas, la variable que consigue contribuir mas en ella es una
inmunoglobulina, en concreto la IgM, con una contribucién muy superior a la del resto de variables y que
casi duplica la de la segunda variable mas importante.

Por lo tanto, con esta propuesta tampoco se ha conseguido visualizar comportamientos que nos indiquen que
haya diferencias entre los grupos a partir de los incrementos en el tiempo. Los resultados del anélisis, al no
presentar conclusiones relevantes, no se incluyen en el cuerpo del trabajo, pero si que se pueden visualizar
en el Anexo.

Objetivo 2. Factores influyentes en la composiciéon de la leche.

El segundo objetivo del estudio era el de ver qué factores podian influir en la composicién de la leche materna.
Para poder determinarlo se realizaron una serie de andlisis que se veran a continuacion.

Anailisis descriptivo inicial y transformacion de los datos

En este objetivo se incluyeron en el estudio variables que en el objetivo anterior no se habian tenido en
cuenta referentes a las caracteristicas de la madre y del bebé, tales como la dieta que siguié la madre o el
peso del bebé (teniendo en cuenta su evolucién en distintos dias), entre otras.

Estas variables adicionales no son todas numéricas, como si que pasa en el objetivo anterior. Contamos
también con algunas variables categoricas, como la dieta que siguié la madre, el género del bebé, el tipo
de parto, si fue el primer parto de la madre o no y la existencia de animales en el nticleo familiar, otras
variables que se pueden considerar bindrias, relacionadas con el hecho de haber tenido o no infecciones en
distintos momentos del tiempo, y otras que denominaremos como contadores, ya que determinan el niimero
de antibiéticos o probidticos que la madre o el bebé tomaron.

En un primer anélisis descriptivo sobre las nuevas variables numéricas, basado en el graficado de los boxplots
miltiples y el calculo de distintos estadisticos, se decidié que aquellas variables numéricas también debian
transformarse para asegurar que seguian una distribucién Normal, y se hizo en base al mismo criterio de
transformacién logaritmica que el presentado en el objetivo anterior.

Adicionalmente, se hizo un anélisis descriptivo sobre aquellas variables de las que se tenia informacién en
distintos momentos del tiempo (concretamente, el indice de masa corporal y el peso, de los que se tenfa
informacion a los 7 dias, a los 15 dias, al mes, a los seis meses, al afio, a los 18 meses y a los dos afios) y de
las infecciones (de las que se tenfa informacion a los 6, 12 y 24 meses).

Para ello, se graficé cada variable a lo largo del tiempo, tanto en nubes de puntos, anadiendo una linea de
tendencia sobre la media, como mediante boxplots. Con ese estudio se pudo ver como, mientras el indice de
masa corporal no parece tener una tendencia clara a lo largo del tiempo, el peso va subiendo claramente a
lo largo de los meses. En cuanto a las infecciones, se pudo comprobar que la distribucién de la variable en
el medio ano es muy similar a la que tiene en el ano y, en cambio, a los dos anos ya varia, pudiendo llegar a
tener mas infecciones, aunque la asimetria de los datos se mantiene en los tres tiempos.

(Es la dieta un factor influyente?

En un primer momento, se consideré que aquella variable que méas podian influir en la composicion de la
leche materna era el tipo de dieta. Concretamente, cada madre podia estar realizando un tipo de dieta, el
tipo I o el tipo II, y se tenia la sospecha de que esto influia en la composicién de la leche. Es por eso por
lo que se decidi6é hacer un andlisis similar al que se hizo en la comparacion de los dos tiempos en el primer
objetivo para ver si habia diferencias entre los dos tipos de dieta.
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Concretamente, se realizé un test de la T de Student y un test de Wilcoxon para las variables del grupo
de inmunoglobulinas, adipoquinas y las nuevas variables numéricas anadidas en el estudio; por otra parte,
para las citoquinas también se realizé un test de Wilcoxon, aunque en este caso se escogié como prueba
paramétrica el modelo de Tobit, igual que en el otro objetivo. En el caso de las variables que se pueden
considerar contadores se realizé un contraste de proporciones, y para las variables categoéricas una prueba de
la Chi Cuadrado y una prueba de Fisher.

Aun asi, esta idea no di6 los frutos que imagindbamos, ya que no se encontraron diferencias en ninguna de
las variables referentes a las inmunoglobulinas, citoquinas o adipoquinas. Si que se observé que la variable
Ratio_pro_anti_7 y el tiempo de lactancia tienen diferencias en funcién del tipo de dieta.

Aun asi, podemos concluir que no hay diferencias en la composicién de la leche en funcién del tipo de dieta.

Adicionalmente, se quiso ver si los dos grupos de madres que se definieron en el andlisis de factores multiples
del Objetivo 1 estaban relacionados con la dieta; es decir, si la mayoria de las madres de un grupo realizaban
una de las dietas, y las del otro grupo la otra dieta. Para ello, se colorearon las distintas madres sobre el
grafico de individuos obtenido en funcién del tipo de dieta que seguian, esperando ver un grupo de un color
y el otro del otro. Aun asi, tampoco se consiguié ver un patrén que nos permita decir que los grupos que se
encontraron estén definidos por el tipo de dieta.

Esta ultima prueba se realizé también para ver si el hecho de tener o no infecciones podia caracterizar los
grupos, de forma que se definié una nueva variable para cada tiempo de infeccién que en lugar de determinar
el nimero de infecciones, determinaba si habia habido o no infeccién. Aun asi, se observé que, en ninguno
de los tiempos en los que se observaron las infecciones, no habia relaciéon entre los dos grupos de madres y
el hecho de haber sufrido o no infecciones.

Caracterizacién de los dos grupos de madres

Como se pudo observar en el Objetivo 1 mediante la realizacién del andlisis de factores multiples a dos
tiempos, hay dos grupos de madres bien diferenciados y que ademaés tienen comportamientos distintos a lo
largo del tiempo. En este apartado, se pretende ver en qué variables se pueden observar diferencias entre los
dos grupos y qué caracteristicas tiene cada uno de ellos.

Para ello, se han separado las madres en dos grupos, en funcién de la nube de la Figura 2 a la que perte-
necieran. Concretamente, se han definido dos inmunotipos; en cada uno de ellos, se incluyen las siguientes
madres:

Madres
Inmunotipo 1 75 51 103 64 46 53 76 52 40 11 2 106 10
50 61 72 90 8 45 29 73 74 35 78 23 56
44 98 54 94 71 49 20 8 102 70 84 34 38
Inmunotipo2 30 22 57 79 41 33 60 100 47 80 36 1 3
104 68 17 6 43 65 48 16 67 93 62 9 99
77 28 25 27 12 14 4 42 7 19

Tabla 2: Distribucién de las madres segtin los dos inmunotipos *

No obstante, y teniendo en cuenta que hay madres que no estan concretamente dentro de ninguno de los
inmunotipos - y que por lo tanto se pueden considerar como outliers - se ha decidido realizar dos veces el
mismo estudio: una para los inmunotipos tal y como se han especificado en la tabla anterior, y otro sin tener
en cuenta los outliers, de forma que, del inmunotipo 1, no se tendrian en cuenta las madres 51 y 75, y del
inmunotipo 2, no se tendrian en cuenta las madres 41, 79, 57, 22 y 30.

9Elaboracién propia.
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Andlisis bivariante: jen qué variables podemos considerar que los inmunotipos se comportan de forma dis-
tinta?

Un primer andlisis que se ha realizado para caracterizar los dos grupos, es el de ver qué diferencias hay entre
ellos, o dicho de otra forma, en qué variables de las que se han incluido en el estudio se puede considerar que
los inmunotipos se comportan de forma distinta.

Este andlisis se ha realizado teniendo en cuenta las mismas pruebas que se usaron en el caso del andlisis
bivariante para la comparacién de dietas. Dichas pruebas se aplicaron dos veces: una para los datos con
valores outliers, y otra sin ellos. Los resultados que se han obtenido no son iguales para los dos conjuntos
de datos; aunque hay variables que son estadisticamente significativas en ambos casos, no es asi en todas.
Las tablas que se muestran a continuacién presentan un resumen de aquellas variables significativas en cada
caso.

Variable IC 95 % p-valor (paramétrico) p-valor (no paramétrico)
Immunoglubinas Immuno_IgG1_7 (1.132,1.575) 2,83E-19 2,65E-12
Immuno_IgG_7 (1.196,1.675) 8,01E-18 2,51E-15
Immuno_IgG_15 (-1.666,-1.138)  2,04E-16 1,17E-14
Immuno_IgG1_15 (-1.706,-1.145)  2,22E-15 1,26E-11
Immuno_IgG2_7 (0.882,1.359) 1,10E-13 7,17E-11
Tmmuno_IgE_7 (0.004,0.006)  1,72E-12 3,51E-13
Immuno_IgG2_15 (-1.014,-0.589)  1,08E-10 1,25E-08
Immuno_IgG4_7 (0.434,0.75) 1,59E-09 4,19E-09
Immuno_IgG3_7 (0.367,0.677) 3,81E-09 1,44E-09
Immuno_IgE_15 (-0.003,-0.002) 1,66E-08 7,46E-11
Immuno_IgG4_15 (-0.668,-0.344)  8,60E-08 3,10E-08
Immuno_IgG3_15 (-0.801,-0.414)  1,59E-07 1,27E-11
Citoqunias Cito_IL18_7 0,00 0,00
Cito_IL22_15 0,00 0,00
Cito_TL22.7 0,00 0,00
Cito_TL10_15 0,01 0,00
Cito_1L12_15 0,01 0,01
Adipoquinas Leptin_7 (-1.25,-0.369) 0,00 0,00
Adiponectin_15 (-0.892,-0.228) 0,00 0,00
Vars. calculadas  Immuno_Thl 7 (1.171,1.654) 0 0
Immuno_Th1_15 (-1.642,-1.11) 0 0
Immuno_Th2_7 (0.434,0.75) 0 0
Immuno_Th2_15 (-0.643,-0.317) 0 0
Ratio_L._A_15 (0.047,0.135) 0 0
Ratio_ L._A_7 (-0.083,-0.013) 0,01 0
Ratio_Innate_acquired_15 (-2.703,-0.346) 0,01 0,02
Pro_infl_7 (-1.309,-0.118) 0,02 0,01
pct_Th1.7 (-0.033,-0.002) 0,03 0,14
Anti_infl_7 (-1.879,-0.057) 0,04 0,02
Vars. numéricas  Altura 7D (0.011,0.047) 0 0,01
Weight 7D (0.009,0.096) 0,02 0,02
Altura 15D (0.003,0.042) 0,02 0,04
Weight 15D (0.008,0.099) 0,02 0,03
Altura 1 MM (0.001,0.042) 0,04 0,05
Contadores Infections_0_24M 0,02
Vars. categéricas  Primipara 0,03 0,02

