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Resumen

Antecedentes: Evidencia epidemiolégica y experimental ha mostrado que las deficiencias
nutrimentales prenatales tienen implicaciones a largo plazo en la programacion y desarrollo de
riesgo cardiovascular en etapas posteriores de la vida. La suplementacién con acido
docosahexaenoico (DHA) en adultos ha mostrado efectos cardioprotectores, sin embargo, los
efectos de la suplementacion prenatal en los factores de riesgo cardiometabdlicos de los
preescolares descendientes se desconocen. Aprovechando el ensayo clinico controlado
aleatorizado doble ciego de suplementacion con DHA durante el embarazo y sus efectos en el
desarrollo temprano de sus hijos en México, el presente estudio tiene como objetivo: Evaluar los
efectos de la suplementacién con DHA durante el embarazo sobre los niveles de lipidos,
lipoproteinas, glucosa e insulina séricas y tension arterial en pre-escolares hijos de madres
suplementadas. Metodologia . Los participantes de este estudio son todos los pre-escolares hijos
de las madres que participaron en el ensayo seguidos a los 4 y 5 afios. Se evaluara el efecto de la
suplementacién en los niveles de lipidos, lipoproteinas, glucosa e insulina séricas en el
seguimiento de los nifios a los 4 afios. El efecto de la suplementacion en la tension arterial se
evaluari a los 5 afios. Los analisis de los datos se haran tomando en cuenta la intencién al
tratamiento. Se correran modelos de regresion lineal maltiple y regresion logistica para estimar el
efecto de la suplementacion en todas las variables de respuesta. Resultados esperados . Los

hijos de madres suplementadas tendran menores factores de riesgo cardiometabdlico.

Dada la alta prevalencia de enfermedades croénicas relacionadas con la nutricién, existe una
urgente necesidad de implementar acciones para prevenir los factores de riesgo cardiovasculares

desde etapas tan tempranas de la vida como la etapa fetal.
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Introduccion

Evidencia epidemiolégica y experimental ha mostrado que la nutricion en Utero y durante
las primeras etapas de la vida posnatal tiene grandes implicaciones en la programacion
de enfermedades metabdlicas como obesidad, diabetes tipo 2, hipertensién y enfermedad
cardiovascular en etapas posteriores de la vida (Barker, 2004; McMillian, 2005; Uauy
2008; Bouret, 2009).

En adultos se ha mostrado que la ingesta dietética de DHA esta inversamente asociada a
la morbilidad y mortalidad cardiovascular (Hu, 2002; Djoussé, 2003; Das, 2008). Sin
embargo, los efectos especificos de la suplementacién con DHA durante el embarazo

sobre la salud cardiometabdlica de sus hijos se desconoce.

Algunos estudios en animales y humanos sugieren que la suplementacion gestacional con
acido docosahexaenoico (DHA), podria: a. disminuir los niveles de tension arterial (Begg,
2010; Jayasooriya, 2008; Forsyth, 2003); b. disminuir el IMC (Bergmann, 2007; Ailhaud,
2008) y c. modular la funcién inmune (estimulando la via antiinflamatoria) (Gottrand, 2008;
Field, 2008; Dunstan 2002) en sus descendientes. En estudios experimentales con ratas,
se ha mostrado que la suplementacion con DHA durante el embarazo podria mejorar el
perfil de lipidos y la resistencia a la insulina (Sato, 2011; Mellouk, 2011; Clarke, 2004). En
nuestro conocimiento solo un estudio en humanos ha evaluado el efecto de la
suplementacién con aceite de pescado (con alto contenido de DHA) durante el embarazo
sobre el perfil de lipidos de sus descendientes. Los resultados no mostraron efectos de la
suplementacién en las concentraciones de lipidos séricos. Sin embargo, cuando se
restringié el analisis al pequefio grupo de participantes hijos de madres con baja ingesta
de pescado, se observo una tendencia hacia un perfil de lipidos mas saludable en
comparacion con el grupo control. La tendencia no alcanzo la significancia estadistica y

esto se pudo deber a la falta de poder (Rytter, 2011).

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL) como el DHA podrian tener

un rol en esta programacion principalmente por tres vias:



- Regulacion inmunoldgica: La participacion de los AGPI-CL en la regulacién
inmunologica se da a través de los eicosanoides, los cuales son mediadores importantes
de la inflamacion y la respuesta inmune. Las células inflamatorias por lo regular tienen
altas proporciones de AGPI n-6 principal sustrato de la sintesis de eicosanoides:
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos derivados de las enzimas ciclo-oxigenasa y
lipo-oxigenasa mediadores de la respuesta inflamatoria. Los AGPI-CL n-3 (EPA y DHA)
compiten por las enzimas ciclo-oxigenas y lipo-oxigenasa promoviendo la sintesis de
citocinas anti-inflamatorias y disminuyendo las pro-inflamatorias. Se sabe que las
citocinas pro-inflamatorias disminuyen la sensibilidad a la insulina y podrian afectar el
metabolismo de lipidos. También, tienen efectos deletéreos sobre el endotelio vascular
pudiendo provocar aumentos en la tension arterial.

- Modificacion de la expresidn genética de enzimas que participan en el metabolismo
energético (metabolismo de glucosa y lipidos), moléculas de adhesion e inflamacion. La
deficiencia de DHA podria alterar este mecanismo provocando dislipidemia, resistencia a
la insulina y mayor adiposidad.

- Estado de DHA en membranas: modifica la composicién de fosfolipidos de las
membranas celulares otorgandole mayor elasticidad, flujo y funcionalidad (Sijben, 2007) lo

cual podria ser benéfico para la tension arterial.

La nutricidn juega un rol clave en el desarrollo, la regulacién metabdlica y en la respuesta
inmune en el feto. Desviaciones tempranas en estos mecanismos podrian favorecer
adaptaciones metabdlicas tardias llamadas “programacion metabdlica” que podrian dar
como resultado un incremento en el riesgo de enfermedad cardiovascular en etapas
posteriores de la vida (Innis, 2011). Por lo anterior, las primeras etapas de la vida podrian

ser ventanas de oportunidad para la prevencion de enfermedades cardiometabdlicas.

Determinar los efectos de la suplementacion con DHA durante el embarazo sobre los
factores de riesgo cardiovascular modificables en una poblacion con una ingesta dietética
menor a la recomendada (Ramirez-Silva, 2011) es de gran relevancia, porque 1. la
enfermedad cardiovascular es una de las principales causas de mortalidad en México
(INEGI, 2010) y 2. el DHA juega un rol importante en el desarrollo y funcionalidad de la

salud metabdlica en el feto.



Planteamiento del problema

La enfermedad cardiovascular (ECV) es el principal padecimiento que contribuye a la
carga global de enfermedad. La OMS atribuye una tercera parte de las muertes globales
(15.3 millones) a dicha afeccién (WHO, 2003). Los factores de riesgo metabdlicos como la
hipertension, hiperglucemia, exceso de peso, sedentarismo, hipercolesterolemia; asi
como, la baja ingesta de frutas y verduras dan cuenta del 19% de las muertes globales y
7% de los Anos de Vida Perdidos por Discapacidad (DALYs). Mas aun, los factores de
riesgo antes mencionados afectan principalmente la salud cardiovascular (57% de las
muertes cardiovasculares pueden ser atribuidas a uno de estos factores de riesgos)
(WHO, 2009).

En México, la ECV es una de las principales causas de muerte (representando el 17.2%
de la mortalidad) y los factores de riesgo atribuibles a esta enfermedad no escapan de la
realidad mundial (INEGI, 2010).

Algunos estudios epidemiolégicos indican que el riesgo cardiometabdlico se puede
desarrollar desde etapas tan tempranas de la vida como la etapa fetal (Barker, 1995).

El medio ambiente metabdlico y neuroendocrino del feto y el lactante juega un rol clave en
la regulacién de la homeostasis energética y la expresion de genes que controlan las
reservas energéticas, la oxidacion y la respuesta inmune (Innis, 2011). Desviaciones
tempranas en estos procesos dan como resultado adaptaciones tardias llamadas
programacion metabdlica que se podrian combinar para aumentar el riesgo de sindrome

metabdlico en etapas posteriores de la vida (Innis, 2011).

La deficiencia de AGPI-n-3 durante el desarrollo fetal podria contribuir a una
programacion metabdlica e inmunoldgica de riesgo cardiovascular (Innis, 20011; Sjiben,
2007).

A nivel molecular el DHA tiene efectos en: el metabolismo y control de las reservas
energeéticas; en la regulacion del crecimiento y la funcion celular y en la coordinacion de la

comunicacion inter e intracelular (Innis, 2011; Rodriguez-Cruz 2005). Se ha demostrado

6



ademas que el DHA tiene diferentes roles fisiolégicos, altera la composicion de las
membranas celulares alterando su fluidez y regula el proceso inflamatorio a partir de las
sintesis de eicosanoides (Al 2000; Cicero, 2009; Breslow, 2006). Asi mismo, los AGPI n-3
regulan la expresion de genes de enzimas involucradas en la sintesis y oxidacion de
acidos grasos que dan como resultado mejor perfil de lipidos (menores niveles de
triacilglicéridos, VLDL-col, LDL-col y mayores niveles de HDL) y mejor composicion

corporal (menor porcentaje de grasa corporal) (Breslow, 20006; Innis, 2011).

De acuerdo a la informacion antes mencionada y dado que, la dieta materna impacta la
calidad de acidos grasos acumulados en el feto y en los tejidos del infante y la ingesta de
DHA en mujeres mexicanas es bajo nos preguntamos ¢ Cuales seran los efectos de la
suplementacién con acido docasahexaenoico en el embarazo sobre los niveles de lipidos,
lipoproteinas, glucosa e insulina séricas y tension arterial en pre-escolares hijos de

madres que fueron suplementadas?



Marco teorico y conceptual

Generalidades.

Los acidos grasos esenciales, acido linoléico (AL) (C18:2n-6) y el acido a-linolénico (ALA)
(C18:3n-3), representan las familias de acidos grasos n-6 y n-3 y son llamados esenciales
debido a que los mamiferos no pueden incorporar dobles enlaces en las posiciones 3y 6,
por lo que estos, deben estar presentes en la dieta.

Los acidos grasos de 18 carbonos son convertidos a acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (AGPI-CL) a través de una serie de desaturaciones y elongaciones. Ambos
precursores (AL y ALA) compiten por las mismas enzimas A5- y A6 desaturasas en el
proceso de transformacion a sus respectivos derivados de mayor tamafio de cadena e
insaturacion. El principal producto final de la via del AL (n-6) es el acido araquiddnico
(AA), mientras que los productos principales de la via del ALA (n-3) son el acido
eicosapentanoico (EPA) y el &cido docosahexaenoico (DHA;22:6n-3) (Sprecher, 1999).
Las enzimas tienen mayor afinidad por los acidos grasos n-3 que por la familia n-6. Un
aporte dietético con mayor cantidad de AGPI-CL n-6, como ocurre en la dieta actual
occidental, puede inhibir significativamente la formacién endégena de AGPI-CL n-3, en
especial de EPA y DHA (Valenzuela, 2001).

El ALA se encuentra en cantidades relativas en los aceite vegetales extraidos de semillas
de soya, canola o linaza. Sin embargo, la fuente mas importante de DHA son los
organismos vegetales y animales de origen marino, principalmente peces grasos (jurel,

atun, sardina, salmén).

Recomendaciones de DHA en el embarazo

Se ha postulado que el embarazo incrementa las demandas de AGPI-CL debido a las
necesidades de crecimiento y expansion de tejidos maternos y debido al crecimiento fetal.
Las fuentes potenciales de estos acidos grasos son las reservas maternas, la dieta
durante el embarazo y la sintesis endégena a partir del ALA (Koletzko, 2001). El estado
de AGPI-CL maternos afecta el estado de los AGPI-CL en el recién nacido, que a su vez
reciben DHA a través de la leche materna (Al MD, 2000).

Hasta hace muy poco se comenzaron a discutir las recomendaciones de lipidos en el

embarazo, en particular, las recomendaciones del ALA y del DHA.



En el embarazo y la lactancia, el Unico acido graso que aumenta los requerimientos es el
AGPI-CL n-3. De acuerdo al consenso de expertos del grupo de “trabajo de ingesta de
lipidos perinatales”, publicado en el 2007, se recomienda una ingesta promedio de al
menos 200 mg DHA/d durante el embarazo y la lactancia. Ingestas de hasta 1g/d de DHA
y 2 g/d de ALA se han usado en ensayos clinicos y no se han presentado efectos
adversos. La ingesta deseable se puede cubrir con una a dos porciones de pescado de
mar a la semana (arenque, jurel, salmon, atun); con la anterior recomendacion rara vez se

aumenta el riesgo de toxicidad por toxicos en el pescado (Koletzko, 2007).

