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RESUMEN

Antecedentes. El incremento en la prevalencia de sobrepeso/obesidad, asi como el
aumento de enfermedades crénicas en la poblacion, nos ha llevado a tratar de
identificar posibles vias fisiopatoldgicas de esta problematica, como lo es el perfil de la
microbiota intestinal. Perfil que puede ser estudiado a partir del indice
Firmicutes/Bacteroidetes. Objetivo. Relacionar el indice Firmicutes/Bacteroidetes, sus
moduladores ambientales con la puntuacién percentilar del peso para la longitud en
lactantes menores. Metodologia. Se disefid un estudio transversal, con la
participacion de 30 lactantes menores de hasta seis meses de edad, nacidos a término,
sin diagnostico de enfermedad metabdlica o autoinmune, sin infeccion activa y cuyos
padres firmaron el consentimiento informado. Por entrevista directa se obtuvieron los
datos de los moduladores de la microbiota intestinal y a partir de una muestra fecal se
extrajo DNA bacteriano y por qPCR se cuantificaron los niveles de Firmicutes y
Bacteroidetes para la realizacién del indice. En el programa estadistico R y RStudio
version 1.153 se realizaron el analisis descriptivo de las variables, correlacion de
Spearman, regresion lineal multiple y analisis de la varianza (ANOVA). Resultados. El
50% de la muestra fue del sexo femenino, 13.3% con sobrepeso/obesidad, 23.3% con
lactancia materna exclusiva, 33.3% tomaron antibidticos y 26.7% toma de
suplementacién (pre-pro-simbidticos). Los principales moduladores del indice
Firmicutes/Bacteroidetes fueron tipo de nacimiento, edad y suplementacion, con los
cuales se ajusté el indice mostrando una posible relacidén con la puntuacion percentilar
del peso/longitud (Rho 0.118, IC -0.25 a 0.45, p=0.531). Al realizar las comparaciones
del estado de nutricién entre grupos, se observo un posible incremento de dicho indice
en los grupos desnutricidon y sobrepeso/obesidad en comparacion con el estado normal
(p>0.084). Conclusiones. Los niveles del indice Firmicutes/Bacteroidetes podrian
estar relacionados con ambos estados de la malnutricion (Desnutricion vy
Sobrepeso/Obesidad) en lactantes menores, asi como sus moduladores (tipo de
nacimiento, edad y suplementacion). Es necesario se confirmen los resultados aqui

reportados, incrementando el tamafio muestral.
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LISTA DE DEFINICIONES.

BACTEROIDETES. Grupo grande de bacterias Gram negativas y anaerobias, con
amplia distribucidén en el medio ambiente, incluyendo el suelo, sedimentos, agua de

mar y el tracto gastrointestinal de animales y humanos.

DISBIOSIS INTESTINAL. Alteraciones de la microbiota intestinal y la respuesta

adversa del huésped a estos cambios.

FIRMICUTES. Del latin firmus=fuerte y cutis=piel, en referencia a su gruesa pared
celular. Es un filo de bacterias, la mayoria de las cuales tienen una estructura celular
Gram positiva. La mayoria de las bacterias que se encuentran en la microbiota

intestinal integran este filo.

iINDICE FIRMICUTES/BACTEROIDETES. Indica la funcionalidad, maduracion y
composicion de la microbiota intestinal; cambios en este indice puede reflejar disbiosis

y asociacion a ciertas patologias.

MICROBIOTA INTESTINAL. Poblacion microbiana que reside en una locacion
determinada (tracto gastrointestinal), bacterias y otros microorganismos como hongos,

arqueas, virus y protozoos.

LACTANTE MENOR. Nifo entre 1 y 12 meses de vida postnatal. Para este protocolo

se considerara como lactante menor hasta los 6 meses de vida postnatal.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR, por sus siglas en inglés).
Técnica de biologia molecular que permite amplificar un gran niumero de copias de un
fragmento de DNA especifico, siendo util para identificar con una muy alta

probabilidad, virus y bacterias.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CUANTITATIVA (qPCR, por sus
siglas en inglés). Es una variante de la técnica de PCR, que permite ampliar y

cuantificar de forma absoluta el producto de amplificacion de DNA.
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. ANTECEDENTES
1. MICROBIOTA INTESTINAL.

La microbiota intestinal humana es un ecosistema complejo, su genoma (microbioma)
representa aproximadamente mas de 100 veces el genoma humano!'?). De acuerdo a
lo reportado por Frank y cols., se estima que el ecosistema intestinal estd compuesto
por mas de 35,000 especies bacterianas, la mayoria de ellas asociadas a los
siguientes filos: Firmicutes (49% de copias), Bacteroidetes (23%), Proteobacteria
(21%) y Actinobacteria (5%)®).

La microbiota intestinal mantiene un equilibrio dinamico que varia entre los grupos
humanos e incluso de persona a persona, y presenta un rol importante en los procesos
de salud-enfermedad. Sin embargo, cuando este equilibrio llega a modificarse, por
aumento o disminucién de ciertas poblaciones (disbiosis intestinal), pueden causar

infecciones o enfermedades nosocomiales®.

A partir de los datos reportados por Frank y cols., en 2007, se determin6 que el indice
Firmicutes/Bacteroidetes, refleja la composicion y diversidad del ecosistema
intestinal®. Estudios previos han encontrado que cambios en este indice estan

relacionados con enfermedades cardiovasculares, inmunoldgicas e inflamatorias.

En la medicion del indice Firmicutes/Bacteroidetes, una de las estrategias con mayor
uso es la PCR en tiempo real (QPCR), que permite su cuantificacién en Unidades de
Abundancia Relativa (UAR) de cada uno de los filos, a partir de la siguiente férmula:
UAR=2Ct donde UAR=Unidades de Abundancia Relativa, ACt=Ct primer especifico -
Ct primer universal. Las UAR son proporcionales a la cantidad de DNA que se amplifica

en cada ciclo de la gPCR. ©7)

Por ejemplo:

UAR Firmicutes=2Ct = 2-(21.49-20.37)=2-112=() 46
UAR Bacteroidetes=2-4Ct = 2-(22.36-20.37)=-1.99=( 25

indice Firmicutes/Bacteroidetes= 0.46/0.25 = 1.84
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A pesar de la poca informacion disponible acerca de la diversidad y funcionalidad de
las bacterias que integran la microbiota intestinal, se sabe que algunas de ellas
participan en funciones importantes de la fisiologia del hospedador como metabolismo
de nutrimentos, inmunomodulacién, funcién antimicrobiana, barrera intestinal y

estructura del tracto gastrointestinal (Anexo 1).
2. COLONIZACION MICROBIANA INTESTINAL.

Por las interacciones presentes con la fisiologia del huésped, la colonizacién de la
microbiota intestinal es un proceso esencial en nuestro ciclo de vida. Anteriormente se
creia que el proceso de colonizacién iniciaba hasta el momento del parto, ahora se
reconoce la presencia de bacterias en la placenta, sangre del cordon umbilical, liquido
amnidtico y membranas fetales de recién nacidos sanos sin ninguna sospecha de

infeccion o inflamacion(®.

La microbiota prenatal es influenciada por las caracteristicas fisiolégicas y patoldgicas
de la madre. En mujeres con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) pregestacional, la
microbiota del meconio es caracterizada por un menor numero de Bacteroidetes en
comparacién con el grupo de gestantes sin DM2 o diabetes gestacional, situacion

similar a la microbiota intestinal de adultos con diabetes mellitus tipo 2.

A pesar de la existencia de microbiota prenatal, la microbiota intestinal del neonato no
comparte caracteristicas con ella; sin embargo, se ha demostrado que la microbiota
prenatal puede estar asociada a respuesta inflamatorias en el recién nacido, supresion

de ellas y problemas respiratorios posnatales('?).

Los primeros microorganismos colonizadores identificados son: E. coli y enterococcus
(E. faecalis y E. faecium), anaerobios facultativos que promueven la creacién de un
nuevo ecosistema para la colonizacién por anaerobios estrictos como Bacteroides,
Clostridium, y Bifidobacterium spp; grupos bacterianos que tienen rol importante en la
maduracién de la microbiota neonatal!'*'?). La microbiota intestinal del neonato es
caracterizada por una reducida diversidad y un dominio relativo por los filos

Proteobacteria y Actinobacteria('?).
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Con el paso de la vida posnatal, la microbiota comienza a poseer mayor diversidad y

los filos firmicutes y bacteroidetes dominan la composicion microbiana.

Después del primer afio de vida, el perfil microbiano de la microbiota intestinal presenta
variaciones entre individuos, y se encamina a una microbiota caracteristica de un
individuo adulto (en términos de diversidad y composicion), la cual se estabiliza entre

los 2 'y 5 afios.

Debido a esto, los primeros tres afios de vida de un nifio son considerados como un
periodo critico para realizar intervenciones nutricias que mejoren su crecimiento y
desarrollo; dado que la microbiota intestinal juega un rol en estos procesos, cualquier
alteracion que pueda presentarse en el ecosistema intestinal podria traducirse en

afecciones en la salud del huésped(19).
3. MODULADORES AMBIENTALES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL.

La microbiota intestinal constituye un equilibrio dinamico que varia entre los grupos
humanos debido a diferencias especificas del hospedador como: forma de nacimiento,
edad, estado de salud, dieta, estrés o la administracion de antibidticos u otros

medicamentos(4).
3.1.FORMA DE NACIMIENTO.

Se ha reportado que los nifios nacidos por cesarea tienen una microbiota caracterizada
por Enterobacter hormaecheilE. cancerogenus, Haemophilus parainfluenzae/ H.
aegyptius/H.  influenzae/H.  haemolyticus,  Staphylococcus  saprophyticus/S.
lugdunensis/S. aureus, Streptococcus australis y Veillonella dispar/V. parvula,
indicando que la primera fuente de colonizacién ha sido la piel materna, ademas de
microorganismos presentes en el ambiente donde se realizé dicho procedimiento.
Mientras que, aquellos que nacieron por parto vaginal presentaron un ecosistema en
el que destacan bacterias del género Bacteroides, Bifidobacterium, Parabacteroides,

Escherichia/Shigella, propias de la cavidad vaginal(®).

La modificacion de la microbiota intestinal por el tipo de nacimiento, en especial el

nacimiento por cesarea, se ha asociado a un mayor riesgo de obesidad, asma y
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alergias; esto atribuible a la alteracion en el proceso de colonizacion normal: aumento

de Staphylococcus y disminucion de Bifidobacterium6.17)
3.2. ALIMENTACION INFANTIL.