Tabla 3: Variables con diferencias entre los grupos de madres (con outliers)!®

10E]aboracién propia.
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Variable IC 95 % p-valor (paramétrico) p-valor (no paramétrico)
Immunoglubinas Immuno_IgG_7 (1.321,1.671) 2,80E-24 3,65E-19
Immuno_IgG1_7 (1.192,1.554)  3,91E-23 2,64E-12
Immuno_IgG2_7 (1.023,1.36) 1,79E-21 3,69E-12
Immuno_IgG_15 (-1.552,-1.159)  6,81E-21 1,46E-16
Immuno_IgG1_15 (-1.576,-1.156)  1,08E-19 6,78E-12
Immuno_IgE_15 (-0.003,-0.002) 2,33E-16 9,73E-12
Immuno_IgE_7 (0.004,0.006)  3,51E-15 1,30E-12
Immuno_IgG3_7 (0.464,0.701) 2,72E-14 7,91E-11
Immuno_TgG2_15 (-0.982,-0.597) 1,39E-11 4,77E-09
Immuno_IgG4._7 (0.423,0.709) 8,63E-10 7,32E-09
Immuno_TgG3_15 (-0.605,-0.347)  4,44F-09 7,93E-11
Immuno_IgG4_15 (-0.668,-0.34)  5,21E-07 5,75E-08
Citoqunias Cito_IL22_15 1,33E-05 9,30E-06
Cito_IL22.7 0,00 0,00
Cito_IL18_7 0,00 0,03
Cito_IL10_15 0,01 0,00
Cito_IL18_15 0,02 5,03E-05
Cito_IL6_7 0,03 0,02
Cito_TNF_a_7 0,04 0,00
Adipoquinas Leptin_7 (-1.224,-0.332) 0,00 0,00
Adiponectin_15 (-0.732,-0.107) 0,01 0,02
Vars. calculadas  Immuno_Th1_7 (1.297,1.651) 0,00 0,00
Immuno_Th1_15 (-1.524,-1.124) 0,00 0,00
Immuno_Th2_7 (0.423,0.709) 0,00 0,00
Immuno_Th2_15 (-0.638,-0.309) 0,00 0,00
Ratio L_A_15 (0.038,0.126) 0,00 0,00
Ratio L_A_7 (-0.088,-0.014) 0,01 0,00
pct_Th1_15 (0.003,0.048) 0,03 0,38
Pro_infl 7 (-1.206,-0.059) 0,03 0,03
Ratio_Innate_acquired_15 (-2.883,-0.09) 0,04 0,05
Cito_Th1_7 (0.006,1.123) 0,048 0,00
Vars. numéricas  Altura 7D (0.011,0.048) 0,00 0,01
Weight 7D (0.004,0.094) 0,03 0,04
Weight 15D (0.004,0.1) 0,04 0,06
Vars. categéricas  Primipara 0,03 0,02

Tabla 4: Variables con diferencias entre los grupos de madres (sin outliers)!!

Como hemos comentado, hay variables que son significativas en ambos analisis, pero las hay que lo son tan
solo en uno de ellos. Por una parte, las inmunoglobulinas que se han detectado como significativas en el
estudio con outliers también han salido significativas en el estudio que no los tiene en cuenta, igual que pasa
con las adipoquinas. En cambio, la citoquina IL12 en el tiempo 15 tan solo es significativa cuando se tienen
en cuenta los outliers, mientras que la IL18 en el dia 15 y la IL6 y la TNF, ambas en el dia 7, tan solo lo
son cuando se eliminan los outliers del estudio. En cuanto a las adipoquinas, ninguna de ellas es significativa
en ninguno de los casos, por lo que no hay diferencias entre los inmunotipos de madres en este grupo de
variables.

Por otro lado, si observamos los resultados de las variables calculadas vemos como, mientras que el porcentaje
de Thl es significativo en el estudio con outliers en el dia 7, en el estudio sin estos valores lo es en el dia
15. Ademsds, hay dos variables méds que tan solo son significativas en uno de los estudios: el Anti_infl en el
tiempo 7, que lo es en el estudio con outliers, y el Thl para las citoquinas en el dia 7, que lo es en el otro.

HE]aboracién propia.
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La altura y el peso son variables con significacién en ambos estudios, la primera a dia 7 y la segunda tanto a
dia 7 como a dia 15. Aun asi, si se incluyen los outliers en el estudio, la altura también es significativa a dia
15 y al mes, y ademas, en este caso también son significativas las infecciones de los cero a los veinticuatro
meses. Por ultimo, el hecho de ser el primer parto de la madre o no (variable primipara) es significativo en
ambos casos, 1o que significa que los dos inmunotipos no se comportan igual en esta variable.

Random Forest: ;qué variables determinan la pertenencia a un inmunotipo u a otro?

Para poder caracterizar los inmunotipos, se ha realizado un Random Forest - de nuevo, para los dos conjuntos
de datos: uno con outliers y otro sin ellos. Con eso lo que se pretende es observar qué variables son importantes
a la hora de determinar a que inmunotipo corresponde una madre.

Para ello, se ha separado cada conjunto de datos en dos, de forma que se ha obtenido un conjunto de datos de
entrenamiento y uno de testeo para cada estudio. Esto se ha hecho de forma aleatoria, y se han seleccionado
2/3 de los datos para el conjunto de entrenamiento, y el tercio restante para el de testeo. Con los conjuntos de
entrenamiento, se han realizado dos estudios mediante el Random Forest. A continuacién, usando el conjunto
de testeo, se ha comprobado si el modelo obtenido consigue predecir correctamente los datos. Como se ha
comentado en el apartado de metodologia, se ha hecho una imputacién de los valores faltantes usando la
media ponderada o las categorias mas populares, dependiendo de la clase de la variable, ya que el Random
Forest no se puede realizar si hay valores faltantes en alguna de las variables.

En ambos modelos, a partir del vigésimo arbol obtenido, aproximadamente, el error es constante (aunque se
han realizado 100 &rboles, realmente el error en los ochenta tltimos es aproximadamente el mismo), asi que
los modelos a partir de este punto no mejoran.

Ademas, en los dos - tanto el modelo que tiene en cuenta los outliers como el que no los tiene en cuenta - el
porcentaje de aciertos conseguido ha sido muy elevado - de hecho, del 100 % al predecir los datos de testeo.
Por lo tanto, podemos considerar que hemos conseguido dos modelos que consiguen predecir correctamente
a qué inmunotipo pertenece cada madre. Ademas, con la cross-validation que se ha hecho se ha comprobado
que la bondad de la prediccién se mantiene, por lo que sea cual sea el conjunto de datos de entrenamiento
que elijamos, la prediccién sigue siendo igual de buena.

Hay dos medidas importantes que se pueden obtener al hacer un Random Forest: el Accuracy( o precisiéon
del modelo) y la medida del indice de Gini. Por un lado, la medida de precisién es una medida del grado en
que una variable mejora la precisién del bosque al predecir la clasificacién. Los valores més altos significan
que la variable mejora la predicciéon. En un sentido aproximado, se puede interpretar como una muestra de
la cantidad de aumento en la precisién de la clasificacién que se obtiene al incluir la variable en el modelo.
La medida del indice de Gini, por otro lado, es una medida de desorden, y se interpreta de la siguente forma:
a mayor medida, mayor importancia tiene la variable en el modelo creado (ya que valores préximos a cero
implican un mayor desorden y valores préximos a uno, un menor desorden). Teniendo eso en cuenta, se ha
elaborado una tabla que contiene las diez variables més importantes en cada uno de los modelos, y que por
lo tanto, son las que mejor discriminan entre los dos inmunotipos.

Las medidas para cada uno de los modelos que se han efectuado se muestran en los siguientes graficos:
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Figura 5: Medidas para el drbol con madres outliers
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Figura 6: Medidas para el drbol sin madres outliers

Como se puede ver en los gréficos, las variables varian de un modelo a otro, tanto en una medida como en la
otra. Por lo tanto, dependiendo de si se deciden incluir o no las madres que parecen alejarse de la nube de
puntos, las conclusiones que se obtendran de este analisis seran distintas, ya que las variables importantes a

la hora de determinar a qué grupo pertenece cada madre cambiaran.

Este método nos ha servido para corroborar la caracterizacion de los dos inmunotipos; los resultados que
se han obtenido son los esperados, ya que coinciden con los resultados del andlisis de factores multiples
mediante el que se visualizaron los inmunotipos, y dicho anélisis se realizé teniendo en cuenta los valores

12Elaboracién propia.
13Elaboracién propia.
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inmunoldgicos, que son las variables que han salido con m&s importancia en el Random Forest. Por lo
tanto, no nos interesaban tanto estas variables como las que quedan en segundo plano, que son las de las
caracteristicas de las madres y los bebés, ya que esas no se usaron a la hora de definir los inmunotipos. Es
relevante, pues, observar que hay otras variables que ayudan a caracterizar los dos inmunotipos.
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V. Presentacion de resultados: Dashboard

Como ya se ha comentado, este estudio se ha hecho en colaboracién con el departamento de Bioquimica y
Fisiologfa de la facultad de Farmacia y Ciencias de los Alimentos (Universidad de Barcelona), el instituto de
Investigacién en Nutricién y Seguridad Alimentaria (INSA-UB) y el Instituto de Agroquimica y Tecnologfa
de los Alimentos (TATA-CSIC). Los resultados que se presentan en este trabajo corresponden a los andlisis
estadisticos que se han realizado para dar forma a los datos con los que estdn trabajando des de estos
departamentos, y poder dar una respuesta estadistica a las preguntas que se formulaban.

Con la finalidad de presentar los resultados del estudio de una forma més dindmica y visual a los compaifieros,
se han elaborado dos dashboards - uno correspondiente al primer objetivo del estudio, y otro al segundo -
que se han ido presentando a los companeros y que han servido para compartir los avances del estudio y
futuras propuestas. Dichos dashboards se han realizado des del mismo software R, y contienen, en pestanas
distintas, los resultados que se han conseguido en cada uno de los andlisis realizados.

En concreto, en el dashboard del primer objetivo se muestra, en una primera pestana, la base de datos
completa. En la siguiente pestana, se puede ver un andlisis descriptivo de todas las medidas inmunolégcas
estudiadas en este objetivo, antes y después de aplicarles la transformacién logaritmica mediante la que se
ha conseguido normalizar los datos. Por otro lado, se pueden ver los resultados de las pruebas bivanriantes
para comparar las medidas del dia 7 y del dia 15, tanto numéricos como graficos, por lo que se presenta tanto
la tabla con los p-valores de les pruebas realizadas como los boxplots comparativos entre los dos tiempos.
Finalmente, en una tltima pestana se presentan los resultados de los tres andlisis de factores multiples que
se han realizado - el anédlisis para los dos tiempos, el anélisis para el incremento entre tiempos y el anélisis
para el incremento entre tiempos sin tener en cuenta el grupo de las adipoquinas.

A continuacion se adjunta una imagen de muestra de una de las pestanas de este dashboard, concretamente la
perteneciente al andlisis bivariante de las inmunoglobulinas (aunque no se puede mostrar la pdgina completa
por falta de espacio):

% UNIVERSITAT s Andlisis leches basado fichero 022021 Metadata n=75 A. Femandez, E. Vegas, A. Mifarro — 14/mai/2021
([}

il BARCELONA

L4 Data  Descriptiva »  Comparaciones 7vs15dias~  MFA«

Immuno_lgG1 show 10 @ entries Search:

1C95%
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Comentario

Figura 7: Captura de pantalla de una pestaiia del dashboard del primer objetivo'.

Como se puede observar, se ha seleccionado la pestana Comparaciones 7 vs 15 dias”; dentro de este nivel, se
desglosan cuatro pestanas adicionales, cada una correspondiente a un grupo de variables (inmunoglubinas,
citoquinas, adipoquinas y variables calculadas) de forma que el usuario puede decidir sobre cuél de ellos
quiere ver la comparacién. Dicho desglose se encuentra también en el caso de la pestana "Descriptiva”.

14Elaboracién propia.
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En el caso del MFA, el desglose permite al usuario ver una pequena descripcién de la técnica, asi como ver los
resultados de los tres andlisis realizados (para los dos tiempos, para el incremento entre tiempos y éste ultio
sin incluir las adipoquinas). Estos resultados se dividen en distintas secciones: resultados grificos, tablas de
contribuciones (que incluye la tabla con la contribucién de cada variable en cada una de las dimensiones y
la tabla con la correlacién de las mismas con cada dimensién), variables factor map (donde se grafican las
variables con una correlacién superior a 0.5 sobre las dimensiones) y variables cos2 >0.75 (donde se grafican
las variables con una correlacién superior a 0.75 sobre las dimensiones, en caso de que haya alguna).