Transferencia placentaria de acidos grasos

Los AGPI-CL n-3 son incorporados en grandes cantidades en el cerebro fetal y en otros
tejidos durante la segunda mitad del embarazo. El AL y el ALA son transferidos a través
de la placenta para cubrir las demandas fetales. Sin embargo, debido a las altas
demandas fetales en el periodo perinatal, el feto necesita recibir cantidades considerables
de AA y DHA preformado debido a la baja actividad de las enzimas desaturasas en el
feto, placenta y recién nacidos. El feto depende entonces, de la ingesta materna de AGPI-
CL n-3 y de un adecuado transporte placentario (Hanebutt, 2008; Koletzko, 2007).

Los acidos grasos son transportados al feto a través de la placenta (por proteinas
unidoras de membrana y proteinas de transporte citoplasmaticas) y el intercambio fetal es
especialmente alto (50 a 60 mg/dia) durante el Ultimo trimestre. Aun no es claro, sin
embargo, si las necesidades maternas de AGPI-CL n3 durante el embarazo,
especialmente de DHA pueda ser satisfecho por la sintesis de precursores de acidos
grasos esenciales y de las reservas, debido a que la eficiencia de conversion de DHA a

partir del ALA puede ser baja (Ramakrishnan U, 2010).

Programacion/Huella metabdlica

Cada dia existe mayor evidencia que muestra que el exceso o la deficiencia de diferentes
nutrimentos en la etapa prenatal y postnatal temprana juegan un rol critico en la
programacion/huella del circuito neuronal de regulacion metabdlica, lo cual podria
predisponer al individuo a un mayor riesgo cardiovascular en la edad adulta (Symonds,
2009; Barker, 1995; Bruce, 2010; Nicoletto, 2011).



La huella metabdlica hace referencia a la programacién futura de una respuesta
metabdlica en un individuo, por un estimulo ocurrido durante un periodo critico de
desarrollo (Waterland, 1999).

Los mecanismos por los cuales los cambios tempranos se mantienen hasta la edad adulta
requieren mayor investigacion. Existe evidencia que muestra que las alteraciones
nutrimentales durante un periodo ontogénico tan critico e importante como lo es el
desarrollo fetal podria provocar: 1. Variaciones inducidas en la estructura de los 6rganos;
2. Alteraciones en el numero de células; 3. Seleccion clonal; 4. Diferenciacion metabdlica
y 5. Poliploidizacién del hepatocito (Waterland, 1999). Es probable que mecanismos
epigenéticos puedan jugar un rol importante en la programacion. Estos consisten
principalmente en metilaciones de DNA y modificaciones de histonas (Waterland, 1999;
Nicoletto, 2011).

El balance inadecuado de &cidos grasos durante el desarrollo temprano podria contribuir
a la programacién/huella metabolica (Innis, 2011). Los acidos grasos en especial los
AGPI-CL y sus metabolitos forman parte de las membranas celulares, juegan un rol critico
en el crecimiento celular, diferenciacion e integracién de la respuesta celular al medio
ambiente metabdlico y neuroendocrino. Ademas, los AGPI-CL son moléculas de
sefalizacion involucradas en el apetito y metabolismo energético (son sensores
metabdlicos que contribuyen a la regulaciéon de genes de reserva y oxidacion) (Innis,
2011; Rodriguez-Cruz, 2005). Lo anterior proporciona un razonamiento logico para
considerar que los acidos grasos podrian jugar un rol clave en la programacion
metabdlica.

La alta ingesta de AGPI n-6, comun en México, podria desplazar la sintesis de productos
de AGPI n-3 (EPA y DHA) porque compiten por las mismas enzimas desaturasas. Lo
anterior es relevante pues estos AGPI-CL son transferidos a través de la placenta al feto.
Por lo anterior, existe la posibilidad de tener inadecuacion en la relacion de AGPI-n-6 y
AGPI n-3 en el feto. Este imbalance por los motivos que se describiran a continuacion

podrian dar como resultado una programacion fetal de riesgo cardiometabdlico.
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DHA y riesgo cardiometabolico
Perfil de lipidos, metabolismo de glucosa 'y presio n arterial

DHA y perfil de lipidos

La suplementacion con AGPI n-3 en adultos muestra beneficios en el perfil de lipidos
(menores niveles de triacilglicéridos y colesterol), sin embargo; el efecto de la
suplementacién con este nutrimento en la etapa prenatal en etapas posteriores de la vida
es inconsistente.

Estudios en animales han mostrado que la ingesta de acidos grasos (AG) en la etapa
prenatal y en la infancia temprana pueden inducir efectos a largo plazo en el metabolismo
de lipidos (Chapman, 2000; Ghafoorunissa, 2008).

En humanos, la evidencia sugiere que los nifios alimentados al seno materno tienen
mayores concentraciones de colesterol en la infancia temprana, sin embargo estos
efectos se traducen a largo plazo en menores niveles de colesterol total en adultos. Se
cree que las altas concentraciones de colesterol en la leche materna disminuyen la
sintesis enddgena de colesterol en el nifio. Sin embargo, la leche materna ademas tiene
altas concentraciones de AGPI n-3 los cuales también podrian influir en el metabolismo
lipidico (Owen, 2002).

Existen muy pocos estudios que evallen los efectos de suplementacién prenatal o
postnatal con DHA sobre el metabolismo de lipidos en la infancia.

Un estudio que evalud la suplementacion por tres meses con aceite de pescado a los 9
meses de vida mostré una disminucion en las concentraciones séricas de triacilglicéridos
y un aumento en la concentracion de LDL-col y colesterol total (Damsgaard, 2006). Es
posible que el incremento de colesterol observado sea por el aumento en la ingesta de
grasa dietética contenido en el aceite de pescado mas que por los AGPI-CL n-3.

Por otro lado, en otro estudio se aleatorizaron recién nacidos a término a uno de dos
grupos: 1. Grupo para incrementar la ingesta de AGPI n-3 y disminuir la ingesta de AGPI
n-6 (razoén 1:5) desde el tiempo del destete hasta los 5 afios y 2. Grupo control disefiado
para mantener un ingesta de AGPI n3 y AGPI-CL n-6 en un rango de 1:15-1:20 como la
poblacidon general en ese pais (Australia). Los nifios fueron seguidos a los 8 afios y no se
mostro asociacion entre la intervencion y el perfil de lipidos (Ayer, 2009). Es probable que

la programacion sea mas importante en la etapa prenatal.
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En nuestro conocimiento un solo estudio (de muy reciente publicacién) ha evaluado el
efecto de la suplementacion con aceite de pescado (AP) en la etapa prenatal sobre el
perfil de lipidos de sus descendientes a los 19 afios de vida. El estudio mostré que la
suplementacién con aceite de pescado no se asocié con concentraciones de colesterol
(Colesterol total, LDL y HDL), triacilglicéridos y Apo-B en los adolescentes. Sin embargo,
en un sub-andlisis realizado con los participantes cuyas madres tenian una baja ingesta
de pescado se encontrd, una tendencia hacia la baja en los niveles de triacilgléridos, Apo-
B y LDL-col en los participantes del grupo de AP comparado con el grupo de placebo
(aceite de oliva), pero ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa
(Rytter, 2011). La gran mayoria de las mujeres que participaron en este estudio tenian
una buena ingesta de pescado, es probable entonces, que el buen consumo de AGPI-n3
atenuara el efecto de la suplementaciéon y dado que el grupo de participantes con baja
ingesta de pescado era muy chico (n=46) hizo falta poder para demostrar significancia
estadistica en la tendencia de perfil de lipidos saludables (Rytter, 2011).

Se propone que el perfil de lipidos podria verse afectando alterando su metabolismo. Los
AGPI-CL n-3 afectan el metabolismo de lipidos suprimiendo la lipogénesis hepatica,
disminuyendo la sintesis hepética de triacilglicéridos e incrementando la oxidacion de
grasa en el tejido muscular y en el higado (Clarke, 2001; Olson, 2003). Lo anterior, podria
estar regulado por la interaccion del AGPI-CL n-3 con factores de transcripcion que
regulan la expresion de genes de proteinas/enzimas reguladores del metabolismo
energético a través de diferentes mecanismos:

1. AGPI-CL n-3 y proteina de union a elementos regulatorios de esteroles (SREBP-1).
Las SREBPs (por sus siglas en inglés: sterol regulatory element binding protein) son una
familia de factores de transcripcion involucrados en el metabolismo de lipidos. EI DHA
favorece la disminucién de SREBP-1 un factor de transcripcién de enzimas involucradas
en la lipogénesis (Clarke, 2001; Rodriguez-Cruz, 2005).

2. AGPI-CL n-3 y receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR).
Los PPAR (por sus siglas en inglés: proliferator peroxisome activator receptor) son
receptores nucleares que pertenecen a la familia de factores de transcripcion involucrados
en la regulacion de la homeostasis de los lipidos. El PPARa incrementa la oxidacion de
acidos grasos; el PPAR vy incrementa la lipogénesis, la sensibilidad a la insulina y la

diferenciacion de adipocitos y el PPAR & incrementa la oxidacion de AG, la diferenciacion

12



de preadipocitos y controla la expresion de PPAR y (Clarke, 2001; Rodriguez-Cruz, 2005).
Los AGPI-CL n3 se unen con mayor afinidad a PPARa. El PPARa regula la transcripcion
de genes involucrados en el transporte y oxidacion de lipidos, y en la termogénesis. La
activacion de los PPARs por los AGPI-CL n3 pueden ofrecer una explicacion en la

disminucién de triacilglicéridos, por un aumento en la oxidacion de los &cidos grasos.

DHA y metabolismo de glucosa
Los AGPI n-3 han mostrado efectos benéficos en la sensibilidad de la insulina y el retraso

del desarrollo de diabetes tipo 2 en los adultos (Nettleton, 2005).

En estudios animales se ha mostrado que, la modificacion de acidos grasos en la dieta
prenatal potencialmente influye la accion de la insulina de sus descendientes (Siemelink,
2002; Joshi, 2003). Los acidos grasos saturados disminuyen la sensibilidad a la insulina y
los PUFASs la incrementan (Siemelink, 2002). Una suplementacion prenatal con aceite de
pescado y una dieta de bajo contenido proteico en ratas mostré ser benéfica en mantener
los niveles de glucosa, insulina, colesterol y homocisteina en los descendientes adultos
(Joshi, 2003).

En nuestro conocimiento no existen estudios de suplementacion prenatal de AGPI-CL-n3
en humanos, que evalien el metabolismo de la glucosa de sus descendientes. Sin
embargo, estudios de lactancia materna y glucosa plasmatica de ayuno en etapas
posteriores de la vida muestran que, es posible que exista una relacion negativa entre
estas dos variables (Das, 2003). Posiblemente se pueda deber a los niveles de AGPI-CL
contenidos en la leche materna (Das, 2003). Das, mostrd una correlacién inversa entre los
niveles de glucosa de ayuno plasmatica y el porcentaje de DHA en los fosfolipidos

musculares (Das, 2003).

Los AGPI-CLn3 son potentes inhibidores de la glucdlisis y lipogénesis hepatica.
Recientemente, se describié que el factor de transcripcion ChREBP (por sus siglas en
inglés: carbohydrate-response element binding protein) participa en la regulacion de
genes glucoliticos y lipoliticos y se ha demostrado que el DHA disminuye su actividad
(Dentin, 2005). Por otro lado, se demostrado que, la suplementacion con DHA prenatal
tiene un efecto protector contra sobrepeso y obesidad. Puesto que, el sobrepeso se ha
asociado fuertemente a resistencia a la insulina, el efecto protector del DHA en los niveles
de glucosa séricos podrian deberse a menor adiposidad.
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Se han propuesto algunos otros mecanismos posibles: Cuando la cantidad de AGPI-CL
son incorporados dentro de la membrana celular, la membrana llega a tener mayor fluidez
e incrementa el numero de receptores de insulina en la membrana, lo anterior mejoraria la
afinidad por la insulina y su receptor (Das, 1994).

Por otro lado, los AGPI-CL n3 disminuyen los niveles de citocinas pro-inflamatorias
circulantes. Las citocinas se han asociado con obesidad, resistencia a la insulina e

intolerancia a la glucosa (Dunger, 1996).

