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Resumen

Antecedentes: México tiene una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad

infantil de 33.2% en nifios de 5-11 afios. En adultos, el consumo dietético de
fructosa y la abundancia relativa de Lactobacillus reuteri (L. reuteri) en la
microbiota intestinal, se asocian con incrementos en el peso corporal. Sin

embargo, en nifios esta asociacion ha sido poco explorada.

Objetivos: Evaluar la asociacion entre el consumo de fructosa y la abundancia
relativa de L reuteri con cambio en el indice de masa corporal en nifios residentes

de la Ciudad de México.

Metodologia: Estudio transversal con 1087 nifios de 6 a 12 afios, residentes de la

Ciudad de México; a quienes se les calcul6 el indice de masa corporal al momento
de la entrevista. A través de un cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos semi-cuantitativo, en el que se consider6 como referencia el mes previo
a la entrevista, se calculé el consumo promedio diario de fructosa de cada
individuo. La abundancia relativa de L. reuteri se cuantificO mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) del DNA de heces. La asociaciéon
de L. reuteri y consumo de fructosa con indicadores de adiposidad (IMC y
circunferencia de cintura) y alteraciones metabdlicas se evalué mediante modelos

de regresion lineal y andlisis de senderos.

Resultados: Una mayor contribucion energética de fructosa y una mayor
abundancia relativa de L. reuteri se asociaron positivamente con el IMC (Brzvs. T1=
0.40, IC 95% 0.06; 0.74, p=0.02 y Br3 vs. n= 0.64, IC 95% 0.30; 0.98, p<0.001,
respectivamente) y con la CC (Brs3vs. 11=0.04, IC 95% 0.01; 0.08, p=0.01Y Br3vs. 11=
0.06; 95% IC 0.02; 0.67, p=0.002, respectivamente). Sin embargo, no se observé
una interaccion entre ambos sobre los indicadores de adiposidad. Asi mismo se
observd una asociacién positiva mediada por los indicadores de adiposidad, entre
L. reuteri y fructosa con glucosa, triglicéridos, insulina, indice HOMA y el LDL

(p<0.01); mientras que la asociacion con el HDL, fue negativa.



Conclusion: Similar a lo que se ha observado en adultos, la abundancia relativa
de L. reuteri y el consumo de fructosa incrementan los indicadores de adiposidad
en los nifios y a traves de ellos incrementan las alteraciones metabdlicas en nifios
residentes de la Cuidad de México. Debido a que es el primer estudio que evalla
en forma conjunta el consumo de fructosa y la abundancia relativa de L. reuteri en
nifios, es necesario llevar a cabo estudios prospectivos que permitan confirmar

esta asociacion.

Palabras clave: Fructosa, L. reuteri, obesidad infantil y alteraciones metabdlicas




Introduccion

La obesidad es uno de los problemas mas graves del siglo XXI. En México, 7 de
cada 10 adultos tienen sobrepeso u obesidad. A su vez, desde 1999 hasta la
fecha, la prevalencia de obesidad infantil ha aumentado en un 29%; alcanzando
en el 2012 una prevalencia de un 34.4% en niflos de 5-11 afios y en el 2016

disminuyendo 1.2 puntos porcentuales con una prevalencia de 33.2% ¢ 2,

Los nifios que presentan obesidad y sobrepeso de acuerdo a lo reportado por
Whitaker et al, tienen hasta un 50% mas de probabilidad de ser obesos en la
etapa adulta® y con ello, mayor riesgo de presentar enfermedades crénicas como
diabetes y enfermedades cardiovasculares a edades mas tempranas ).

Aunque la obesidad se considera una enfermedad multifactorial, la dieta y algunos
de sus componentes constituyen un componente importante en la cadena causal.
En este proyecto evaluamos la ingesta de fructosa, la cual se ha documentado
que al consumirse en grandes cantidades, puede promover entre otros

padecimientos el aumento de peso corporal ¢ ®

. En la actualidad, la poblacion
infantil tiene mayor acceso al consumo de este monosacarido especialmente a
partir de alimentos industrializados®. Asi mismo, evaluamos el papel que juega la
microbiota intestinal en el desarrollo de la obesidad. Especificamente se evalud
Lactobacillus reuteri (L. reuteri), el cual pertenece al filo de Firmicutes y se ha

relacionado con la ganancia de peso corporal” .



Marco tedrico

Obesidad
La obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial, entre los que
destacan factores dietéticos, actividad fisica, genéticos, metabodlicos, ambientales,

(9, 10)

sociales, econOmicos y culturales Desde el punto de vista clinico, la

obesidad se caracteriza por alteraciones metabdlicas relacionadas con la excesiva
acumulacién de grasa corporal y una inflamacién crénica de baja intensidad %),
Hasta hace pocos afos, el tejido adiposo era considerado Unicamente como un
almacén de energia; actualmente se sabe que ademas de esa funcién, el tejido
adiposo es un tejido metabdlicamente activo capaz de sintetizar y secretar
diversas protefnas o citocinas con acciones autécrinas, paracrinas y enddcrinas®?.
Cuando hay desequilibrio entre el consumo de energia y gasto de las misma, se
tiene como resultado un excesivo almacenamiento de triglicéridos en el tejido
adiposo; promoviendo hiperplasia e hipertrofia adipocitaria®™, que a su vez
contribuye a la produccion de citocinas proinflamatorias (como factor de necrosis
tumoral alfa, interleucina 6 entre otras), asi como al reclutamiento e infiltracion de
células inmunes como los macréfagos ' ). Estos procesos caracteristicos de la
obesidad, reciben el nombre de inflamacién cronica de baja intensidad, que esta
asociada con el estrés oxidativo y la resistencia a la insulina, los cuales favorecen

el desarrollo de otras enfermedades créonicas™V.

Los tres principales factores relacionados positivamente con el desarrollo vy
mantenimiento de la obesidad infantii son el sedentarismo, antecedente de
obesidad en los padres y una dieta hipercal6rica, con un alto contenido de hidratos

de carbono simples y grasas saturadas .

En un estudio realizado por Vilchis-Gil et al en nifios de 6-12 afios de edad, se
reportd que un menor tiempo de actividad fisica moderada a vigorosa se asocia
con mayor prevalencia de sobrepeso y obesidad; asi mismo, observaron que
independientemente de la ingesta caldrica diaria, los nifios que pasan entre 3-4
horas al dia frente al televisor tienen dos veces mas posibilidad de presentar



obesidad en comparacion al grupo que ve menos de 3 horas de television (OR
2.13, Cl 95%; 1.20-3.78) 19,

Por otra parte, existe evidencia de que el 42% de los nifios obesos tienen padres
obesos y el riesgo de que un nifio presente sobrepeso y obesidad si ambos padres
son obesos es 15 veces mayor que el de los nifios cuyos padres tienen
normopeso 9. Este incremento en el riesgo de obesidad en los hijos de padres
obesos puede estar dado por el hecho de que los padres y los hijos comparten
factores genéticos y socioculturales que hace que exista una relacién estrecha

entre el estado nutricional de los padres con el de sus hijos 9.

Por ultimo, se ha reportado que los nifios y adolescentes (7-15 afios de edad) que
tienen un patron dietético caracterizado por un elevado consumo de grasa,
azucares simples y energia, pero bajo en fibra tienen mayor probabilidad de
exceso de adiposidad (OR 1.12. IC 95% 1.0-1.25; p=0.038) en comparacion a

quienes no tienen este patrén dietético 7.

En México, la obesidad infantil ha aumentado notoriamente a lo largo del tiempo.
Comparado con lo observado en la encuesta nacional de salud de 1999, en un
periodo de 7 afios la prevalencia combinada de obesidad infantil y sobrepeso
incrementd un 30% (26.9% vs 34.8%); mientras que la prevalencia de obesidad
por si sola aumentdé un 62% (9% vs 14.6%). Estos cambios se mantuvieron
constantes en la encuesta nacional de 2012 vy disminuyeron 1.2 puntos

porcentuales en el 2016 19,

La clasificacibn de obesidad infantii varia conforme a los criterios

implementados®®

. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS;
2007), se considera obesos a aquellos nifios que de acuerdo a la edad y sexo su
puntaje Z sea igual o mayor a 2 desviaciones estandar (DE) ™ 2%, Por otra parte,
el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, del Inglés, Centers

for Disease Control and Prevention) refiere que un nifio presenta obesidad si el



indice de Masa Corporal (IMC) es igual o mayor al percentil 95 de acuerdo al sexo
y edad @Y,

Obesidad infantil y fructosa

@2 | as

La fructosa es un monosacéarido de 6 carbonos, el cual aporta 3.6 kcal/g
fuentes naturales de fructosa son las frutas, verduras y la miel (en donde se
encuentra de manera libre), asi como el azicar de mesa también conocida como
sacarosa (disacarido compuesto por 50% de fructosa y 50 % glucosa) ©. Asi
mismo, en la industria alimentaria la fructosa se afade a los alimentos mediante el
jarabe de maiz alto en fructosa (JMAF: constituido por fructosa en una
concentracion de 42%-55%, siendo el resto complementado por agua Yy

glucosa)®.

Existen dos formas en las que la fructosa puede ingresar al organismo: la primera
es libre y la segunda es unida a la glucosa®. Cuando es en esta Ultima forma, el
disacarido formado por glucosa y fructosa es hidrolizado por la enzima sacarasa;
una vez que la fructosa esta libre, a nivel del duodeno y yeyuno se absorbe por
difusién pasiva desde el lumen intestinal hasta el torrente sanguineo a través de
una proteina transportadora denominada GLUT 5 (independiente de sodio) . La
fructosa también puede ser transportada al torrente sanguineo por la proteina

transportadora GLUT 2 que es dependiente de sodio .

Después de ingresar al torrente sanguineo, la fructosa es transportada mediante la
vena porta hacia el higado, en donde es transformada a fructosa-1-fosfato por la
fructoquinasa “®. La fructosa-1-fosfato es convertida por la aldolasa B en triosa
fosfato, di-hidroxiacetona fosfato y gliceraldehido 3-fosfato, metabolitos
intermediarios de la glucdlisis®®. Mediante este mecanismo la fructosa funciona
como fuente no regulada de glicerol 3-fosfato y acetil-CoA en las numerosas vias
metabdlicas como glucdlisis, gluconeogénesis y lipogénesis ?¥, asociandose de
esta manera al desarrollo de obesidad debido a una mayor disponibilidad de
sustrato. Ademas de ello, existe evidencia de que el consumo excesivo de dicho
monosacarido incrementa las concentraciones de acido Urico, promueve la

resistencia a la insulina, altera la disfuncién endotelial y produce estrés oxidativo



®.22) Otro mecanismo mediante el cual la fructosa puede promover el desarrollo
de obesidad es debido a que es un promotor orexigénico; al parecer, este
monosacarido no estimula las células beta del pancreas, y al no haber secrecion

de insulina, no hay sefializacién de saciedad en el cerebro ?* 29

En un revision sistematica realizada por Sievenpiper et al en el 2012; se incluyeron
41 ensayos clinicos que evaluaron la influencia del consumo de fructosa con el
peso corporal, observando que cuando la dieta era hipercaldrica, los sujetos que
recibieron fructosa adicional presentaron un incremento significativo de peso en
comparacion a aquellos que no recibieron fructosa (diferencia de medias 0.53 kg.
Cl 95% 0.26 - 0.79), sin embargo con dieta isocal6rica no hubo cambios en el
peso corporal en los que recibieron la intervencién ©”. Lo anterior puede
explicarse con los resultados obtenidos por Chiavaroli et al, quienes al analizar
diferentes ensayos clinicos muestran que la concentracion media de los
triglicéridos es estadisticamente mayor entre quienes reciben fructosa en
comparaciéon a quienes no (diferencia de medias = 0.26 mmol/L. 95% IC; 0.11-
0.41)?®:; es decir, la fructosa puede afectar los niveles de lipidos especialmente
los triglicéridos cuando la ingesta de calorias es excesiva. Dichas conclusiones
son congruentes por las establecidas por Wang y colaboradores (diferencias de
medias= 0.65mmol/L. 95%; IC; 0.30-1.01) ?9.