Para el segundo objetivo, las dos primeras pestanas contienen la misma informacién que en el anterior (afia-
diendo las variables adicionales que se han tenido en cuenta tan solo en este objetivo, correspondientes a las
caracteristicas de madres e hijos). En una tercera pestana, se presentan los gréficos longitudinales, mediante
los que se puede ver la evoluciéon del BMI, el peso y las infecciones a lo largo del tiempo. A continuacion,
hay los resultados de las pruebas bivariantes para la comparacién entre los dos tipos de dieta; igual que en
el primer objetivo, dichos resultados se presentan de forma numérica y también gréafica. Seguidamente, se
muestra el grafico de individuos del andlisis de factores multiples realizado en el objetivo anterior, difere-
ciando las madres segun la dieta o segun las infecciones en algun momento del tiempo. Finalmente, en las
dos siguientes pestanas se encuentra el andlisis de caracterizacién de los dos inmunotipos de madres (tanto
teniendo en cuenta todas las madres del estudio, como eliminando aquellas que se pueden considerar outliers
por no estar bien definidas dentro de un grupo concreto). En ellas se encuentra el mismo estudio bivariante
que el que se hizo para las dietas, pero esta vez para la comparacién entre los dos inmunotipos, ademaés de
los resultados del Random Forest que se ha realizado en cada caso.

Como en el caso del dashboard anterior, a continuacién se presenta una imagen con una de las pestanas que
se pueden encontrar en él:

ﬁ UNIVERSITATs:  Andlisis leches basado fichero 022021 Metadata n=75 A. Femandez, E. Vegas, A. Mifiarro — 02/jun/2021
= BARCELONA

L4 Data  Descriptiva ~  Descriptiva longitudinal +  Descriptiva bivariante por dieta ~  MFA~  Estudio por grupo de madre con outliers ~  Estudio por grupo de madre sin outliers +

0 200 400 600

Tiempo en dias
Nota: transformado por log(x+1) Nota: transformado por log(x+1)

Figura 8: Captura de pantalla de una pestafia del dashboard del segundo objetivo'®.

En la imagen se puede observar la evolucién del indice de masa corporal a lo largo del tiempo, tanto en un
grafico que representa todos los individuos en cada tiempo y la linea con la media, como con boxplots en
cada tiempo. Como se puede observar, esta dentro de la pestana "Descriptiva longitudinal”, donde también
se puede encontrar el mismo analisis para el peso y para las infecciones.

Ademds, las pestanias correspondientes a la descriptiva, al analisis de la dieta, al MFA o los anélisis de los
inmunotipos tienen, a su vez, varias secciones dentro que el usuario puede seleccionar. En este caso, hay mas
niveles porque se tienen mas tipos de variables - ya que se incluyen las caracteristicas de la madre y del bebé,
que pueden ser numéricas, categoricas, o las que hemos considerado como contadores -.

15Elaboracién propia.
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Conclusiones

En este trabajo, se han analizado distintos valores inmunolégicos que forman parte de los componentes de la
leche materna de 75 pares de madres e hijos, midiéndolos en distintos momentos del tiempo de la etapa de
transicion, concretamente a los 7 y a les 15 dias. Ademads, se tenia informacién de distintas caracteristicas
de las madres y de los hijos, como la dieta que siguen, la altura o el peso. Con eso, se queria dar respuesta
a dos objetivos: si hay diferencias entre la composicién de la leche materna a los 7 dias después del parto y
a los 15 dias después del parto, y qué caracteristicas son las que influyen en dicha composicién.

Para determinar si hay diferencia entre los dos tiempos, se han realizado distintos analisis estadisticos, como
pruebas bivariantes para determinar en qué variables se puede considerar que las medidas entre los dos dias
son distintas, con las que se ha podido observar que hay variables donde si que se pueden observar estas
diferencias. Ademads se ha realizado un anélisis de factores multiples para caracterizar las madres en los
distintos tiempos, con el que se ha visto que hay dos grupos bien diferenciados de madres - que, por lo
tanto, tienen valores inmunolégicos distintos - que se han denominado como inmunotipos. Se ha visto que
las madres de un grupo se comportan de forma distinta a las del otro grupo.

En cuanto a la determinacién de qué variables son influyentes a la hora de determinar la composicién de la
leche, se ha usado como premisa que la dieta podia ser un factor relevante; no obstante, con la realizacién de
pruebas bivariantes se ha comprobado que no es asi, y que por lo tanto la dieta por si sola no tiene relevancia
sobre la composicién de la leche.

En cambio, cuando se ha estudiado qué variables son distintas entre los dos inmunotipos, definidos gracias
al andliss de factores multiples, si que se ha observado que hay muchas variables en las que hay diferencias
de un inmunotipo a otro. Esto se ha confirmado con la realizacién de un Random Forest, mediante el cudl
hemos corroborrado que los valores inmunologicos definen dos grupos de madres bien diferenciados y que,
ademsds, las madres de ambos grupos también difieren en otras caracteristicas.

Por lo tanto, en este trabajo se ha conseguido dar respuesta a la primera pregunta que nos formuldbamos,
ya que hemos comprobado que hay diferencias en la composicién de la leche materna entre los dos tiempos
(dia 7 y dia 15 después del parto). En cuanto al segundo objetivo propuesto, se ha visto que la dieta no
es un factor influyente para determinar la composicién de la leche materna. Ademaés se han detectado dos
inmunotipos distintos que se han podido caracterizar.

No obstante, queda pendiente para un posterior analisis el echo de poder dar una respuesta mas especifica
a cudles son los factores que influyen en la composiciéon de la leche materna, ya que en el presente estudio,
aunque se ha descartado la influencia de la dieta y se han detectado dos grupos diferenciados de madres con
diferencias en sus valores inmunoldgicos y comportamientos distintos, no se ha llegado a dar una respuesta
exacta a esa cuestién.
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Anexos

Anexo A. Resultados del Objetivo 1

A.1. Anaélisis descriptivo inicial

% de 0’s | % de 0’s

Cito_IL13_7 98,7 Cito_IL1b_15 73,3
Cito_IL27_15 98,7 Cito_IL12_7 66,7
Cito_IL4_15 98,7 Cito_IL1b_7 54,7
Cito_GM-CSF_15 98,7 Cito_IL10_7 54,7
Cito_IL27_7 97,3 Cito_IL6_15 54,7
Cito_IL13_15 97,3 Cito_IL10_15 54,7
Cito_IL2_15 96,0 Cito_IL12_15 54,7
Cito_1L.23_15 96,0 Acquired_immunity_15 52,0
Cito_IL4_7 93,3 Acquired_immunity_7 48,0
Cito_GM-CSF_7 93,3 Anti_infl_15 41,3
Cito_IL5_15 93,3 Cito_IL6_7 38,7
Cito_IL23_7 92,0 Anti_infl_7 32,0
Cito_IL17_15 92,0 Cito_1L22_7 25,3
Hematopoyetic_factors_15 92,0 Cito_1L22_15 25,3
Cito_Th2_15 89,3 Cito_IL21_7 14,7
Cito_IL9_15 88,0 Cito_TNF-a_15 14,7
Th9_15 88,0 Cito_IL21_15 14,7
Cito_IL2_7 86,7 Cito_Th1_15 13,3
Cito_IL5_7 86,7 Cito_TNF-a_7 12,0
Cito_IL9_7 85,3 Cito_Th1_7 10,7
Th9_7 85,3 Th17_15 9,3

Cito_IL17_7 84,0 Innate_Immunity_15 9,3

Hematopoyetic_factors_7 84,0 Cito_IL18_15 8,0

Cito_Ifn-g_7 80,0 Cito_1L18_7 5,3

Cito_Ifn-g_15 78,7 Th17_7 5,3

Cito_Th2_7 77,3 Innate_Immunity_7 5,3

Tabla 5: Porcentaje de ceros por variable
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N  Media Desv. Est. Mediana Minimo Maéaximo Error Est.

Immuno_IgG1.7 75 9,1 9,5 5,9 0,6 55,7 1,1
Immuno_IgG2_7 7 6,2 6,0 4.7 0,6 30,1 0,7
Immuno_IgG3_7 75 1,0 1,1 0,7 0,0 6,2 0,1
Immuno_IgG4_7 75 0,8 1,1 0,3 0,0 5,4 0,1
Immuno_IgE_7 75 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Immuno_IgA_7 75 1176,8 4790 1137,0 31,2 2470,0 55,3
Immuno_IgM_7 75 1576 290,5 78,7 3,2 1341,0 33,5
Immuno_IgG_7 7 17,1 16,1 15,6 1,9 86,1 1,9
Immuno_IgG1_-15 75 9,9 15,6 5,8 0,3 102,0 1,8
Immuno_IgG2_15 75 3,8 3,0 2,9 0,2 13,2 0,3
Immuno_IgG3_15 75 1,0 2,1 0,5 0,0 14,4 0,2
Immuno_IgG4.15 75 0,7 0,9 0,2 0,0 3,6 0,1
Immuno_IgE_15 75 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Immuno_IgA_15 75  803,9 384,9 725,5 31,2 2500,0 444
Immuno_IgM_15 75 1474 321,1 50,8 1,9 1357,2 37,1
Immuno_IgG_15 75 154 20,1 10,3 1,3 128,3 2,3
Cito_IL27_7 70,3 1,9 0,0 0,0 14,9 0,2
Cito_IL1b_7 75 54 20,6 0,0 0,0 168,4 2,4
Cito_IL2_7 7515 4,9 0,0 0,0 324 0,6
Cito_IL4_7 75 0,2 1,2 0,0 0,0 7.4 0,1
Cito_IL5_7 70,7 2,2 0,0 0,0 15,7 0,3
Cito_IL6_7 75 47,8 1327 5,1 0,0 1083,9 15,3
Cito_IL10_7 71,2 5,2 0,0 0,0 43,2 0,6
Cito_IL12_7 75 04 2,7 0,0 0,0 23,2 0,3
Cito_IL13_7 75 0,0 0,4 0,0 0,0 3,2 0,0
Cito_IL17_7 75 0,6 2,1 0,0 0,0 14,5 0,2
Cito_Ifn-g_7 70,5 1,9 0,0 0,0 12,1 0,2
Cito_.GM-CSF_7 75 1,0 5,9 0,0 0,0 48,6 0,7
Cito_TNF-a_7 75 2,6 3,8 1,8 0,0 21,4 0,4
Cito_IL9_7 75 0,6 2,4 0,0 0,0 13,1 0,3
Cito_IL23_7 75 05 1,9 0,0 0,0 10,0 0,2
Cito_IL18_7 75 16,5 26,5 8,1 0,0 187,7 3,1
Cito_IL21_7 75 11,4 30,7 2,4 0,0 193,3 3,5
Cito_1L22_7 75 8,0 9,5 4,1 0,0 47,2 1,1
Cito_IL27_15 7 1.8 15,7 0,0 0,0 136,2 1,8
Cito_IL1b_15 75 8,2 55,1 0,0 0,0 475,2 6,4
Cito_IL2_15 75 0,1 0,8 0,0 0,0 5,0 0,1
Cito_IL4_15 7 0,0 0,1 0,0 0,0 0,6 0,0
Cito_IL5_15 70,7 3,9 0,0 0,0 28,1 0,5
Cito_IL6_15 75 30,2 102,4 0,0 0,0 806,6 11,8
Cito_IL10_15 75 0,6 1,8 0,0 0,0 10,9 0,2
Cito_IL12_15 75 0,1 0,2 0,0 0,0 0,6 0,0
Cito_IL13_15 7 0,0 0,2 0,0 0,0 1,3 0,0
Cito_IL17-15 75 0,2 0,7 0,0 0,0 3,6 0,1
Cito_Ifn-g_15 7 1,1 3,6 0,0 0,0 26,3 0,4
Cito.GM-CSF_15 75 0,0 0,4 0,0 0,0 3,4 0,0
Cito_TNF-a_15 717 1,8 1,7 0,0 9,1 0,2
Cito_IL9_15 75 0,1 0,5 0,0 0,0 3,8 0,1
Cito_IL23_15 75 0,1 0,7 0,0 0,0 3,4 0,1
Cito_IL18_15 75 26,3 50,9 13,2 0,0 388,6 5,9
Cito_IL21_15 75 5,7 11,3 2,2 0,0 72,6 1,3
Cito_IL22_15 77,2 10,5 43 0,0 75,2 1,2
Leptin_7 75 589,2 588,0 343,5 17,5 2767,9 67,9
Adiponectin_7 75 12971,0 9102,6 10703,6  1068,1 48170,5  1051,1
Leptin_15 75 644,0 675,4 409,5 7,8 2841,9 78,0
Adiponectin_15 75 13857,9 15650,2 10813,9  811,6 127358,5 1807,1