DHA y presion arterial
Algunos estudios han mostrado que la deficiencia prenatal y a través de la vida de AGPI

n-3 puede inducir hipertension en ratas (Armitage, 2003; Weisinger, 2001; Jayasooriya,
2008).

Por otro lado, se mostr6 que la suplementacion prenatal con AGPI-CL n-3 disminuye la
hipertension en ratas deficientes en este tipo de grasa esencial (Jayasooriya, 2008; Begg,
2010). En el estudio de Jayasooriya, estos resultados fueron mostrados a las 24 semanas
de vida de las ratas. En este mismo estudio ademas se midieron los niveles de leptina
encontrando que los animales deficientes tuvieron mayores niveles de leptina que en el
grupo intervenido. Se mostro una correlacion significativa entre los niveles de leptina y el
% de grasa corporal (r=0.738; p <0.001). Incluso se mostré una correlacion significativa
entre los niveles de leptina y la presién arterial sistélica r=0.549; p<0.001) (Jayassoriya,
2008).

Se cree que la deficiencia de AGPI-CL n3 provoca hipertension a través de una
interaccion con la angiotensina Il una hormona que puede ser sintetizada en el adipocito.
Altos niveles de metabolitos eicosanoides vasodilatadores provenientes del AGPI-CL n3
en la rata suplementada podrian estar causando una disminucion en el efecto
vasoconstrictor de la angiotensina Il (Jayassoriya, 2008).

Los niveles altos de leptina y el incremento de peso podrian ser los mecanismos
asociados a hipertension en ratones deficientes de AGPI-n3 (resistencia a la leptina).

El rol de la leptina como causante de hipertension se ha propuesto ya que se ha visto que
la infusion crénica periférica de esta hormona en ratones tanto delgados como obesos

provoca un aumento en la presion arterial (Jayassoriya, 2008).
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En humanos, existe alguna evidencia que muestra que la suplementacion prenatal de
AGPI n-3 puede disminuir la presién arterial.

Ademas, el DHA disminuye la accion del Factor Nuclear KB (NFKPB) el cual disminuye: la
sintesis de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesién (VCAM,
ICAM) lo cual podria tener un efecto positivo en la disminucién de ateroesclerosis y por lo
tanto, en disminucién de la presion arterial (Rodriguez-Cruz, 2005).

En el estudio prospectivo “The Avon Longitudinal Study of Parents and Children
(ALSPAC)” la lactancia materna se asocié con menor presion arterial en la infancia (a los
7 afos). La presion sistdlica y diastélica de los nifios alimentados al seno materno fue
menor 1.2 mmHg y 0.9 mmHg respectivamente, comparados con los nifios no
alimentados al seno materno (Martin, 2004).

Forsyth, en un estudio que evalué la suplementacién de una formula lactea con AGPI-CL
vs una férmula sin AGPI-CL pero de igual contenido nutrimental mostrd que, los nifios
suplementados a los 6 afos, tuvieron significativamente menores niveles promedio de
presion arterial (diferencia promedio de -3.0 mmHg; IC 95% - 5.4mmHg a -0.5mmHg) y
presion arterial diastdlica (-3.6 mmHg; IC95% -6.5mmHg a -0.6 mmHg) con respecto al
grupo no suplementado (Forsyth, 2003).

Por otro lado, en un estudio de suplementacion en la infancia con AGPI-n3 desde el
destete y hasta los 5 afios, que evalu6 sus efectos sobre la presion arterial, estructura
arterial y funcién en sus descendientes a los 8 afios, no se encontraron mejoras
significativas sobre esas variables. Por el contrario, un estudio evalué por tres meses, el
efecto de una suplementacion con aceite de pescado a los 9 meses de edad. Este estudio
encontré que los nifios suplementados tuvieron menores niveles de presion arterial
sistélica (diferencia promedio ajustada 6.3 mmHg; IC 95% 0.9 a 11.7) a los 12 meses de
edad (Damsgaard, 2005).

La evidencia sugiere que los AGPI-CL n-3 prenatales podrian tener un rol importante en
la regulacion de la presion arterial en etapas posteriores de la vida. Por lo anterior, la
exposicion temprana a AGPI-CL n3 podrian disminuir la ECV en la edad adulta, sin

embargo, se necesita mayor evidencia de este efecto.
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DHA y otras asociaciones

Los AGPI-CL n3 inhiben la diferenciacion celular del adipocito y el almacenamiento de la
grasa (Ailhaud, 2008;), por lo anterior, se ha pensado en la hipotesis de que la
suplementacion materna de AGPI-CL n3 podria disminuir la masa grasa en sus
descendientes.

Estudios en animales alimentados con dietas ricas en grasa durante el embarazo y la
lactancia han mostrado mayores depdsitos de grasa en el musculo, tejido adiposo y en el
higado. Ademas se ha encontrado alteracion en la expresién genética de enzimas
hepéticas, en el desarrollo de la célula B pancreética y en la secrecién de insulina y
leptina de sus descendientes (Chapman, 2000; McMillan, 2005; Bouret, 2009). La insulina
y la leptina actuan durante periodos cortos del desarrollo como péptidos reguladores de la
coordinacion del desarrollo de vias hipotalamicas que regulan el comportamiento
alimentario y el balance energético. Alteraciones importantes durante este proceso da
como resultado la alteracion del circuito neuro-regulador que controla el apetito y se cree
que lo anterior podria contribuir a hiperfagia y exceso de peso corporal en sus
descendientes (Sullivan, 2011; Nicoletto, 2011). Existen otros estudios en animales que
han mostrado que la respuesta orexigénica (via NPY, AgRP) y anorexigénica (via POMC
y CART) en el control del apetito también se encuentra alterada (Nicoletto, 2011; Innis,
2011).

El desarrollo de la ECV es un proceso que se da a lo largo de la vida. La hipertension,
obesidad, dislipidemia y diabetes se desarrollan con el tiempo y los factores de riesgo
podrian prevenirse desde etapas tan tempranas del desarrollo como la etapa fetal
(Berenson, 1998; Barker, 1997).
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Fig. 1. Marco conceptual: mecanismos regulatorios d e la suplementacion prenatal
con DHA en factores de riesgo cardiometabdlicos
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Justificacion

Dada la alta prevalencia de enfermedades cronicas relacionadas con la nutricion, existe
una urgente necesidad de implementar acciones para prevenir los factores de riesgo
cardiovasculares desde etapas tan tempranas de la vida como la etapa fetal. EI| DHA ha
mostrado efectos de prevencion de factores de riesgo cardiometabdlicos (disminucion de
inflamacion, disminucion de triglicéridos, LDL, aumento en los niveles de HDL, mejoria en
la sensibilidad a la insulina y disminucion en la presién arterial) en estudios en animales y
de humanos adultos (Kelley 2007; Gottrand, 2008; Kelley, 2009).

Poco se sabe acerca de los efectos del estado de DHA durante el embarazo sobre los
factores de riesgo cardiometabdlicos de preescolares hijos de madres suplementadas.
Aprovechando el ensayo clinico controlado aleatorizado doble ciego, de suplementacién
con DHA a mujeres embarazadas y sus efectos en el desarrollo temprano de sus hijos en

México, el presente estudio pretende aportar datos sobre estos efectos.
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Objetivo general:

Evaluar los efectos de la suplementacion con &cido docosahexaenoico durante el
embarazo sobre los niveles de lipidos, lipoproteinas, glucosa e insulina sérica y tension

arterial en pre-escolares hijos de madres suplementadas.

Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de la suplementacion con DHA durante el embarazo sobre los
niveles de colesterol total, triglicéridos y lipoproteinas (LDL-col, HDL-Col,
Apolipoproteina B) séricas de los pre-escolares hijos de madres que fueron
suplementadas.

- Evaluar el efecto de la suplementacion con DHA durante el embarazo sobre los
niveles de glucosa e insulina séricas en los pre-escolares hijos de las madres que
fueron suplementadas.

- Evaluar el efecto de la suplementacion con DHA durante el embarazo sobre los
niveles de tension arterial de los pre-escolares hijos de madres que fueron

suplementadas.

Hipotesis. La suplementacion con acido docosahexaenoico durante el embarazo tiene un
efecto protector en los niveles de lipidos, lipoproteinas, glucosa e insulina séricas y

tensién arterial de los pre-escolares hijos de madres suplementadas.

Materiales y métodos

Tipo_de_estudio. Este es un analisis secundario de un ensayo clinico controlado

aleatorizado doble ciego, que fue disefiado originalmente para evaluar los efectos de una
suplementacién con DHA durante el embarazo en el desarrollo neurologico de sus hijos
durante 5 afios. Aprovechando el disefio del estudio se realizara un andlisis de la

informacion proveniente del seguimiento de los nifios a los 4 y 5 afios.

Papel del estudiante en la tesis. La concepcion de esta propuesta fue personal, he sido la

encargada de desarrollar la idea, realizar la revision de la literatura, plantear la propuesta
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y buscar financiamiento. Si se aprueba el presente protocolo seré la encargada de realizar

el andlisis de los datos, asi como, de escribir los resultados.

Poblacion_intervenida. Mujeres embarazadas desde la semana 18-22 de gestacion

hasta el parto. Las participantes fueron reclutadas durante las consultas médicas de
cuidado prenatal en el Hospital General 1 y en tres Clinicas de Salud dependientes del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en la ciudad de Cuernavaca, Morelos entre
Febrero 2005 y Febrero 2007.

Los criterios de inclusion de las mujeres embarazadas fueron los siguientes: tener 18-35
afos de edad; estar en la semana 18 a 22 de gestacion; planear tener el parto en el
Hospital General | del IMSS; tener planes de lactar a su hijo con leche materna
exclusivamente o predominantemente al menos 3 meses; vivir en el area al menos dos

afos después del parto; aceptar participar y firmar el consentimiento informado.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: embarazo de alto riesgo (este fue
documentado en la historia clinica en el reclutamiento e incluyé historia de
desprendimiento placentario, cualquier episodio de hemorragia en el embarazo, diabetes
gestacional, hipertension inducida por el embarazo, toxoplasmosis materna, alteraciones
en la coagulaciéon, trombocitopenia, enfermedad renal o sistémica y uso de drogas.
Alteraciones del metabolismo de lipidos (hiperlipidemias y/o alteraciones de la absorcion
de lipidos. Ingesta regular de suplementos con DHA o aceite de pescado durante el
embarazo. Uso cronico de farmacos para epilepsia.

Se reclutaron y aleatorizaron 1094 mujeres para recibir suplemento o placebo. La primera
cohorte de nifios nacié en Julio de 2005 y actualmente se realiza el seguimiento a los 5
afos de edad (Fig. 2).
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Figura 2. Descripcion de reclutamiento de mujeres embarazadas a la semana 18-22 de
gestacion y el seguimiento de sus hijos al nacimiento, 48 y 60 meses.
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Sujetos de estudio. Los participantes de este estudio son todos los pre-escolares hijos

de las madres que participaron en el ensayo clinico controlado aleatorizado de

suplementacién con DHA seguidos a los 4 y 5 afios.

Intervencion. Las mujeres embarazadas fueron asignadas aleatoriamente para recibir
diariamente 400 mg de DHA (en dos tabletas de 200 mg) o placebo desde la semana 18-
22 de gestacion hasta el parto. Las capsulas con DHA tenian 200 mg de DHA
provenientes de algas. Las capsulas de placebo tenian aceite de olivo y fueron similares
en apariencia y sabor a las capsulas con DHA. Se capacité a las mujeres para que

tomaran dos capsulas juntas al dia (400 mg/dia), a la misma hora cada dia.

Adherencia al tratamiento y cambios en el estado de DHA materno y en el cordon
umbilical . El apego al tratamiento fue calculado a partir del total de capsulas entregadas
menos los remanentes y se expresa como porcentaje del total de capsulas que se
esperaba tomaran durante la intervencion. El 90% del total de participantes en ambos
grupos tuvieron una adherencia mayor al 76%. Para el presente proyecto se evaluara el
apego al tratamiento solo en las madres de los nifios participantes en ambos grupos.

Las concentraciones de DHA en el plasma materno en el momento del parto y en el
cordon umbilical medidos en una submuestra aleatoria fueron mayores en el grupo de

intervencién comparado con el grupo control (p <0.05) (Ramakrishnan, 2010).