También se han realizado estudios para evaluar la cantidad y fuente de fructosa
consumida por los nifios en relacién a su peso. En el 2007 Aeberli et al, reportaron
el consumo de fructosa en niflos suizos, en donde la ingesta de fructosa es
estadisticamente mayor en los nifios obesos en comparacién a los hormopeso
(40.0 + 31.7 y 23.4 + 26.0 respectivamente; p<0.05)®%. La fuente principal de
fructosa para estos nifios fueron los dulces y bebidas azucaradas 9. Asi mismo,
se han encontrado asociaciones positivas entre el consumo de refrescos e
incremento en el peso corporal, especificamente grasa corporal ©Y. En el 2001,
Ludwig et al, en una muestra de 548 escolares americanos, encontraron que por
cada 200ml/dia de bebidas azucaradas consumidas, la media del IMC aumentaba
0.24 kg/m2 (1C95% 0-10-0-39; p=0-03); mediante analisis de regresion logistica



para evaluar la asociacion entre el consumo de bebidas azucaradas y obesidad,
observaron que por cada 200ml/dia ingeridos de estas bebidas aumentaba la
posibilidad de presentar obesidad en un 60% (OR 1.60, IC 95% 1.14-2.24; p=0.02)
®2  Recientemente en Grecia, Papandreou y colaboradores mostraron que el
consumo de bebidas azucaradas en nifios se asocidé con un incremento en la
posibilidad de presentar sobrepeso y obesidad (OR 2.57, IC 95% 1.06-3.38;

p<0.05) 3,

En México se ha evaluado la disponibilidad de alimentos densamente energéticos
y bebidas azucaradas en nifios de 5-11 afios de edad, encontrandose una elevada
disponibilidad de estos productos dentro y fuera de las escuelas®”. También se
ha reportado que las bebidas, entre ellas las azucaradas, aportan 21% del total

de energia consumida al dia en la poblacién mexicana ©°.

Obesidad infantil y L. reuteri

La microbiota es un conjunto de microorganismos en una comunidad o un habitat
qgue interaccionan de manera compleja, desarrollando diferentes actividades de
acuerdo al area del cuerpo en que se encuentren®. Las acciones colectivas de
estos microrganismos han sido consideradas como las de un 6rgano vital y a su
vez, relevantes para la salud humana y para varios procesos de enfermedades de

diferente indole, entre ellas, la obesidad ©”.

La clasificaciébn taxondmica de la microbiota en orden descendente es: filo o
division, clase, orden, familia, y posteriormente género y especie ®®. En el
cuerpo humano hay areas especificas que cuentan con una gran diversidad de
microbiota: oidos, nariz, conjuntivas, piel, uretra, vagina, y tracto gastrointestinal,

el cual es el nicho que tiene la mayor abundancia y riqueza de microorganismos
(39, 40)

A nivel de filos, los méas importantes en el tracto gastrointestinal humano son:
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias y Actinobacterias ©¥. Sin embargo,
hay diferencias en la composicion y abundancia de la microbiota a lo largo del

tracto gastrointestinal®®. En la boca y orofaringe predomina los siguientes géneros

10



bacterianos: Actinomyces, Capnocytophaga, Eubacteria, Eikenella,
Fusobacterium, Lactobacterium, Nisseria, Streptococcus, Staphylococcus,

Prevotella, Treponema y Veillonella ©?.

En el estbtmago los géneros que
prevalecen  son: Streptococcus, Lactobacillus, Stapphylococcus vy
Peptoestreptococcus, en una proporcién promedio de 10° 9. En el intestino
delgado la rigueza y abundancia de la poblacion de microorganismos incrementa
hasta 10, con dominio de Lactobacillus, Clostridium, Bacteroides, los
Mycobacterium, Enteroccocus y bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae ©9. Al final de tracto gastrointestinal, en el colon, la poblacién
de bacterias aumenta ain mas, llegando a valores exponenciales de 10, con
presencia de Bacteroides, Fusobacterium, Clostridium, Peptoestreptococus,
Klebsiella, Proteous, Lactobacillus, Enterococus, Streptococcus, Pseudomonas,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Mycobacteroum y otras bacterias del filo

Actinobacteria ©9.

La variacién de la microbiota a lo largo del tracto gastrointestinal depende de
algunos factores internos como: la acidez, la concentracion de oxigeno, el tipo de
tejido, la existencia de componentes inmunoloégicos Yy secreciones
gastrointestinales, entre otros®®. Mientras que entre los factores externos que
pueden afectar la composicion de bacterias presentes se consideran: la dieta, el
estrés y el uso de ciertos farmacos (antibioticos, procinéticos, inhibidores de la

bomba de protones etc.), prebiéticos y probiéticos % 4344,

Estudios en modelos animales y en humanos sugieren una asociacion entre la
microbiota intestinal y obesidad. Un estudio en ratones convencionales y libre de
gérmenes alimentados con una dieta ad libitum alta en grasa durante 2 semanas,
demostré que el contenido de grasa corporal total y el peso del epididimo fue
mayor en los ratones convencionales que en ratones libres de gérmenes (13% vs
al 8% y 0.15 g vs 0.10 g, respectivamente); a pesar de que los ratones libres de

gérmenes tenfan mayor consumo de alimentos (4,3 g / dia vs a 3,3 g / dia)“*®.

Un resultado similar se observé en estudios con ratones libres de gérmenes a

quienes se les transfiri6 microbiota de ratones obesos y no obesos “®: asi como,

11



otro en el cual se les transfiri6 microbiota de gemelos humanos discordantes con y
sin obesidad “”. En el primero, después de 2 semanas los ratones libres de
gérmenes que recibieron microbiota de ratones obesos, presentaron un aumento
de grasa corporal (47%) significativamente mayor a la de los que recibieron
microbiota de ratones con peso normal (26%). La microbiota de los ratones
donantes obesos y sus ratones receptores tuvieron una mayor proporcion de
Firmicutes (69 y 63%, respectivamente) que los ratones donantes de peso normal
(55%) y sus receptores (49%) “9. En el segundo estudio, los ratones que
recibieron el trasplante fecal de personas obesas tuvieron una ganancia de tejido
adiposo significativamente mayor (p < 0.001) que la que tuvieron los ratones que
recibieron el trasplante de personas delgadas “”). Estos resultados sugieren que la
microbiota de los ratones obesos tiene una mayor capacidad de capturar energia
de la dieta que la de los no obesos; ademas parecen promover la absorcién de
monosacaridos a partir de la luz intestinal, con la consiguiente induccién de la

lipogénesis hepatica de novo y con ello mayor ganancia de peso “®.

En un estudio de intervencion dietética realizada por Ley y colaboradores®®,

evaluaron la relacion entre el perfil de microbiota intestinal y la grasa corporal en
12 personas obesas, quienes fueron aleatoriamente asignadas a recibir dieta
hipocalorica restringida en grasas (FAT-R) o dieta hipocalorica restringida en
carbohidratos (CARB-R) en el periodo de un afio®®. Previo a las intervenciones
dietéticas, se evaluo el perfil de microbiota de estas personas y se comparé con el
de las personas delgadas; en este estudio se mostré6 que las personas obesas
tenias menores concentraciones de Bacteroidetes y mayores de Fimicutes que los
controles delgados (p<0.05)“®. Posterior al afio de intervencién dietética, el
aumento de la abundancia de Bacteroidetes correlacioné positivamente con el
porcentaje de pérdida de peso corporal en ambas dietas (R®> = 0.5 (FAT-R) y 0.8
(CARB-R); p<0.05) “®

En niflos se han encontrado resultados similares. Estrada et al encontraron que un
perfil de abundancia relativa alta Bacteroidetes tenian 40% menos posibilidades
de presentar sobrepeso u obesidad (OR=0.62, IC 95% 0.47-0.82; p=0.001) en

12



comparacion con los nifios con un perfil de abundancia relativa baja; por otro lado,
los nifios con un perfil de abundancia relativa alta de Firmicutes tenian 50% mas
posibilidades de presentar sobrepeso/obesidad (OR=1.53, IC 95% 1.16-2.01;
p=0.001) “9. Cuando se evalué la microbiota aunada al tipo de alimentacion,
observaron que los nifios con abundancia relativa alta de Firmicutes y un consumo
alto de hidratos de carbono simple y grasas saturadas tenian el doble de

posibilidad de tener sobrepeso/obesidad (OR=1.98, IC 95% 1.21- 3.24; p=0.006)
(49)

La microbiota desempenia funciones de indole metabdlica, trofica y de proteccion
inmunolégica®. Sin  embargo, dentro de dichas funciones, las mas
intrinsecamente relacionadas con la obesidad son las metabélicas®?. Especies del
genero Lactobacillus del filo Firmicutes se han relacionado con la ganancia de
peso debido a que tienen una alteracibn en 31 genes involucrados con el
metabolismo de los hidratos de carbono; con ello, incapacitdndolas al catabolismo
de monosacéaridos como la fructosa y permitiendo a su vez que esta pase al

torrente sanguineo del hospedero ©%

. Una de estas especies es el L. reuteri,
bacteria grampositiva autoctona del tracto gastrointestinal humano que en
condiciones normales es el menos frecuente de los Lactobacilos ®. Si bien, L.
reuteri no puede catabolizar la fructosa, se ha propuesto que se puede
aprovechar de esta molécula al obtener la energia generada a partir del
intercambio de electrones, para asi aumentar su tasa de crecimiento @ %Y. Asi, L.
reuteri fermenta los polisacaridos no digeribles de la dieta en monosacaridos
absorbibles y en acidos grasos de cadena corta (AGCC), lo cual confiere una
mayor recuperacion de energia para el hospedero ' *?. E| butirato, propionato y
acetato, que son AGCC, pueden modificar las concentraciones de varias
hormonas intestinales involucradas en la homeostasis de la glucosa y de la
energia®; incluso, estos AGCC pueden ser metabolizados en el higado en lipidos

complejos (triglicéridos), favoreciendo la ganancia de peso ©?*

Entre otras funciones, L. reuteri produce sustancias con efecto antimicrobiano

como el acido lactico, peroxido de hidrogeno, reutericiclina y la reuterina, que

13



inhiben el crecimiento de diversos microorganismos patdégenos como E. coli, S.
aureus, S. typhimurium, H. pylori y rotavirus ©; por lo que esta especie bacteriana
juega un papel importante en el tratamiento y control de ciertos trastornos
gastrointestinales que comunmente se presentan en nifios, como la diarrea, los
colicos y la colitis necrosante ®*. Debido a esto, las cepas L reuteri se han
afadido frecuentemente como probidticos a ciertas formulas lacteas o se han

administrado como lisados bacterianos, capsulas o gotas para su venta individual
(55)