Tabla 6: Estadisticos iniciales (immunoglubinas, citoquinas y adipoquinas)
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N Media Desv. Est. Mediana Minimo Maéaximo Error Est.
Ratio_L._A_7 75 0,1 0,1 0,0 0,0 0,5 0,0
Pro_infl 7 75 75,8 145,1 26,8 1,7 1100,6 16,8
Anti_infl_7 75 50,5 137,5 5,7 0,0 1127,1 15,9
Ratio_pro_anti_7 51 38,1 171,0 1,5 1,0 1158,2 23,9
Cito_Th1_7 75 10,7 24.4 2,0 0,0 172,5 2,8
Cito_Th2_7 7 25 6,8 0,0 0,0 384 0,8
Cito_Rto_Th1_Th2_7 17 21 14 2,1 0,0 4,6 0,3
Th17_7 75 73,6 138,2 29,3 0,0 1087,7 16,0
Th9_7 75 0,6 2,4 0,0 0,0 13,1 0,3
Hematopoyetic_factors_7 75 1,7 7,0 0,0 0,0 51,1 0,8
Innate_Immunity_7 75 56,7 1374 9,2 0,0 1094,9 15,9
Acquired_immunity_7 75 3,6 9,5 0,0 0,0 51,9 1,1
Ratio_Innate_acquired_7 39 1914 384,33 34,6 0,0 21448 61,5
Immuno_Th1_7 75 16,3 15,3 14,4 1,7 82,1 1,8
Immuno_Th2_7 75 08 1,1 0,3 0,0 5,4 0,1
Immuno_Rto_Th1_Th2.7 75 38,1 349 25,5 4,2 1522 4,0
pct_Th1.7 75 955 3,3 96,2 80,8 99,3 0,4
pct_Th2.7 7 4.5 3,3 3,8 0,7 19,2 0,4
pct_Rto_Th1_Th2_7 75 38,1 349 25,5 4,2 1522 4,0
Ratio_ L_A_15 75 0,1 0,1 0,0 0,0 0,8 0,0
Pro_infl_15 75 68,0 159,6 20,2 0,2 1029,8 18,4
Anti_infl_15 75 30,9 103,2 0,1 0,0 808,8 11,9
Ratio_pro_anti_15 44 132,6  452,8 2,7 1,0 25421 68,3
Cito_Th1_15 75 13,1 58,2 1,8 0,0 485,7 6,7
Cito_Th2_15 75 0,9 4,0 0,0 0,0 28,1 0,5
Cito_Rto_Th1_Th2_15 8 7,2 9,8 1,6 0,4 25,5 3,5
Th17_15 75 51,6 129,9 14,9 0,0 867,6 15,0
Th9_15 75 0,1 0,5 0,0 0,0 3,8 0,1
Hematopoyetic_factors_15 75 0,8 3,9 0,0 0,0 28,1 0,5
Innate_Immunity_15 75 41,3 130,7 3,7 0,0 859,3 15,1
Acquired_immunity_15 75 1,0 2.5 0,0 0,0 14,4 0,3
Ratio_Innate_acquired_15 36 133,3  246,6 47.0 0,2 1247.3 41,1
Immuno_Th1_15 75 14,7 19,7 9,9 1,2 126,7 2,3
Immuno_Th2_15 70,7 0,9 0,2 0,0 3,6 0,1
Immuno_Rto_Th1_Th2_15 75 44,2 48,8 27,6 4,5 2454 5,6
pct_Th1_15 75 95,3 4,0 96,5 81,8 99.6 0,5
pct_Th2_15 75 4.7 4,0 3,5 0,4 18,2 0,5
pct_Rto_Th1_Th2_15 75 44,2 48,8 27,6 4,5 2454 5,6

Tabla 7: Estadisticos iniciales (variables calculadas)
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N Media Desv. Est. Mediana Minimo Maéaximo Error Est.

Immuno_IgG1.7_log 75 2,0 0,8 1,9 0,5 4,0 0,1
Immuno_IgG2_7_log 717 0,8 1,7 0,5 3,4 0,1
Immuno_IgG3_7_log 75 0,6 0,4 0,5 0,0 2,0 0,0
Immuno_IgG4_7_log 7 0,5 0,5 0,3 0,0 1,9 0,1
Immuno_IgE_7_log 75 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Immuno_IgA_7_log 75 6,9 0,7 7,0 3,5 7,8 0,1
Immuno_IgM_7_log 75 4,3 1,1 4.4 1,4 7,2 0,1
Immuno_IgG_7_log 75 25 0,9 2,8 1,1 4,5 0,1
Immuno_IgG1_15_log 75 1,9 0,9 1,9 0,3 4.6 0,1
Immuno_IgG2_15_1log 75 14 0,6 1,4 0,2 2,7 0,1
Immuno_IgG3_15_log 75 0,5 0,5 0,4 0,0 2,7 0,1
Immuno_IgG4_151og 75 04 0,4 0,2 0,0 1,5 0,0
Immuno_IgE_15_log 75 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Immuno_IgA_15_log 75 6,6 0,5 6,6 3,9 7,8 0,1
Immuno_IgM_15_log 75 3.9 1,3 3,9 1,1 7,2 0,2
Immuno_IgG_15_log 7 24 0,9 2.4 0,8 49 0,1
Cito_IL27_7_log 75 0,1 0,4 0,0 0,0 2,8 0,0
Cito_IL1b_7_log 75 0,7 1,1 0,0 0,0 5,1 0,1
Cito_1L2_7_log 75 0,3 0,8 0,0 0,0 3,5 0,1
Cito_1L4_7_log 75 0,1 0,4 0,0 0,0 2,1 0,0
Cito_IL5_7_log 75 0,2 0,6 0,0 0,0 2,8 0,1
Cito_IL6_7_log 75 2,1 2,0 1,8 0,0 7,0 0,2
Cito_IL10_7_log 7 0,3 0,7 0,0 0,0 3,8 0,1
Cito_1L12_7_log 75 0,1 0,4 0,0 0,0 3,2 0,0
Cito_1L13_7_log 75 0,0 0,2 0,0 0,0 1,4 0,0
Cito_IL17_7_log 75 0,2 0,5 0,0 0,0 2,7 0,1
Cito_Ifn.g_7_log 75 0,2 0,5 0,0 0,0 2,6 0,1
Cito_.GM.CSF_7_log 75 0,2 0,6 0,0 0,0 3,9 0,1
Cito_TNF.a_7_log 75 0,9 0,8 1,0 0,0 3,1 0,1
Cito_1L9_7_log 75 0,2 0,6 0,0 0,0 2,7 0,1
Cito_11.23_7_log 75 0,2 0,5 0,0 0,0 2,4 0,1
Cito_IL18_7_log 75 2,2 1,2 2,2 0,0 5,2 0,1
Cito_IL21_7_log 71,5 1,2 1,2 0,0 5,3 0,1
Cito_1L22_7_log 75 1,6 1,2 1,6 0,0 3,9 0,1
Cito_1L27_15_log 75 0,1 0,6 0,0 0,0 4,9 0,1
Cito_IL1b_15_log 75 04 1,1 0,0 0,0 6,2 0,1
Cito_1L2_15_log 75 0,1 0,3 0,0 0,0 1,8 0,0
Cito_IL4_15_log 75 0,0 0,1 0,0 0,0 0,5 0,0
Cito_IL5_15_log 75 0,1 0,6 0,0 0,0 3,4 0,1
Cito_IL6_15_log 75 14 1,8 0,0 0,0 6,7 0,2
Cito_1L10_15_log 75 0,3 0,5 0,0 0,0 2,5 0,1
Cito_1L12_15_log 75 0,1 0,1 0,0 0,0 0,5 0,0
Cito_IL13_15_log 75 0,0 0,1 0,0 0,0 0,8 0,0
Cito_IL17_15_log 75 0,1 0,3 0,0 0,0 1,5 0,0
Cito_Ifn.g_15_log 75 0,3 0,7 0,0 0,0 3,3 0,1
Cito_.GM.CSF_15_log 75 0,0 0,2 0,0 0,0 1,5 0,0
Cito_TNF.a_15_log 75 0,8 0,6 1,0 0,0 2,3 0,1
Cito_IL9_15_log 75 0,1 0,2 0,0 0,0 1,6 0,0
Cito_IL23_15_log 75 0,1 0,3 0,0 0,0 1,5 0,0
Cito_IL18_15_log 75 2.5 1,3 2,7 0,0 6,0 0,2
Cito_1L21_15_log 75 1,3 1,0 1,2 0,0 4,3 0,1
Cito_11.22_15_log 75 1,5 1,1 1,7 0,0 4,3 0,1
Leptin_7_log 75 5,9 1,0 5,8 2,9 7,9 0,1
Adiponectin_7_log 75 9,2 0,8 9,3 7,0 10,8 0,1
Leptin_15_log 75 5,9 1,2 6,0 2,2 8,0 0,1
Adiponectin_15_log 75 9,2 0,8 9,3 6,7 11,8 0,1

Tabla 8: Estadisticos después de la transformacién (immunoglubinas, citoquina y adipoquinas)
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N Media Desv. Est. Mediana Minimo Maximo FError Est.