La alimentaciéon durante los primeros dias de vida posnatal es la via continua de
colonizacion bacteriana; se ha identificado la relacion de ciertos patrones dietéticos

con cambios en la microbiota intestinal.

Ademas, existen reportes sobre las diferencias entre la microbiota intestinal de nifios
alimentados al seno materno y la de aquellos alimentados con formulas lacteas.
Mientras que los primeros poseen una microbiota dominada por el filo Bifidobacterium;
los alimentados exclusivamente con férmulas lacteas presentan una microbiota mas
diversa con incremento en la abundancia de Escherichia Coli, Clostridia, Bacteroides

y Lactobacillus(%18),

Lo anterior puede explicarse por la presencia de los oligosacaridos de la leche humana
y otros compuestos inmunolégicos como: IgA, lactoferrina y lisozima, que pueden

interactuar para modificar la microbiota intestinal(19:20),

De igual forma se ha documentado que la leche humana es fuente de una carga
bacteriana que va de 102 a 10* copias de genes bacterianos por mililitro, participando
continuamente en la colonizacién de la microbiota intestinal. La microbiota de la leche
materna se modifica a lo largo del tiempo: en los primeros meses esta constituida
principalmente por Staphylococcus, Streptococcus y Lactobacilos y después de los
seis meses es comparada con la microbiota oral y se incluyen Veillonella y

Prevotella122),

La introduccién de alimentos sdlidos y la disminucion en la cantidad de leche materna
consumida es un factor importante para cambios notorios en la maduracién y
diversidad de la microbiota intestinal, aumentando la poblacién de Bacteroides,

Clostridium y la disminucion de Lactobacilos y Bifidobacterium(523),
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3.3. CONSUMO DE ANTIBIOTICOS

Se ha reportado el efecto del consumo de antibiéticos en el microbiota intestinal, el
cual es dependiente del tipo de antibidticos y de las diferencias caracteristicas de los

individuos (sexo, edad y dieta).

En recién nacidos expuestos a antibidticos, los géneros anaerobios estrictos como
Bacteroides spp. y Bifidobacterium spp. se encuentran depletados, mientras que los

niveles de Proteobacterias estan aumentados.(18.24.25)

De igual forma, el consumo de antibiéticos durante la gestacion y lactancia afecta la
composicion de la microbiota intestinal, disminuyendo los niveles de Bacteroides spp.,
y Atopbium spp.?8), probablemente como consecuencia de los cambios que sufre la

microbiota vaginal??),

A partir de las modificaciones en la microbiota intestinal, ejercida por el consumo de
antibidticos, es que se ha descrito que el consumo de antibiéticos en etapas tempranas
de la vida se ha asociado con el incremento en la ganancia de peso y posterior

desarrollo de sobrepeso y obesidad infantil(?8-30),
3.4. OTROS MODULADORES

Las condiciones del hogar en donde el recién nacido se desarrolla, son moduladores
importantes de la microbiota intestinal. Infantes con hermanos mayores presentan una
microbiota mas diversa en comparaciéon con aquellos que son los hijos mayores;
situacion que puede deberse a transferencia bacteriana entre hermanos, o a
diferencias entre la composicion de la leche materna y/o de la microbiota vaginal entre

madres primerizas y aquellas con hijos previos©':32),

La ubicacién geografica también marca diferencias en la microbiota de la poblacion; la
microbiota de niflos nacidos en paises en desarrollo esta caracterizada por un aumento
en los niveles de Prevotella, y decremento en la abundancia de Bacteroides, en
comparacion con infantes nacidos en paises desarrollados®3-3%). Es posible que el
efecto de la ubicacion geogréfica sea el reflejo de los patrones alimentarios propios de

cada region3).
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4. MICROBIOTA INTESTINAL EN LA SALUD Y ENFERMEDAD

La pérdida del equilibrio en la relacién entre bacterias protectoras y patdégenas en el
ecosistema intestinal es conocido como disbiosis, aberraciones en la composicion
normal de la microbiota intestinal®?). Esta disbiosis puede ser derivada de los factores

moduladores de la microbiota intestinal previamente comentados(©®).
4.1.MICROBIOTA INTESTINAL Y OBESIDAD

Existe evidencia de que algunos microorganismos encontrados en el ecosistema
intestinal participan en la captacion de la energia de la dieta, asi como en el aumento

o disminucion de la grasa corporal(16:39),

Kalliomaki y cols., identificaron que la colonizacién temprana de nifios con obesidad a
los 7 afios de edad, se caracterizaba por menor numero de Bifidobacterium y mayores
de Staphylococcus, este hecho se encuentra relacionado con el aumento adecuado
de peso materno y la practica de la lactancia materna como factores protectores contra

el desarrollo de obesidad infantil(23:40-42),

Previamente, en escolares mexicanos de 6-14 anos, se evalud la asociacion entre el
perfil de la microbiota intestinal y la obesidad, asi como el posible efecto del patron
alimentario; se observé un incremento en el riesgo de obesidad asociado a un mayor
indice de firmicutes/bacteroidetes, en combinacién con una mayor ingesta de energia,

hidratos de carbono simples y grasas saturadas®?).

Otros estudios han integrado al andlisis de la microbiota intestinal y la obesidad, la
exposicion a factores moduladores de ella, como es el caso de los antibiéticos. Dentro
de las conclusiones de estos estudios, destaco que la exposicion a este factor durante
los primeros 6 meses de vida se asocia a mayor peso corporal a los 10 y 38 meses de

edad(29,30,44)_
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5. SOBREPESO Y OBESIDAD

La presencia de obesidad en la edad pediatrica es uno de los problemas de salud
publica mas importantes en el mundo, ya que es un factor de riesgo para el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares, hipertensién, dislipidemias y alteraciones en el

metabolismo de la glucosa.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2016 mas de 41
millones de nifios menores de 5 afios presentaban sobrepeso u obesidad(45). En
México, con los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion a Medio
Camino 2016, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en este grupo etario era de
6.15%(46).

Para menores de 2 afios, la prevalencia nacional no se conoce; en 2014, Alvarez-
Villasefor y George-Flores, reportaron una prevalencia combinada de sobrepeso y

obesidad de 17.3% en nifios de guarderias de Baja California Sur(47).

Para la identificacion del sobrepeso y obesidad en la etapa pediatrica se han propuesto
el uso de ciertos indices, como el peso para la longitud (P/L), ya sea en puntuacion

percentilar o en desviacion estandar.

Conforme a la propuesta de la OMS en el 2007, se identifica a un sujeto con sobrepeso

u obesidad cuando la puntuacion percentilar del P/L es igual o mayor a 8548,
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Il. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe relaciéon entre el indice Firmicutes/Bacteroidetes, sus moduladores

ambientales y la puntuacion percentilar del peso/longitud en lactantes menores?

lll. JUSTIFICACION

El aumento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad alrededor del mundo,
especialmente en poblacion pediatrica, condiciona la aparicion de comorbilidades
asociadas a estas en edades mas tempranas. Esta situacion ha derivado en un

creciente interés en el estudio de dicho problema.

A partir de lo anterior, se ha documento que la alteracién del proceso de estabilizacion
y de la composicion de la microbiota intestinal, se relacionan con el aumento del peso
corporal, el acumulo y distribucién del tejido graso y posterior desarrollo de sobrepeso

y obesidad.

Existe un reporte en poblacion mexicana donde se estudidé la relacién de
sobrepeso/obesidad con alteraciones en la microbiota intestinal, sin embargo, fue
realizado en escolares de 8 a 14 afios, y consideramos que la edad estaria fuera del
rango de prevencion de complicaciones asociadas al aumento de peso, siendo
importante esclarecer la relacién de la microbiota intestinal con el sobrepeso/obesidad

desde edades mas tempranas.

Al identificar determinadas caracteristicas de la composicion de la microbiota intestinal,
a partir del indice firmicutes/bacteroidetes y los moduladores ambientales que afecten
la relacién de esta con sobrepeso/obesidad en lactantes, se podrian disefiar a futuro

estrategias de modificacion del ecosistema intestinal en materia de prevencion.



23

IV. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Relacionar el indice Firmicutes/Bacteroidetes, sus moduladores ambientales con la

puntuacion percentilar del peso para la longitud en lactantes menores.

5.2. Objetivos especificos
» Calcular el percentil del peso para la longitud en lactantes menores.

» Cuantificar el numero de copias por PCR en tiempo real (QPCR) de firmicutes y

bacteroidetes.
» Obtener el indice firmicutes/bacteroidetes.
» ldentificar el patrén de moduladores ambientales:
o Tipo de nacimiento
o Lactancia materna exclusiva en los ultimos seis meses
o Tratamiento antibiético en los ultimos seis meses

» Relacionar el percentii del peso para la longitud con el indice

firmicutes/bacteroidetes

> Relacionar el indice Firmicutes/Bacteroidetes con sus moduladores

ambientales.

V. HIPOTESIS

El indice Firmicutes/Bacteroidetes estara positivamente relacionado con sus
moduladores ambientales y la puntuacién percentilar Peso/Longitud, en lactantes

menores.
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VI. METODOLOGIA
6.1. DISENO DEL ESTUDIO
Transversal analitico.
6.2. LUGAR DE REALIZACION

e Laboratorio de Investigacion Traslacional en Farmacologia, Facultad de

Medicina de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

e Guarderias, estancias infantiles y poblacion abierta de la ciudad de San Luis

Potosi.

6.3. UNIVERSO, UNIDADES DE OBSERVACION, METODO DE MUESTREO Y
TAMANO DE LA MUESTRA.

Lactantes menores de la ciudad de San Luis Potosi.
6.4. CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion
e Lactantes menores (de 40 dias a 6 meses de edad)
e Cualquier sexo
e Lactantes que residan en San Luis Potosi, S.L.P.
e Firma del consentimiento informado por los padres o tutores
Criterios de no inclusién
e Diagndstico previo de enfermedades metabdlicas o inmunoldgicas.
e Lactantes con infeccién activa
e Lactantes no nacidos a término.
Criterios de eliminacién
e Solicitud de salida por parte de los padres o tutores.

e Pérdida de la muestra
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6.5. VARIABLES EN EL ESTUDIO
Variable Descripcion Unidades Valores posibles Tipo de
operacional escala
PPL Puntuacion Unidades 0-100 Continua
percentilar del arbitrarias
Peso/Longitud
F/B indice Unidades de 0-oc Continua
firmicutes/bacteroide | Abundancia
tes Relativa
(UAR)
DLM Dias de LM Dias 0-180 Continua
exclusiva
TN Tipo de nacimiento 1y2 1: Parto vaginal Dicotdmica
2: Cesarea
TA Dias de toma de Dias 0-180 Continua

antibidtico en los

meses previos

Tabla 1. Cuadro de variables. Variable dependiente: F/B, variables independientes: DLM, TN y TA.