Existe poca evidencia en humanos acerca de la asociacion de L. reuteri con el
sobrepeso y la obesidad; algunas de las existentes son evidencias indirectas. Por
ejemplo, los nifios alimentados con férmula lactea tienen méas riesgo de presentar
obesidad que los nifios alimentados al seno materno® y en una primera
caracterizacion realizada, acerca del tipo de Lactobacillus que tienen los bebés
alimentados con formula en comparacion con los alimentados con leche materna,
se observé que uno de los Lactobacilus mas abundantes en aquellos lactantes
alimentados con formula es el L. reuteri ®”. En poblacién adulta, la mayor
abundancia de L. reuteri se asoci6é con obesidad (OR=1.79; 95% CI 1.03-
3.10; p=0.04) ' y ademas correlacioné positivamente con el IMC (r=0.85, CI 95%
0.12-0.58; p=0.02) ©9.

Planteamiento del problema

En Meéxico como en otras paises de América Latina se ha relacionado el
incremento de la prevalencia de obesidad infantil con el aumentado en el consumo
azucares debido a golosinas, refrescos, jugos, entre otros alimentos
industrializados ®°®Y. De hecho, nuestro pais ocupa uno de los primeros lugares
a nivel mundial de consumo de bebidas azucaradas (115,4 litros per capita al afio)
©2) A partir de los afios ochenta con la entrada en vigor del Tratado de Libre
Comercio de América del Norte (TLCAN) los refrescos y demas productos
industrializados son endulzados mayormente con fructuosa ©®; en donde dicho

monosacarido se ha relacionado con la obesidad debido a que funciona como

14



fuente no regulada de glicerol 3-fosfato y acetil-CoA en la via metabodlica como la

lipogénesis ¥,

Por otra parte, se ha relacionado a la obesidad con un perfil de microbiota
caracterizada por una elevada abundancia relativa del filo Firmicutes y a nivel de
especie de L. reuteri; la cual se caracteriza por tener la capacidad de aumentar la
sintesis de moléculas intermedias para produccion de triglicéridos, asi como de
carecer de enzimas para metabolizar monosacéaridos como la fructosa,
permitiendo que esta molécula ingrese en mayor proporcion al torrente sanguineo

del hospedero ©° %2,

Debido a lo anterior, para este estudio nos hemos planteado la siguiente pregunta
de investigacion: ¢ El Lactobacilus reuteri y el consumo de fructosa se asocian con

un cambio en el indice de masa corporal?

Justificacién

Los nifios con obesidad tienen mayor riesgo de desarrollar otras enfermedades
cronico-degenerativas a edades mas tempranas, lo cual conlleva a una carga no
solo a nivel personal y familiar, sino también social, asi como para el sistema de
salud del pais. Por lo que se necesita generar conocimiento para una mejor

caracterizacion de los factores asociados a la obesidad.

Tanto el consumo de fructosa como L. reuteri se han encontrado asociados a
obesidad, pero se han estudiado separados o independientes por lo que dados
los efectos de ambos factores como promotores de lipogénesis, y ganancia de
peso se requiere evaluar en forma conjunta el consumo fructosa y el L. reuteri en
nifos con obesidad. Con este estudio que toma en cuenta ambos factores en
poblacion infantil, se aportara evidencia epidemiolégica que contribuira a reforzar
las recomendaciones generales y dietéticas ya establecidas para prevenir y
controlar la obesidad.
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Objetivos

Objetivo general
Evaluar la asociacion de la abundancia relativa de Lactobacillus reuteri en colon

distal y consumo dietético de fructuosa con obesidad infantil.

Objetivos especificos
« Estimar mediante un cuestionario frecuencia de consumo de alimentos
(CFCA), el consumo diario de fructosa de nifios con y sin sobrepeso u

obesidad.

« Evaluar la asociacion entre consumo dietético de fructosa y obesidad

infantil en nifios residentes en la Ciudad de México.

» Determinar mediante gPCR la abundancia relativa de L. reuteri en heces de

los nifios con y sin sobrepeso u obesidad.

« Evaluar la asociacién entre L. reuteri y obesidad infantil en nifios residentes

en la Ciudad de México.

« Evaluar el efecto conjunto entre L. reuteri y consumo dietético de fructosa

sobre la obesidad infantil en niflos residentes en la Ciudad de México.

Metodologia

Disefio del estudio y poblacion

Entre Junio del 2011 a Julio del 2013 se realiz6 un estudio transversal titulado
“Evaluacion de la interaccion entre el consumo de macronutrimentos y el perfil de
la microbiota del colon distal y su asociacion con obesidad infantil
(SSA/IMSS/ISSSTE-CONACYT 000000000180808)”, el cual conté con la
aprobacion de las comisiones de ética e investigacion del Instituto Nacional de
Salud Publica de México (INSP aprobacion 1294).
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El muestreo que se llevo a cabo en dicho estudio fue simple no probabilistico en
cuatro puntos (norte, sur, este y oeste) de la ciudad de México en 1482 nifios no
relacionados entre 6-14 afios edad, que no presentaran antecedentes de diabetes,

hipertension arterial o enfermedad cardiovascular.

Personal debidamente entrenado entrevist6 a los nifios en conjunto con alguno de
sus padres o tutores, Yy obtuvieron informacion socioecondémica, demografica,
antecedentes patolégicos personales y heredofamiliares, asi como informacién
sobre actividad fisica y dieta. También se tomaron mediciones antropométricas,
muestra de sangre venosa Yy heces fecales. Se excluyeron del estudio original
aguellos nifios que para el momento de la entrevista presentaran diagnostico de
enfermedades infecciosas, desordenes gastrointestinales o que hubieran estado
tomando antibiéticos durante 2 meses previos al estudio.

Para el presente proyecto se realizara un andlisis de datos secundarios (banco
de muestras biologicas y base de datos), de 1087 nifios de la base original, todos
ellos de entre 6 y 12 afios edad, los cuales cuentan con la informacion completa
de antropometria, datos generales, perfil bioquimico, dieta y DNA de muestras
fecales.

Mediciones antropométricas

Las mediciones antropométricas se realizaron por personal capacitado,
previamente estandarizado por el método Habicht ®¥. Se utilizaron basculas con
una precision de 0.1 kg, asi como estadimetro y cintas métricas, ambos con
precision de 1mm (todos de la marca comercial SECA). La medicion de peso (kg),
talla (cm), circunferencia de cintura (cm) y circunferencia de cadera (cm) se realizo
con la menor cantidad de ropa posible y sin zapatos, siguiendo el procedimiento
descrito por Lohman ©°. El indice de masa corporal se calculé (IMC, kg/m?) y
utilizando el Macro creado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se

obtuvo el puntaje Z. La clasificacion de los nifios en peso normal, sobrepeso y
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obesidad se realiz6 con base a los puntos de corte sobre el puntaje Z de IMC para
edad y sexo; Normal de -2 a 1 desviaciones estandar (DE), Sobrepeso de > 1 a <2
DE y Obesidad >2 DE ®?. Para este estudio solo se consideraron dos estratos;
normal vs sobrepeso y obesidad. Para el resto de los analisis fue modelado de
manera continua. Para la circunferencia de cintura no se establecieron puntos de

corte y fue analizada de manera continua.

Muestras de sangre

La muestra de sangre venosa (5ml) se tomé en vacutainers con EDTA a cada uno
de los participantes, tras 12 horas de ayuno. Una vez tomadas las muestras,
éstas se trasladaron en hieleras a la unidad de Bioguimica del CMN Siglo XXI en
un periodo menor o igual a 2 horas. En la unidad de Bioquimica se realizaron las
determinaciones de glucosa, colesterol total, LDL, HDL Yy triglicéridos con el equipo
Clinical Chemistry System ILAB 300 plus®. Para la medicion de insulina, se utilizé
el método por quimioluminiscencia con el equipo INMULITE®. El indice de
resistencia a la insulina (HOMA; por sus siglas en inglés) se calcul6 mediante la

férmula propuesta por Hosker y Matthews ©®.

Actividad fisica

El cuestionario de actividad fisica que se us6 fue adaptado y validado para esta
poblacién ©” e incluyé informacién acerca de la actividad fisica realizada de forma
habitual durante el Ultimo mes antes de la entrevista. Se pregunté sobre
actividades durante su estancia en la escuela y en el tiempo libre, como: jugar
futbol soccer, ciclismo, entre otras; asi mismo, se indago sobre el tiempo dedicado
a actividades sedentarias: ver la television o estar frente a la computadora. El tipo
y la duracion se transformaron en equivalentes metabdlicos (MET/mes) mediante
el software “Food Processor Nutrition and Fitness Analysis”, versién 10,12.0;
ESHA Research Inc., Oregon, EE.UU. ©® Esta variable fue utilizada de manera

continua.
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Informacién dietética

La informacion dietética de los nifios durante el mes previo a la entrevista, se
obtuvo mediante un Cuestionario semi-cuantitativo de Frecuencia de Consumo de
107 Alimentos (CFCA), que fue elaborado para el estudio original siguiendo la

metodologia descrita por Willet W et al ¢

. Las opciones de consumo variaron
entre nunca, hasta 6 o mas veces al dia y con base en el consumo reportado y la
porcion preestablecida, se obtuvo la frecuencia de consumo de cada alimento en
gramos por dia. El consumo de energia, macronutrientes y fructosa consumidos
por cada nifio se calcul6 usando la base de datos del valor nutritivo de los
alimentos desarrollada por el Instituto Nacional de Salud Publica de México /%,
Debido a que no contamos con informacion acerca del contenido de fructosa de
los alimentos mexicanos 2, a la base anteriormente mencionada se le adiciond el
contenido de fructosa descrito en la plataforma del Departamento de Agricultura

de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) %,

El consumo de fructosa fue analizado utilizando el método de ajuste de energia de
densidad de nutrientes 2, el cual se obtuvo dividiendo las calorias provenientes
del consumo de fructosa entre el consumo energético total y se multiplicé por 100.
Este porcentaje de contribucion de la fructosa se categorizé en bajo, medio y alto

de acuerdo a la distribucion en terciles de la poblacién de estudio.