Ratio_L._A_7_log 75 0,1 0,1 0,0 0,0 0,4 0,0
Pro_infl_7_log 7 34 1,3 3,3 1,0 7,0 0,2
Anti_infl 7_log 7 2,2 2,0 1,9 0,0 7,0 0,2
Ratio_pro_anti_7_log 51 1,5 1,4 0,9 0,7 7,1 0,2
Cito_Th1_7_log 7 1,5 1,3 1,1 0,0 5,2 0,1
Cito_Th2_7_log 75 0,5 1,0 0,0 0,0 3,7 0,1
Cito_Rto_Th1_Th2_7_log 17 1,0 0,5 1,1 0,0 1,7 0,1
Th17_7_log 7 3,2 1,6 3,4 0,0 7,0 0,2
Th9_7_log 75 0,2 0,6 0,0 0,0 2,7 0,1
Hematopoyetic_factors_7_log 70,3 0,8 0,0 0,0 4,0 0,1
Innate_Immunity_7_log 7 2,6 1,8 2,3 0,0 7,0 0,2
Acquired_immunity_7_log 75 0,6 1,1 0,0 0,0 4,0 0,1
Ratio_Innate_acquired_7_log 39 3,6 2,1 3,6 0,0 7,7 0,3
Immuno_Th1_7_log 25 0,9 2,7 1,0 4.4 0,1
Immuno_Th2_7_log 7 0,5 0,5 0,3 0,0 1,9 0,1
Immuno_Rto_Th1_Th2_7_log 7 3,4 0,8 3,3 1,7 5,0 0,1
pct_Th1_7_log 75 4.6 0,0 4,6 4.4 4,6 0,0
pct_Th2_7_log 7 1,6 0,6 1,6 0,5 3,0 0,1
pct_Rto_Th1_Th2_7_log 7 34 0,8 3,3 1,7 5,0 0,1
Ratio_L_A_15_log 75 0,1 0,1 0,0 0,0 0,6 0,0
Pro_infl_15_log 7 3,1 1,4 3,1 0,2 6,9 0,2
Anti_infl_15_log 7 14 1,8 0,1 0,0 6,7 0,2
Ratio_pro_anti_15_log 44 21 1,9 1,3 0,7 7,8 0,3
Cito_Th1_15_log 7 1,3 1,2 1,0 0,0 6,2 0,1
Cito_Th2_15_log 75 0,2 0,6 0,0 0,0 3.4 0,1
Cito_Rto_Th1_Th2_15_log 8 1,5 1,1 0,9 0,3 3,3 0,4
Th17_15_log 7 2.8 1,5 2,8 0,0 6,8 0,2
Th9_15_log 75 0,1 0,2 0,0 0,0 1,6 0,0
Hematopoyetic_factors_15_log 75 0,2 0,6 0,0 0,0 3,4 0,1
Innate_Immunity_15_log 7 19 1,7 1,6 0,0 6,8 0,2
Acquired_immunity_15_log 7 04 0,7 0,0 0,0 2,7 0,1
Ratio_Innate_acquired_15_log 36 3,7 1,7 3,9 0,2 7,1 0,3
Immuno_Th1_15_log 2,3 0,9 2.4 0,8 4.9 0,1
Immuno_Th2_15_log 7 04 0,4 0,2 0,0 1,5 0,0
Immuno_Rto_Th1_Th2_15_log 75 3,4 0,9 3,4 1,7 5,9 0,1
pct_Th1_15_log 75 4,6 0,0 4,6 4.4 4,6 0,0
pct_Th2_15_log 7 1,5 0,6 1,5 0,3 3,0 0,1
pct_Rto_Th1_Th2_15_log 7 34 0,9 3,4 1,7 5,5 0,1

Tabla 9: Estadisticos después de la transformacién (variables calculadas)
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Boxplot datos orig immu Boxplot datos transformados: immunoglubinas
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Figura 9: Boxplots multiples: Comparacién entre antes y después de la transformacion

A.2. Comparacién entre los dos tiempos

IC 95% para la diferencia  p-valor (t Student) p-valor (Wilcoxon)

Immuno_IgA  (0.218,0.508) 3.93E-06 1,78E-11
Immuno_IgE  (0,0.002) 0,006 0,002
Immuno_IgG2  (0.066,0.558) 0,014 0,005
Immuno_IgM  (0.011,0.805) 0,044 0,032
Immuno_IgG  (-0.168,0.513) 0,316 0,171
Immuno_IgG4 (-0.096,0.221) 0,433 0,407
Immuno_TIgG3  (-0.098,0.203) 0,487 0,242
Immuno_IgGl  (-0.257,0.409) 0,653 0,525

Tabla 10: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los dos tiempos (immunoglubinas)
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Q1 y Q3 para la diferencia (15-7) p-valor (modelo tobit) p-valor (Wilcoxon)

Cito_Ifn.g 0 0,003 0,216
Cito_IL1b (-0.855,0) 0,004 0,015
Cito_IL9 0 0,005 0,239
Cito_IL6 (-2.491,0.253) 0,006 0,009
Cito_IL10 (-0.142,0.04) 0,006 0,412
Cito_IL18 (-0.465,1.307) 0,009 0,030
Cito_IL17 0 0,019 0,163
Cito_IL5 0 0,048 0,379
Cito_IL12 (0,0.095) 0,056 0,584
Cito_IL23 0 0,086 0,159
Cito_IL2 0 0,154 0,005
Cito_IL13 0 0,155 1,000
Cito.TNF.a  (-0.98,0.815) 0,299 0,230
Cito_.GM.CSF 0 0,308 0,090
Cito_IL27 0 0,308 1,000
Cito_IL4 0 0,308 0,114
Cito_IL22 (-1.27,1.309) 0,491 0,942
Cito_IL21 (-0.889,0.617) 0,756 0,198

Tabla 11: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los dos tiempos (citoquinas)

p-valor (t Student)

0,622
0,966

p-valor (Wilcoxon)

0,905
0,810

1C 95 % para la diferencia

(-0.182,0.109)
(-0.224,0.233)

Adiponectin
Leptin

Tabla 12: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los dos tiempos (adipoquinas)

IC 95 % para la diferencia  p-valor (t Student) p-valor (Wilcoxon)

Anti_infl (0.239,1.293) 0,005 0,006
Innate_Immunity (0.209,1.158) 0,005 0,004
Cito_Th2 (0.039,0.555) 0,025 0,026
Acquired_immunity (0.029,0.563) 0,030 0,066
Th17 (-0.025,0.876) 0,064 0,024
Tho9 (-0.025,0.27) 0,103 0,239
Pro_infl (-0.067,0.696) 0,105 0,230
Hematopoyetic_factors  (-0.068,0.39) 0,165 0,184
Ratio_pro_anti (-1.281,0.33) 0,238 0,068
Cito_Thl (-0.18,0.588) 0,294 0,174
Immuno_Thl (-0.161,0.508) 0,305 0,158
Immuno_Th?2 (-0.082,0.232) 0,344 0,306
Ratio_L_A (-0.033,0.017) 0,510 0,710
pct_Thl (-0.009,0.014) 0,675 0,872
pct_Rto_Th1_Th2 (-0.255,0.17) 0,692 0,581
Immuno_Rto_Th1_Th2 (-0.255,0.17) 0,692 0,581
Cito_Rto_Th1_Th2 (-3.816,3. 234) 0,756 1,000
pet_Th2 (-0.141,0.171) 0,851 0,714
Ratio_Innate_acquired  (-1.1,1. 248) 0,896 0,829

Tabla 13: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los dos tiempos (variables calculadas)
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A.3. MFA para los dos tiempos

Scree plot

Percentage of explained variances

1 2 3 4 5 = 7 8 9 10
Dimensions

Figura 10: MFA para los dos tiempos: Porcentajes de variabilidad explicados por cada dimensién
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Dim.1 Dim.2 Dim.3 Dim.4

Immuno_TgG_15_log 7,11 0,01 3,32 0,43
Immuno_IgG1_15_log 7,00 0,00 3,21 0,19
Immuno_IgG3_15_log 5,79 0,11 2,77 0,19
Immuno_IgE_15_log 5,64 0,55 2,45 0,86
Cito_Ifn.g_7_log 5,56 0,94 1,04 1,47
Immuno_IgG2_15_log 5,17 0,00 2,68 1,97
Immuno_IgG4_15_log 4,91 0,04 0,73 1,14

Cito_IL18_7_log 346 0,04 005 087
Cito_IL6_7_log 306 2,12 0,00 1,30
Cito_IL22_7_log 2,99 0,04 040 3,64
Cito_IL17_7_log 2,74 0,00 863 0,06

Immuno_IgG1_7log 2,65 8,25 0,00 0,00
Immuno_IgG_7_log 2,64 8,96 0,02 0,03

Cito_IL5_7_log 2,56 0,34 2,04 0,27
Leptin_7_log 2,55 0,57 0,32 5,04
Cito_IL1b_7_log 2,40 3,60 0,45 0,02
Adiponectin_15_log 2,30 0,03 1,53 0,07
Cito_IL10_7_log 2,14 2,83 0,98 0,43
Cito_IL2_15_log 2,03 1,56 1,53 1,52

Immuno_TgG2_7_log 2,03 8,92 0,09 0,06
Immuno_IgE_7_log 2,02 8,17 0,07 0,17
Cito_.GM.CSF_7_log 1,96 0,00 9,47 0,96

Cito_IL6_15_log 1,92 1,91 2,99 1,81
Cito_IL1b_15_log 1,82 0,59 2,07 3,57
Immuno_IgG4_7_log 1,68 7,32 0,05 0,01
Cito_IL2_7_log 1,49 0,12 8,82 0,02
Cito_IL.23_15_log 1,46 0,09 4,32 1,94
Immuno_IgG3_7_log 1,41 6,97 0,14 0,13
Cito_IL10_15_log 1,40 2,03 2,23 0,55
Cito_IL9_7_log 1,26 0,03 5,08 0,01
Cito_IL13_7_log 1,24 0,00 646 2,41
Cito_TNF.a_15_log 1,10 0,00 1,40 7,98
Cito_IL13_15_log 0,89 3,08 0,90 0,46
Cito_IL12_15_log 0,89 0,36 0,11 6,30
Cito_IL27_7_log 0,76 0,10 8,23 1,73
Cito_TNF.a_7_log 0,74 5,41 2,85 0,66
Cito_IL22_15_log 0,53 3,98 0,25 0,31
Cito_11.23_7_log 0,49 0,30 1,73 0,64
Cito_IL17_15_log 0,43 1,64 1,16 0,52
Cito_IL12_7_log 0,32 0,01 2,71 0,81
Immuno_IgA_15_log 0,28 1,99 0,00 2,39
Cito_Ifn.g_15_log 0,25 1,91 2,76 8,68
Cito_.GM.CSF_15_log 0,19 0,02 0,00 0,51
Cito_I1L9_15_log 0,14 0,03 0,04 0,01
Cito_IL21_15_log 0,13 1,48 0,00 2,48
Cito_IL27_15_log 0,12 0,03 0,00 0,01
Cito_IL18_15_log 0,11 2,72 0,67 8,17
Immuno_IgA_7_log 0,10 0,53 0,01 1,09
Cito_IL4_7_log 0,04 2,08 0,42 0,74
Cito_IL5_15_log 0,03 0,00 0,00 11,51
Cito_IL21_7_log 0,02 1,37 0,97 4,47
Adiponectin_7_log 0,02 0,57 1,30 0,03
Cito_IL4_15_log 001 022 045 154
Immuno_IgM_7_log 0,00 1,34 0,09 0,00
Leptin_15_log 0,00 3,57 0,00 3,28

Immuno_IgM_15_log 0,00 1,14 0,02 4,55

Tabla 14: MFA para los dos tiempos: Contribucién de cada variable en cada una de las dimensiones
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Dim.1 Dim.2 Dim.3 Dim.4

Cito_IL27_7_log 027 0,09 0,71 0,27
Cito_IL1b_7_log 048 051 0,17  -0,03
Cito_IL2_7_log 0,38 0,09 0,74 003
Cito_IL4_7_log 007 039 016  -0,18
Cito_IL5_7_log 049 0,6 036 0,11
Cito_IL6_7_log 054 039 002 -023
Cito_IL10_7_log 045 045 025  -0,13
Cito_IL12_7_log 0,17  -0,03 041 0,18
Cito_IL13_7_log 034 001 063 0,32
Cito_IL17_7_log 051 001 0,73 0,05
Cito_Ifn.g_7_log 0,73 0,26 0,25 0,25