Variables (anexo 1):
Variables dependientes:
I. Factores de riesgo cardiometabdlicos:
1. Perfil metabdlico
a. Lipidos vy lipoproteinas: Colesterol Total, triacilglicéridos, lipoproteinas de
baja densidad (LDL-col) y lipoproteinas de alta densidad (HDL-col)
b. Glucosa e insulina

2. Presioén arterial

Variable independiente:
I. Suplementacion con DHA
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Covariables:
- Covariables maternas: IMC pre-gestacional, tabaquismo, nivel socioecondémico
- Covariables en los prescolares: sexo, edad gestacional, peso y talla al nacimiento,
lactancia materna (tipo y duracion), IMC de los preescolares evaluados a los 4y 5
afos, ingesta dietética de energia, hidratos de carbono, grasa total, acidos grasos
saturados, acidos grasos poliinsaturados en los preescolares evaluados y actividad

fisica

I. Evaluacion de factores de riesgo cardiometabodlic  os.

1. Perfil metabdlico. El perfil de lipidos, la glucosa v la insulina seran determinadas en

una alicuota de suero tomada a los 4 afios por venopuncion (dada la logistica de la
obtencion de datos no fue posible obtener muestras en ayuno).

Procesamiento de las muestras: Las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm por 3
minutos en una centrifuga a 4C. El plasma y las cé lulas rojas fueron separadas. El
plasma fue almacenado en el laboratorio de Nutricion del Instituto Nacional de Salud
Publica (INSP) en alicuotas de 200 pl a -70<C.

Las determinaciones se determinaran en el Departamento de Endocrinologia y
Metabolismo del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.
Este laboratorio esta certificado por el Programa de Evaluacién Comparativa Externa de
Laboratorios del Colegio Americano de Pat6logos. Las determinaciones se realizaran con
el analizador automatizado de quimica clinica Synchron (Beckman Coulter). El colesterol
total y los triacilglicéridos se determinaran con un método enzimatico; el HDL-col sera
medido después de precipitarlo utilizando acido fosfotlingstic y Mgz+. La concentracion de
LDL-col fue estimada por la férmula Friedewald. La insulina plasmética se determinara por
el ensayo MEIA (Laboratorios Abbott) y la glucosa por el método de glucosa oxidasa. El

laboratorio cuenta con las referencias internacionales para cada determinacion.
Se diagnostica dislipidemia cuando uno o mas parametros del perfil de lipidos se

encuentre alterado (Colesterol Total, TGL, LDL > Percentil 95 o HDL-col < Percentil 5

segun la Academia Americana de Pediatria) (Daniels, 2008).
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Los niveles de glucosa en sangre se evaluaran con las recomendaciones de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA, 2011). Se define glucosa alterada en cualquier momento
del dia (dado que las muestras no fueron tomadas en ayuno) cuando ésta sea igual o

mayor de 200 mg/dl.

Para evaluar si existe resistencia a la insulina se empleara la ecuacion de la Evaluacion
del Modelo de Homeostasis (HOMA= Glucosa (mg/dl) x Insulina (mg/dl) / 405). Se define

resistencia a la insulina cuando el resultado sea > 3.2 (Corvalan, 2010).

Tabla 1. Puntos de corte usados para definir estatus metabdlico anormal. Factores de
riesgo metabdlicos en nifias y nifos.

Dato Nifias Nifios Referencia
Colesterol total* > 197 > 186 mg/dl Daniels, 2008
TGL* > 120 mg/dl > 85 mg/dl Daniels, 2008
LDL* >140 mg/dl > 129 mg/dl Daniels, 2008
HDL* 36 mg/dl 38 mg/dl Daniels, 2008
Apolipoproteina B >1.04 g/L >1.03 g/L Bachorik P, 1997
(NHANES 1II)
Glucosa >200 mg/dl en cualquier momento del dia ADA, 2011
HOMA >3.2 Corvalan, 2010

Puntos de corte de colesterol total, triacilgléridos, LDL-col > Percentil 95; HDL < Percentil 5.

2. Presion arterial. Se capacitd y estandarizé al personal para realizar la medicion de la
presién arterial de los nifios a los 5 afios de edad. La presién se tomé con un aparato
digital OMRON, modelos HEM-711ACINT el cual ha sido validado para su uso en nifios y
adolescentes. Se utilizé un brazalete de 11 cm de ancho, especial para nifios. La
medicién se realizé 5 minutos después que el nifio llegé a la oficina (considerando que
estuviera en reposo), se sentd en una silla pequefa utilizando una mesa infantil (cuando
el nifio no quiso sentarse en la silla, se tomo con el nifio sentado sobre las piernas de la
madre o tutor. En cada brazo se realizaron 4 mediciones alternando los brazos para la
toma. Después de que se toma la primer medicion en el brazo derecho, se hace en el
brazo izquierdo. Después, este procedimiento se hace tres veces mas. Las mediciones se
tomaradn con un intervalo de 2 minutos entre cada medicién. Una vez realizadas las 4

mediciones, se calculdé el promedio de las 3 ultimas mediciones del brazo derecho y
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posteriormente del brazo izquierdo (la primera medicion de ambos brazos, no se toma en

cuenta).

Evaluacion de la presion arterial . Se evaluara de acuerdo al sexo, edad y estatura con
la referencia de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de los Estados Unidos. Se
diagndstica prehipertension: cuando los valores se encuentren entre el percentil 90y 95 e

hipertension cuando los valores sean iguales o mayores al percentil 95 de la referencia.

Evaluacion de covariables.

a. Covariables maternas
IMC pre-gestacional. El primer IMC materno fue construido a partir del peso y talla de la
mujer las 18-22 semanas de gestacion. Para evaluar su estado nutricio se seguira la
curva de IMC para la edad gestacional (Atalah, 1997).
Tabaquismo. Puesto que el tabaquismo afecta el crecimiento de los nifios, se ajustara por
esta covariable. Se evaluara si hay adultos que fumen en presencia del nifio y la
frecuencia de exposicion del nifio al humo de cigarro (Frecuencia: diario, 4-6
dias/semana; 1-3 dias/semana; <1 dia/semana).
Nivel socioeconémico. Las mujeres con un nivel socioeconémico bajo podrian tener
menor consumo de pescado y se ha mostrado que la suplementacién prenatal con DHA
en este tipo de mujeres podria tener mayores efectos en el perfil metabdlico en etapas
posteriores de la vida (Rytter, 2011). Aungue el nivel socioeconémico de las mujeres que
participaron en este estudio podria ser muy homogéneo (ya que estas son
derechohabientes del IMSS), se explorard en los modelos si esta covariable podria tener
influencia sobre cada una de las variables de desenlace. El nivel socioeconémico se
construira a través de un indice de componentes principales, a partir de variables sobre
las caracteristicas de la vivienda, servicios basicos, la posesion de enseres domésticos y
otros bienes (sistema de TV por pago, reproductor de DVD, refrigerador, horno de
microondas, lavadora y secadora de ropa, automovil, moto, teléfono en casa,
computadora), el niumero de habitaciones y habitantes en el hogar incluidas en el
cuestionario de nivel socioeconémico aplicado en el contacto basal (18-22 semanas de

gestacion). El nivel socioecondmico se categorizara en terciles (bajo, medio, alto).
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b. Covariables en los preescolares

El sexo, la edad gestacional y el peso al nacimiento del nifio seran determinadas a
partir del cuestionario de informacién del parto.

Lactancia materna. De acuerdo a la informacion recabada al primer y tercer mes se
determinara si los nifios recibieron leche materna (exclusiva, predominante, parcial)
o formula.

IMC de los preescolares evaluados a los 4 y 5 afios. El IMC se obtendra dividiendo
el peso entre la estatura al cuadrado. El peso fue tomado con una bascula portatil
electrénica con precisién de 100g y capacidad de 136 kg., el nifio fue pesado con
la menor cantidad de ropa posible. La talla se midié con un estadimetro de madera,
con precision de 1 milimetro. Todas las mediciones antropométricas las realizo
personal capacitado y debidamente estandarizado, siguiendo la técnica
antropométrica segun el método de Habicht (Lohman, 1988).

Ingesta dietética de energia, hidratos de carbono, grasa total, acidos grasos
saturados, acidos grasos poliinsaturados en los preescolares evaluados. La
informacion de ingesta dietética se obtuvo a los 4 afios a partir de una frecuencia
de consumo de alimentos. A los 5 afios se esta recabando a través de un
recordatorio de 24 hrs. La ingesta sera evaluada en porcentaje de
macronutrimentos.

Actividad fisica (AF). La informacion de AF obtenida hace referencia al nUmero de
horas por semana dedicadas a realizar algun deporte o actividad fisica (nunca o
casi nunca; 2 horas/semana; 2 0 mas horas/semana). También se recabo
informacion del nifio acerca del numero de horas al dia frente a pantallas (TV y
videojuegos: nada, menos de una hora, 1-2 horas, 2-3 horas, 4-5 horas, 6-7 horas
0 mas de 7 horas). Se ajustara por horas por semana dedicada a AF y a horas por

semana frente a pantallas.

Tamafio de muestra. Puesto que no existen estudios con caracteristicas similares a las

que se evaluaran en este proyecto, para el célculo del tamafio de muestra se utilizaron

datos de estudios que evaluaron diferencias en factores de riesgo cardiometabdlicos entre

nifos y adolescentes alimentados al seno materno vs. los no amamantados (Owen, 2002;

Owen 2008; Plancoulain, 2000). También se utilizaron datos de estudios de

26



suplementacién con aceite de pescado en las primeras etapas de la vida y durante el
embarazo (Ayer, 2009; Rytter, 2011). El objetivo de realizar este andlisis fue estimar
diferencias promedio en cada una de las variables dependientes entre grupos (lactancia
materna vs. formula o suplementacion con aceite de pescado vs. aceite de oliva). De
acuerdo al andlisis anterior estimamos que una muestra final de 250 nifios por grupo
(nifos cuyas madres fueron suplementadas con DHA vs. nifios cuyas madres no fueron
suplementadas) es suficiente para encontrar diferencias minimas con un poder del 80% y

con nivel de significancia del 0.05 para una prueba de dos-colas.

La estimacion del tamafio de muestra se realizo para todas las variables de respuesta y
se eligid el n mas alto para encontrar diferencias minimas (en este caso fue para

encontrar una diferencia de colesterol total de 7 mg/dl) (Anexo 2).

Andlisis estadistico.

Para evaluar potencial sesgo de seleccion. Se compararan las caracteristicas basales (al
nacimiento) de la muestra final de nifios participantes en este estudio, con aquellos que
se perdieron en el seguimiento. A los 4 afios, también se compararan las caracteristicas
de los nifios que consintieron dar muestra de sangre (n=524) con los nifios que no dieron

muestra (n=196).

Las variables continuas se reportardn en promedios y desviaciones estandar cuando
éstas tengan distribuciéon normal; en caso contrario, se reportara la mediana y el rango
intercuartil. Las variables categoricas se reportaran en porcentajes. Se haran
comparaciones de todas las variables de desenlace entre el grupo de intervencion y
control. Se aplicara el test T-student cuando se cumpla con el supuesto de normalidad o
bien su prueba no paramétrica (Mann-Whitney) en caso contrario; se utilizara la prueba x?

cuando se trate de variables categoricas.

Los andlisis de los datos se realizaran tomando en cuenta el disefio del estudio -intencién

al tratamiento-.
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Para evaluar los efectos de la suplementacion materna con DHA sobre los factores de
riesgo cardiometabdlicos (lipidos, lipoproteinas, glucosa e insulina séricas, presion arterial
sistélica (PAS), presion arterial diastolica (PAD), presion arterial media (PAM) y amplitud
de pulso) se correrdn modelos de regresion lineal multiple, donde la variable
independiente serd una variable dummy (1= suplementado, 0= no suplementado)
ajustando por covariables (IMC pre-gestacional, ganancia de peso en el embarazo,
tabaquismo materno, nivel socioeconomico, sexo, peso Yy talla al nacimiento, lactancia
materna, IMC de los preescolares evaluados a los 4 y 5 afios, ingesta dietética de
energia, hidratos de carbono, grasa total, acidos grasos saturados, acidos grasos
poliinsaturados y actividad fisica en los preescolares evaluados). Ademas de controlar por
las covariables antes mencionadas, en los modelos que evaluen el efecto de la
suplementacién prenatal con DHA sobre la PAS, PAD, PAM y amplitud de pulso se
controlard por creatinina, insulina, lipidos y lipoproteinas.

Antes de ajustar por covariables se evaluara y cuidarda no tener problemas de

multicolinealidad.