Determinacion de L. reuteri

Como parte del proyecto original, el DNA de las muestras fecales de cada nifio se
obtuvo y se almacend en criotubos a -20°C. El procedimiento de extraccion de
DNA se realiz6 de acuerdo a las instrucciones descritas en el kit QIAmMp® DNA
Stool (Qiagen, Hilden, North Rhine-Westohalia). Se cuantifico la concentracion y
pureza del DNA (260/280) en el espectrofotdmetro Nano Drop 1000 LITE (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA).

La determinacion de la abundancia de L. reuteri en heces, se realiz6 mediante

PCR cuantitativa. En primera instancia se procedié a la estandarizacion de la
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técnica para obtener las condiciones Optimas de amplificacion, efectuando tres
amplificaciones de L. reuteri utilizando diferentes concentraciones de DNA
(5ng/pL, 10 ng/uL y 15 ng/uL), y diluciones de los oligonucleétidos sentido y
antisentido de L. reuteri (1 pmol/pL, 5pmol/uL y 10pmol/pL) (ver. cuadro A). Se
amplificaron los productos utilizando la siguiente mezcla de reaccion: 5ul de
SYBR® Green/ROX (2X) gPCR Master Mix, oligonucleétido sentido,
oligonucledtido antisentido, 2uL de agua libre de RNasas y DNasas, y DNA de
heces en un volumen final de 10uL. La mezcla de reaccion fue colocada en
placas de 96 pozos y la amplificacion se llevo a cabo en el equipo Step One Plus
de Applied Biosystem. Se utilizarén las siguientes condiciones de amplificacién: 10
min a 95°C; 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 1 minuto a 56°C, 15 segundos a 95°Cy 1
minuto a 60°C para L reuteri y para Universal 10 min a 95°C; 40 ciclos de 15 seg a
95°C, 1 minuto a 58°C, 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

La amplificacién especifica de nuestro gen de interés se confirmd mediante la
curva de disociacion (curva melt o curva melting) corroborando que la
fluorescencia respecto del tiempo (dF/dT) presente un solo pico.

Posteriormente se realizé la determinacion de las eficiencias de amplificacion para
comparar los genes L. reuteri ®” con el gen normalizador (oligonucleétido universal
el cual reconoce el gen ribosomal 16S bacteriano™).

Para lo anterior se utilizaron diluciones exponenciales de DNA de heces (100
ng/uL, 10 ng/uL, 1 ng/uL, 0.1 ng/uL, 0.01 ng/uL).

Esto se calcul6 con la siguiente formula:

E=109-1

Subsiguientemente se verifico el porcentaje de acoplamiento del oligonucledtido al
DNA molde y se graficd los diferentes ACT (gen de L. reuteri - gen universal)
obtenidos en las curvas estandar de cada uno.

El proceso anterior sirvid para establecer la temperatura de alineamiento, asi
como las concentraciones de DNA y oligonucleotidos.

Una vez que se comprobd la correcta amplificacion de DNA con los
oligonucledtidos especificos de L. reuteri, se eligieron las muestras que

amplifiquen a un ciclo temprano. Se verific6 el tamafio de los fragmentos
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amplificados con los oligonucleétidos de L. reuteri en geles de agarosa al 1.5%
con buffer TAE 1X. En el primer pozo se agregé 5 uL del marcador de peso
molecular L-50 o L-100 (GeneRuler DNA Ladder). En el segundo pozo se
pusieron10 uL del control negativo de la reaccion con 2uL de colorante de carga y
en los pozos restantes 10 yL de producto amplificado. Se dejaron migrar las
muestras de DNA entre 30 a 40 minutos a 100 voltios y se colocaron el gel tefiido
con bromuro de etidio (EtBr) sobre un transiluminador de luz ultravioleta para
verificar el tamafio esperado.

Para comprobar que la secuencia correspondiera a la especie de L. reuteri, se
cortd la banda del producto amplificado y se purific6 mediante un Kit de
purificacion de DNA “QlAquick® Gel Extraction Kit” (QUIAGEN). Este fragmento
de DNA fue mezclado con el oligonucleétido de amplificacién antisentido (3’->5’)
para L. reuteri y fué enviado a secuenciar en la Unidad de Sintesis y

Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Los archivos de secuenciacién fueron leidos en el programa Chromas y BLAST
(nucleotide blast) de la pagina NCBI.

Cada reacciéon se realiz6 por duplicado para disminuir el rango de error en la
amplificacion, ademas se coloc6 un control negativo (mezcla de reaccién sin DNA)

en cada placa.

Se obtuvieron las unidades de abundancia relativa de L. reuteri mediante el
método comparativo de Ct en el cual se utilizaron como gen normalizador los

oligonucleétidos universales 2.

La formula es la siguiente:
Z—ACt

Doénde:
2= Representa la eficiencia maxima de la PCR
ACt= Ct del gen de interés (L. reuteri) - Ct del gen ribosomal 16S
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Analisis estadistico

Las variables seleccionadas se compararon de acuerdo a la condicion de peso
normal y sobrepeso/obesidad. Para las variables continuas se usé la prueba no
paramétrica de U de Mann Whitney debido a que estas variables no tuvieron una
distribucion normal, la cual se evalu6 mediante la prueba de Shapiro Wilk y
graficas pertinentes. Para la comparacion de las variables categéricas se uso la

prueba de Chi-cuadrada (y?).

También se evalud la distribucion de estas mismas variables de acuerdo a los
terciles de contribucion energética de fructosa y terciles de abundancia relativa de

L. reuteri, utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para las variables

continuas y nuevamente la prueba y? para las variables categoricas.

La asociacion entre la abundancia relativa de L. reuteri y el porcentaje de
contribucion energética de fructosa sobre el puntaje Z de IMC y la circunferencia
de cintura, se estimé mediante modelos independientes de regresion lineal. Tanto
la abundancia relativa de L. reuteri como el porcentaje de contribucion energética
de fructosa fueron estratificados en terciles. Ademéas se evalu6é un término de
interaccion multiplicativa entre estas variables sobre el puntaje Z de IMC y la
circunferencia de cintura. En ambos modelos se valoraron los supuestos de
linealidad, normalidad, homocedasticidad y no colinealidad, mediante métodos
estadisticos numéricos y graficos. Debido a que el modelo en el que se incluyd a
la circunferencia de cintura no cumplié los supuestos de normalidad y
homocedasticidad, se transformé dicha variable utilizando el logaritmo natural. Los
modelos finales fueron ajustados por edad, sexo, antecedentes heredofamiliares
de obesidad y actividad fisica en tiempo libre. El antecedente heredofamiliar de
diabetes fue otra covariable de ajuste que se examing, sin presentar alteraciones
en el estimador por lo cual fue retirada. Las covariables de ajuste fueron
seleccionadas con base a su relevancia bioldgica y a que estuvieran relacionados
con las variables de exposicion y a las variables de respuesta pero que no

formaran parte de la cadena causal.
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Finalmente, con la intencion de evaluar la asociacion directa, indirecta y total entre
la abundancia relativa de L. reuteri y el porcentaje de la contribucion de fructosa
con el IMC, circunferencia de cintura y pardmetros bioquimicos (glucosa,
triglicéridos, colesterol HDL, colesterol LDL, insulina e indice HOMA) se realiz6
un analisis de senderos. El colesterol total no fue incluido en el analisis de
senderos, porque entre este bioquimico y las variables independientes no se

encontrd una asociacion significativa. Se consideré como significativo una p<0.05.

Todos los analisis se realizaron utilizando la versién 13.0 del paquete estadistico
STATA SE (College Station, TX).

Resultados
La prevalencia de sobrepeso u obesidad en estos nifios fue de 53.08%. En la

Tabla 1 se muestran las caracteristicas generales, bioquimicas y dietéticas, del
total de los nifios y de acuerdo a la condicibn de normopeso Yy
sobrepeso/obesidad. Comparado con los nifios normopeso, los nifios con
sobrepeso u obesidad, se caracterizaron por tener mayor edad (9.63 vs. 9.1 afios,
p<0.001), ser mas hombres que mujeres (58.58 vs 41.42, p=0.02), tener mas
antecedentes heredofamiliares de obesidad (61.35 vs 47.74%, p<0.001) y
diabetes tipo 2 (13.52 vs 9.63, p=0.05), asi como concentraciones mas elevadas
de glucosa (82 vs 81 mag/dl, p=0.009), triglicéridos (98 vs 68 mg/dl, p<0.001),
colesterol total (160.5 vs 153mg/dl, p=0.001), LDL (107 vs 96 mg/dl, p<0.001),
insulina (8.62 vs 4.35 Ul/ml, p<0.001) e indice HOMA (1.73 vs 0.84, p<0.001) y
mas bajas de HDL (47 vs 53 mg/dl, p<0.001).

El principal aporte de fructosa provino del consumo de bebidas azucaradas
industrializadas y caseras; seguido de frutas enteras, bebidas lacteas endulzadas,
dulces, chocolates y bolleria (datos no mostrados en tablas). El mayor consumo
de fructosa (59.67 vs 40.33%, p=0.009) y la alta abundancia relativa de L. reuteri
se observé en los nifios con sobrepeso/obesidad (61.88 vs 38.12%, p<0.001)
(Tabla 2).
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Los nifios con mayor contribucion energética de fructosa tuvieron un menor
consumo de energia con respecto al resto de los nifios (1948.79 vs 2218.09
kcal/dia, p<0.001) (Tabla 3). Por otro lado, los nifios con una mayor abundancia
relativa de L. reuteri se asocié con mayor concentracion de insulina (6.63 vs 5.63
Ul/ml, p=0.02) e indice HOMA (1.39 vs. 1.11, p=0.01) (Tabla 4).

Después de ajustar por edad, sexo, antecedentes familiares de obesidad y
actividad fisica en tiempo libre, se observo que los nifios con mayor contribucion
energética de fructosa (Brs vs. 1= 0.40; IC 95% 0.06; 0.74, p=0.02) y mayor
abundancia relativa de L. reuteri (Br3 vs 11=0.64; IC 95% 0.30; 0.98, p <0.001),
tuvieron en promedio un mayor puntaje Z de IMC. De forma similar, los nifios con
mayor contribucién energética de fructosa tuvieron una CC 4% mayor que los
nifios que reportaron un menor consumo de fructosa ([Jr3ys, 11=0.04; IC 95% 0.01;
0.08, P tendencia=0.01). Esta tendencia también se observé con respecto a los
terciles de abundancia relativa de L. reuteri; en donde los niflos con mayor
abundancia relativa de L. reuteri, presentaron una CC 6% (Br3vs. 1= 0.06; IC 95%
0.02; 0.67, p=0.002) mayor que la observada en los nifios con abundancia relativa
baja (Tabla 5). No se observé una interaccion significativa entre la abundancia
relativa de L. reuteri y el consumo de fructosa sobre el puntaje Z de IMC (p de
interaccion=0.44) y la CC ( p de interaccién=0.70) (Tabla 5).