6.6.

CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Dado que el analisis principal se realizé a partir de la relacion entre la puntuacion

percentilar del Peso/Longitud y el indice firmicutes/bacteroidetes, se calculo el tamafio

de la muestra para una correlacion a dos colas con una significancia de 0.05, una 3 de

0.20 y un coeficiente de correlacion esperado de 0.50, dando como resultado una N

de 30 49,

El andlisis secundario se realiz6 a partir del siguiente modelo de regresién multiple:

F/B ~DLM +TN + TA
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Se incluyeron tres variables explicativas, con un grado de libertad cada una, haciendo
un total de tres términos; considerando de diez a veinte repeticiones por término de

acuerdo a Peduzzi y cols %, resultando en un total de 30-60 sujetos.

Para cumplir con ambos andlisis se concluyé con una n de 30.

6.7. ANALISIS ESTADISTICO

Anadlisis descriptivo: Se describieron las medidas de resumen de cada variable, las de
escala continua como media y desviacion estandar si su distribucién es normal y como
mediana y rango intercuartilico si no lo es. Las variables discretas se reportaron como

frecuencia y porcentaje.

Anadlisis inferencial: Se realizd a partir de correlacion de Sperman, (relacién del
peso/longitud e indice firmicutes/bacteroidetes) y por un modelo de regresién multiple

para explicar la variabilidad del indice firmicutes/bacteroidetes.

El modelo de regresion multiple fue:
F/B~DLM + +TN + TA

Se realizd seleccion escalonada de as variables significativas segun Harrell, y se

determino Eta? para dichas variables.

Por Analisis de la Varianza (ANOVA), se compararon las medias en la transformacion
logaritmica del indice Firmicutes/Bacteroidetes de acuerdo con el diagnostico del

estado de nutricion.
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6.8. CONCORDANCIAS EN LAS MEDICIONES (CONTROL DE CALIDAD).

Para asegurar el control de calidad de en las mediciones de los parametros
antropométricos, todas las mediciones fueron tomadas por el mismo investigador y

por triplicado, reduciendo asi las posibles fuentes de error.

6.9. ASPECTOS ETICOS.

El presente estudio fue sometido y aceptado por el Comité Estatal de Etica, y al Comité
de Etica en Investigacion en Salud del ISSSTE en San Luis Potosi, priorizando la
integridad, respeto, dignidad, bienestar y proteccion a los derechos de las personas de

investigacion (Cartas de aceptacion en el anexo 2).

Se disenaron: consentimiento informado y aviso de privacidad (Anexo 3 y 4), mismos
que fueron firmados por ambos padres o tutores de los lactantes seleccionados
otorgando el consentimiento a ser participantes de esta investigacion. La firma se
realizd con la plena comprension del estudio sin la influencia de los investigadores o
terceras personas.

El manejo de los datos fue exclusivo de los investigadores a cargo, preservando la
confidencialidad de toda la informacion recabada en un lugar seguro, con especial

cuidado de no divulgar cualquier dato.
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6.10. PLAN DE TRABAJO.

1.

El protocolo fue presentado y aprobado por los comités: Estatal de Etica en
Investigacién y de Etica en Investigacion del ISSSTE, con nimero de registro
SLP/016-2017, 005/2018 respectivamente, (Cartas de aceptacion, anexo 2).
Por conveniencia se seleccionaron estancias infantiles de la ciudad solicitando
autorizacion para el acceso y desarrollo del protocolo; asi como la invitacion
directa a poblacion abierta por medio de tripticos que fueron aprobados por el
Comité Estatal de Etica en Investigacion (Anexo 5).

Posterior a la invitacion, los padres de familia que aceptaron participar firmaron

el consentimiento informado y el aviso de privacidad (Anexo 3 y 4).

. Por entrevista directa a los padres se recolectaron los datos de moduladores

ambientales, asi como el registro de los indicadores antropométricos (Anexo 5

-7).

Al final de la entrevista se solicité la donacion de un panal para la toma de la

muestra fecal.

Inmediatamente el pafal fue transportado al Laboratorio de Investigacion

Traslacional en Farmacologia, manteniendo las condiciones adecuadas de

preservacion de la muestra (Temperatura: -20°C) para ser dividida en una

alicuota de 1g cada una.

a. La primera alicuota se coloco en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL,

y se almacend a -80°C hasta su procesamiento, para la extraccion de
DNA bacteriano.

. De la primer alicuota se realizé la extraccion de DNA bacteriano, para lo cual se

estandarizé el protocolo de extraccidon (Anexo 8), y se comprobd con la
amplificacion del gen 16S, caracteristico de las bacterias, por técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), (Anexo 9).

De la extraccion de DNA, se realizd la cuantificacion del indice
Firmicutes/Bacteroidetes por PCR cuantitativa (qPCR), (Anexo 10).

Los datos se vaciaron en una hoja de célculo de Excel® Version 16.24para su

analisis en el programa estadistico R y RStudio versién 1.1.453.

10.Se genero el reporte de resultados.
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VII. CAPITAL HUMANO Y RECURSOS MATERIALES.

7.1. Capital humano

Estudiante en servicio social de la Licenciatura en Nutricidon, quien
apoyo en la recoleccién de los datos.

Un estudiante de maestria, quien recolectd, proceso las muestras y
analizé los datos.

Un pediatra quien reviso la evaluacién realizada a los lactantes.

7.2. Recursos econdémicos

La investigacion se financié a partir de una beca CONACYT para
estudiante de maestria, con numero de CVU: 828962

Los recursos econdmicos fueron cubiertos por el Laboratorio de
Investigacion Traslacional en Farmacologia de la Facultad de
Medicina UASLP.

7.3. Recursos materiales

Bascula pediatrica marca Beurer, capacidad minima 100g vy
graduacion de 5g.

Infantdmetro marca Seca, con rango de medicion de 0-99cm y con
divison de mm.

Cinta de antropometria marca Seca, de hasta 205cm y con division

mm.
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VIil. RESULTADOS.

8.1. Caracteristicas basales de la poblacion.
Se recolectaron 30 pacientes, con una proporcién de 50 y 50% para cada sexo, con
rango de edad entre uno y seis meses. La media de IMC fue de 16.2+1.9 Kg/m?, en el
percentil del IMC/E fue de 44.5+30.7, mientras que en el percentil P/L fue de 46.2+30.6,
a partir de ellos el 13.3% de la poblacion fue clasificado con sobrepeso u obesidad de

acuerdo con los puntos de corte de la OMS (Tabla 1).

El 56.7% de los lactantes nacieron por parto vaginal, 23.3% refirieron recibir lactancia
materna exclusiva, con un promedio de duracién de 25.5+90 dias, el 33.3% recibio al
menos una dosificacion de antibidticos en los meses previos de ingreso al estudio con
una duracién de entre 5 a 10 dias, y el 26.7% suplementacion con algun producto con

probioticos, prebidticos y/o simbidticos.

Variable n=30
Sexo (Femenino) 50.0%
Edad (Meses) 4+1.8
Indice de Masa Corporal 16.2+1.9 Kg/m?
Percentil de IMC/E 44.5 + 30.7
Percentil de P/L 46.2 + 30.6
% Peso/Longitud 99.7 +10.1
Sobrepeso/Obesidad (IMC/E) 13.3%
Sobrepeso/Obesidad (P/L) 13.3%
Tipo de nacimiento (Parto) 56.7%
Dias de LM 25.5 + 90.0*
Patrén alimentario (LM) 23.3%
Toma de antibiéticos 33.3%
Dias de toma de antibibtico 0.0+7.0*
Suplementacién 26.7%
Indice Firmicutes/Bacteroidetes 0.8 + 3.1*
Log IF/B -0.6 +4.2

Tabla 2. Descripcion de las variables antropométricas y los moduladores ambientales de la microbiota
intestinal en la poblacion estudiada. Las variables marcadas con * se presentan como mediana y
rangos intercuartilicos. IMC/E: indice de Masa Corporal para la Edad., P/L: peso para la longitud., LM:
lactancia materna exclusiva. Log IF/B: Logaritmo del indice Firmicutes/Bacteroidetes.

Respecto al indice Firmicutes/Bacteroidetes, la transformacion logaritmica mostré una

media de -0.6+4.2 en Unidades de Abundancia Relativa.
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8.2. Relacién del indice Firmicutes/Bacteroidetes y la puntuacién

percentilar del pesol/longitud.

Se realizd el analisis de la relacién entre el indice Firmicutes/Bacteroidetes en
transformacién logaritmica y la puntuacién percentilar del Peso/Longitud, mediante
correlacién de Spearman, se determind una Rho de 0.093 (IC -0.27 a 0.43) p=0.623,

observandose una relacion ligeramente positiva no significativa estadisticamente

(Figura 1).
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Figura 2. Relacion del percentil P/L y el indice Firmicutes/Bacteroidetes, Rho de Spearman 0.093 (IC-
0.27 a 0.43) p=0.623.
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8.3. indice Firmicutes/Bacteroidetes y sus moduladores ambientales.
Por analisis de regresion lineal multiple se evaluo la variabilidad del indice
Firmicutes/Bacteroidetes en escala logaritmica, explicado por los moduladores
ambientales: Tipo de nacimiento, dias de lactancia materna exclusiva, y dias de toma
de antibidticos (Tabla 2).

Variable Estimado Error Valor p Eta?
estandar

Nacimiento (Parto) 3.217 1.545 0.047* 0.142

Dias de LM -0.003 0.011 0.799 0.002

Dias de Toma de AB -0.061 0.208 0.769 0.003

Tabla 3. Modelo de regresion lineal que explica la variabilidad en el indice de Firmicutes/Bacteroidetes
en escala log. R? ajustada 0.064, valor p=0.197.

En este modelo la variable nacimiento por parto vaginal, muestra asociacién positiva
con el indice Firmicutes/Bacteroidetes (p=0.047, eta?= 0.14), el modelo completo no

mostro significancia estadistica y una eta?= 0.19.