También se estudiara la interaccion entre la suplementacion y variables de ajuste (en
particular: sexo, peso al nacer, IMC pre-gestacional e IMC del nifio a los 4-5 afios (segun

corresponda). Se considera que existe interaccion significativa con un P <0.15.

Adicionalmente se analizaran los efectos de la suplementacion con DHA materna sobre
todas las variables de respuesta considerando categorias (presencia o ausencia de,
dislipidemia, resistencia a la insulina e hipertension). Se calcularan odds radio y sus
intervalos de confianza 95% utilizando analisis de regresion logistica y ajustando por las

mismas covariables.

Para evaluar diferencias entre los grupos en cada una de las variables de desenlace se

reportaran IC 95%. Se utilizara el paquete estadistico SPSS.
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Resultados esperados y aportes del estudio

Se espera que los pre-escolares hijos de madres suplementadas con DHA tengan
menores niveles de lipidos, lipoproteinas, glucosa e insulina sérica y tension arterial que

los hijos de madres no suplementadas.

Con este estudio se podra: evaluar la eficacia de la suplementacion con DHA durante el
embarazo sobre factores de riesgo cardiometabdlicos de sus descendientes a los 4 y 5
afos de edad. Se abriran nuevas preguntas de investigacion. Se dara pauta para evaluar
los mismos efectos en otros estudios para después evaluar la efectividad de la
suplementacién. Se informara a tomadores de decisiones los efectos benéficos de la
suplementacioén (si es que hubiera) para llevar a escala. Si los efectos fueran positivos, se
podrian disefar estrategias de intervencion educativa de promocién de consumo de DHA

en el embarazo.

Limitaciones del estudio

Determinacion de perfil metabdlico : Las muestras de sangre no fueron tomadas en
ayuno, por tal motivo los valores séricos de lipidos, lipoproteinas, glucosa e insulina
podrian tener una gran variabilidad. Ademas, en el estudio no se recolectaron datos que
indiquen si el nifio estaba o no en ayuno y las horas transcurridas después de tomar el
altimo alimento. Puesto que es un ensayo aleatorizado se espera que el nimero de nifios
gue rompieron o no el ayuno se encuentren distribuidos de manera similar en ambos
grupos. El HDL-colesterol, los niveles de no-HDL colesterol, la apolipoproteina B y la
razon colesterol total/HDL-col difieren poco entre los estados de ayuno y no ayuno 0 no
cambian en respuesta a la ingesta de alimentos (Mora, 2008; Langsted, 2008). Estos
datos se podrian evaluar si es que existiera gran variabilidad en el perfil metabdlico entre

grupos.

En cuanto a la determinacién sérica del perfil metabdlico, el laboratorio cuenta con las
referencias internacionales para cada determinacion y éste se encuentra certificado por el
Programa de Evaluacion Comparativa Externa de Laboratorios del Colegio Americano de

Pat6logos.
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Pérdida de seguimiento de los nifios : las pérdidas de nifios en el seguimiento podrian
afectar la validez interna del estudio si es que estos son diferentes a los evaluados en
este proyecto. Hasta la fecha tenemos una tasa de seguimiento de 720 (73.9%) nifios a
los 4 afios (sin embargo, sélo aceptaron dar muestra de sangre 524 (53.8%) y de 510
(52.4%) nifios a los 5 afios con respecto a los 973 nifios nacidos vivos del proyecto. Aun
se sigue levantando el seguimiento de los nifios a los 5 afios (el ultimo nifio del estudio en
cumplir 5 afios lo hara en Julio de 2012). Esperamos se llegue a un seguimiento de 905
nifos.

Errores de medicion en antropometria : Las mediciones antropomeétricas fueron
tomadas por personal capacitado y estandarizado lo cual disminuira el error técnico de
medicion.

Conocimiento del grupo de suplementacién por el per sonal del estudio y
participantes del mismo: Los investigadores, el personal de campo y los participantes se
enmascararon en relacion al grupo de pertenencia del tratamiento (DHA o placebo) para

evitar sesgos de informacion.

Validez externa de los resultados : los resultados de este estudio solo podrian aplicarse
a la poblacién derechohabiente del IMSS que reciba suplementacion con DHA durante el

embarazo bajo las mismas condiciones de este estudio.
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Cronograma

2012 2013

Ene- Abr- Julio- Ene-
Actividades Mar Jun Sep Oct-Dic | Mar Abr-Jun
Defensa de protocolo X
Organizacion y limpieza de
base de datos existente X X
Termina recoleccidn de
datos a los 5 anos X
Determinacion de pruebas
bioquimicas X

Obtencién de datos
completos de presion
arterial X
Organizacion y limpieza de
base de datosalos4y5

afnos X X X X

Revisién de la literatura

cientifica X X X X X X
Estancia en Emory X X

Analisis de datos X X X X

Escritura de articulos X X X

Consideraciones éticas y de bioseguridad

El estudio original: “Effect of prenatal DHA supplementation on infant develpment”, asi
como, el subestudio “Omega-3 polyunsaturated fatty acid supplementation and allergic
diseases in childhood” de los cuales se obtendran los datos para la presente propuesta
de andlisis secundario fueron aprobados por el Comité de Etica y las Comisiones de
Bioseguridad e Investigacion del Instituto Nacional de Salud Publica (Anexos 3 y 4
respectivamente). El estudio original ademas, fue aprobado por el Comité de Etica
Institucional de la Universidad de Emory. Se obtuvo consentimiento informado de cada
uno de los participantes después de explicar los detalles del estudio (Formatos anexos 5y
6). Un Comité externo de monitoreo de datos y seguridad revis60 el estudio

periodicamente.

Los analisis séricos de este estudio se determinaran en una alicuota de sangre
previamente tomada y almacenada (seguimiento a los 4 afios de edad) por lo que, no se

volvera a tomar una muestra de sangre venosa en los nifios. La toma de muestra de
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sangre venosa obtenida en el subestudio de este proyecto, representd los riesgos

minimos.

Se cuenta con las autorizaciones pertinentes de uso de base de datos por parte de los
investigadores principales (anexo 7) y por parte de los responsables de los proyectos
(anexo 8).

Recursos materiales y de financiamiento

La Universidad de Emory y el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) obtuvieron un
financiamiento de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos (NIH) para la
conduccion del estudio original titulado: “Efectos de la suplementacion prenatal con DHA
en el desarrollo infantil”, con seguimiento hasta los 5 afios de edad. El financiamiento
cubre los costos directos e indirectos del estudio mencionado ($858,241 y $67,104
dolares, respectivamente) que ascienden a un total de $925,345 délares. Actualmente se
esta levantando la informacion de los niflos a los 5 afios con fondos del NIH. Las
determinaciones metabdlicas séricas fueron determinadas en colaboracion con el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Las Instituciones Académicas
involucradas en el proyecto cuentan con la infraestructura y los recursos humanos y

técnicos necesarios para llevar a cabo el proyecto.
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Anexo 1. Operacionalizacion de variables

Concepto Variable Tipo de Definicion Unidades | Escala de| Instrumento
variable medicion | de medicion o
fuente de
datos
Factores de riesgo| Colesterol total Dependiente Diferencia | mg/dL Continua | Sangre venos
cardiometabdlico entre grupo
1. Perfil intervencion y
metabdlico placebo
a. Perfil lipidico
Factores de riesgo| Triacilglicéridos Dependiente Diferencia | mg/dL Continua | Sangre venos
cardiometabdlico entre grupo
1. Perfil intervencion y
metabolico placebo
a. Perfil lipidico
Factores de riesgo| LDL Dependiente Diferencia mg/dL Continua | Sangre venos
cardiometabdlico entre grupo
1. Perfil intervencién y
metabdlico placebo
a. Perfil lipidico
Factores de riesgo| HDL Dependiente Diferencia mg/dL Continua | Sangre venos
cardiometabdlico entre grupo
1. Perfil intervencion y
metabolico placebo
a. Perfil lipidico
Factores de riesgo| Apo B Dependiente Diferencia mg/dL Continua | Sangre venos
cardiometabdlico entre grupo
1. Pefrfil intervencion y
metabolico placebo
a. Perfil lipidico
Factores de riesgo| Glucosa Dependiente Diferencia | mg/dI Continua | Sangre venos
cardiometabdlico entre grupo
1. Perfil intervencion y
metabdlico placebo
b. Homoestasis de
glucosa
Factores de riesgo| Insulina Dependiente Diferencia mg/dl Continua | Sangre venos
cardiometabdlico entre grupo
1. Pefrfil intervencion y
metabolico placebo
b. Homoestasis de
glucosa
Factores de riesgo| a. Presion arterial Dependiente Diferencia mmHg Continua
cardiometabdlico | sistélica (PAS), entre grupo
2. Presion arterial | b. diastélica intervencién y
(PAD) y placebo
C. presién arterial
media (PAM)
Factores de riesgo| Amplitud de Dependiente Diferencia mmHg Continua
cardiometabdlico | pulso entre grupo

2. Presion arterial

intervencién y
placebo
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Concepto Variable Tipo de Definicion Unidades | Escala de | Instrumento
variable medicion | de medicién o
fuente de
datos
Suplementacion DHA Independiendntervencion | mg Categorica| Registro grupo
te (400 mg (con/sin intervencion/p
diarios)/placeb intervencid | lacebo
0 n)
Covariable materna  IMC Covariable Kg/rh ContinGia Registro basg
pregestacional
Covariable materna Tabaquismo Covariable Si/NO | Categoérica
(fuma en Frecuencia
presencia | :diario, 4-6
del nifio) dias/seman
a; 1-3
dias/seman
a; <1
dia/semang
Covariable materna  Nivel Covariable Terciles CategoricaEncuesta de
socioeconomico (bajo, NSE
(NSE) medio,
alto)
Covariable materna Ingesta de acidos| Covariable % de Continua Recordatorio
grasos, hidratos contribu- de
de carbono, cion ala 24 hrs.
proteinas. ingesta
Covariable en Sexo Covariable Femening/ Categorica| Encuesta de
preescolares masculino seguimiento 4
5 afos
Covariable en Edad gestacional| Covariable Semanag Continua Registro al
preescolares de nacimiento
gestacion
Covariable en Peso al Covariable g Continua | Registro al
preescolares nacimiento nacimiento
Covariable en Talla al Covariable cm Continua Registro al
preescolares nacimiento nacimiento
Covariable en Lactancia materna Covariable % Continua Recoritat
prescolares. de 24 hrs.
Ingesta infantil
(1y 3 mes)
Covariable en Ingesta de acidos| Covariable g Continua Frecuencia d
prescolares. grasos, hidratos consumo de
Ingesta infantil de carbono, alimentos
(48 y 60 meses) proteinas
Covariable en IMC prescolares | Covariable Kg/rh Continua/ | Antropometria
preescolares (4 y 5 afos) categorica | de
seguimiento a
los 4y 5 afios
Covariable en Actividad fisica Covariable Nunca o | Categérica| Cuestionario
preescolares (no. de horas casi nunca, de exposicién
dedicadas a 2 hrs/sem, ambiental
realizar algun mas de 2
deporte) hrs/sem
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Covariable en Actividad fisica Covariable Nada, Categorica| Cuestionario
preescolares (no. de horas menos de de exposicion
frente a pantallas una hora, ambiental
(TVy 1-2 horas,
videojuegos) 2-3 hrs, 4-
5 hrs., 6-7
hrs, >7 hrs.
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Anexo 2. Calculo de diferentes tamanos de muestra variando la diferencia minima a
encontrar en cada una de las variables dependientes.