En las figuras 2, 3 y en la tabla suplementaria 1, se muestran las asociaciones
directas e indirectas del consumo de fructosa y la abundancia relativa de L.
reuteri, con los indicadores de adiposidad y variables bioquimicas estimadas a
través del modelo de senderos. De acuerdo con este tipo de modelaje, un
incremento porcentual en el consumo de fructosa solo se asocié de forma directa
con un aumento significativo en el puntaje Z de IMC (= 0.07; 95% IC 0.01, 0.12,
p=0.008) y de la CC (B= 0.65; 95% IC 0.27, 1.04, p=0.001). Las asociaciones con
los parametros bioquimicos, fueron de tipo indirecto y positivos, a través de los
indicadores de adiposidad; excepto para el HDL, el cual disminuyd de manera

significativa conforme aumenté porcentualmente la contribucidn energética de
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fructuosa (B= -0.28; 95% CI -0.46,-0.09, p=0.003) (tabla suplementaria 1; figuras
2y 3).

Al igual que la fructuosa, un incremento en la abundancia relativa de L. reuteri se
asocio con un incremento directo en el puntaje Z de IMC (3= 0.16; 95% IC 0.09,
0.24, p<0.001) y en la CC (B= 1.13; 95% IC 0.58, 1.68, p<0.001). De igual forma
se asocio6 indirectamente y en el mismo sentido con los parametros bioquimicos;
excepto con las concentraciones séricas de triglicéridos, donde la asociacion fue
directa e indirecta y en direcciones opuestas. De forma directa, un incremento en
la abundancia relativa de L. reuteri se asocié con una disminucién en las
concentraciones de triglicéridos (B= -3.24; 95% CI -2.18, -1.01, p=0.001); mientras
que de manera indirecta la asociacion fue positiva (8= 2.50; 95% IC 1.56, 3.41,
p<0.001).

Discusion

Estos resultados sugieren que la abundancia relativa de L. reuteri y el consumo de
fructosa son dos factores independientes relacionados con la obesidad y sus
alteraciones metabdlicas en poblacion infantil. Una mayor abundancia relativa de
L. reuteri y de contribucion energética de fructosa se asociaron directa y
positivamente con los indicadores de adiposidad; mientras que con la mayoria de
los pardmetros bioquimicos la asociacion fue positiva y mediada por su asociacion
con los indicadores de adiposidad. El Unico parametro que se asocié con ambos
factores y de forma negativa fue el HDL. En contraste, la asociacion de L. reuteri
con las concentraciones de triglicéridos tienen un comportamiento directo e

indirecto y en sentidos inversos.

El consumo de fructosa y su asociacion con obesidad se ha estudiado
considerablemente en adultos. En concordancia con nuestros resultados,
Stanhope KL et al '®, en un ensayo clinico realizado en adultos estadounidense
entre 40-72 afios, encontraron que en comparacion con los sujetos que

consumieron glucosa, los que consumieron fructosa durante 8 semanas
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presentaron un aumento del 1.4% en el peso corporal (p<0.001), y de 14.5% en el
area intra-abdominal medida por densitometria (p<0.01) ®. En contraste, en un
estudio realizado por L& KA et al ® en hombres suizos con una edad promedio
de 24.7+1.3, no se detect6 un cambio estadisticamente significativo (p>0.05) en el
peso corporal ni en la masa grasa tras 4 semanas de intervencion con fructosa; lo
cual, puede ser debido al corto tiempo de exposicién de dicho monosacarido y a
un tamafio de muestra pequefio (n=7) ®.Asi mismo, en un metaanalisis que
incluyd 41 ensayos clinicos, el consumo de fructuosa entre sujetos que reportaron
dietas hipercaldricas, se asocio con un incremento significativo de 0.53 kg de peso

corporal @7,

En los sujetos con dieta normocalérica no se observé ningun efecto
pero esto puede ser debido a que los estudios en su mayoria se caracterizaron por
tener muestras pequefias (<15 participantes), periodo de intervencion corto (<12
semanas) y al menos el 60% de los estudios fue de baja calidad de acuerdo al

indice de calidad metodoldgica de Heyland .

Diversos estudios preclinicos han descrito el mecanismo por el cual la fructosa se
relaciona con la obesidad. La fructosa se absorbe por difusién pasiva a nivel de
duodeno/yeyuno hasta llegar al torrente sanguineo (sin estimular la secrecion de
la insulina, bloqueando el mecanismo de saciedad). A través de la vena porta la
fructuosa pasa al higado, en donde es metabolizada por la fructoquinasa (via
alterna a la glicolitica), y en etapas posteriores genera glicelaldehido y
dihidroxiacetona fosfato '®. De esta manera, la fructosa sirve como una fuente no
regulada por ATP y citrato tanto de glicerol-3-fosfato como de acetil-CoA para la
produccion de triglicéridos hepéticos; los cuales, se pueden almacenar en el
higado y/o ser ensamblados y transportados por las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL; por sus siglas en ingles) en la circulacion sanguinea hasta llegar
al tejido adiposo propiciando obesidad 9.

Recientemente se ha reportado que ademas de la dieta, la obesidad esta asociada
a ciertos perfiles de microbiota intestinal. Una abundancia relativa alta de
Firmicutes y baja de Bacteroidetes se asocia a obesidad tanto en adultos “® como

en nifios “9. De igual manera, en pacientes adultos con obesidad se ha observado

26



una mayor concentracion de Lactobacillus, en comparacién a los pacientes
anoréxicos (p=0.03) y controles normopeso (p=0.01)®. Particularmente, ciertas
cepas de L. reuteri se han relacionado con ganancia de peso corporal en aves
que recibieron L. reuteri  ®Y, lechones ®% 8% y en ratones ®*. En humanos, la
asociacion de L. reuteri con obesidad s6lo se ha estudiado en adultos franceses y
una elevada abundancia relativa de L. reuteri se asocié con obesidad (OR= 1.79;
IC 95% 1.03-3.10; p=0.04) ), y correlacioné positivamente con el IMC (r= 0.85, IC
95% 0.12—0.58; p= 0.02) ®®. El mecanismo propuesto para explicar la asociacion
positiva entre L. reuteri y los indicadores de adiposidad; se basa en su
caracteristica heterofermentativa que le permite degradar los carbohidratos no
digeribles de la dieta y generar acidos grasos de cadena corta (AGCC) como el
acetato; el cual, es especialmente utilizado como sustrato para la lipogénesis® .
El acetato una vez que es absorbido en el colon y transportado al higado, es
fuente de acetil-CoA mediante la acetil CoA sintasa; estimulando de esta forma
una cascada que conduce a un mayor almacenamiento de grasa ©®.

En relacion a la asociacion observada, de estos dos factores con los diferentes
pardmetros bioquimicos y el hecho de que esta asociacion esté mediada por los
indicadores de adiposidad, es biolégicamente plausible; debido a que una vez que
hay hiperplasia e hipertrofia en el tejido adiposo por la acumulacién excesiva de
triglicéridos, se producen citocinas pro-inflamatorias y se incrementa la respuesta
inmune. Ambos procesos estan implicados con el estrés oxidativo y la resistencia
a la insulina asociada a las dislipidemias ** *¥. Sin embargo, las evidencias que
existen en relacion con el consumo de fructuosa, son controversiales. En dos
estudios con adultos sanos, el consumo elevado de fructosa incremento las
concentraciones séricas de triglicéridos en ayuno (100+18.58 vs 55.75+6.19 mg/dl,
p<0.05) ®" y postprandiales (172 + 29 vs 140 + 28 mg/dL, p = 0.002) ® sin
alteraciones en el peso y la composicion corporal. Sin embargo, en nifios y
adolescentes latinos y afroamericanos, la restriccion de fructosa por un periodo de
9 dias, redujo significativamente las concentraciones séricas de triglicéridos
(123.89+79.65 a 88.5+44.25 mg/dl, p=0.02), LDL (92.80+23.20 a 81.20+£23.20
mg/dl, p<0.001, glucosa (97.3+9.01 a 91.89+7.21 mg/dl, p<0.001) e insulina
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(28.16+16.58 a 19.52+9.07, Ul/ml p<0.001) y los autores concluyen que
probablemente esto se debe a la disminucién de peso que presentaron estos
pacientes ©9).

En ratas el subgrupo de L. reuteri Lr263 ha demostrado que es capaz de suprimir
genes lipogénicos como el que codifica para la sintasa de acidos grasos (FAS) ©9.
Esta seria una potencial explicacion para la asociacién observada para el L. reuteri
sobre los triglicéridos y que podria ser motivo de un siguiente estudio en el que se
detallen los subgrupos de L. reuteri.

Para la correcta interpretacién de nuestros resultados, se deben tomar en cuenta
algunas consideraciones metodolégicas. Debido a que se trata de un estudio
transversal no se puede establecer una adecuada relacion temporal entre las
asociaciones encontradas. La posibilidad que incurriéramos en sesgo de seleccion
lo descartamos al evaluar el consumo de fructuosa entre el grupo de nifios que no
fueron incluidos y son parte de la poblacion del estudio original, observando que
no hubo diferencias significativas entre los grupos a comparar (3.93% vs 3.90%,

p=0.86) (Tabla suplementaria 2).

La informacion dietética del consumo de fructosa obtenida a partir del CFCA
potencialmente puede tener un error de medicidon. Sin embargo, debido a que los
participantes y los entrevistadores estuvieron cegados a la hipétesis especifica de
estudio, este seria no diferencial, subestimando nuestros resultados. Ademas del
cegamiento del personal y los participantes, otra fortaleza del estudio es que el
personal que entrevisto y midié a los participantes y analiz6 la muestras de heces
y sangre de los mismos, fue capacitado y sus procedimiento de medicién se
estandarizaron, por lo cual también descartamos error de medicion diferencial en
los datos antropométricos, bioquimicos y de abundancia relativa de L. reuteri.
Aunado a ello, se utilizé el método de PCR cuantitativo (QPCR) para analizar la
abundancia relativa de L. reuteri, el cual es considerado como el método de

referencia siguiendo los estandares internacionales.
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Al ajustar por actividad fisica en tiempo libre como un proxi de actividad fisica total,
cabe la posibilidad de tener confusion residual lo que podria estar subestimando

nuestros resultados.

Conclusion

Nuestros resultados sugieren una asociacion no benéfica entre la abundancia
relativa de L. reuteri y el consumo de fructosa con el riesgo de presentar obesidad
y alteraciones metabdlicas. Debido a que la fructosa proveniente de la fruta entera
probablemente, no tenga los mismos efectos que la proveniente de alimentos
industrializados, ya que estas contiene ademas fibra, minerales, vitaminas con
efectos antioxidantes asi como fitoquimicos ©Y, recomendamos estudios
prospectivos que evaluen el consumo de fructosa aportado por diferentes
alimentos en poblacion infantil. Asi mismo, consideramos la importancia de
realizar estudios que evallen la asociacion de L. reuteri a nivel de cepas lo que
nos permitira tener una mejor compresion de los procesos fisiopatoldgicos

involucrados.