Debido a estos resultados se desarrolld otro modelo explicando la variabilidad del
indice Firmicutes/Bacteroidetes en escala logaritmica explicado por edad (meses), tipo

de nacimiento y suplementacion de prebidticos, probidticos y simbidticos.

De este modelo las variables edad (meses) y nacimiento (parto vaginal) se relacionan
con el indice Firmicutes/Bacteroidetes (p=0.029 y 0.019, respectivamente), en el caso
de la suplementacién con prebidticos, probidticos y simbidticos, no se logré visualizar

la significancia estadistica con este modulador.

El modelo completo logré explicar el 26.1% de la variabilidad de la escala logaritmica

del indice Firmicutes/Bacteroidetes, con un valor de p= 0.012.



33

A partir de este modelo (Tabla 3), se realizd el ajuste del indice
Firmicutes/Bacteroidetes, para a evaluar nuevamente la relacién con la puntuacion

percentilar de Peso/Longitud.

Variable Estimado Error Valor p Eta?
estandar

Edad -0.895 0.390 0.029* 0.168

Nacimiento (Parto) 3.399 1.369 0.019* 0.191

Suplementacion (Si) 2.905 1.569 0.075 0.116

Tabla 4. Modelo de regresion lineal para ajuste de la variabilidad en el indice de
Firmicutes/Bacteroidetes. Escala log. R? ajustada 0.261, valor p=0.012.
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8.4. Relacién indice Firmicutes/Bacteroidetes ajustado y la puntuacién
percentilar de peso/longitud.

Con el ajuste de la variable indice Firmicutes/Bacteroidetes se evaluo la relacién con

la puntuacién percentilar Peso/Longitud, obteniéndose una Rho de Spearman 0.118

(IC-0.25a0.45, p=0.531), mejorando la relacion a pesar de observar que los intervalos

de confianza cruzan la unidad perdiendo la significancia estadistica (Figura 2).
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Figura 3. Relacion del percentil P/L y el indice Firmicutes/Bacteroidetes, Rho de Spearman 0.118 (IC-
0.25 a 0.45) p=0.531.
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8.5. Relacién del indice Firmicutes/Bacteroidetes ajustado y el porcentaje
del pesol/longitud. indice de Waterlow.

Se evaluo la relacion del indice con el porcentaje del peso para la longitud, de acuerdo

con lo propuesto por Waterlow. Este resultado fue similar a al reportado con la

puntuacion percentilar peso/longitud, con una Rho de Spearman 0.118 (IC -0.25 a

0.45, p=0.557), sin obtenerse significancia estadistica (Figura 3).
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Figura 4. Relacion del porcentaje P/L (indice de Waterlow) y el indice Firmicutes/Bacteroidetes, Rho
de Spearman 0.118 (1C-0.25 a 0.45) p=0.557.
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8.6. Comparacién del indice Firmicutes/Bacteroidetes de acuerdo con el
estado de nutricion con los puntos de corte para P/L propuesto por la

OMS.
De acuerdo con la distribucion grafica observada en el andlisis previo se realizé la
comparaciéon del indice Firmicutes/Bacteroidetes entre las clasificaciones del estado
de nutricién. Se identifico una frecuencia combinada de sobrepeso y obesidad de
13.3%, para el caso de desnutricion una frecuencia de 6% y resto un estado de

nutricion normal (Tabla 4).

Grupo n (%) indice
Firmicutes/Bacteroidetes
Desnutricién 2 (6%) 0.994 + 2.533 UAR
Peso normal 24 (80%) -1.119 + 2.17 UAR
SBP/Obesidad = 4 (13.3%) 1.720 £ 2.75 UAR

Tabla 5. indice Firmicutes/Bacteroidetes de acuerdo con las clasificaciones del estado de nutricion. Se
presenta media y desviacion estandar. UAR. Unidades de Abundancia Relativa.

A partir de la comparacién entre las clasificaciones del estado de nutricion se
observaron valores mayores en ambos extremos de la malnutricion (Desnutricién y
Sobrepeso/Obesidad), en comparacion con el estado de nutricion normal; sin
embargo, estas diferencias no lograron ser estadisticamente significativas.
(Desnutricion Vs Estado normal p=0.646, Sobrepeso/Obesidad Vs Estado normal
p=0.084) (Figura 4).
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Figura 5. Analisis de la indice Firmicutes/Bacteroidetes de acuerdo con el estado de nutricién. Se
presenta media y desviacion estandar. UAR. Unidades de Abundancia Relativa.
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9. DISCUSIONES.

El incremento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad, tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo, ha generado gran interés en el estudio de
mecanismos fisiopatoldgicos que contribuyan en la explicacién del incremento de esta

epidemia, y en el desarrollo de estrategias de prevencién y tratamiento.

En esta linea, se ha identificado la importante participacion importante de la microbiota
intestinal en el incremento del peso corporal®”), asi como el uso de estrategias
moduladoras de consumo de prebidticos, probidticos y simbidticos para la reduccion
del peso corporal®?); sin embargo, poco se ha estudiado del papel del ambiente
microbiano en el desarrollo de sobrepeso y obesidad en edades tempranas de la vida.
Es asi como la realizacién de este trabajo aportara conocimientos a los vacios en esta

linea de investigacién en poblacién pediatrica.

Se logro la recoleccién de 30 lactantes menores, con una proporcion 50% para cada
sexo, asegurando una adecuada representacion de ambos, situacion no necesaria, ya
que las diferencias sexuales en esta etapa temprana de la vida no afectan en el perfil

microbiano intestinal®®).

En nuestra muestra, el 6% de la poblacion presentd desnutricion de acuerdo con el
puntaje percentilar de peso/longitud y el punto de corte propuesto por la OMS. Esta
frecuencia es mayor en 2.2 puntos porcentuales a la reportada en la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion a Medio Camino 2016 (ENSANUT-MC 2016),5®) para menores de
cinco anos esto debido al muestreo por conveniencia que hemos realizado. Situacion
similar sucedié en el diagnostico de sobrepeso y obesidad, donde el 13.3% de la
poblacién se ubicd en este grado, en comparacion con lo reportado en la ENSANUT-
MC 2016 de 6.15%“9),

Al comparar con la frecuencia de sobrepeso/obesidad en nifios de guarderias de Baja
California Sur, nuestros datos reportan 4 puntos porcentuales por debajo del mostrado
en las guarderias (17.3% Vs 13.3%)“"). Si bien en un inicio se consideré a esta
poblacién como blanco en la realizacién de nuestro estudio, al final de este la mayor
proporcion de nuestros lactantes menores no asistian a dichos servicios y recibian en

mayor medida un patron alimentario caracterizado por lactancia materna exclusiva
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(23.3%). Esta frecuencia es de destacar, ya que es mayor a la reportada en la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricién del 2012 (ENSANUT 2012), donde sélo el

14.4% de los menores de seis meses recibian lactancia materna exclusiva®4°9),

Asi como la lactancia materna es un modulador de |la microbiota intestinal, el tipo de
nacimiento, toma de antibidticos y toma de suplementos que contienen probidticos,
prebidticos y/o simbidticos son moduladores importantes. En México, de acuerdo con
el reporte de la ENSANUT 2012, la resolucion de los nacimientos por parto vaginal ha
disminuido del 70% en el 2000 al 54.9% en el 2012(%), siendo menor a lo identificado
en nuestra muestra, donde el 56.7% de los lactantes fueron nacidos por parto vaginal.
En nuestros resultados se documenté que 33.3% de la muestra tomé antibidticos en

los meses previos a la entrevista, con una duracién de 7 a 10 dias por ocasion.

A partir de la influencia de estos moduladores, se identificé una media de 0.8 + 3.1 en
el indice Firmicutes/Bacteroidetes; sin embargo, como se comentoé en el apartado de
antecedentes, no se cuenta actualmente con informacion similar para los rangos de
edad reportado en nuestro estudio. En el estudio de Estrada-Velasco et al, en
escolares mexicanos, se reportd una media en el indice Firmicutes/Bacteroidetes de
0.8 para el grupo de estado de nutricion normal y 2.15 para el grupo de
sobrepeso/obesidad(”). En adultos jévenes ucranianos, Koliada et al, reportaron una
media 0.8 para el estado de nutricion normal, incrementandose dicha media al
incrementarse el IMC, 1.3 para sobrepeso y 1.6 para obesidad®®®). En adultos mayores
espanoles, Haro et al, reportaron un indice de 1.25 en sujetos con IMC menor a 30,

1.35 en sujetos con IMC entre 30-33; y 1.15 en pacientes con IMC >33(57),

La evidencia actual, ha identificado que los moduladores influyen en el perfil de la
microbiota intestinal y a su vez en el posible efecto del estado de salud y
nutricion(”51.5859)  Por ello se realizaron los modelos de regresion lineal donde se
identific6 que el tipo de nacimiento, edad del lactante y la suplementacion con
probidticos, prebidticos y/o simbidticos, explican de forma adecuada la variabilidad del

indice Firmicutes/Bacteroidetes.

Si bien en nuestro estudio no se identificd significancia estadistica, pero pareciera

presentarse una posible relacion positiva, que, de acuerdo con lo reportado en estudios
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previos, un mayor indice Firmicutes/Bacteroidetes, se relaciona a mayor incremento
de peso, tanto en escolares, adolescentes y adultos”); siendo nuestro estudio de los
primeros en documentar dicha relacidon en lactantes menores de seis meses. Es asi
que para confirmar estos resultados se deben de realizar un recalculo del tamafio

muestral, ya que nuestro calculo se basé en una relacién esperada de 0.30.

Dentro del analisis de nuestros resultados, parece que en ambos extremos de la
malnutricidon (desnutricidon y sobrepeso/obesidad), se presentaban niveles mayores del
indice Firmicutes/Bacteroidetes en comparacion con el grupo de estado de nutricion
normal. Si bien estos resultados no fueron estadisticamente significativos y los grupos
no se encontraban balanceados, pero estos hallazgos irian de la mano con lo mostrado
en estudios previos, como los de Fluitman et al®®, y Million et al®"), describiendo
disminucién en la diversidad bacteriana, bacterias del filo bacteroidetes y aumento en
bacterias del filo Firmicutes. Asi como se reportan esos hallazgos, Gordon et al®?), y
de Clercq et al®®), identificaron que en la microbiota intestinal de nifios desnutridos, se
presentaban algunos genes relacionados a una mayor sintesis de micronutrimentos
(complejo B), explicando asi que la microbiota podria participar modulando el efecto

del déficit alimentario en la desnutricion.