Dato

D

D2

DE

SZ

N

Estudio

Colesterol

-1.54

2.4

27.6

761.8

5043.6

Owen, 2008. Lactancia vs. formula evaluacidon en >16
afos. Se imputd la DE del promedio de Col de un
estudio que evalud el estado cardiovascular de nifios
Chilenos a los 4 afios (Corvalan, 2010)

3.87

15.0

27.6

761.8

798.7

Rytter, 2011. Evaluacion del efecto de la Suplement.
con FO vs. 00 en el embarazo en los hijos de madres
supl a los 19 afios. Se imputd la DE del promedio de
Col de un estudio que evalud el estado cardiovascular
de nifios Chilenos a los 4 afios (Corvalan, 2010)

49.0

27.6

761.8

244.1

Owen, 2002. Lactancia vs. formula evaluacion en >17
afos. Se imputd la DE del promedio de Col de un
estudio que evalud el estado cardiovascular de nifios
Chilenos a los 4 afios (Corvalan, 2010)

11.6

134.6

27.6

761.8

88.9

Plancoulain, 2000. Evaluacion de lactancia nifios entre
5-11 afios. Se imputd la DE del estudio de Corvaldn,
2010)

LDL

3.87

15.0

26.2

686.4

719.7

Rytter, 2011. Efecto de la supl prenatal con FO vs. NO
(no suppl) sobre Perfil lip a los 19 afios. DE imputado
de promedio de LDL del estudio de evaluacion de
riesgo cardiovascular (RCV) en nifios de 4 afios
(Corvalan, 2010)

49.0

26.2

686.4

220.0

Reinehr T, 2004 Changes in the atherogenic risk factor
profile according to degree of weight loss. DE
imputado de promedio de LDL del estudio de
evaluacion de RCV en nifios de 4 afios (Corvalan, 2010)

-15.48

239.6

26.2

686.4

45.0

Rytter, 2011. . Efecto de la supl prenatal con FO vs. NO
(no suppl) sobre Perfil lip a los 19 afios. Este efecto es
en el subgrupo con baja ingesta de pescado. DE
imputado de promedio de LDL del estudio de
evaluacion de RCV en nifios de 4 afios (Corvalan, 2010)

22.04

485.8

41

1681

54.3

Agostoni, 2000. Férmula estandar vs. supl. AGPI,
evaluacién a los 4 meses.

HDL

-1.54

2.4

14.7

216.1

1430.7

Ayer, 2009. Efecto de la suplementacion dietética con
AGPI n-3 desde el destete y hasta los 5 afios sobre la
PA y perfil de lipidos a los 8 afios. Se toma la DE del
grupo intervenido

-1.56

2.4

11.7

136.9

883.3

Holmes, 2009. Lactancia materna vs. férmula en
adolescentes. DE lactancia materna

3.87

15.0

11.7

136.9

143.5

Rytter, 2011 (FO vs. 0O0). Efecto de la supl prenatal
con FO vs. OO (aceite de oliva) sobre perfil lip a los 19
anos. DE imputada de Holmes, 2009
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TGL

-7.09

50.3

34.9

1218.0

380.5

Daamsgard, 2005. Estudio de supl con aceite de
pescado en nifios de 9 meses (3 meses de
intervencidn). Puesto que Damsgard solo reporta SEM,
se imputo la DE del promedio de TGL de un estudio
que evalud el estado cardiovascular de nifios Chilenos
alos 4 afios (Corvalan, 2010)

-26.58

706.5

67.4

4536.0

100.8

Rytter, 2011. Efecto de la supl prenatal con FO vs NO
(no supl) sobre perf lip a los 19 afios. Supl en
submuestra de mujeres con baja ingesta de pescado.
DE imputada

Apo B

4.0

16.0

256.0

1005.0

Ayer, 2009. Suplementacién con AGPI-CL n3 después
del destete y hasta los 5 afios. DE del grupo
intervencion

-10

100.0

16.0

256.0

40.2

Rytter, 2011. Suplementacion con FO vs. NO
(Submuestra de mujeres con baja ingesta de pescado).
DE imputada de Ayer, 2009

Glucosa

-0.18

0.03

7.0

49.0

23747.5

Owen, 2006. Lactancia materna vs. férmula estdndar
en nifios y adolescentes. DE imputada Corvaldn, 2010

-3.06

10.9

7.0

49.0

70.7

Owen, 2006. Lactancia materna vs. férmula estandar
en la infancia. DE imputada Corvaldn, 2010

-3.24

10.5

7.0

49.0

73.3

Sweet, 1999. Lactancia materna vs. formula a 1-hrs de
nacido. DE imputada Corvalan, 2010

Insulina

-0.41

0.2

11.2

124.8

11654.8

Owen, 2006. Lactancia materna vs. férmula estdndar
en nifios y adolescentes. DE imputada

Presion
arterial
sistolica

-1.7

2.89

9.6

92.16

500.7

Martin R, 2004. Efectos de lactancia materna a los 7
anos de edad entre nifios amamantados y no
amamantados. Se tomé la DE los nifios no
amamantados.

-2.3

5.29

9.7

94.09

279.3

Forysth. Suplementacion de una férmula con aceite de
pescado vs. formula estandar. Se toma la DE del grupo
alimentado al seno materno ya que no se reportan las
DE de los dos grupos con férmula

3.8

14.44

7.1

50.41

54.8

Asserhoj, 2008. Suplementacidon materna con aceite
de pescado (FO) durante la lactancia y sus efectos en
la PA en sus hijos a los 7 afios. Se tomé la DE del grupo
suplementado con FO

22.09

9.7

94.09

66.9

Damsgaard, 2005.Estudio de suplementacién con
aceite de pescado en nifios de 9 meses (intervencion
por 3 meses). Se imputa DE del articulo de Forysth ya
que no se reporta la DE solo SEM

Presion
arterial
Diastdlica

0.64

6.8

46.24

11345

Martin R, 2004. Efectos de lactancia materna a los 7
afos de edad entre nifios amamantados y no
amamantados. Se tomo la DE del promedio del grupo
no amamantado

8.5

72.25

283.6

Damsgaard, 2005.Estudio de suplementacién con
aceite de pescado en nifios de 9 meses (intervencion
por 3 meses). Se imputa DE del estudio de Forysth ya
que este autor solo reporta SEM
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2.3

5.29

5.8

33.64

99.9

Asserhoj, 2008. Suplementacidon materna con aceite
de pescado (FO) durante la lactancia y sus efectos en
la PA en sus hijos a los 7 afios. Se tomd la DE del gpo.
de intervencién (FO).

12.96

8.5

72.25

87.5

Forysth. Suplementacion de una férmula con aceite de
pescado vs. férmula estandar. Se toma la DE del grupo
alimentado al seno materno ya que no se reportan las
DE de los dos grupos con férmula

Presion
arterial
media

5.4

29.16

50.9

Forysth. Suplementacién de una férmula con aceite de
pescado vs. formula estandar. Se imputa DE Asserhoj
ya que no se reporta DE en el articulo

2.8

7.84

5.4

29.16

58.4

Asserhoj, 2008. Suplementacidon materna con aceite
de pescado durante la lactancia y sus efectos en la PA
en sus hijos a los 7 afios. Se tomo la DE del grupo
intervenido.

0.09

5.4

29.16

5087.6

Damsgaard, 2005.Estudio de suplementacién con
aceite de pescado en nifios de 9 meses (intervencion
por 3 meses). Se imputa DE de Asserhoj ya que no se
reporta DE solo SEM

Nota: se sombrea en color rosa la diferencia edpgyara cada variable de respuesta.
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Anexo 3. Cartas de aprobacion Comité de Etica, Comision de biosegur_idad y _Comisién
de investigacion proyecto madre: “Effect of prenatal DHA supplementation on infant

development”.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA
COMISION DE ETICA

Cuernacava, Morelas, 21 de mayo 2004

DRA. SOCORRO PARRA
INVESTIGADORA RESPONSABLE
PRESENTE

En atencion al comunicado que Usted envit el 06 de abril del afio en curso en el que informa que las
correeciones solicitadas por esta Comisidn al formato de la preguntas de la Comisién de Etica y a la carta de
consentimiento informado del protocolo “EFFECT OF PRENATAL SUPPLEMENTS ON INFANT
DEVELOPMENT™ fueron debidamente incorporadas a la documentacién del protocolo y registradas en el
SIID, me es grato otorgarle el dictamen de

APROBADO

Con la especial solicitud de que tenga a bicn atender la tlfima sugerencia que senalé esta Comisidn en
relacién con la pertinencia de que los datos de la Comisién de Etica sean solamente de la que opera en este
Instituto, esto con la finalidad de facilitar la comunicacién de los participantes den el estudio con los
investigadores mexicanos. Una vez que incorpore esta sugerencia | e solicito atentamente incorpore la nueva
versién de la caria de consentimiento informado al SIID.

ATENTAMENTE

MISION DE ETICA.

¢.cp.- Dr. Mario Henry Rodriguez.- Presidente de la Comisién de Investigacion.
Dr. Carlos Conde.- Presidente de la Comisién de Bioseguridad.
Archivo Comisidn de Etica




INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA -
COMISION DE BIOSEGURIDAD @

Cuernavaca, Mor., a 25 de marzo del 2004.

Dxa. Socorro Parra Cabrera
Responsable de Proyecto
Centro de Investigaciones
en Nutricién y Salud-INSP
Presente

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el protocolo de investigacion
titulado:"Effect of prenatal DHA supplements on infant development”, el dictamen de esta
Comisién es: APROBADO; debido a que dicho proyecto establece todas las medidas de uso y
manejo de Residuos Peligrosos Biologico Infecciosos (RPBI), por lo que desde el punto de vista
de Bioseguridad no existe ninguna objecién para continuar su proceso.

Le recordamos que cuando algin proyecto de investigacién haga uso de agentes infecciosos o
maneje muestras clinicas de origen humano y/o animal y no sean procesadas en este Instituto,
debers enviar una carta de la Institucién o Instituciones en la cual se responsabilizan del manejo y
disposicion final de los RPBI y los toxicos generados durante el transcurso de la investigacién.

Asimismo, si el proyecto maneja materiales radiactivos, serd necesario enviar a esta Comision la
licencia del ININ del responsable encargado.

Atentamente,

Dr. Carlds onde-Gonzalez
Presidente de la Comisién
de Bioseguridad-INSP

cep. Dr. Mario Henry Rodriguez.- Presidente de la Comision de Investigacion.-Presente.
Dr Humberto Lanz Mendoza.- Secretario Técnico de la Comisién de Investigacin. Presente.
Dra. Gladys Faba Beaumont.- Presidenta Interina de la Comisién de Etica.- Presente.
Dr. Juan Rivera Dommarco.- Director del Centro de Investigacién en Nutricién y Salud.-Presente

Col. Santa Maria Ahuacatitlén Tel: 01(777) 101 2904
62508 Cuernavaca, Morclos Fax: 01{777) 3175485
México e-mail.cjconde@correo.insp.mx Seeretaria: 2105
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&

Instituto Nacional de Salud Piblica

S ——_ s Comisién de Investigacién =————--
Area: No. de Ref. 418
Cl-112

Cuernavaca, Mor., mayo 12 del 2004,

Dra. Socorro Parra
Responsable del proyecto
Presente

Por este medio le informo que la Comisién de Investigacién dictaminé su proyecto “Effect
of prenatal DHA supplements on infant development”, como Aprobado Definitivo

Aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

Atentamente

Av. Universidad No. 655

Col. Santa Maria Ahuacatitldn Tels: 01(777) 313 8969
62508 Cuernavaca, Morelos 01 (777) 329 30 71
México e-mail:mhenry@inspd.insp.mx Fax: 01 (777) 317 54 B85



Anexo 4. Cartas de aprobacién Comité de Etica, Comision de bioseguridad y Comision
de investigacion sub-proyecto: “Omega-3 polyunsaturated fatty acid supplementation and
allergic diseases in childhood”.

INSTITUTO NAGIONAL DE
SALUD PUBLICA Dra. Julieta lvone Castro Romero

COMISION DE ETICA

Avenida Universidad 655, i
Colcnia Senta Maria Ahuacatillan Pres'denta
62100 Cuernavaca, Moralos, México

Telefono +52 (777) 328 30 00 Ext. 2465
Email: jcastro@insp.mx
web: W insp.rx Cuernavaca, Mor., 3 de agosto, 2010

Aitpititit

Cl: 418, No.927
Proyecto secundario

Albino Barraza Villarreal
Investigador responsable
Presente

En relacién a su proyecto secundario titulado " Omega-3 polyunsaturated fatty acid
supplementation and allergic diseases in childhood”, me permito informarle que
los miembros de la Comisién de ética le han otergado el dictamen de:

Aprobado

Le informamos que esta aprobacién tiene vigencia hasta el 2 de agosto del 2011.

Renovacion anual: Si su estudio se extiende por un periodo mayor, favor de
presentar el formato de Renovacion anual con 45 dias de anticipacién a su fecha de
vencimiento. Favor de solicitar via electrénica el formato correspondienie a esta
Comision. Nota: Es responsabilidad de usted como Investigador Responsable de este

proyecto solicitar la rencvacién anual de su estudio con suficiente anticipacion.

Consentimiento: Para obtener el consentimiento de los sujetos humanos de su
estudio Gnicamente se deberan ufilizar los materiales que han sido aprobados y
sellados por esta Comision.

Addenda/Modificaciones: Le recuerdo que cualquier cambio o actualizacion en los
procedimientos de este estudio deberd ser enviado a esta Comision previo a su
implementacion, utilizando el sistema SIID.