Aspectos éticos y de bioseguridad de la investigacion

El proyecto original (No. 1129) que lleva por nombre “Evaluacion de la
interaccion entre el consumo de macronutrimentos y el perfil de la microbiota del
colon distal y su asociacién con obesidad infantil” fue aprobado por el comité de
Etica y bioseguridad del Instituto Nacional de Salud Publica (aprobacion 1294). Se
obtuvo de los padres y nifios participantes el consentimiento y asentimiento
informado, mediante firma o huella (padres) y huella (nifios), para de ésta manera

proceder a la aplicacion de cuestionarios y obtencion de los productos biologicos.

También se obtuvo la autorizacion de los investigadores encargados para utilizar
la base de datos, asi como el banco de muestras biol6gicas para su

procesamiento.
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Resumen

Antecedentes: México tiene una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad

infantil de 33.2%. En adultos, el consumo dietético de fructosa y la abundancia
relativa de Lactobacillus reuteri (L. reuteri) en la microbiota intestinal, se asocian
con incrementos en el peso corporal. Sin embargo, en niflos esta asociacion ha
sido poco explorada. Objetivo: Evaluar la asociacion entre el consumo de fructosa
y la abundancia relativa de L reuteri con cambio en el indice de masa corporal en
niflos residentes de la Ciudad de México. Metodologia: Estudio transversal con
1087 nifios de 6 a 12 afios, residentes de la Ciudad de México; a quienes se les
calculo el indice de masa corporal (IMC), se les midid la circunferencia de cintura
(CC) y perfil bioquimico al momento de la entrevista. A través de un cuestionario
de frecuencia de consumo de alimentos semi-cuantitativo, que tomdé como
referencia el mes previo a la entrevista, se calculé el consumo de fructosa de cada
individuo. La abundancia relativa de L. reuteri se cuantificO mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) del DNA de las heces. La
asociaciéon de L. reuteri y consumo de fructosa con IMC, CC y alteraciones
metabdlicas se evalu6 mediante modelos de regresion lineal y analisis de
senderos. Resultados: Una mayor contribucion energética de fructosa y una mayor
abundancia relativa de L. reuteri se asociaron positivamente con el IMC (Br3vs. T1=
0.40, IC 95% 0.06; 0.74, p=0.02 y Br3 vs. 1= 0.64, IC 95% 0.30; 0.98, p<0.001,
respectivamente) y con la CC (Bt vs. 11=0.04, IC 95% 0.01; 0.08, p=0.01Y Br3vs. 11=
0.06; 95% IC 0.02; 0.67, p=0.002, respectivamente). Sin embargo, no se observo
una interaccion entre ambos sobre los indicadores de adiposidad. Asi mismo se
observé una asociacion positiva mediada por los indicadores de adiposidad, entre
L. reuteri y fructosa con glucosa, triglicéridos, insulina, indice HOMA y el LDL
(p<0.01); mientras que la asociacion con el HDL, fue negativa. Conclusién: Similar
a lo que se ha observado en adultos, la abundancia relativa de L. reuteri y el
consumo de fructosa incrementan los indicadores de adiposidad en los nifios y a

través de ellos incrementan las alteraciones metabdlicas en nifilos residentes de la
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Cuidad de México. Debido a que es el primer estudio que evalia en forma
conjunta el consumo de fructosa y la abundancia relativa de L. reuteri en nifios, es
necesario llevar a cabo estudios prospectivos que permitan confirmar esta
asociacion.

Palabras clave: Fructosa, L. reuteri, obesidad infantil y alteraciones metabdlicas
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Introduccién

La obesidad infantil es uno de los principales problemas de Salud Publica. Los
nifios con obesidad tienen mayor probabilidad de seguir siendo obesos en la edad
adulta ® y desarrollar tempranamente, enfermedades crénicas como diabetes y/o
enfermedades cardiovasculares Y. Los factores de riesgo asociados con la
obesidad infantil incluyen la historia familiar de obesidad y enfermedades

(14

metabdlicas, inactividad fisica, habitos dietéticos inadecuados y mas

recientemente, la prevalencia de ciertos perfiles de microbiota intestinal ).

En la actualidad, debido a la sustitucion en alimentos industrializados de sacarosa
por fructosa para endulzar, la poblacién infantil tiene mayor acceso al consumo de
éste monosacarido especialmente a través de alimentos como golosinas, jugos y

(5961 | as dietas con alto consumo de fructosa se relacionan con

refrescos
aumento de los triglicéridos asf como de peso corporal en adultos ¢ 2. En nifios
solo se ha reportado que el alto consumo de fructosa presente en bebidas

azucaradas se asocia con ganancia de peso y grasa corporal ¢33,

Por otro lado, aunque la microbiota intestinal participa en diferentes funciones
metabdlicas e inmunoldgicas necesarias para el organismo, su alteracion
(disbiosis) puede generar diversas patologias, entre ellas la obesidad . Uno de
los componentes de la microbiota es Lactobacillus reuteri (L. reuteri). Esta especie
bacteriana es capaz de producir moléculas antimicrobianas como la reutericina %
y es uno de los probi6ticos mas utilizados en animales y humanos para tratar
problemas gastrointestinales. Ademas se caracteriza por aumentar la sintesis de
moléculas intermedias en la produccion de triglicéridos, asi como de carecer de
enzimas para metabolizar monosacaridos como la fructosa, permitiendo que esta
molécula ingrese en mayor proporcién al torrente sanguineo del hospedero ©% %2,
Esto es congruente con el hallazgo de que un incremento en la abundancia
relativa de L. reuteri en el intestino se asocia con mayor probabilidad de presentar

obesidad en adultos .
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México se encuentra entre los 10 primeros lugares de obesidad infantil, de
acuerdo a los datos reportados por la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémico (OCDE) ©®¥. EIl papel de la microbiota y la obesidad infantil
ha sido poco estudiado y hasta donde sabemos ningun estudio ha evaluado la
asociacion tanto independiente como conjunta entre el consumo de fructosa y la
abundancia relativa de L. reuteri con el aumento en el indice de masa corporal en
poblacion infantil. Debido a lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar

dicha asociacion en nifios residentes de la Ciudad de México.
Métodos
Disefio y poblacion de estudio

El presente trabajo se deriva de un estudio transversal realizado entre junio del
2011 y julio del 2013, cuyo objetivo fue evaluar la interaccion entre el consumo de
macronutrimentos y el perfil de la microbiota del colon distal y su asociacion con
obesidad infantil. Se identificaron a 1482 niflos entre 6-14 afios edad, no
relacionados entre si, residentes en los cuatro puntos cardinales de la Ciudad de
México y que al momento de la entrevista no contaban con diagnéstico de
diabetes, hipertension arterial, enfermedad cardiovascular, diagnéstico de
enfermedad infecciosa o desdrdenes gastrointestinales, ni antecedentes de haber
ingerido antibiéticos durante los dos meses previos al estudio. A cada nifio y a sus
padres se les explicd en qué consistiria la participacion en el estudio y se obtuvo el
consentimiento informado de uno o ambos padres, asi como el asentimiento de los
nifios. El estudio, contd con la aprobacion de la Comision de ética, bioseguridad e
investigacion del Instituto Nacional de Salud Publica de México (No. 1294).

El estudio incluyd una entrevista estructurada, mediciones antropomeétricas y se
obtuvo una muestra de sangre para perfil bioquimico y una muestra de heces para
determinar el perfil de microbiota. Para este trabajo (Figura 1), s6lo se incluyeron
1087 niflos de entre 6 y 12 afos, los cuales contaban con resultado de DNA en

muestras fecales.
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Recoleccién de datos y analisis de laboratorio

Personal debidamente entrenado entrevistdé a alguno de los padres o tutores, en
conjunto con los nifios. El cuestionario incluy6 informacion acerca de: edad, sexo,
area de residencia de los nifios, dieta habitual y actividad fisica del nifio; también
se preguntd la edad y escolaridad de los padres, asi como antecedentes
heredofamiliares de primer grado de obesidad y diabetes. La edad en afos fue
analizada de forma continua. El sexo fue analizado de manera dicotomica asi

como los antecedentes familiares de obesidad y diabetes.

Evaluacion de actividad fisica. El cuestionario de actividad fisica que se uso6 fue
adaptado y validado para esta poblacién ©” e incluyé informacién acerca de la
actividad fisica realizada de forma habitual durante el dltimo mes antes de la
entrevista. Se preguntd sobre actividades durante su estancia en la escuela y en
el tiempo libre, como: jugar futbol soccer, ciclismo, entre otras; asi mismo, se
indagoé sobre el tiempo dedicado a actividades sedentarias: ver la television o estar
frente a la computadora. El tipo y la duracién se transformaron en equivalentes
metabdlicos (MET/mes) mediante el software “Food Processor Nutrition and
Fitness Analysis”, version 10,12.0; ESHA Research Inc., Oregon, EE.UU. ®®. Esta

variable fue utilizada de manera continua.

Mediciones antropométricas. Las mediciones antropométricas se realizaron por
personal capacitado, previamente estandarizado por el método Habicht ©®*. Se
utilizaron basculas con una precision de 0.1 kg, asi como estadimetro y cintas
meétricas, ambos con precision de 1mm (todos de la marca comercial SECA). La
medicion de peso (kg), talla (cm), circunferencia de cintura (CC, cm) vy
circunferencia de cadera (cm) se realiz6 con la menor cantidad de ropa posible y
sin zapatos, siguiendo el procedimiento descrito por Lohman ©. El indice de
masa corporal (IMC) se calculé6 como kg/m? y utilizando el Macro creado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se obtuvo el puntaje Z. La clasificacion
de los nifios en peso normal, sobrepeso y obesidad se realizé con base a los
puntos de corte sobre el puntaje Z de IMC para edad y sexo; Debido a que

consideramos que el sobrepeso y obesidad forman parte de un mismo proceso,
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para fines de describir la poblacién de estudio clasificamos a los nifios como:
Normal de -2 a 1 desviaciones estandar (DE), y Sobrepeso-Obesidad > 1 DE (20).
Para el resto del analisis, el IMC al igual que la circunferencia de cintura se

analizaron de manera continua.

Andlisis bioquimicos. Las concentraciones de glucosa, colesterol total,
lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
triglicéridos se determinaron en suero posterior a un ayuno de 12 horas. La
cuantificaron se realizé con el equipo Clinical Chemistry System ILAB 300 plus®.
Para la medicion de insulina, se utilizd el método por quimioluminiscencia con el
equipo INMULITE®. El indice de resistencia a la insulina (HOMA,; por sus siglas en
inglés) se calculd mediante la formula propuesta por Hosker y Matthews ©®. Todas

estas variables fueron analizadas de forma continua.