Sin embargo, los resultados reportados en los estudios previos corresponden a datos
de nifios con desnutricion grave, proveniente de paises catalogados como de bajos o
muy bajos ingresos, siendo asi que nuestro estudio es uno de los primeros en
identificar dicha caracteristica en una poblaciéon proveniente de una zona urbana con
una prevalencia de desnutricion baja, siendo de especial interés identificar continuar

la linea de investigacion y explorar esta caracteristica.

De igual forma, el aumentar el tamafio muestral, asi como incluir a una poblacién con
mayor variabilidad entre los moduladores ambientales de la microbiota intestinal (tipo
de nacimiento, toma de lactancia materna, toma de antibiéticos, uso de
suplementacién y otros), nos permitiria confirmar si estos influyen de alguna manera
en la variabilidad del indice Firmicutes/Bacteroidetes; asi como su efecto en el estado
de nutricién y salud de lactantes menores. Esto es de especial interés, ya que no fue

posible estudiar el efecto de muchos otros moduladores de la microbiota intestinal.
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10. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS.

Para cumplir con el objetivo principal de este estudio, se diseid una técnica de
extraccion de DNA bacteriano, proveniente de muestra fecal, asi como una técnica
para la determinacion del indice Firmicutes/Bacteroidetes por medio de qPCR, esto a
partir de técnicas previamente reportadas en la literatura, siendo una medicidon

subrogada de la riqueza bacteriana y el perfil de la microbiota intestinal.

Si bien la medicion de dicho indice ya se habia realizado por gPCR con anterioridad
es importante mencionar que es una técnica que brinda menor informacién que la
Secuenciacion Masiva de Segunda Generacion (NGS), lo que podria haber influido en

los resultados encontrados en nuestro estudio.

Una siguiente limitante identificada en este trabajo fueron los grupos no balanceados
entre las distintas clasificaciones del estado de nutricion, teniendo el mayor porcentaje
en estado de nutricion normal, asi como un agrupamiento muy similar entre los factores

moduladores de la microbiota intestinal.

Otra limitante importante, es el sesgo de memoria en los padres de los lactantes
menores participantes quienes, a pesar de realizarse por entrevista directa, mostraron
dificultades para recordar algunas de los datos solicitados en el llenado del formato de

recolecciéon de datos.

Sabiendo que estas limitantes se pueden atender de forma adecuada en el analisis de
los resultados, encontramos las perspectivas de continuidad de la linea de

investigacion.

e De acuerdo con las ligeras diferencias entre los grupos del estado de nutricion,
se recalculd la muestra para asi poder identificar de forma certera si el indice
Firmicutes/Bacteroidetes esta elevado en ambos extremos del estado de
nutricion. Se obtuvo una n de 16 sujetos por grupos, a partir del recalculo con
la formula Power Calculation for Balanced One-Way Analysis of Variances
Tests, con una varianza entre-sujetos de 17.42, una variabilidad intra-sujeto de

51.66, con un poder de 80% Y significancia estadistica de 0.05.
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11. CONCLUSIONES.

Se determiné el el indice Firmicutes/Bacteroidetes con una media de  -0.6+4.2, en
su transformacion logaritmica. La media de la puntuacion percentilar del peso para la
longitud fue de 46.2+30.6, clasificando al 13.3% de los lactantes menores con

sobrepeso u obesidad.

El patrén principal de los moduladores ambientales de la microbiota intestinal se
caracterizé por nacimientos por parto vaginal (56.7%), lactancia materna exclusiva
(23.3%), toma de antibidticos (33.3%) y la toma de suplementacion con prebidticos,

probidticos y/o simbidticos (26.7%).

Los moduladores que influyen en la variabilidad del indice Firmicutes/Bacteroidetes
fueron: tipo de nacimiento, suplementacion y edad del lactante, moduladores por los
cuales se ajusto el indice Firmicutes/Bacteroidetes y se realizé el andlisis de relacion
con la puntuacion percentilar de peso/longitud, con un resultado de Rho de Spearman
de 0.118 (IC -0.25 a 0.45, p=0.531).

En la identificacion de las limitantes del estudio se logré comparar el indice
Firmicutes/Bacteroidetes entre los grupos clasificados por el estado de nutricion,
observandose que en extremos de la malnutricion se presentan ligeramente mayores
niveles del indice Firmicutes/Bacteroidetes, resultados no estadisticamente
significativos, pero que son una caracteristica de especial interés para la continuidad

de esta linea de investigacion.
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ANEXO 1. FUNCIONES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Funcion de la
microbiota
intestinal

Caracteristicas

Metabolismo de
nutrimentos

Inmunomodulacion

Funcion
antimicrobiana

Integridad de la
barrera intestinal y
estructura del TG/

. Fermentacion de oligosacaridos no digeribles por el ser

humano, para producir acidos grasos de cadena corta
(butirato, propionato y acetato)(64)

Bloquea la inhibicién de la actividad de la lipoproteinlipasa en
adipocitos y la bacteria Bacteroides thetaiotaomicron
aumenta la eficiencia de la hidrdlisis lipidica, regulando la
expresion de la colipasa; requerida por la lipasa pancreatica
para la digestion de los lipidos (65)

Algunas bacterias del género Lactobacillus participan en la
degradacion de proteinas y en la conversion de aminoacidos
a moléculas de sefalizacion y péptidos antimicrobianos.(36)
Sintesis de algunas vitaminas del complejo B y vitamina K.
Metabolizacion y activacién de polifenoles (36,66,67).

= o

. En conjunto con el sistema inmune innato y adaptativo:

produce y activa células del tejido linfoide asociado al tubo
digestivo (GALT), células T, células B, células linfoides
innatas grupo 3 (ILCs Group 3), macréfagos y células
dendriticas (68,69).

. En el intestino grueso: produce moco, constituido de

glicoproteinas y mucinas secretadas por las células
caliciformes, que mantiene a los microbios en el lumen
intestinal lejos del contacto epitelial. en intestinal lejos del
contacto epitelial, predominantemente en el intestino grueso
(70).

En el intestino delgado: induce la sintesis de proteinas
antimicrobiales: catelicidinas y lectinas tipo C, a través sus
componentes estructurales y metabolitos (71,72).

. La bacteria Bacteroides

thetaiotaomicron, induce la
expresion de Proteina Pequefia Rica en Prolina 2A,
necesaria para mantener los desmosomas de las
vellosidades intestinales (73).

. Desarrollo de la mucosa intestinal, induciendo al Factor de

Transcripcién Angiogénica 3; involucrado en el desarrollo de
la microvasculatura intestinal(74).

Tabla 1. Funciones de la microbiota intestinal en la fisiologia del hospedador.
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PRESENTE

A través de este medio se hace de su conocimiento que, con fecha 11 de abril del
presente afo, en sesién ordinaria, se dictamino el protocolo denominado “Relacién
del indice firmicutes/bacteroidetes, sus moduladores ambientales y la
composicidn corporal de lactantes menores”

el cual queda en calidad de:

ACEPTADO PARA SU IMPLEMENTACION

Por lo que puede proceder con la aplicacién del mismo de acuerdo con su

descripcién de cronograma de actividades presentado.

ATENTAMENTE

L. E. NASARIA GONZA ﬁz REYES, MAAAE.
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ANEXO 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO

¥

e,
‘TUracr

FACULTAD DE
MEDICINA

{

Universidad Auténoma de San Luis Potosi
Facultad de Medicina - Maestria en Ciencias en Investigacién Clinica
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Con fundamento en la Ley General de Salud Titulo Quinto Capitulo Unico.
Investigacidn para la Salud Art. 102 y 103.
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud, Titulo Segundo Capitulo I.
De los aspectos Eticos de la investigacion en Seres Humanos.
Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012,
Que establece los criterios para la ejecucidn de proyectos de investigacion para Salud en seres humanos.

Titulo del estudio. Relaciéon del indices Firmicutes/Bacteroidetes, sus moduladores
ambientales y el percentil del IMC/E en lactantes menores.

Nombre de los | LN. Rafael Antonio Almendra Pegueros

investigadores principales D. en C. Ursula Fabiola Medina Moreno

Institucion Dpto. de Epidemiologia Clinica, Laboratorio de Investigacion Traslacional en
Farmacologia, Facultad de Medicina, U.A.S.L.P.

Teléfono de contacto LN. Rafael Antonio Almendra Pegueros
444 323 0522

Estimado (a) padre/madre del menor: .
Se le estd invitando a participar en el presente estudio de investigacidn, titulado: “Relacién del indices
Firmicutes/Bacteroidetes, sus moduladores ambientales y el percentil del IMC/E en lactantes menores”, de
manera gratuita. La participacidn de su hijo (a) en este estudio es totalmente voluntaria.

A continuacién, en este formato de consentimiento informado se le dara a conocer el objetivo y propdsito de esta
investigacidon, cada uno de los procedimientos que se realizaran, beneficios, riesgos conocidos, molestias,
precauciones del estudio incluyendo la duracién y la naturaleza de su participaciéon. Para obtener el
consentimiento informado, es necesario que usted entienda cada palabra aqui escrita y en cualquier momento
que tenga alguna duda, estard en la absoluta libertad de preguntar sobre cualquier aspecto relacionado al
protocolo o sus procedimientos.

Usted tiene el derecho de solicitar que su hijo (a) sea retirado del estudio en cualquier momento, sin que por ello,
se perjudique su atencién en el centro de atencion, guarderia o estancia: (nombre del centro):

“« ”

Para que pueda formar parte de este proyecto es necesario que una vez aclarada todas sus dudas, usted firme y
feche este documento con la presencia de dos testigos y posteriormente recibira una copia del mismo.

La Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi (UASLP), a través de la Maestria en
Ciencias en Investigacion Clinica; estd realizando este proyecto de investigacion el cual tiene como objetivo:

Relacionar el indice Firmicutes/Bacteroidetes, sus moduladores ambientales con la puntuacion percentilar del
indice de Masa Corporal para la edad en lactantes menores.
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Propésito (Justificacidn) de la investigacion.

Actualmente nuestro pais presenta un aumento en los casos de sobrepeso y obesidad infantil; condicionando a
que estos nifios presenten enfermedades como diabetes, hipertension arterial y problemas metabdlicos a corta
edad. Junto a lo anterior se ha encontrado relacién entre las bacterias que habitan los intestinos (microbiota
intestinal), con los casos de sobrepeso y obesidad.