El nimero de su proyecto es 418 y el de esta aprobacion es 927. Le pedimos hacer
referencia a estos nlmeros para cualquier correspondencia futura.

Le agradecemos su cooperacién y compromiso con la proteccion de los derechos de
los sujetos humanos en la investigacion. s

Atentamente b ) W’P/"

Firma el presente IJDra. Blanca Pelcastre Villafuerte,
con fundamento en el Articulo 44 del Estatuto Orgénico
del INSP, asi como en el escrito de fecha 27 de julio
del 2010 en el cual se le designé como suplente

para estas actividades.
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COMISION DE BIOSEGURIDAD  A)

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 6\

CB10-203.

Cuernavaca, Mor., a 24 de Agosto del 2010.

CB: 414 -CI: 418

Dr. Albino Barraza Villarreal
Responsable de Proyecto
CISP-INSP

Presente

Por medio del presente informo c usted que el /dictamen de la Comision de
Bioseguridad o su adendum fitulado: “Omega-3 polyunsaturated falty acid
supplementation and allergic diseases in childhood" cuyo protocolo Madre es el
titulado: “Effect of prenatal DHA supplements on infant development”; es: APROBADO;
debido a gue dicho adendum establece todas las medidas de uso y manejo de
residuos peligrosos biologico infecciosos (RPBI); por lo que desde el punto de vista de
Bioseguridad ne existe ninguna objecion para continuar su proceso.

Le recordamos que cuando algin proyecto de investigacion haga uso de agentes
infecciosos © maneje muestras clinicas de origen humano y/o animal y no sean
procesadas en este instituto, deberd enviar una carta de la institucion o instituciones en
la cudl se responsabilizan del manejo y disposicion final de los RPBly toxicos generados
durante el franscurso de la investigacion.

Asimismo, si el proyecto maneja materiales radiactivos, serd necesario enviar a esta
Comisién la licencia del ININ del responsable encargado.

Atenfamente
H
Dr. § F. Villalpando Herndndez
Presidente de la Comisién
de Bioseguridad-INSP
Col. Santa Maria Ahuacatitlén Tel-Fox:01 (777) 3293000 ex! 7204
Secrelana; 7204

42508 Cuemavaca, Morelos
mMéxico e-mail: svillalp@insp.mx
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%I Instituto Nacional de Salud Publica

Comision de INVestigaciln S————
e e e e =" = e — = ————_T]

No. de Ref. 418.

Cuernavaca, Mor., a 2 de septiembre del 2010.

Dr. Albino Barraza Villarreal
Responsable de Proyecto
CISP-INSP

Presente

Por medio del presente informo a usted, que se registré la aprobacién de las
comisiones de Etica y Bioseguridad del proyecto secundario titulado titulado:
"Omega-3 polyunsaturated fatty acid supplementation and allergic
diseases in childhood”; cumpliendo asi con los requisitos para la aprobacion
definitiva de la Comision de Investigacion.

Aprovecho la ocasion para enviarle un saludo cordial.

tentamegte,

uardo C. Lazcano Ponce
de la Comision
de Invegtigacion-INSP

Cep.- Dr. Eduarde C. Lazcano Ponce - Director Adjunto del CISP.- Presente.
Dr. Aurelio Cruz Valdez.- Subdirector de Apoyo Académico CISP.- Presente.
M.E. Victor Hugo Minor Lépez.- Subdirector de Proyectos.- Presente.

Av. Universidad No. 655 Tels. 01 (777) 3293003
Col. Santa Marfa Ahuacatitlan Tels. 01 (777) 3293078
62100 Cuernavaca, Morelos Tels. 01 (777) 3111148

México




Anexo 5. Carta de consentimiento informado. Seguimiento a los 4 afnos.
O Foraiesrry
=

PUBLIC HEALTH

Instituto Nacional de Salud Prblica {INSP — Cuernavaca, Morelos México)
Hospital Regional General No. 1 Instituto Mexicano del Segure Social (IMSS), Delegacion Morelos.
En colaboracion con la Escuela de Salud Piiblica, Universidad de Emory, Atlanta, GA, EUA

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO — 36 v 48 Meéses
Noviembre, 2008

Titulo: Tifecto de la suplementacion con acide docosahexaendico (DHA) durante el desarrolio del
infante. -

Investigadores Principales: Dra. Usha Ramakrishnan (Universidad de Emory, Atlanta)
' Dra. Lynnete Neufeid {INSP; México)

‘ Dra. fsahelle Romieu (INSP; México)

‘Co-Investigadores
: Dr. Juan Rivera (INSP; México)

Dr. Sergio Judrez -Marquez {IMSS, México)
Dr. Reynaldo Martozell (Universidad de Emory, Atlanta)
Dra. Ann DiGirolamo (Universidad de Emory, Atlania)
Dr. Aibino Barraza Villarreal

Introduccién /Propasito

Estimada Sefiora

Ll objetivo principal del estudio, en el cual usted ha estado participando, ha sido examinar si los dcidos

grasos esenciales, llamados dcido docosahexaendico (DHA), los cuales ingirié durante la segunda parte de
su embazazo, pueden incrementar ] peso de su bebé al nacer y mejorar su crecimiento y desarrollo. Los
acidos grasos esenciales no pueden ser producidos por €l cuerpo humano, pero son muy necesarios para €t
funcionamiento adecuado del cerebro. En esta ocasion estamos solicitando su autorizacion para que nos
- permita continuar con el seguimiento de su hijo y evaluar el crecimiento v desarrolic pulmonar hasta los 48
‘meses de edad, ya que igualmente se ha observado que Jos acidos grasos omega-3 pueden jugar un papel
importante en la maduracion pulmonar y disminuir el riesgo de enfermedades alérgicas de los nifios.

Procedimientos: Si Usted acepta participar en ¢sta fase del estudio, se evaluara ¢l crecimiento y desarrollo

de su bebé y el crecimiento y maduracién pulmonar hasta fos 48 meses, utilizando técnicas muy sencillas,

“las cuales no causaran ningiin dafio o molestias graves a su hijo(a).

Durante {a visita que usted realice al hospital del IMSS, en primer luger, personal especializado reajizara la
toma de peso y talla de su hijo(a). En segundo lugar sc le aplicard un cuestionario en donde se incluyen
- preguntas generales relacionadas con la salud de su bebé, el-cual tendsd una duracién de aproximadamente
25 minutos. Ln tercer lugar se le solivitara su autorizacion para tomarle una muestra venosa de 3 ml de
~sangre del brazo de su nifio, equivalents a 2 cucharaditds aproximadaroente, 1a cual le ocasionara molestiay
minimas y se realizard con material nuevo'y esiéril y por Gitimo sé le realizaf4 Una prucha de funcion
~ pulmonar, fa cual consiste-en pedirle a su hijo que respire por un ticmpo de 5 segundos de manera normal en
~un tubo (boquilla), el cual estéd conectado a un aparato que.mide la cantidad de airc que su hijo expulsa
durante fa respiracion, este procedimiento no causa ninguna motestia para su hijo, no requicre de esfuerzos

1
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por parte del nifio y no significa ningln riesgo para su salud. Todas estas actividades se levaran a cabo en

laclinica 1 del IMSS de Cuernavaca, Morclos, durante su visita. _

Por ultimo, le solicitaremos nos actualice la informacion relacionada con direccion v teléfono, donde se ie
pueda localizar y permitir realizar una visita a su domicilio para tomar una muestra de pofvo de su casa, tal
como la realizada cuando usted estaba embarazada, esta muestra se tomara especificamente de ia sala y de la
* recamara de su hijo, se utilizara una aspiradora, y se utilizard €l mismo procedimiento y tiempo que se
tomo durante la muestra anterior, esta nueva muestra de polvo 1a tomarcmos durantc los 48 meses de cdad.

Beneficios: No existe un beneficio directo para usted, pero si usted decide participar ¢staré colaborando con
¢l Instituto Nacional de Salud Publica { {(INSF), <l Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), y la
Universidad de Emory, ensu mision de investigar y encontrar soluciones a los probiemas de salud de nifios

- de nuestro pais.

Confidencialidad: Toda la informacién que nos proporcione sera estrictamente conﬁdehcial__y Ginicamente
se utilizard por los investigadores del proyecto ¥ no estaré disponible para ningiin otro propésito distinto al

de este estudio. Los resultados del estudio se publicaran solo con propdsitos cieniificos, y se escribiran de .

tal forma que los participantes no seran identificados, ya que en fugar de mencionar sus nombres, a Usted y

a su beb¢ se les asignard un numero de participante. TLos resultados del estudio no serdn incluidos en su

expediente médico y no afectaran la atencion médica que se le proporuona en el hospital.

Riesgos potenciales/Compensacién. Usted recibitd usa compensacion de '$35.00 para sus gastos de
- fransporte por esta visita que realice con su bebé al hospital Consideramos que no existe riesgo alguno
derivado de su participacion en el estudio, sin embargo si surgiera algiin problcma le aclaramos que no
recibird ninguna otra compensacion o pago

Participacion voluntaria/retiro del estudio: Su participacion en esta fase del estudio €s completamente
voluntaria. Usted es libre de aceptar participar o no. Si usted decide No participar esto no la afectara como
- participante del proyecto de suplementacion con dcidos grasos esenciales (DHA). Tampoco a afectara en la
~atencién o en los servicios médicos que recibe en el IMSS o en cualquier otro hospital. Asimismo, le
aclaramos que usted es libre de suspender su participacion-en el estudio en el momento en que lo desee.

Personas de referencia: Si Usted tiene cualquier pregunta, comentarios 0 preocupaciones respecto al

proyecta, favor de contactar a la Dra. Lynnete Neufeld o a 1a Dra. Isabelle Romieu, investigadoras -

principales del proyecto, en el Instituto Nacional de Safud Publica ubicado en Av. Universidad No.-655 Col
Sta. Ma. Ahuacatitlan, Cuemavaca, Mor, al teléfono {777) 329 3000 Ext. 7423 de_ 9:00 a 17:00 hrs.

i usted tiene preguntas generales acerca de sus derechos como participante en un estudlo de mvestlgac
- puede comunicarse con ia Presidente de la Comision de Etica del INSP, Dra. Julieta Ivonne Castro en eI
teléfono (777) 329 3000 ext. 7424, de lunes a viernes de 9:00 a 17:00 hrs, '

Antes de aceptar, le pedimos que nos externe -cualqurer pregunta o duda que tenga
referente a este estudlo
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Si acepta parhmparen &{ estudio, usted recibira una copia de este ducumnﬂto que le pedaremos _
_que firme. .

Consentlm:ento para partlclpar en el estudio

“Bufirma Hﬁica su a@eptacmn pa:a pamc:par voluntariamente en el pfeseﬂte esmdao

’Nombre yFuma dﬂ fa part&cipante : - - Techa:
| ' - Dia / Mes / Afio

Testigo #1: : o : - . Fecha:
Nombre y +irma: -
- Dia / Mes 1 Afio

Testigo #2: - : o , o Fecha:

Nombre y Firma : . : s L e

: o - Dia/ Mes / Afio

Nombre y firma del individuo que obtiene el consen;timientp:

.A‘tentame'ﬁte, _
Dra: Lynnete Neufeld,
Responsable def Proyecto.

51



Anexo 6. Carta de consentimiento informado. Seguimiento a los 5 afos.

‘ EMORY
UNIVERSITY
SCHOOL OF

@ PUBLIC HEALTH

Instituto Nacional de Salud Piblica (INSP — Cuernavaca, Morelos México)

Regional General Hospital No. 1 Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), Delegacién Morelos.
En colaboracion con la Escuela de Salud Piiblica, Universidad de Emory, Atlanta, GA, EUA

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO -5 aiios
2010
Titulo: Efecto de la suplementacién con 4cido docosahexaendico (DHA) en el desarrollo del nifio.
Titulo proyecto secundario: Omega-3 polyunsaturated fatty acid supplementation and allergic diseases
in childhood

Investigadores Principales:  Dra. Usha Ramakrishnan (Emory University, Atlanta)
Dr. Juan Rivera (INSP; México)
Dra. Isabelle Romieu (INSP; México)
Co-Investigadores: Mtra. Laura Avila Jiménez -Marquez (IMSS, México)
Dr. Albino Barraza Villarreal (INSP; México)

Introduccion /Propdsito

Estimada Sefiora

Como es de su conocimiento, usted ha estado participando con el Instituto Nacional de Salud Publica en el
proyecto sobre suplementacion con dcidos grasos durante su embarazo. Motivo por el cual, hoy le
volvemos a invitar a participar en el nuevo seguimiento del mismo. EI objetivo principal de esta parte del
estudio es evaluar si los dcidos grasos esenciales, Ilamados &cido docosahexaendico (DHA), tomados
durante el embarazo, pueden mejorar la salud y el crecimiento durante la nifiez. Los &cidos grasos
esenciales no pueden ser producidos por el cuerpo humano pero son necesarios para el funcionamiento
adecuado del cerebro y se piensa que pueden jugar un papel importante en el crecimiento, el desarrollo, asi
como, en la maduracién pulmonar y disminuir el riesgo de enfermedades alérgicas de los nifios a edades
tempranas. En esta ocasién estamos solicitando su autorizacién para que nos permita continuar con el
seguimiento de su hijo a los 5 afios de edad y evaluar su crecimiento, el desarrollo pulmonar y
neuroconductual.