Evaluacion dietética. La informacién dietética de los nifios durante el mes previo a
la entrevista, se obtuvo mediante un Cuestionario semi-cuantitativo de Frecuencia
de Consumo de 107 Alimentos (CFCA), que fue elaborado para el estudio original
siguiendo la metodologia descrita por Willet W et al @ . Las opciones de consumo
variaron entre nunca, hasta 6 o mas veces al dia y con base en el consumo
reportado y la porcidon preestablecida, se obtuvo la frecuencia de consumo de
cada alimento en gramos por dia. EI consumo de energia, macronutrientes y
fructosa consumidos por cada nifio se calculé usando la base de datos del valor
nutritivo de los alimentos desarrollada por el Instituto Nacional de Salud Publica de
México (9. Debido a que no contamos con informacién acerca del contenido de
fructosa de los alimentos mexicanos 2, a la base anteriormente mencionada se le
adicion6 el contenido de fructosa descrito en la plataforma del Departamento de

Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) V.

El consumo de fructosa fue analizado utilizando el método de ajuste de energia de
densidad de nutrientes (", el cual se obtuvo dividiendo las calorias provenientes
del consumo de fructosa entre el consumo energético total y multiplicado por 100.

Este porcentaje de contribucion de la fructosa se categorizoé en bajo, medio y alto
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de acuerdo a la distribucion en terciles de la poblacion de estudio. Esta variable

fue analizada tanto de forma continua como categorica.

Cuantificacion de la abundancia relativa de L. reuteri. La extraccion de DNA a
partir de 200 mg de heces, se llevé a cabo mediante el kit QIAmp® DNA Stool
(Qiagen, Hilden, North Rhine-Westohalia). Se determiné la concentracion y pureza
del DNA (260/280) en el espectrofotometro Nanodrop 1000 LITE (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA) y se almacen¢ a -20°C. La determinacion de la
abundancia relativa de L. reuteri se realizé6 por qPCR, con los oligonucleétidos

previamente reportados ©7,

utilizando como gen de referencia los
oligonucleaotidos universales ®. Cada reaccion de PCR fue realizada en un
volumen final de 10uL, el cual contiene 1 uL de DNA 5 ng, 5 ul de 2X Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Foster City,
California, USA), 1 ul de cada oligonucledtido a 5pmol/uL y 2 ul de agua libre de
DNAsas y RNAsas. Se usaron las siguientes condiciones de amplificacion: 10 min
a 95°C; 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 1 minuto a 56°C, 15 segundos a 95°C y 1
minuto a 60°C para L reuteri y para Universal 10 min a 95°C; 40 ciclos de 15 seg a
95°C, 1 minuto a 58°C, 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. La amplificacién
especifica del gen de interés se confirm6 mediante curvas de disociacion,
corroborando que la fluorescencia respecto del tiempo (dF/dT) presentara un solo
pico. Cada reaccion se realizé por duplicado para disminuir el rango de error en la
amplificacion, ademas se coloco un control negativo en cada placa. Las unidades
de abundancia relativa (AR) de L. reuteri se obtuvieron mediante el método
comparativo de 27Ct (Ctde L. reuteri - Ctde universal) (74) 'pichg variable fue analizada tanto
de forma continua y categorica, tomando como puntos de corte su distribucion en

terciles.
Analisis estadistico

Las variables seleccionadas se compararon de acuerdo a la condicion de peso
normal y sobrepeso/obesidad. Debido a que las variables continuas no se

distribuyeron normalmente, se usé la prueba no paramétrica de U de Mann
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Whitney. Para la comparacion de las variables categoricas se usoé la prueba de
Chi-cuadrada (y?).

También se evalud la distribucion de estas mismas variables de acuerdo a los
terciles de contribucion energética de fructosa y terciles de abundancia relativa de
L. reuteri, utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para las variables

continuas y nuevamente la prueba y? para las variables categoricas.

La asociacion entre la abundancia relativa de L. reuteri y el porcentaje de
contribucion energética de fructosa sobre el puntaje Z de IMC y la circunferencia
de cintura, se estimd mediante modelos independientes de regresion lineal
multiple. La prueba de tendencia para las variables categoricas se realizo
incluyendo al modelo la variable categoérica en su forma ordinal. Para evaluar la
asociacion conjunta de ambas variables sobre el IMC y la CC, en cada modelo
independiente se incluyé un término de interacciébn y se consideré como
significativo una p<0.10. En ambos modelos se evaluaron los supuestos de
normalidad, homocedasticidad y no colinealidad, mediante las pruebas
estadisticas de Shapiro Wilk, Breusch-Pagan y Cook-Weisberg y el factor de
inflacion de la varianza y graficos de estimacion de la densidad de Kernel, graficos
de residuos/valores ajustados y de residuos/valores predichos. Debido a que el
modelo de circunferencia de cintura no cumplia con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad, dicha variable se transformé al logaritmo natural. Los modelos
finales fueron ajustados por edad, sexo, antecedentes heredofamiliares de
obesidad y actividad fisica en tiempo libre. El antecedente heredofamiliar de
diabetes fue otra covariable de ajuste que se examind, sin presentar alteraciones
en el estimador por lo cual fue retirada. Las covariables de ajuste fueron
seleccionadas con base a su relevancia biologica y a que estuvieran relacionados
con las variables de exposicibn y a las variables de respuesta pero que no

formaran parte de la cadena causal.

Finalmente, con la intencion de evaluar la asociacion directa, indirecta y total entre

la abundancia relativa de L. reuteri y el porcentaje de la contribucion de fructosa
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con el IMC, circunferencia de cintura y parametros bioquimicos (glucosa,
triglicéridos, HDL, LDL, insulina e indice HOMA) se realiz6 un andlisis de
senderos. Debido a que los marcadores bioquimicos pueden ser una
consecuencia de la adiposidad, en el analisis de senderos se consideraron a el
IMC y CC como mediadores de la asociacion entre el consumo fructosa y la
abundancia relativa de L. reuteri sobre los niveles de glucosa, triglicéridos, HDL,
LDL, insulina e indice HOMA. ElI colesterol total no fue incluido en el andlisis de
senderos, porque éste no se asocié significativamente con el L. reuteri ni con el

consumo de fructuosa. Se consideré como significativo una p<0.05.

Todos los analisis se realizaron utilizando la version 13.0 del paquete estadistico
Stata SE (College Station, TX).

Resultados

La prevalencia de sobrepeso u obesidad en estos nifios fue de 53.08%. En la
Tabla 1 se muestran las caracteristicas generales, bioquimicas y dietéticas, del
total de los nifios y de acuerdo a la condicibn de normopeso Yy
sobrepeso/obesidad. Comparado con los nifios normopeso, los nifios con
sobrepeso u obesidad, se caracterizaron por tener mayor edad (9.63 vs. 9.1 afios,
p<0.001), ser mas hombres que mujeres (58.58 vs 41.42, p=0.02), tener mas
antecedentes heredofamiliares de obesidad (61.35 vs 47.74%, p<0.001) y
diabetes tipo 2 (13.52 vs 9.63, p=0.05), asi como concentraciones mas elevadas
de glucosa (82 vs 81 mag/dl, p=0.009), triglicéridos (98 vs 68 mg/dl, p<0.001),
colesterol total (160.5 vs 153mg/dl, p=0.001), LDL (107 vs 96 mg/dl, p<0.001),
insulina (8.62 vs 4.35 Ul/ml, p<0.001) e indice HOMA (1.73 vs 0.84, p<0.001) y
mas bajas de HDL (47 vs 53 mg/dl, p<0.001).

El principal aporte de fructosa provino del consumo de bebidas azucaradas
industrializadas y caseras; seguido de frutas enteras, bebidas lacteas endulzadas,
dulces, chocolates y bolleria (datos no mostrados en tablas). El mayor consumo

de fructosa (59.67 vs 40.33%, p=0.009) y la alta abundancia relativa de L. reuteri
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se observo en los nifios con sobrepeso/obesidad (61.88 vs 38.12%, p<0.001)
(Tabla 2).

Los niflos con mayor contribucion energética de fructosa tuvieron un menor
consumo de energia con respecto al resto de los nifios (1948.79 vs 2218.09
kcal/dia, p<0.001) (Tabla 3). Por otro lado, los nifios con una mayor abundancia
relativa de L. reuteri se asocié con mayor concentracion de insulina (6.63 vs 5.63
Ul/ml, p=0.02) e indice HOMA (1.39 vs. 1.11, p=0.01) (Tabla 4).

Después de ajustar por edad, sexo, antecedentes familiares de obesidad y
actividad fisica en tiempo libre, se observé que los nifios con mayor contribucién
energética de fructosa (Brz vs. 1= 0.40; IC 95% 0.06; 0.74, p=0.02) y mayor
abundancia relativa de L. reuteri (B3 vs 11=0.64; IC 95% 0.30; 0.98, p <0.001),
tuvieron en promedio un mayor puntaje Z de IMC. De forma similar, los nifios con
mayor contribucion energética de fructosa tuvieron una CC 4% mayor que los
nifios que reportaron un menor consumo de fructosa (Br3vs. 11=0.04; IC 95% 0.01;
0.08, P tendencia=0.01). Esta tendencia también se observé con respecto a los
terciles de abundancia relativa de L. reuteri; en donde los niflos con mayor
abundancia relativa de L. reuteri, presentaron una CC 6% (Brsvs. 11= 0.06; IC 95%
0.02; 0.67, p=0.002) mayor que la observada en los nifios con abundancia relativa
baja (Tabla 5). No se observd una interaccion significativa entre la abundancia
relativa de L. reuteri y el consumo de fructosa sobre el puntaje Z de IMC (p de
interaccién=0.44) y la CC ( p de interaccion=0.70) (Tabla 5).

En las figuras 2, 3 y en la tabla suplementaria 1, se muestran las asociaciones
directas e indirectas del consumo de fructosa y la abundancia relativa de L.
reuteri, con los indicadores de adiposidad y variables bioquimicas estimadas a
través del modelo de senderos. De acuerdo con este tipo de modelaje, un
incremento porcentual en el consumo de fructosa solo se asoci¢ de forma directa
con un aumento significativo en el puntaje Z de IMC (B= 0.07; 95% IC 0.01, 0.12,
p=0.008) y de la CC (B= 0.65; 95% IC 0.27, 1.04, p=0.001). Las asociaciones con

los parametros bioquimicos, fueron de tipo indirecto y positivos, a través de los
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indicadores de adiposidad; excepto para el HDL, el cual disminuyd de manera
significativa conforme aumentd porcentualmente la contribucion energética de
fructuosa (B= -0.28; 95% CI -0.46,-0.09, p=0.003) (tabla suplementaria 1; figuras
2y 3).

Al igual que la fructuosa, un incremento en la abundancia relativa de L. reuteri se
asocié con un incremento directo en el puntaje Z de IMC (B= 0.16; 95% IC 0.09,
0.24, p<0.001) y en la CC (= 1.13; 95% IC 0.58, 1.68, p<0.001). De igual forma
se asoci6 indirectamente y en el mismo sentido con los parametros bioquimicos;
excepto con las concentraciones séricas de triglicéridos, donde la asociacién fue
directa e indirecta y en direcciones opuestas. De forma directa, un incremento en
la abundancia relativa de L. reuteri se asocié con una disminucién en las
concentraciones de triglicéridos (B= -3.24; 95% CI -2.18, -1.01, p=0.001); mientras
que de manera indirecta la asociacion fue positiva (8= 2.50; 95% IC 1.56, 3.41,
p<0.001).