La participacién de su hijo contribuira al estudio de esta relacidon, de la cual, en un futuro se podran crear
estrategias de prevencidn y tratamiento del sobrepeso y obesidad.

Tipo de intervencion a realizarse en el proyecto.

Su hijo (a) ha sido seleccionado ya que cumple con las siguientes caracteristicas: tiene 6 meses de edad, reside
en la ciudad de San Luis Potosi, no presenta alguna enfermedad y nacié a término (nacido a partir de las 36
semanas de gestacion). En caso de que su hijo (a) no cumpla con los criterios antes mencionados es necesario lo
notifique.

Procedimientos:
Si usted acepta que su hijo (a) participe en este estudio, ocurrira lo siguiente:

1. Respondera un cuestionario que incluye preguntas referentes a la gestacién, y nacimiento de su hijo;
preguntas referentes a la alimentacion (tipo, frecuencia) y toma de antibidticos en los tltimos seis meses.

2. Asu hijo se le realizaran los siguientes procedimientos menores:

a. Antropometria: Se le medira el peso corporal, talla, circunferencia abdominal y circunferencia
cefdlica. El peso serd tomado con un tallimetro portatil especial para lactantes. El peso corporal
con una bascula calibrada y autorizada para su uso en lactantes. Las circunferencias seran
tomadas con cinta métrica, calibrada para dichas mediciones.

Para los procedimientos anteriores se requiere que su hijo se encuentre con la menor cantidad de ropa, asi

como con un pafial seco. Estos procedimientos son seguros, no invasivos y se realizan por personal

capacitado.

3. Se le solicitara una muestra fecal de su hijo, misma que debera ser tomada en la mafiana en la cual se
realice la medicién. Para ello se le entregara un manual de cémo hacer la toma de muestra y un
reservorio en cual debera contenerla y entregarla el dia de las mediciones. Esta muestra nos permitira
conocer la composicion de bacterias del intestino de su hijo (a) (microbiota intestinal).

4. Las muestras fecales de su hijo seran conservadas para estudios futuros derivados del presente estudio,
en los cuales se realizard la extraccion de ADN (material genético de las bacterias presentes en el
intestino). Los cuales se realizaran en el afio inmediato a la toma y se secuenciara el gen 16S (propio de
bacterias).

Beneficios: Si usted acepta que su hijo (a) participe en el estudio, recibira de beneficio el control del nifio sano de
su hijo (a) mismo que es requerido por la NOM-008-SSA2-1993, Control de la nutricién crecimiento y desarrollo
del nifio y del adolescente. Criterios y procedimientos para la prestacion del servicio, y serd avalado por un
médico pediatra, entregandole un reporte de los resultados sin costo. Ademas, su participacidén contribuira a la
investigacion de la obesidad y sus comorbilidades en edad pediatrica; ya que se trata de un problema de salud
importante a nivel mundial.

Confidencialidad: Los datos personales recabados serdn protegidos, incorporados y tratados con fundamento en
el Art. 4/0. de la Constitucidn Politica de los Estados Unidos Mexicanos donde establece el derecho a la proteccién
de la salud que tiene toda persona; Articulos 1/0., 23, 24, 32 y 33 principalmente de la Ley General de Salud que
establece las bases y modalidades para el acceso a los servicios de salud; Articulos 8, 9 y 10 del Reglamento
General de Salud, en materia de prestacion de servicios de atencion médica; Articulo 20 de la Ley Federal de
Transparencia y Acceso a la Informacion publica gubernamental y Articulo 48 de su reglamento, cuya finalidad es
integrar un registro que proporcione la capacidad de definir con precisién y diligencia la situacién clinica del
paciente; y la NOM-004-SSA3-2012 del expediente clinico, relativa a la confidencialidad de la informacion
contenida en el mismo el cual fue registrado en el listado del sistema de datos personales ante el Instituto Federal
de Acceso a la Informacion Publica (www.ifai.org.mx) y podran ser transmitidos de conformidad con lo previsto
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por la Ley de la materia. Lo anterior se informa en cumplimiento del Art. 17 de los lineamientos generales de
proteccién de datos personales, publicados en el Diario Oficial de la Federacion el 30 de septiembre del afio 2005.

Toda la informacidén que usted nos proporcione referente a la situacion de su hijo (a), serd de caracter
estrictamente confidencial y sera utilizada sdlo por el grupo de investigacidon del proyecto y no estara disponible
ara ningun otro propdésito. Su hijo (a) quedara identificado (a) con un ndmero y no con su nombre. Las muestras
fecales son catalogadas como residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y por esta razén durante el curso de la
investigacidn sus muestras no podran serle devueltas. Es posible que las muestras fecales de su hijo, asi como la
informacion que se obtengan como resultado de este proyecto puedan ser usadas en proyectos relacionados con
este estudio. Si queda algo de la muestra se podra conservar por los investigadores hasta por cinco afios.

Riesgos potenciales/compensacion: Los riesgos potenciales que puede tener este estudio son minimos. Si alguna
pregunta le hicieran sentir un poco incémodo (a), tiene el derecho de no responderla. En la toma de muestra
fecal; asi como en las mediciones explicadas en el procedimiento nimero 2, no existen riesgos potenciales que
puedan dafiar la integridad de su hijo (a). Sin embargo, es necesario mencionar que todas las mediciones seran
realizadas por profesionales capacitados. Usted no recibird ningin pago por participar en el estudio, pero
tampoco implicara algun costo para usted.

Participacion Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted esta en
plena libertad de negarse que su hijo (a) participe, asi como de retirar su participacién del mismo en cualquier
momento. Sin que esto afecte la atencidn que se le brinde a su hijo (a) en este guarderia o estancia infantil.

Numeros a contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion respecto al proyecto, por favor
comuniquese con el investigador responsable del proyecto: LN. Rafael Antonio Almendra Pegueros al siguiente
numero de teléfono: 444 323 0522. Si usted tiene preguntas generales relacionadas con sus derechos como
participante de un estudio de investigacién puede comunicarse con el coordinador del Comité Estatal de Etica en
Investigacién: Dr. Antonio Gordillo Moscoso al teléfono 01 444 826 2342 ext. 6688 en un horario de 9:00-13:00
hrs. Si usted acepta que su hijo (a) participe en el estudio, le entregaremos una copia de este documento que le
pedimos sea tan amable de firmar. La investigacion es un proceso largo y complejo, el obtener los resultados
finales del proyecto puede tomar varios meses o inclusive ainos.

He leido el contenido de esta hoja de consentimiento, y se me ha dado una copia de la misma. Mi firma en este
documento que soy mayor de edad, que tengo la capacidad legar para consentir y consiento la participacion de
mi hijo (a) en el estudio.

Nombre y firma del padre o madre: Nombre y firma testigo 1:
(Fecha y hora) (Fecha y hora)
Nombre y firma del investigador: Nombre y firma testigo 2:
(Fecha y hora) (Fecha y hora)

San Luis Potosi, S.L.P a de del 2017.
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ANEXO 4. AVISO DE PRIVACIDAD.

AVISO DE PRIVACIDAD
Con fundamento en la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesidn de los Particulares
Capitulo Il de los Principios de Proteccién de Datos Personales articulo 15y 16 ley publicada en el diario
oficial de la federacién el 5 de julio de 2010.
POR FAVOR LEA CUIDADOSAMENTE Y DE FORMA RESPONSABLE, LA PROTECCION DE SUS DATOS
PERSONALES
Para efecto de oir y recibir todo tipo de notificaciones con respecto a los derechos de acceso,
rectificacion, cancelacién, oposicién o revocaciéon contenidos VII, VIl y IX del presente aviso de
privacidad, se le proporciona los siguientes datos de contacto:

Titulo del estudio: Relacion de la composicidn de la microbiota intestinal, sus modulares ambientales
y la composicién corporal de lactantes de San Luis Potosi.
Investigadores responsables: LN. Rafael A. Alimendra Pegueros, M. en C. América Susana Mares Garcia
y Dra. en C. Ursula Fabiola Medina Moreno.
Institucién: Dpto. de Epidemiologia Clinica, Laboratorio de Investigacion Traslacional en Farmacologia,
Facultad de Medicina, U.A.S.L.P.
Contacto: LN. Rafael A. Almendra Pegueros. Tel. Cel. 444 323 0522
INFORMACION QUE SE LE SOLICITARA:
Su informacidn personal sera utilizada con la finalidad de: Relacionar el perfil de la microbiota intestinal
con la composicion corporal de lactantes a los seis meses de edad; y asociar la composicion de la
microbiota intestinal con sus moduladores ambientales, para lo cual requerimos obtener los siguientes
datos personales: nombre, direccion y numero de teléfono, asi como otros datos considerados como
sensibles de acuerdo a la Ley Federal de Proteccidn de Datos Personales en Posesién de los Particulares,
tales como: tipo de nacimiento de su hijo, toma de leche materna, toma de antibidticos, estado de salud
previo y actual.
Es importante que usted sepa que todo el equipo de investigacion que colabora en este estudio se
compromete a que todos los datos proporcionados por usted sean tratados bajo medidas de seguridad
y garantizando siempre su confidencialidad. En el caso de este proyecto las medidas que se tomaran
para ello seran: Peso, talla, circunferencia media de brazo, circunferencia de abdomen y andlisis de la
composicion corporal para obtencion del porcentaje de masa grasa.
Usted tiene derecho de acceder, rectificar y cancelar sus datos personales, asi como de oponerse al
meno de los mismo o anular el consentimiento que nos haya otorgado para tal fin, presentando una
carta dirigida al investigador principal: LN. Rafael A. Almendra Pegueros, Dpto. de Epidemiologia Clinica,
Laboratorio de Investigacidn Traslacional en Farmacologia, Facultad de Medicina, U.A.S.L.P. Tel. Cel.
444 323 0522
DECLARACION DE CONFORMIDAD: Si usted no manifiesta oposicién para que sus datos personales
se compartan con las instancias mencionadas, se entendera que ha otorgado su consentimiento
para ello.
En caso de no estar de acuerdo favor de marcar en la siguiente linea.

No consiento que mis datos personales sean transferidos en los términos que seiala el
presente aviso de privacidad.
Nombre y firma autdgrafa del titular:

San Luis Potosi, S.L.P. a de del20__




ANEXO 5. FOLLETO DE INVITACION.

¢ Cuales son mis beneficios al
participar?

Se les entregara el diagndstico
completo del estado de nutricidon
de su hijo, para identificar
crecimiento y prevencion de
enfermedades.