Cito.GM.CSF_7_log 0,43 0,01 0,77 0,20
Cito_TNF.a_7_log 027 0,63 042  -0,16

Cito_IL9_7_log 035 004 056 0,02
Cito_I1.23_7_log 022 0,15 033  -0,16
Cito_IL18_7_log 0,57 0,06  -0,06 0,19
Cito_TL21_7_log 004 032 025 -043
Cito_TL22_7_log 053 -0,05 0,16  -0,39

Immuno_IgG1_7_log  -0,50 0,77 0,00 0,00
Immuno_TgG2_7_log -0,44 0,80 -0,07 0,05
Immuno_IgG3_7_log  -0,37 0,71 -0,09 0,07
Immuno_IgG4_7_log  -0,40 0,73 0,06 -0,02
Immuno_IgE_7_log -0,44 0,77 0,07 -0,08
Immuno_IgA_7_log 0,10 0,20 0,03 -0,21
Immuno_IgM_7_log -0,01 0,31 0,07 0,00
Immuno_IgG_7_log -0,50 0,81 -0,03 0,03

Leptin_7_log 0,49 0,20 -0,14  -0,46
Adiponectin_7_log -0,04 0,20 -0,28  -0,03
Cito_IL27_15_log -0,10 0,05 0,00 -0,02
Cito_IL1b_15_log 0,41 0,21 -0,36 0,38
Cito_IL2_15_log 0,44 0,33 0,31 0,25
Cito_IL4_15_log 0,03 -0,12  -0,17 0,25
Cito_IL5_15_log -0,05 0,00 -0,01 0,69
Cito_IL6_15_log 0,42 0,37 -0,43 0,27
Cito_IL10_15_log 0,36 0,38 -0,37 0,15
Cito_IL12_15_log -0,29 0,16 -0,08 0,51
Cito_IL13_15_log 0,29 0,47 -0,24 0,14
Cito_IL17_15_log 0,20 0,34 -0,27 0,15
Cito_Ifn.g_15_log 0,15 0,37 -0,41 0,60

Cito_.GM.CSF_15_log -0,13  -0,03 001 0,14
Cito.TNF.a_15_log 0,32 0,01  -0,29 0,57

Cito_IL9_15_log 0,11 005 -0,05 -0,02
Cito_IL23_15_log 0,37 -0,08 051 0,28
Cito_IL18_15_log 0,10 044 0,20 0,58
Cito_IL21_15_log 0,11 0,33 000  -0,32
Cito_IL22_15_log 022 053 012 0,11

Immuno_IgG1_15_log 0,81 -0,01 -0,44 -0,09
Immuno_IgG2_15_log 0,70 0,01 -0,41 -0,28
Immuno_IgG3_15_log 0,74 0,09 -0,41 0,09

Immuno_IgG4_15_log 0,68 -0,06  -0,21 -0,22
Immuno_IgE_15_log 0,73 0,20 -0,39  -0,19
Immuno_IgA_15_log 0,16 0,38 0,01 -0,31
Immuno_IgM_15_log 0,00 0,29 -0,04 -0,43
Immuno_IgG_15_log 0,82 -0,02 -0,45 -0,13
Leptin_15_log -0,01 0,51 -0,01  -0,37
Adiponectin_15_log 0,47 0,04 -0,31 0,05

Tabla 15: MFA para los dos tiempos: Correlacion de cada variable con cada una de las dimensiones
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A.4. MFA para el incremento entre tiempos
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Figura 11: MFA para el incremento entre tiempos: Porcentajes de variabilidad explicados por cada
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Anexo B. Resultados del Objetivo 2

B.1. Anaélisis descriptivo inicial

N Media Desv. Est. Mediana Minimo Maéximo Error Est.

Gestational age 75 3954 1,24 39,86 36,00 41,57 0,14
Pregnancy weight gain 75 11,83 4,28 12,00 -6,40 20,00 0,49
Pre-gestational BMI 75 22,63 3,34 21,89 17,61 35,76 0,39
Breastfeeding time 75 8,30 3,95 9,00 0,00 12,00 0,46
Exclusive breastfeeding 75 4,00 2,14 5,00 0,00 7,00 0,25
Birth weight 75 3,22 0,46 3,19 2,30 4,64 0,05
BMI Z-score at birth 75 -0,37 0,93 -0,38 -2,47 1,97 0,11
Weight 7D 73 3,21 0,42 3,19 2,40 4,32 0,05
BMI Z-score 7D 73 -0,60 0,88 -0,52 -2,32 1,56 0,10
Weight 15D 71 3,46 0,45 3,40 2,43 4,70 0,05
BMI Z-score 15D 71 -0,58 0,94 -0,63 -2,86 1,32 0,11
Weight 1 M 73 4,07 0,53 3,99 3,12 5,53 0,06
BMI Z-score 1 M 73 -0,66 0,96 -0,69 -3,36 1,68 0,11
Weight 2M 72 5,09 0,65 5,03 4,00 6,70 0,08
Weight 4M 72 6,37 0,72 6,31 4,70 7,80 0,09
Weight 6 MM 73 7,39 0,82 7,30 5,55 9,20 0,10
BMI Z-score 6M 73 -0,38 0,83 -0,44 -2,13 1,47 0,10
Weight 12 M 72 9,33 1,02 9,36 7,06 11,52 0,12
BMI Z-score 12 M 72 0,12 0,93 0,24 -2,21 2,10 0,11
Weight 18 M 75 10,71 1,14 10,75 8,50 13,96 0,13
BMI Z-score 18 M 75 0,30 0,92 0,32 -2,43 2,41 0,11
Weight 24M 32 12,09 147 11,56 10,30 16,00 0,26
BMI Z-score 24M 32 047 1,04 0,28 -1,46 2,44 0,18

Tabla 16: Estadisticos iniciales (variables numéricas)
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N Media Desv. Est. Mediana Minimo Maéaximo Error Est.

Gestational.age_log 75 3,70 0,03 3,71 3,61 3,75 0,00
Pregnancy.weight.gain log 74 2,52 0,35 2,57 1,10 3,05 0,04
Pre.gestational. BMI_log 7 3,15 0,13 3,13 2,92 3,60 0,02
Breastfeeding.time_log 75 2,10 0,59 2,30 0,00 2,57 0,07
Exclusive.breastfeeding log 75 1,45 0,66 1,79 0,00 2,08 0,08
Birth.weight_log 75 143 0,11 1,43 1,19 1,73 0,01
BMI.Z.score.at.birth_log 58 -0,23 0,73 -0,20 -2,66 1,09 0,10
Weight.7D_log 73 1,43 0,10 1,43 1,22 1,67 0,01
BMI.Z.score.7D_log 48 -0,39 0,90 -0,23 -2,81 0,94 0,13
Weight.15D_log 71 1,49 0,10 1,48 1,23 1,74 0,01
BMI.Z.score.15D_log 51 -0,55 1,14 -0,30 -4,61 0,84 0,16
Weight.1.M_log 73 1,62 0,10 1,61 1,42 1,88 0,01
BMI.Z.score.1.M_log 46  -0,60 1,30 -0,22 -4,61 0,99 0,19
Weight.2M_log 72 1,80 0,11 1,80 1,61 2,04 0,01
Weight.4M_log 72 1,99 0,10 1,99 1,74 2,18 0,01
Weight.6.MM_log 73 2,12 0,10 2,12 1,88 2,32 0,01
BMI.Z.score.6M_log 56  -0,29 0,75 -0,18 -2,41 0,90 0,10
Weight.12.M_log 72 2,33 0,10 2,34 2,09 2,53 0,01
BMI.Z.score.12.M_log 61 0,19 0,60 0,32 -1,20 1,13 0,08
Weight.18.M_log 75 2,46 0,10 2,46 2,25 2,71 0,01
BMI.Z.score.18.M_log 69 0,18 0,76 0,35 -3,22 1,23 0,09
Weight.24M _log 32 2,57 0,11 2,53 2,43 2,83 0,02
BMI.Z.score.24M_log 29 0,30 0,71 0,48 -1,17 1,24 0,13

Tabla 17: Estadisticos después de la transformacién (variables numéricas)

Figura 13: Boxplots miiltiples: Comparacién entre antes y después de la transformacién (variables
numéricas)
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B.2. Estudio longitudinal: peso, BMI e infecciones

Boxplots multiples: BMI
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Figura 14: Boxplots de la evolucién del indice de masa corporal a lo largo de los meses

Boxplots muiltiples: Peso
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Figura 15: Boxplots del peso a lo largo de los meses
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Boxplots multiples: Infecciones

15

10

Figura 16: Boxplots de las infecciones a lo largo de los meses

B.3. Comparacioén entre las dos dietas

IC 95 % para la diferencia  p-valor (t Student) p-valor (Wilcoxon)

Immuno_IgG1-7  (-0.684,0.129) 0,176 0,230
Immuno_IgG2.7  (-0.556,0.199) 0,346 0,368
Immuno_IgG3_7 (-0.216,0.246) 0,897 0,536
Immuno_IgG4-7  (-0.195,0.247) 0,815 1,000
Immuno_IgE_7 (-0.002,0.001) 0,300 0,564
Immuno_IgA_7 (-0.452,0.228) 0,513 0,281
Immuno_IgM_7 (-0.501,0.586) 0,876 0,965
Immuno_IgG_7 (-0.696,0.186) 0,252 0,313
Immuno_IgG1.15 (-0.445,0.47) 0,955 0,961
Immuno_IgG2_15 (-0.235,0.341) 0,715 0,852
Immuno_IgG3_15  (-0.157,0.354) 0,441 0,466
Immuno_IgG4-15  (-0.22,0.175) 0,824 0,818
Immuno_IgE_15 (-0.001,0.001) 0,629 0,406
Immuno_IgA_15 (-0.154,0.334) 0,464 0,844
Immuno_IgM_15  (-0.87,0.397) 0,458 0,298
Immuno_IgG_15  (-0.394,0.483) 0,840 0,909

Tabla 18: Resultados de las pruebas para la comparacién entre las dos dietas (immunoglubinas)
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p-valor (tobit) p-valor (Wilcoxon)

Cito_1L.27_7 0,643 0,709
Cito_IL1b_7 0,791 0,986
Cito_IL2_7 0,918 0,711
Cito_11.4_7 0,869 0,919
Cito_IL5_7 0,755 0,860
Cito_1L6_7 0,629 0,835
Cito_IL10_7 0,237 0,369
Cito_IL12_7 0,395 0,620
Cito_I1.13_7 NA 0,205
Cito_IL.17_7 0,514 0,712
Cito_Ifn_g 7 0,776 0,857
Cito_.GM_CSF_7 0,230 0,270
Cito_TNF_a_7 0,405 0,509
Cito_IL9_7 0,811 0,859
Cito_11.23_7 0,365 0,306
Cito_IL18_7 0,441 0,908
Cito_11.21.7 0,554 0,521
Cito_1L22_7 0,681 0,908
Cito_IL27_15 NA 0,457
Cito_IL1b_15 0,184 0,257
Cito_11.2_15 0,955 0,923
Cito_114_15 0,999 0,457
Cito_IL5_15 0,427 0,311
Cito_IL6_15 0,466 0,077
Cito_I1.10_15 0,192 0,202
Cito_IL12_15 0,114 0,147
Cito_11.13_15 0,728 0,739
Cito_IL17_15 0,739 0,816
Cito_Ifn_g_15 0,705 0,551
Cito_.GM_CSF_15 NA 0,457
Cito_TNF_a_15 0,789 0,788
Cito_11.9_15 0,411 0,362
Cito_11.23_15 0,357 0,294
Cito_IL18_15 0,546 0,335
Cito_IL21_15 0,236 0,069
Cito_11.22_15 0,084 0,103