Procedimientos: Si Usted acepta participar en esta fase del estudio se evaluara el crecimiento, desarrollo y
la funcion de los pulmones de su hijo utilizando técnicas sencillas, las cuales no causaran ningin dafio o
molestias graves a su hijo(a).

Dado que su hijo tiene 5 afios se realizaran las siguientes actividades:

1. Toma de la presion arterial del nifio para lo cual se requiere que el nifio esté descansando
unos 10 minutos antes de que sea medida. Una prueba de funcion pulmonar, la cual es semejante
a la que realizo a los 3 y 4 afios de edad, que consiste en pedirle a su hijo(a) que respire por un tiempo
de 5 segundos de manera normal en un tubo (boquilla estéril y desechable de uso unico), el cual esta
conectado a un aparato que mide la cantidad de aire que su hijo expulsa durante la respiracion, este
procedimiento requiere pocos esfuerzos por parte del nifio, y no significa ningtin riesgo para su salud.
A algunos nifios no les gusta respirar en un tubo, pero no les causa ningiin dafio.

Toma de peso, talla, circunferencia de brazo, circunferencia abdominal, pliegue subescapular y

tricipital; estas 2 filtimas mediciones, nos permiten saber la cantidad de grasa que tiene su nifio,

consisten en sujetar una porcién de la piel del brazo y espalda del nifio, pero no genera dafio

alguno. Cada medida sera tomada 2 veces por personal ampliamente capacitado y estandarizado.

3. Con el fin de conocer si su hijo tiene o no anemia, se realizard un plquete en el dedo, para obtener
una gota de sangre y medir su concentracion de hemoglobina

4. Su hijo participard en una sesion de juegos con cubos, rompecabezas, dibujos que nos perrmtlran
observar el desarrollo de sus habilidades cognitivas y su comportamiento social. También reallzara
unos juegos en la computadora para medir nivel de atencion del nifio.

I

A usted le pediremos que nos apoye respondiendo los siguientes cuestionarios relacionados con su hijo:



5. Un cuestionario acerca del comportamiento de su hijo, por ejemplo, si se lleva bien con otros nifios, o
como se relaciona con mascotas u otros animales? etc.

6. Un cuestionario relacionado con la salud de su hijo.

7. Un cuestionario (Recordatorio de 24 horas) sobre los alimentos que comi6 su hijo el dia anterior a la
aplicacién del cuestionario. Todas estas actividades seran realizadas en la Clinica No. | del IMSS y
nos llevardan aproximadamente 2 horas ¥4 de su tiempo. También la visitaremos en su hogar dentro de
la préoximos 7 dias para completar los siguientes cuestionarios, lo cuales les tomaran
aproximadamente 1 hora % de su tiempo.

8. Un cuestionario sobre la historia de desarrollo del nifio y las escuelas o programas de estimulacion a
la que ha asistido.

. Un cuestionario con el proposito de observar como se desenvuelve su nifio en su hogar

10. Se le solicitara la cartilla de vacunacién para actualizar sus datos.

1 1. Finalmente, solo en el caso de que no podamos localizarla en su domicilio, le pedimos su autorizacion
para revisar su expediente en el IMSS, Gnicamente con el fin de actualizar los datos de su direccion.

Exclusivo del punto 11.  SI Acepto |:| No Acepto D

Lugar en el que se llevaran a cabo las actividades:
a) Las primeras 7 actividades que le mencionamos, se realizaran en la clinica num 1 del IMSS,
en Cuernavaca, Morelos, , tomando aproximadamente 22 hr de su tiempo
b) Las actividades del punto 8 al 10, se realizaran, en su hogar y se estima que tomaran
aproximadamente | ¥ hr. de su tiempo

Beneficios: No existe un beneficio directo para usted o su hijo, pero si usted decide participar estara
colaborando con el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), vy la Universidad de Emory, en su mision de investigar y encontrar soluciones a los problemas de
salud de nifios de nuestro pais.

Confidencialidad: Toda la informacién que nos proporcione sera estrictamente confidencial y (nicamente
se utilizara por los investigadores del proyecto y no estara disponible para ningin otro propésito distinto al
de este estudio. Los resultados del estudio se publicaran solo con propositos cientificos, y se escribirdn de
tal forma que los participantes no seran identificados, ya que en lugar de mencionar sus nombres, a Usted y
a su hijo(a) se les asignard un nimero de participante. Los resultados del estudio no serdn incluidos en su
expediente médico y no afectaran la atencién médica que se le proporciona en el hospital, clinica o
cualquier otra instancia de salud.

Compensacién: Usted recibird una compensacion de $35.00 para sus gastos de transporte cuando le
hacemos la entrevista en ¢l hospital.

Riesgos potenciales: Consideramos que existe muy poco riesgo derivado de su participacion en el estudio,
sin embargo si surgiera algin problema, le aclaramos que no recibira ninguna otra compensacion o pago.

Participacion voluntaria/retiro del estudio: Su participacion en esta fase del estudio es completamente
voluntaria. Usted es libre de aceptar participar o no. Si usted decide no participar, esto no afectard la
atencion en los servicios médicos que recibe en el IMSS ni en cualquier otro hospital o instancia de salud.
Asimismo, le aclaramos que usted es libre de suspender su participacién en el estudio en el momento en que
lo desee, estd en la libertad de negarse a contestar alguna pregunta o a participar en alguna actividad
especifica.

Personas de referencia: Si Usted tiene cualquier pregunta, comentarios o preocupaciones respecto al
proyecto, favor de contactar al Dr Juan Rivera o el Dr Albino Barraza Villarreal investigadores principales
del proyecto, en el Instituto Nacional de Salud Piblica ubicado en Av. Universidad No. 655 Col Sta. Ma.
Ahuacatitlan, Cuernavaca, Mor, al teléfono (777) 329 3000 Ext. 3325 de 10:00 a 17:00 hrs. Si usted tiene
preguntas generales acerca de sus derechos como participante en un estudio de investigacién, puede
comunicarse con la Presidente de la Comisién de Etica del INSP, Dra. Julieta Ivonne Castro, al teléfono
(777) 329 3000 ext. 7424, de lunes a viernes de 9:30 a 17:30 hrs,
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Antes de aceptar, le pedimos que nos externe cualquier pregunta o duda que tenga referente a este

estudio.
Si acepta participar en el estudio, usted recibird una copia de este documento que le pediremos que firme.

Consentimiento para participar en el estudio

Su firma indica su aceptacion para que usted y su hijo participen voluntariamente en el presente estudio.

Nombre y Firma de la participante: Fecha:

Dia / Mes / Afio

Testigo #1:
Nombre y Firma:
Fecha:
Direccion
Dia / Mes / Afio
Testigo # 2:

Nombre y Firma:

Fecha:
Direccion

Dia / Mes / Afio

Nombre y firma del individuo que obtiene el consentimiento:

¥ a Comisién de Etica

Instituto Nacional de Sahid Pithlica
Version Aprobada:
Julio 27, 2010
Proyecto: CI:41
Folio Identificador; _ J40
- ) Copia sellada en archivo




Anexo 7. Autorizacion de uso de bases de datos (investigadores principales de los
proyectos).

Instituto Nacional
de Salud Publica

Cuernavaca, Morelas; a 23 de febrero de 2012,

Asunto: Autorizacidn de uso de bases de datos
y autoria de articulos.

Dra. Julieta Ivone Castro

Presidenta de la Comisién de Etica

Instituto Nacional de Salud Publica

PRESENTE

Por este conducto, en nuestra calidad de investigadores principales de los proyectos 1. “Effect of prenatal DHA
supplements on infant development” ensayo clinico aleatorizado, controlodo, doble ciego, cuyo hipdtesis original fue
estudior el efecto de lo suplementacion prenstal con deido docoschexaenocico (DHA) en ei crecimiento v desarrollo
cognitivo de los productos de fa gestacion” y del proyecto (Pl Dr. Ramakrishnan) y 2. "Omega-3 polyunsaturated fatty
acid suplementation ond allergic diseases in chilchood”, sub- proyecto del estudio de investigacion anteriormente
mencionado (Pl. Dr. Isabell Romieu); autorizamos a la alumna activa del Doctorado en Nutricion Poblacional: Yareni
Yunuen Gutiérrez Gémez, a usar las bases de datos del proyecto para que realice sus analisis y los dos articulos de su
propuesta de tesis doctoral titulada: “ Efectos de la suplementacion con dcido docosahexaencico durante el embarazo

sobre los niveles de lipidos, lipoproteinas, glucosa e insulina séricas, tension arterial y composicion corporal en pre-
escolares hijos de madres suplementadas.

Cabe mencionar que estamos enterados y damos nuestra autorizacion para que la Alumna aparezca como autora
principal de los dos articulos que derivaran de su propuesta de tasis. A saber:
1. Maternal DHA supplementation during pregnancy does/ does not affect blood pressure, in S-years-old children
2. Maternal DHA supplementation during pregnancy does/does not affect the metabolic profile (lipid profile and
glucose metabolism) in 4-years-old children,

Atentamente

Dra. Usha Ramakrishna~ Dra. Isabell Romieu

Investigador principal Investigador principal

Proyecte DHA y desarrollo cognitivo Proyecto DHA y alergias

Rollins School of Public Health of Emory University Instituto Nacional de Saiud Publica
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Anexo 8. Autorizacion de uso de bases de datos (responsables de los proyectos).

a Instituto Nacional

de Salud Plblica

Cuernavaca, Morelos; a 23 de febrero de 2012.

Asunto: Autorizacién de uso de bases de datos
y autoria de articulos.

Dra. Julieta Ivone Castro
Presidenta de la Comisién de Etica
Instituto Nacional de Salud Publica
PRESENTE

Por este conducto, en nuestra calidad de responsables de los proyectos 1. “Effect of prenatal DHA supplements on
infant development” ensayo clinico aleatorizado, controlado, doble ciego, cuya hipétesis original fue estudiar el efecto
de la suplementacién prenatal con dcido docosahexaenoico (DHA) en el crecimiento y desarrollo cognitivo de los
productos de la gestacion” (Pl. Dr. Ramakrishnan) y del proyecto y 2. “Omega-3 plyunsaturated fatty acid
suplementation and allergic diseases in childhood”, sub- proyecto del estudio de investigacién anteriormente
mencionado (Pl. Dr. Isabell Romieu); autorizamos a la alumna activa del Doctorado en Nutricién Poblacional: Yareni
Yunuen Gutiérrez Gémez, a usar las bases de datos del proyecto para que realice sus anélisis y los dos articulos de su
propuesta de tesis doctoral titulada: “Efectos de la suplementacién con dcido docosahexaenoico durante el embarazo
sobre los niveles de lipidos, lipoproteinas, glucosa e insulina séricas, tensidn arterial y composicién corporal en pre-
escolares hijos de madres suplementadas.

Cabe mencionar que estamos enterados y damos nuestra autorizacién para que la Alumna aparezca como autora
principal de los dos articulos que derivaran de su propuesta de tesis. A saber:
1. Maternal DHA supplementation during pregnancy does/ does not affect blood pressure, in 5-years-old children.
2. Maternal DHA supplementation during pregnancy does/does not affect the metabolic profile (lipid profile and
glucose metabolism) in 4-years-old children.

Atentamente
N ektnie 2w
¥ L Z i
Dr. Juan Rivera Dr. Albino Barraza Villarreal
Responsable del proyecto Responsable del proyecto
Proyecto DHA y desarrollo cognitivo Proyecto DHA y alergias
Instituto Nacional de Salud Publica Instituto Nacional de Salud Piblica
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