Se diseflard un manualde
alimentaciéon complementaria que
ird de la mano con el estado de
nutricion de su hijo, favoreciendo
su crecimiento y para prevenir la
presencia de enfermedades como
sobrepeso y obesidad.

Por ultimo nos ayudard a comprender un
poco mds de la epidemia del sobrepeso y
obesidad infantil, para con ello poder
plantear nuevas estrategias de prevencion.

-
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En caso de que existiera alguna duda, o deseara
mayor informacion, le facilitamos los siguientes

medios de comunicacion.

LN. Rafael A. Alimendra Pegueros
Estudiante de la Maestria en
Ciencias en Investigacidon Clinica
Facultad de Medicina, UASLP.

Tel. 01 444 826 2342 ext 6688
Tel. Cel. 444 323 0522
ralmendrap@gmail.com

Contamos con a colaboracién de:

Dra. Ursula Medina Moreno
Dr. Antonio Gordillo Moscoso

Dpto. de Epidemioogia Clinica
Facultad de Medicina, UASLP.
Tel. 01 444 826 2342 ext 6688
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moduladores ambientales y la

composicion corporal de lactantes
menores

Facultad de Medicina, UASLP.

Participa con nosotros
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Estimado padre de familia: ¢Mihijo o hija puede participar? ¢Qué debo hacer siacepto que mi

Te invitamos a participar en el protocolo de S_])su pequefio debe CUMPLIR lo siguiente: KZ) hijo o hija participe?
investigacion “Relacién  del Inidce ___Entre 40 dias y 6 meses de edad = a)Ambos padres deberan leery firmarel

firmicutes/bacteroidetes, sus moduladores

v nsentimiento inf ado | aviso de
ambientales y la composicién corporal de _Nofu.e premat-uro . i “:Nacri‘da"c; ento inform y elaviso
Jactantes menores”. No tienen diagndstico de ninguna P .

enfermedad al nacimiento b) Donar un pafial con la primera muestra
éTe preguntards por qué? No presentan infeccidn activa (diarrea fecal del dia.
al momento de la muestra) Si usted acepta, regrese la parte desprendible de
‘ En el 2012 se reporté que en este folletoy el dia anterior a la toma de muestra se
México, el 9.7% de nifos Sl cumple con las caracteristicas le enviara el cuestionario de informacién y el panal
. X anteriores por supuesto que si . - .
menores de 5 afios tenian que su hijo o hija usaran ese dia para colectar la
sobrepeso u obesidad. muestra fecal.
(ENSANUT, 2012) N
Ce 22 e eon .
- c) Los padres deberdn contestar el cuestionario con informacién de los
primeros dias de vida de su pequeiio. NO HAY RESPUESTA MALA O BUENA. Si

existiera alguna duda estamos para apoyarlos.

éPor qué es importante para mi o mi
hijo o hija?
La presencia de obesidad en edades temprana, ‘\ o
aumenta el riesgo de padecer enfermedades -

como diabetes, presién alta, niveles elevados de o 4, Bl dia de la toma de muestra usted debera:
colesterol y otras. Estas enfermedades 1. Devolver el cuestionario contestado.
disminuyen la calidad de vida y el oéptimo 2. Entregar el paial dentro de una bolsita Ziploc que se les entregara previamente
crecimiento y desarrollo de los nifios. identificada.

¢Qué haremos nosotros?
Actualmente se ha 1. Realizaremos medidas de Peso, talla, circunferencia de la cabezay de brazo, para
documentado la posible . conocer el estado de nutricién de su pequefio.

relacion entre bacterias ' | 2

. El pafal que nos entregard serd llevado al Laboratorio, donde tomaremos 4
que se encuentran en

nuestros intestinos con el partes de la muestra y se colocardn en contenedores adecuados para su
desarrollo de sobrepeso y \ procesamiento. - B ‘
obesidad. . Procesaremos todos los datos de su hijo o hija para posterior entregarle los
beneficios por participar.
Por ello buscamos identificar

la relacién entre bacterias ! e . .
intestinales : Si acepta que su hijo participe favor de regresar esta

(firmicutes/bacteroidetes), i parte con los siguientes datos:
con sus moduladores : Nombre de su hijo:
ambientales (tipo de :
nacimiento, lactancia

materna, toma de : Nombre de mama o papa:
antibidticns) v la nresencia de :

Teléfono de contacto:
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ANEXO 6. FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS.

Formato de registro
“Relacion del indice Firmicutes/Bacteroidetes, sus moduladores
ambientales y la puntuacion percentilar del IMC/E en lactantes
menores”

Nombre:
Sexo:
Fecha de nacimiento: Estancia:

Fecha de medicion:

Indicadores antropométricos
Peso (Kg)
Talla (Cm)
Circunferencia abdominal (Cm)
Circunferencia cefalica (Cm)
Circunferencia media de brazo (Cm)

indices antropométricos

IMC (Kg/m?)

IMC/Edad (percentile) (SD)
Talla/Edad (percentile) (SD)
Peso/Edad (percentile) (SD)
ICT (cm/cm)

Microbiota Intestinal
Indice Firmicutes/Bacteroidetes (Unidades de Abundancia Relativa)
Firmicutes: Bacteroidetes: IFB:
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Formato de registro
“Relacion del indice Firmicutes/Bacteroidetes, sus moduladores
ambientales y la puntuacion percentilar del IMC/E en lactantes
menores”

Estimado padre/madre de familia, cdmo usted recordara, en fechas anteriores se les
invit6 a participar en el protocolo de investigacion: “Relacion del indice
Firmicutes/Bacteroidetes, sus moduladores ambientales y la composicion
corporal de lactantes menores”, y ya que su hijo cumple con los criterios de
seleccién necesarios (especifica cuéles), nos gustaria que pudieran contestar las
siguientes preguntas que seran de interés en nuestro analisis.

Le recordamos que no existe respuesta buena o mala, y que de acuerdo con el
consentimiento informado y aviso de privacidad que previamente firmo, los datos que
usted nos proporcione, seran manejados con absoluta confidencialidad y sélo por los
investigadores principales del proyecto.

En caso de que alguna pregunta le presente dificultad, favor de comunicarse con
nosotros (444 323 0522 / LN. Rafael Almendra) o si prefiere facilitarnos algun numero
de teléfono donde nos podamos comunicar para orientarlo en el llenado de esta forma
estaria excelente.

Padre/Madre de familia:
Numero de teléfono:
Horarios en los que podemos llamarlo (a):

Nombre del lactante:

Sexo:
Fecha de nacimiento: Estancia:
¢De cuantas semanas o meses nacidé su hijo(a)?: Fue

prematuro?: Si__ NO_

¢ Recuerda su peso y talla antes de embarazarse?

Peso de mama: (Kg). Peso de papa: (KQ).
Talla de mama: (Cm). Talla de papa: (Cm).

Antes del embarazo, ;Mama presentd alguna de las siguientes
enfermedades?

Diabetes Si _ NO_ Hipertension Si __ NO__ Colesterol alto Si _ NO_
Triglicéridos altos Si __ NO___

¢ Recuerda su peso después del embarazo?
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Peso de mama: (KQg).

Durante el embarazo, ;mama presentd alguna de las siguientes
situaciones?

Diabetes gestacional Si _ NO__

Presion alta o Preeclamsia Si __ NO__

¢,Su hijo(a), nacié por parto natural o cesarea?:

¢, Recuerda el peso y talla de su hijo(a) al nacimiento?
Peso al nacer: . Talla al nacer:

En el momento del parto, ¢,su hijo presentd alguna enfermedad? Si_ No
¢, Cual o cuales?

¢ En algun momento, su hijo tuvo lactancia materna exclusiva (es decir
solo alimentacién al seno materno sin complementar con otra leche)?

Si: No:

En caso de que respondiera si:

¢ Cuanto tiempo tuvo lactancia materna exclusiva?
meses

De acuerdo con la alimentacion actual de su hijo seleccione la opcion que
crea se acerca a la realidad:
a. Leche materna exclusiva
b. Leche materna y otras leches
c. Alimentos variados mas leche materna
d. Alimentos variados mas otras leches
e. Alimentos variados mas leche materna y otras leches

¢ En los ultimos seis meses le ha dado antibiéticos a su hijo(a)?
Si No

¢ Recuerda cuantas ocasiones? ___ ; Cuantos dias por ocasion?
En caso de que respondiera que si jrecuerda cuales antibiéticos?
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¢ En los ultimos seis meses le ha dado probidticos a su hijo? Si_ No
¢ Recuerda el nombre del probidtico?

¢ En los ultimos seis meses le ha dado prebioticos a su hijo? Si_ No__
¢ Recuerda el nombre del prebidtico?
¢ En los ultimos seis meses le ha dado simbidticos a su hijo? Si_ No_

¢ Recuerda el nombre del simbidtico?

¢En los ultimos seis meses, su hijo consumio alguno de los siguientes
productos? Seleccione con una equis cual o cuales.

BioGaia -
Prolectis. — == /,
% ?“‘”“"“‘ ““““ \i
N !
“ Proteflor
\ =
B /
N G-
\\\ 7 ;
Enterogermina ( ,
4 billones UFC ] FLORATIL
Restaura el equilibrio gedﬁmco
de la flora intestinal / Saccharomyces boulardii @
e J
¢, Su hijo(a) tiene hermanos? Si No

¢ Cuantos hijos tiene en total?
¢, Qué numero de hijo es el nifio que forma parte del estudio?
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ANEXO 7. EVALUACION DEL ESTADO DE NUTRICION EN EL LACTANTE
MENOR.

La evaluacién del estado de nutricion implica la interpretacion de los datos obtenidos
mediante diversos métodos como los dietéticos, bioquimicos, antropométricos y
clinicos. Siendo esta, la actividad necesaria frente a la problematica actual de salud y
nutricion presente en nuestro pais. La evaluacion y diagndstico del estado de nutricion
son una necesidad fundamental para planear y poner en funcionamiento acciones de
intervencién y vigilancia, en materia alimentaria.

En el lactante menor la evaluacion del estado de nutricion puede realizarse por
diversos métodos, siendo el antropométrico el mayormente utilizado. La antropometria
es la evaluacion de las variaciones en las dimensiones fisicas y la composicion
corporal en diferentes edades y grados de nutricion.

La evaluacion antropométrica esta integrada por diversos indicadores, entre los que
cabe destacar el peso, talla, didametros y circunferencias, que a su vez forman parte de
los indices antropométricos.

Peso.