Tabla 19: Resultados de las pruebas para la comparacién entre las dos dietas (citoquinas)
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IC 95 % para la diferencia

p-valor (t Student)

p-valor (Wilcoxon)

Ratio_ L_A_7

Pro_infl_7

Anti_infl_7
Ratio_pro_anti_7
Cito_Th1_7

Cito_Th2_7
Cito_Rto_Th1_Th2_7
Th17_-7

Tho_7
Hematopoyetic_factors_7
Innate_Immunity_7
Acquired_immunity_7
Ratio_Innate_acquired_7
Immuno_Th1_7
Immuno_Th2_7
Immuno_Rto_Th1_Th2_7
pct_Th1_7

pct_Th2.7
pct_Rto_Th1_Th2_7
Ratio_LL_A_15

Pro_infl_15

Anti_infl_15
Ratio_pro_anti_15
Cito_Th1_15
Cito_Th2_15
Cito_Rto_Th1_Th2_15
Th17_15

Th9_15
Hematopoyetic_factors_15
Innate_Immunity_15
Acquired_immunity_15
Ratio_Innate_acquired_15
Immuno_Th1_15
Immuno_Th2_15
Immuno_Rto_Th1_Th2_15
pct_Th1_15

pct_Th2_15
pct_Rto_Th1_Th2_15

(-0.04,0.029)
(-0.748,0.553)
(-0.972,0.985)
(-1.329,-0.138)
(-0.75,0.523)
(-0.484,0.499)
(-0.997,0.271)
(-0.973,0.615)
(-0.359,0.158)
(-0.287,0.582)
(-1.07,0.676)
(-0.646,0.385)
(-1.26,1.878)
(-0.702,0.172)
(-0.195,0.247)
(-0.664,0.036)
(-0.032,0.005)
(-0.042,0.489)
(-0.664,0.036)
(-0.076,0.013)
(-1.15,0.278)
(-1.394,0.392)
(-1.132,1.588)
(-0.735,0.358)
(-0.278,0.365)
(-2.334,2.573)
(-1.467,0.059)
(-0.116,0.106)
(-0.254,0.315)
(-1.284,0.359)
(-0.415,0.191)
(-1.465,1.581)
(-0.39,0.482)
(-0.248,0.136)
(-0.39,0.446)
(-0.019,0.023)
(-0.348,0.271)
(-0.39,0.446)

0,759
0,765
0,990
0,017
0,721
0,976
0,224
0,653
0,441
0,497
0,653
0,614
0,686
0,228
0,815
0,078
0,146
0,098
0,078
0,165
0,226
0,266
0,730
0,493
0,788
0,899
0,070
0,927
0,831
0,264
0,462
0,937
0,834
0,563
0,894
0,861
0,805
0,894

0,756
0,814
0,916
0,379
0,443
0,911
0,269
0,710
0,859
0,706
0,595
0,440
0,655
0,259
1,000
0,144
0,144
0,144
0,144
0,386
0,178
0,077
0,687
0,546
0,959
1,000
0,060
0,362
0,553
0,178
0,264
1,000
0,926
0,974
0,683
0,683
0,683
0,683

Tabla 20: Resultados de las pruebas para la comparacién entre las dos dietas (variables calculadas)
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IC 95 % para la diferencia

p-valor (t Student)

p-valor (Wilcoxon)

Gestational age

Pregnancy weight gain
Pre-gestational BMI

Breastfeeding time

Exclusive breastfeeding

Birth weight

BMI Z-score at birth

Weight 7D

BMI Z-score 7D
Weight 15D

BMI Z-score 15D
Weight 1 M

BMI Z-score 1 M
Weight 2M
Weight 4M
Weight 6 MM
BMI Z-score 6M
Weight 12 M
BMI Z-score 12 M
Weight 18 M
BMI Z-score 18 M
Weight 24M

BMI Z-score 24M

~0.011,0.018)
-0.199,0.155)
-0.111,0.005)
0.012,0.517)

-0.261,0.378)
-0.044,0.075)
-0.561,0.348)
-0.034,0.069)
-0.519,0.618)
-0.032,0.073)
-0.923,0.504)
-0.035,0.071)
-0.644,0.839)
-0.055,0.049)
-0.028,0.072)
-0.026,0.067)
-0.277,0.512)
-0.019,0.078)
-0.126,0.486)
-0.016,0.077)
-0.304,0.465)
0,0.167)

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(-0.194,0.955)

0,651
0,802
0,074
0,040
0,716
0,600
0,636
0,493
0,860
0,433
0,554
0,507
0,793
0,903
0,377
0,385
0,552
0,229
0,243
0,198
0,675
0,050
0,182

0,805
0,854
0,053
0,096
0,309
0,653
0,724
0,541
0,548
0,496
0,985
0,683
0,856
0,884
0,189
0,276
0,651
0,216
0,226
0,214
0,740
0,065
0,033

Tabla 21: Resultados de las pruebas para la comparacién entre las dos dietas (variables numéricas)

Tabla 22: Resultados de las pruebas para la comparacién entre las dos dietas (contadores)

p-valor (contraste proporciones)

Infections_0_6M
Infections_0_12M
Infections_0_24M
AB 7d-2M (Infant)
IAB

PeAB

PrAB

AB7d-2M

0,275
0,106
0,284
0,590
0,120
0,755
0,623
0,446

p-valor (Chi cuadrado)

p-valor (Fisher)

Gender 0,931
Delivery 0,691
Breastfeeding 1,000
Breastfeeding level 0,172
Primipara 0,567
Animals 0,271

0,812
0,618
1,000
0,195
0,477
0,307
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Tabla 23: Resultados de las pruebas para la comparacién entre las dos dietas (variables categdricas)



B.4. Graficos de individuos del MFA para ver la relaciéon de los inmunotipos con la dieta y las

infecciones
Individuals - MFA
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Figura 17: Relacién de la dieta con los inmunotipos en el grafico de individuos

Individuals - MFA

Dim1 (16.9%)

Figura 18: Relacion de las infecciones de los 0 a los 6 meses después del parto con los inmunotipos en el
grafico de individuos
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Individuals - MFA

Dim2 (12.9%)

Dim1 (16.9%)

Figura 19: Relacién de las infecciones de los 0 a los 12 meses después del parto con los inmunotipos en el

Individuals - MFA

Dim2 (12.9%)

grafico de individuos

Dim1 (16.9%)

Figura 20: Relacién de las infecciones de los 0 a los 24 meses después del parto con los inmunotipos en el

grafico de individuos
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B.5. Comparacién entre los dos grupos de madres (con outliers)

IC 95 % para la diferencia  p-valor (t Student) p-valor (Wilcoxon)

Immuno_IgG1_7 (1.132,1.575) 2,83E-19 2,65E-12
Immuno_IgG_7 (1.196,1.675) 8,01E-18 2,51E-15
Immuno_IgG_15 (-1.666,-1.138) 2,04E-16 1,17E-14
Immuno_IgG1.15 (-1.706,-1.145) 2,22E-15 1,26E-11
Immuno_IgG2_7 (0.882,1.359) 1,10E-13 7,17E-11
Immuno_IgE_7 (0.004,0.006) 1,72E-12 3,51E-13
Immuno_TgG2_15 (-1.014,-0.589) 1,08E-10 1,25E-08
Immuno_IgG4_7 (0.434,0.75) 1,59E-09 4,19E-09
Immuno_IgG3_7  (0.367,0.677) 3,81E-09 1,44E-09
Immuno_IgE_15 (-0.003,-0.002) 1,66E-08 7,46E-11
Immuno_IgG4-15  (-0.668,-0.344) 8,60E-08 3,10E-08
Immuno_IgG3_-15 (-0.801,-0.414) 1,69E-07 1,27E-11
Immuno_IgM_7 (-0.257,0.77) 0,32 0,33

Immuno_IgM_15  (-0.348,0. 912) 0,37 0,25

Immuno_IgA_15  (-0.215,0.3) 0,74 0,55

Immuno_IgA_7 (-0.285,0.343) 0,86 0,82

Tabla 24: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres con outliers
(immunoglubinas)
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p-valor (tobit) p-valor (Wilcoxon)

Cito_IL18_7 0 0
Cito_IL22_15 0 0
Cito_IL22_7 0 0
Cito_IL10_15 0,01 0
Cito_IL12_15 0,01 0,01
Cito_Ifn_g_7 0,07 0,16
Cito_IL17_7 0,09 0,12
Cito_IL18_15 0,11 0
Cito_IL5_7 0,12 0,11
Cito_IL9_15 0,13 0,02
Cito_TL9_7 0,14 0,09
Cito.TNF_a_15 0,15 0,02
Cito_IL21_7 0,18 0,92
Cito_.GM_CSF_7 0,18 0,14
Cito_IL6_15 0,2 0,51
Cito_.TNF_a_7 0,24 0,01
Cito_TL6_7 0,24 0,01
Cito_IL21_15 0,36 0,18
Cito_IL1b_15 0,36 0,48
Cito_IL10_7 0,41 0,7
Cito_IL5_15 0,49 0,67
Cito_IL1b_7 0,51 0,99
Cito_Ifn_g 15 0,52 0,65
Cito_TLA_7 0,54 0,69
Cito_IL2_15 0,54 0,52
Cito_IL17_15 0,57 0,49
Cito_TL2_7 0,62 0,78
Cito_IL12_7 0,87 0,17
Cito_IL27_7 0,87 0,95
Cito_IL13_15 0,97 0,98
Cito_IL23.7 1 0,02
Cito_IL23_15 1 0,07
Cito.GM_CSF_15 1 0,35
Cito_IL4_15 1 0,31
Cito_IL13_7 NA 0,31
Cito_IL27_15 NA 0,35

Tabla 25: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres con outliers
(citoquinas)

IC 95 % para la diferencia  p-valor (t Student) p-valor (Wilcoxon)

Leptin_7 (-1.25,-0.369) 0,000 0,000
Adiponectin_7  (-0.185,0.579) 0,308 0,270
Leptin_15 (-0.001,1.085) 0,050 0,013
Adiponectin_15  (-0.892,-0.228) 0,001 0,003

Tabla 26: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres con outliers
(adipoquinas)
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IC 95 % para la diferencia

p-valor (t Student)

p-valor (Wilcoxon)

Immuno_Th1_7
Immuno_Th1_15
Immuno_Th2_7
Immuno_Th2_15
Ratio_L_A_15

Ratio_ L._A_7
Ratio_Innate_acquired_15
Pro_infl_7

pct_Th1.7

Anti_infl_7
Hematopoyetic_factors_7
pct_Th1 15
Cito_Rto_Th1_Th2_15
Innate_Immunity_15
Th17_7
Ratio_pro_anti_15
Hematopoyetic_factors_15
Cito_Th1_15

Anti_infl_15

pct_Th2_7

Cito_Th1_7
Innate_Immunity_7
Pro_infl_15
Ratio_pro_anti_7

Tho_7
Immuno_Rto_Th1_Th2_7
pct_Rto_Th1_Th2_7
pct_Th2_15

Cito_Th2_15

Cito_Th2_7
Acquired_immunity_15
Th9_15
Cito_Rto_Th1_Th2_7
Ratio_Innate_acquired_7
Immuno_Rto_Th1_Th2_15
pct_Rto_Th1_Th2_15
Th17_15
Acquired_immunity_7