Es la medicién antropométrica mas utilizada, ya que puede obtenerse con gran
facilidad y precision, siendo reflejo de la masa corporal total de un individuo, y es de
suma importancia para monitorear el crecimiento de los nifios reflejando el balance
energético.

La técnica de medicién del peso corporal en nifios menores de 36 meses se realiza
con una bascula de charola, en la cual el nifio debe de colocarse en la zona central
para distribuir su peso a lo largo de la bascula. El nifio debe de ser medido con la
menor cantidad de ropa posible y con un panal limpio. El peso obtenido se registra a
los 10g mas cercanos y debe de realizarse en una bascula que permita una lectura
minima de 5g.

Imagen 1. Técnica de medicion del peso corporal
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Longitud supina o talla.

Esta medicion se realiza en menores de dos anos, aunque también puede utilizarse
hasta los cuatros afos, siendo un indicador del tamano corporal y de la longitud de los
huesos, tiene la ventaja de que no se ve alterado por situaciones como el estado
hidrico y los cambios a largo plazo reflejan el estado de nutricidn crénico.

Para esta medicion se requiere de un infantdmetro preciso, que cuente con dos
cursores, uno fijo, que se orienta en la cabeza del paciente y otro mévil que se coloca
en los pies.

El lactante debera ser colocado en posicion supina, con el cuerpo alineado en posicion
recta sobre el eje longitudinal del infantémetro, de manera que los hombros y la cadera
tengan contacto con el plano horizontal y que los brazos se encuentren al lado del
tronco. La coronilla de la cabeza debe tocar la base fija del infantdmetro y debe estar
colocada en el plano de Frankfort.

Se debe vigilar que al menos una pierna se encuentre estirada y toque con el talén en
90° el cursor movil. La medicién debe registrarse al 0.1cm mas cercano.

Imagen 3. Cabeza en posicion de plano de Frankfort y pie en angulo de 90°
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Circunferencia cefalica o perimetro cefalico.

Es un indicador del desarrollo neuroldgico a partir de la evaluacion indirecta de la masa
cerebral, asi como un indicador indirecto del estado de nutricién.

La técnica de medicion indica que el paciente (lactante), debe de tener la cabeza libre
de cualquier objeto y de preferencia sin contacto con la cuna o algun colchén.

El procedimiento se realiza con una cinta de fibra de vidrio de 1.0cm de grosor. La cual
debe ser colocada en plano horizontal de tal manera que se encuentre a la misma
altura en ambos lados de la cabeza, justo en el perimetro maximo de la cabeza, usando
como referencia el punto maximo del occipucio y la glabela. Para el reporte de la
medicion, debe ejercerse una leve presidén para comprimir el cabello y ligeramente la
piel. La medicién se aproxima al 0.1cm mas cercano

Imagen 5. Técnica de medicion del perimetro cefélico

Circunferencia de brazo.

Proporciona informacién sobre el contenido de masa muscular y masa grasa, dando
referencia del crecimiento, desarrollo fisico y del aumento de las reservas corporales,
siendo un indicador sensible ante cambios rapidos de grasa subcutanea y de
composicién corporal.

Para la medicion de este indicador, es necesario ubicar el punto medio del brazo, de
preferencia en el brazo izquierdo. Para medirse el punto medio, debe doblarse el brazo
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en un angulo de 90° y mantenerlo pegado al tronco. Se toma como referencia el punto
medio entre el acromion (hombro) y el olecranon (codo) en la parte externa del brazo.

Después con el brazo relajado y extendido en posicién horizontal, ligeramente
separado del tronco, se realiza la medicion rodeando el contorno del brazo, sin ejercer
presion.

La medicién debe realizarse con una cinta de fibra de vidrio con presion de 1mm y
grosor menor a 0.7cm. La cinta debe de quedar en plano perpendicular al tronco del
cuerpo, registrando la medicién al 0.1cm mas cercano.

. _

Imagen 6. Medicion del punto medio del brazo.

Imagen 7. Medicion de la circunferencia de brazo.

indices y criterios de evaluacion antropométrica en el lactante.

La transformacion de los indicadores del estado de nutricion, en indices como el
talla/edad, peso/edad, peso/talla e Indice de Masa Corporal (IMC)/edad, permiten la
identificacién adecuada de estados de deficiencia y por exceso.

Para el diagnostico de sobrepeso y obesidad en menores de dos anos, se ha propuesto
el uso de indices que relacionan peso y talla, peso para la talla (P/T) e IMC/Edad,
siendo este ultimo el que presenta una mejor identificacién del riesgo a sobrepeso,
sobrepeso y obesidad, asi como una asociacion significativa y directa con trastornos
cardiovasculares y de resistencia a la insulina en la vida adulta.

La Organizaciéon Mundial de la Salud, ha sugerido que cuando la puntuacion percentilar
del IMC/Edad es igual o mayor a 85 identificaria sobrepeso u obesidad, con las
siguientes divisiones:
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PUNTUACION Z

OBESIDAD
SOBREPESO
NORMAL
BAJO PESO

>95
85-95
5-85
<5

> +3
> +2
+1a-2
<-2

Tabla 1. Puntos de corte para IMC/Edad, de acuerdo a recomendaciones de la OMS
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ANEXO 8. PROTOCOLO DE EXTRACION DE DNA DE MUESTRA FECAL.

El protocolo aqui presentado fue adaptado del trabajo de Esther M Gabor y cols’.

1.

2 T

10.

11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

Colocar 1g de muestra fecal en un tubo para micro centrifuga de 2 mL. Y agregar 750uL
de buffer de lisis. (100mM Trix-HCI, 100mM EDTA de sodio, 1.5M NaCl y 1% CTAB a un
pH 8).

Mezclar con voértex por 5 minutos a maxima velocidad.

Agregar 40uL de lisozima y 10uL de proteinasa K. Incubar por 30 minutos a 37°C.
Agregar 200uL de SDS al 20%.

Incubar a 65°C por 2 horas, con agitacién manual vigorosa cada 30 minutos.

Centrifugar a 6000 giros por minutos durante 10 minutos. El sobrenadante es colocado en
un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

Al pellet residual del paso anterior, agregar 500uL de buffer de lisis, mezclar en vértex por
cinco segundos e incubar a 65°C por 10 minutos.

Centrifugar a 6000 giros por minutos durante 10 minutos. El sobrenadante es colocado en
el tubo usado en el paso 7.

Repetir paso 7 y 8.

Al tubo de sobrenadantes agregar cloroformo en una relacion 1:3 v/v y centrifugar 10min a
13 000 revoluciones por minuto (rpm).

Recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo para microcentrifuga de 1.5 mL y agregar 0.6
del volumen de la fase acuosa de isopropanol absoluto.

Incubar toda la noche a 4°C.

Centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante colocarlo en un tubo para
microcentrifuga de 1.5 mL nuevo.

Agregar 500uL de etanol al 70% y mezclar con vértex por 5 segundos.
Centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos y desechar el sobrenadante.
Secar el pellet a 37°C por 2 horas o hasta que se logre visualizar un pellet seco.
Resuspender con 50 uL de buffer de rehidratacién o agua libre de RNAsa
Incubar a -20°C por 30 minutos.

Cuantificar con NanoDrop 2000 Thermo Scientific (espectrofotometro, lectura realizada a
una longitud de onda A= 450 nm).

! Esther M Gabor, Erik J de Vries, Dick B Janssen; Efficient recovery of environmental DNA for expression cloning by indirect
extraction methods, FEMS Microbiology  Ecology, Volume 44, Issue 2, 1 May 2003, Pages 153-
163, https://doi.org/10.1016/50168-6496(02)00462-2
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ANEXO 9. PROTOCOLO DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR),
PARA AMPLIFICACION DE DNA BACTERIANO (16S)

Reactivos

GoTaq Polimerasa

12.5uL por reaccion

MgCl

1.2 uL por reaccion

Primers 16s Forward

0.5 uL por reaccion

Primers 16s Reverse

0.5 uL por reaccion

BSA.

0.6 uL por reaccion

Agua libre de RNAsa

1.7 uL por reaccion

DNA.

8.0 uL por reaccion

Volumen final

25.0 uL por reacciéon

Protocolo en termociclador?.

4 minutos a 95°C
1 minuto a 95°C (Desnaturalizado)

1 minuto a 55°C (Alineamiento)

40 segundos a 74°C (Extensién inicial)

5 minutos a 74°C (Extensién final)

30 ciclos

1BIanco-Jarvio, A., A. Martinez Lopez & A. Bautista Garcia. 2014. Optimizacion de un protocolo de extraccién de DNA total para
la amplificacion de marcadores moleculares funcionales especificos de organismos desnitrifi- cantes. CICIMAR Oceanides, 29(2):

37-44.

molecular
DNA humano
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Figura 1. Gel de electroforesis (1%, 70V/1h)
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ANEXO 10. CONDICIONES DE qPCR PARA CUANTIFICACION DE UNIDADES DE
ABUNDANCIA RELATIVA DE LOS FILOS FIRMICUTES Y BACTEROIDETES.

Reactivos

gPCR Green Master

5 uL por reaccién

Primer Forward

1 uL por reaccion

Primer Reverse

1 uL por reaccion

DNA

1 uL por reaccion

Agua libre de RNAsa

2 ul por reaccién

Volumen final

10.0 uL por reaccién

Protocolo’

2 minutos a 50°C

5 minuto a 95°C

15 segundos a 95°C
15 segundos a 59°C
15 segundos a 72°C

50 ciclos

"Protocolo adaptado del articulo: Estrada-Velasco B et al. La obesidad infantil como
consecuencia de la interaccién entre firmicutes y el consumo de alimentos con alto
contenido energético. Nutr Hosp. 2015;31(3):1074-1081.

Grupo Nombre Secuencia Concentracién ™
Universal 926Forward 5 AAACTCAAAKGAATTGACGG3’ 343 pmol/uL 60
1062Reverse 5CTCACRRCACGAGCTGAC3’ 266 pmol/uL 68

Bacteroidetes | 798cfbForward 5 CRAACAGGATTAGATACCCT3’ 393 pmol/uL 60
Cfb967Reverse 5GGTAAGGTTCCTCGCGTATY 407 pmol/uL 62

Firmicutes 928F-Forward 5TGAAACTYAAAGGAATTGACGZ 327 pmol/uL 62
1040Reverse 5’ACCATGCACCACCTGTC3 378 pmol/uL 64

Tabla 1. Pares de primer utilizados en la gqPCR
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