(1.171,1.654)
(-1.642,-1.11)
(0.434,0.75)
(-0.643,-0.317)
(0.047,0.135)
(-0.083,-0.013)
(-2.703,-0.346)
(-1.309,-0.118)
(-0.033,-0.002)
(-1.879,-0.057)
(-0.758,-0.009)
(0,0.04)
(-3.231,0.217)
(-1.488,0.067)
(-1.388,0.097)
(-1.761,0.25)
(-0.066,0.458)
(-0.953,0.15)
(-1.467,0.24)
(-0.09,0.421)
(-0.262,0.94)
(-1.263,0. 385)
(-0.339,1.004)
(-0.445,1.257)
(-0.391,0.145)
(-0.502,0.197)
(-0.502,0.197)
(-0.434,0.177)
(-0.175,0.412)
(-0.623,0.296)
(-0.407,0.21)
(-0.08,0. 147)
(-0.428,0.671)
(-1.085,1.66)
(-0.339,0.506)
(-0.339,0.506)
(-0.578,0.85)
(-0.554,0. 44)

0

0
0
0,01
0,01
0,02
0,03
0,04
0,05
0,05
0,07
0,07
0,09
0,14
0,14
0,15
0,16
0,2
0,26
0,29
0,33
0,34
0,36
0,39
0,39
0,4
0,42
0,48
0,53
0,55
0,64
0,67
0,69
0,69
0,7
0,82

oo o oo

0

0,02
0,01
0,14
0,02
0,03
0,56
0,11
0,07
0,11
0,92
0,41
0,05
0,08
0,14
0,02
0,27
0,17
0,96
0,09
0,14
0,14
0,56
1

0,62
0,01
0,02
0,66
0,72
0,56
0,56
0,68
0,51

calculadas)
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Tabla 27: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres con outliers (variables



IC 95 % para

la diferencia

p-valor (t Student)

p-valor (Wilcoxon)

Altura 7D (0.011,0.047) 0 0,01
Weight 7D (0.009,0.096) 0,02 0,02
Altura 15D (0.003,0.042) 0,02 0,04
Weight 15D (0.008,0.099) 0,02 0,03
Altura 1 MM (0.001,0.042) 0,04 0,05
Peso tras embarazo (0.001,0.114) 0,05 0,08
BMI Z-score 1 M (-0.069,1.445) 0,07 0,01
BMI Z-score 15D (-0.076,1.228) 0,08 0,16
Altura (-0.005,0.038) 0,13 0,09
Pre-gestational BMI  (-0.014,0.102) 0,14 0,29
BMI tras embarazo (-0.013,0.087) 0,14 0,14
Weight 1 M (-0.013,0.083) 0,15 0,13
BMI Z-score at birth  (-0.108,0.667) 0,15 0,23
Birth weight (-0.015,0.084) 0,17 0,17
Gestational age (-0.004,0.024) 0,17 0,18
BMI Z-score 7D (-0.382,0.652) 0,6 0,32

Tabla 28: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres con outliers (variables
numéricas)

p-valor (contraste proporciones)

Infections_0_6M 0,85
Infections_0_12M 0,23
Infections_0_24M 0,02
AB 7d-2M (Infant) 0,93
IAB 0,61
PeAB 0,68
PrAB 0,21
AB7d-2M 0,06

Tabla 29: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres con outliers
(contadores)

p-valor (Chi cuadrado) p-valor (Fisher)

Primipara 0,03 0,02
Breastfeeding level 0,06 0,06
Breastfeeding 0,12 0,1

Animals 0,53 0,56
Gender 0,87 0,82
Delivery 0,99 0,81

Tabla 30: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres con outliers (variables
categoéricas)
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B.6. Comparacién entre los dos grupos de madres (sin outliers)

IC 95 % para la diferencia  p-valor (t Student) p-valor (Wilcoxon)

Immuno_IgG_7 (1.321,1.671) 2,80E-24 3,65E-19
Immuno_IgG1_7 (1.192,1.554) 3,91E-23 2,64E-12
Immuno_IgG2_7 (1.023,1.36) 1,79E-21 3,69E-12
Immuno_IgG_15 (-1.552,-1.159) 6,81E-21 1,46E-16
Immuno_IgG1.15 (-1.576,-1.156) 1,08E-19 6,78E-12
Immuno_IgE_15  (-0.003,-0.002) 2,33E-16 9,73E-12
Immuno_IgE_7 (0.004,0.006) 3,51E-15 1,39E-12
Immuno_IgG3_7 (0.464,0.701) 2,72E-14 7,91E-11
Immuno_TgG2_15 (-0.982,-0.597) 1,39E-11 4,77E-09
Immuno_IgG4-7  (0.423,0.709) 8,63E-10 7,32E-09
Immuno_IgG3_15  (-0.605,-0.347) 4,44E-09 7,93E-11
Immuno_IgG4-15  (-0.668,-0.34) 5,21E-07 5,75E-08
Immuno_IgM_7 (-0.299,0.8) 0,37 0,39
Immuno_IgM_15  (-0.419,0.976) 0,43 0,2
Immuno_IgA_15  (-0.187,0.372) 0,51 0,84
Immuno_IgA_7 (-0.318,0.368) 0,88 0,9

Tabla 31: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres sin outliers
(inmunoglobulinas)
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p-valor (tobit) p-valor (Wilcoxon)

Cito_1L22_15 1,33E-05 9,30E-06
Cito_IL22_7 0 0
Cito_IL18_7 0 0,03
Cito_IL10_15 0,01 0
Cito_IL18_15 0,02 5,03E-05
Cito_IL6_7 0,03 0,02
Cito_TNF_a_7 0,04 0
Cito_IL12_15 0,07078765 0,07353838
Cito_IL13_15 0,07078765 NA
Cito_IL21_7 0,14052368 0,62599369
Cito_IL9_15 0,20031196 0,05837857
Cito_IL17_7 0,22424283 0,28485558
Cito_IL6_15 0,25366303 0,73530024
Cito_IL5_7 0,25772336 0,26538253
Cito_.GM_CSF_7  0,29389539 0,23894735
Cito_Ifn_g 15 0,29633577 0,4198717
Cito_.TNF_a_15  0,31381967 0,02674385
Cito_IL9_7 0,32031902 0,20217263
Cito_Ifn_g_7 0,33679605 0,60324133
Cito_IL21_15 0,38969076 0,1085043
Cito_IL1b_15 0,63377237 0,93749154
Cito_IL2_15 0,63377237 NA
Cito_TL2_7 0,76304712 0,69200138
Cito_IL1b_7 0,77448481 0,65374976
Cito_IL10_7 0,80075577 0,41951603
Cito_IL12_7 0,82555122 0,39813568
Cito_IL13_7 0,82555122 NA
Cito_IL23.7 0,9975721 0,02058654
Cito_IL17_15 0,99824778 0,11142409
Cito_.GM_CSF_15  0,99896176 0,37572106
Cito_IL4_15 0,99914636 0,2877958
Cito_IL5_15 NA 0,11142409
Cito_IL23_15 NA 0,12462481
Cito_IL4_7 NA 0,19946773
Cito_IL27_7 NA 0,37572106
Cito_IL27_15 NA 0,37572106

Tabla 32: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres sin outliers
(citoquinas)

IC 95 % para la diferencia  p-valor (t Student) p-valor (Wilcoxon)

Leptin_7 (-1.224,0.332) 0,00 0,00
Adiponectin_7  (-0.088,0.657) 0,13 0,07
Leptin_15 (0.087,1.189) 0,02 0,01
Adiponectin 15 (-0.732,-0.107) 0,01 0,02

Tabla 33: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres sin outliers
(adipoquinas)
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IC 95 % para la diferencia

p-valor (t Student)

p-valor (Wilcoxon)

Immuno_Th1_7
Immuno_Th1_15
Immuno_Th2_7
Immuno_Th2_15
Ratio_L_A_15

Ratio_ L._A_7

pct_Th1_15

Pro_infl_7
Ratio_Innate_acquired_15
Cito_Th1_7

pct_Th1_7
Hematopoyetic_factors_15
Anti_infl_7

Pro_infl_15

Th17_7

Cito_Th2_15
Cito_Rto_Th1_Th2_15
Ratio_pro_anti_15
Hematopoyetic_factors_7
Innate_Immunity_15
pct_Th2_15

Anti_infl_15

Cito_Th1_15

pct_Th2_7
Ratio_pro_anti_7
Th17_15
Innate_Immunity_7
Immuno_Rto_Th1_Th2_15
pct_Rto_Th1_Th2_15
Immuno_Rto_Th1_Th2_7
pct_Rto_Th1_Th2_7
Ratio_Innate_acquired_7
Th9_15
Cito_Rto_Th1_Th2_7
Cito_Th2_7
Acquired_immunity_15
Th9_7
Acquired_immunity_7

(1.297,1.651)
(-1.524,-1.124)
(0.423,0.709)
(-0.638,-0.309)
(0.038,0.126)
(-0.088,-0.014)
(0.003,0.048)
(-1.206,-0.059)
(-2.883,-0.09)
(0.006,1.123)
(-0.033,0)
(-0.007,0.527)
(-1.779,0.037)
(-0.086,1.271)
(-1.336,0.147)
(-0.055,0.464)
(-0.055,0.464)
(-2.082,0.31)
(-0.565,0.084)
(-1.341,0.206)
(-0.52,0.16)
(-1.269,0.419)
(-0.82,0.29)
(-0.142,0.4)
(-0.503,1.379)
(-0.432,1.037)
(-1.146,0.506)
(-0.337,0.606)
(-0.337,0.606)
(-0.471,0.269)
(-0.471,0.269)
(-1.156,1.9)
(-0.102,0.153)
(-0.626,0.774)
(-0.455,0.373)
(-0.266,0.218)
(-0.266,0.22)
(-0.441,0. 414)

0

0
0
0,01
0,03
0,03
0,04
0,048
0,0531
0,06
0,06
0,09
0,11
0,12
0,12
0,14
0,14
0,15
0,29
0,32
0,34
0,34
0,35
0,41
0,44
0,57
0,57
0,59
0,59
0,62
0,69
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calculadas)
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Tabla 34: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres sin outliers (variables



IC 95 % para la diferencia  p-valor (t Student) p-valor (Wilcoxon)

Altura 7D (0.011,0.048) 0 0,01
Weight 7D (0.004,0.094) 0,03 0,04
Weight 15D (0.004,0.1) 0,04 0,06
Altura 15D (0,0.041) 0,06 0,09
BMI Z-score 1 M (-0.022,1.57) 0,06 0,01
Peso tras embarazo (-0.004,0.118) 0,07 0,11
Altura 1 MM (-0.002,0.041) 0,08 0,08
BMI Z-score at birth  (-0.092,0.721) 0,13 0,18
Weight 1 M (-0.016,0.084) 0,18 0,18
BMI tras embarazo (-0.018,0.089) 0,19 0,19
Gestational age (-0.006,0.024) 0,22 0,31
BMI Z-score 15D (-0.232,0.936) 0,23 0,29
Altura (-0.009,0.036) 0,24 0,14
Birth weight (-0.023,0.08) 0,27 0,25
Pre-gestational BMI  (-0.03,0.088) 0,32 0,51
BMI Z-score 7D (-0.486,0.551) 0,9 0,53

Tabla 35: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres sin outliers (variables
numéricas)

p-valor (contraste proporciones)

Infections_0_6M 0,88
Infections_0_12M 0,48
Infections_0_24M 0,07
AB 7d-2M (Infant) 0,86

IAB 0,76
PeAB 0,91
PrAB 0,59
AB7d-2M 0,07

Tabla 36: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres sin outliers
(contadores)

p-valor (Chi cuadrado) p-valor (Fisher)

Gender 0,87 0,82
Delivery 0,99 0,81
Breastfeeding 0,12 0,1

Breastfeeding level 0,06 0,07
Primipara 0,03 0,02
Animals 0,53 0,54

Tabla 37: Resultados de las pruebas para la comparacién entre los grupos de madres sin outliers (variables
categoéricas)
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