Discusidén

Estos resultados sugieren que la abundancia relativa de L. reuteri y el consumo de
fructosa son dos factores independientes relacionados con la obesidad y sus
alteraciones metabdlicas en poblacion infantil. Una mayor abundancia relativa de
L. reuteri y de contribucidbn energética de fructosa se asociaron directa y
positivamente con los indicadores de adiposidad; mientras que con la mayoria de
los parametros bioquimicos la asociacion fue positiva y mediada por su asociacion
con los indicadores de adiposidad. El Unico parametro que se asocié con ambos
factores y de forma negativa fue el HDL. En contraste, la asociacion de L. reuteri
con las concentraciones de triglicéridos tienen un comportamiento directo e

indirecto y en sentidos inversos.

El consumo de fructosa y su asociacibn con obesidad se ha estudiado

considerablemente en adultos. En concordancia con nuestros resultados,
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Stanhope KL et al ), en un ensayo clinico realizado en adultos estadounidense
entre 40-72 afos, encontraron que en comparacidon con los sujetos que
consumieron glucosa, los que consumieron fructosa durante 8 semanas
presentaron un aumento del 1.4% en el peso corporal (p<0.001), y de 14.5% en el
area intra-abdominal medida por densitometria (p<0.01) '®. En contraste, en un
estudio realizado por L& KA et al ® en hombres suizos con una edad promedio
de 24.7+1.3, no se detecté un cambio estadisticamente significativo (p>0.05) en el
peso corporal ni en la masa grasa tras 4 semanas de intervencion con fructosa; lo
cual, puede ser debido al corto tiempo de exposicion de dicho monosacarido y a

un tamafio de muestra pequefio (n=7) ®

. Asi mismo, en un metaanalisis que
incluy6 41 ensayos clinicos, el consumo de fructuosa entre sujetos que reportaron
dietas hipercaldricas, se asocioé con un incremento significativo de 0.53 kg de peso
corporal ®”. En los sujetos con dieta normocalérica no se observé ningln efecto
pero esto puede ser debido a que los estudios en su mayoria se caracterizaron por
tener muestras pequefias (<15 participantes), periodo de intervencion corto (<12
semanas) y al menos el 60% de los estudios fue de baja calidad de acuerdo al

indice de calidad metodolégica de Heyland.

Diversos estudios preclinicos han descrito el mecanismo por el cual la fructosa se
relaciona con la obesidad. La fructosa se absorbe por difusién pasiva a nivel de
duodenol/yeyuno hasta llegar al torrente sanguineo (sin estimular la secrecién de
la insulina, bloqgueando el mecanismo de saciedad). A través de la vena porta la
fructuosa pasa al higado, en donde es metabolizada por la fructoquinasa (via
alterna a la glicolitica), y en etapas posteriores genera glicelaldehido vy
dihidroxiacetona fosfato '®). De esta manera, la fructosa sirve como una fuente no
regulada por ATP y citrato tanto de glicerol-3-fosfato como de acetil-CoA para la
produccion de triglicéridos hepaticos; los cuales, se pueden almacenar en el
higado y/o ser ensamblados y transportados por las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL; por sus siglas en ingles) en la circulacién sanguinea hasta llegar

al tejido adiposo propiciando obesidad (/.
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Recientemente se ha reportado que ademas de la dieta, la obesidad esta asociada
a ciertos perfiles de microbiota intestinal. Una abundancia relativa alta de
Firmicutes y baja de Bacteroidetes se asocia a obesidad tanto en adultos “® como
en nifios “9. De igual manera, en pacientes adultos con obesidad se ha observado
una mayor concentracion de Lactobacillus, en comparacién a los pacientes
anoréxicos (p=0.03) y controles normopeso (p=0.01) . Particularmente, ciertas

cepas de L. reuteri se han relacionado con ganancia de peso corporal en aves

i 8D s (82 83)

que recibieron L. reuter , lechone y en ratones Y. En humanos, la
asociacion de L. reuteri con obesidad sélo se ha estudiado en adultos franceses y
una elevada abundancia relativa de L. reuteri se asocié con obesidad (OR= 1.79;
IC 95% 1.03-3.10; p=0.04) ", y correlacion6 positivamente con el IMC (r= 0.85, IC
95% 0.12—0.58; p= 0.02) ®®. El mecanismo propuesto para explicar la asociacién
positiva entre L. reuteri y los indicadores de adiposidad; se basa en su
caracteristica heterofermentativa que le permite degradar los carbohidratos no
digeribles de la dieta y generar acidos grasos de cadena corta (AGCC) como el
acetato; el cual, es especialmente utilizado como sustrato para la lipogénesis® &,
El acetato una vez que es absorbido en el colon y transportado al higado, es
fuente de acetil-CoA mediante la acetil CoA sintasa; estimulando de esta forma
una cascada que conduce a un mayor almacenamiento de grasa ©®.

En relacion a la asociacion observada, de estos dos factores con los diferentes
pardmetros bioquimicos y el hecho de que esta asociacién esté mediada por los
indicadores de adiposidad, es biolégicamente plausible; debido a que una vez que
hay hiperplasia e hipertrofia en el tejido adiposo por la acumulacion excesiva de
triglicéridos, se producen citocinas pro-inflamatorias y se incrementa la respuesta
inmune. Ambos procesos estan implicados con el estrés oxidativo y la resistencia
a la insulina asociada a las dislipidemias ** *¥. Sin embargo, las evidencias que
existen en relacion con el consumo de fructuosa, son controversiales. En dos
estudios con adultos sanos, el consumo elevado de fructosa incrementd las
concentraciones séricas de triglicéridos en ayuno (100+18.58 vs 55.75+6.19 mg/dI,
p<0.05) ®" y postprandiales (172 + 29 vs 140 + 28 mg/dL, p = 0.002) ) sin

alteraciones en el peso y la composicion corporal. Sin embargo, en nifios y

43



adolescentes latinos y afroamericanos, la restriccion de fructosa por un periodo de
9 dias, redujo significativamente las concentraciones séricas de triglicéridos
(123.89+79.65 a 88.5+44.25 mg/dl, p=0.02), LDL (92.80+23.20 a 81.20+23.20
mg/dl, p<0.001, glucosa (97.3+9.01 a 91.89+£7.21 mg/dl, p<0.001) e insulina
(28.16+16.58 a 19.52+9.07, Ul/ml p<0.001) y los autores concluyen que
probablemente esto se debe a la disminucion de peso que presentaron estos
pacientes ©9).

En ratas el subgrupo de L. reuteri Lr263 ha demostrado que es capaz de suprimir
genes lipogénicos como el que codifica para la sintasa de acidos grasos (FAS) ©9.
Esta seria una potencial explicacidon para la asociacién observada para el L. reuteri
sobre los triglicéridos y que podria ser motivo de un siguiente estudio en el que se

detallen los subgrupos de L. reuteri.

Para la correcta interpretacién de nuestros resultados, se deben tomar en cuenta
algunas consideraciones metodolégicas. Debido a que se trata de un estudio
transversal no se puede establecer una adecuada relacion temporal entre las
asociaciones encontradas. La posibilidad que incurriéramos en sesgo de seleccion
lo descartamos al evaluar el consumo de fructuosa entre el grupo de nifios que no
fueron incluidos y son parte de la poblacion del estudio original, observando que
no hubo diferencias significativas entre los grupos a comparar (3.93% vs 3.90%,

p=0.86) (Tabla suplementaria 2).

La informacién dietética del consumo de fructosa obtenida a partir del CFCA
potencialmente puede tener un error de medicion. Sin embargo, debido a que los
participantes y los entrevistadores estuvieron cegados a la hipoétesis especifica de
estudio, este seria no diferencial, subestimando nuestros resultados. Ademas del
cegamiento del personal y los participantes, otra fortaleza del estudio es que el
personal que entrevisto y midié a los participantes y analizé la muestras de heces
y sangre de los mismos, fue capacitado y sus procedimiento de medicion se
estandarizaron, por lo cual también descartamos error de medicion diferencial en

los datos antropométricos, bioquimicos y de abundancia relativa de L. reuteri.
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Aunado a ello, se utilizé el método de PCR cuantitativo (QPCR) para analizar la
abundancia relativa de L. reuteri, el cual es considerado como el método de
referencia siguiendo los estandares internacionales.

Al ajustar por actividad fisica en tiempo libre como un proxi de actividad fisica total,
cabe la posibilidad de tener confusion residual lo que podria estar subestimando

nuestros resultados.

Conclusioén

Nuestros resultados sugieren una asociacién no benéfica entre la abundancia
relativa de L. reuteri y el consumo de fructosa con el riesgo de presentar obesidad
y alteraciones metabdlicas. Debido a que la fructosa proveniente de la fruta entera
probablemente, no tenga los mismos efectos que la proveniente de alimentos
industrializados, ya que estas contiene ademas fibra, minerales, vitaminas con
efectos antioxidantes asi como fitoquimicos ©Y, recomendamos estudios
prospectivos que evallen el consumo de fructosa aportado por diferentes
alimentos en poblacion infantil. Asi mismo, consideramos la importancia de
realizar estudios que evallen la asociacion de L. reuteri a nivel de cepas lo que
nos permitira tener una mejor compresion de los procesos fisiopatoldgicos

involucrados.
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Anexo 2. Tablas

TABLA 1 Caracteristicas general por estrato de indice de Masa Corporal

Estrato de indice de Masa Corporal

Caracteristicas Todos Peso normal  Sobrepeso/obesidad
n=1087 n=510 (46.90%) n=577 (53.10%) Valor p*
Edad (afios)
Mediana 9.80 9.09 9.63 <0.001
P10-Poo 6.91-11.91 6.83-11.64 7.30-11.95
Nifios, n (%) 601 (55.29) 263(51.57) 338 (58.58) 0.02
Historia familiar**
Obesidad, n (%) 597 (54.97) 243 (47.74) 354 (61.35) <0.001
Diabetes, n (%) 127 (11.69) 49 (9.63) 78 (13.52) 0.05
Actividad fisica (METs/mes)
Mediana 337.5 344.37 336.25 0.35
P10-Pgo 31.25-997.5 31.25-975 12.5-1042.5
Parametros bioquimicos
Glucosa (mg/dl)
Mediana 82 81 82 0.009
P10-Pgo 71-94 69-94 72-95
Triglicéridos (mg/dl)
Mediana 81 68 98 <0.001
P10-Poo 48-154 44-111 55-181
Colesterol total (mg/dl)
Mediana 157 153 160.5 0.001
P10-Pgo 118-200 117-196 120-203
Colesterol HDL (mg/dl)
Mediana 50 53 47 <0.001
P10-Poo 35-68 41-71 33-64
Colesterol LDL (mg/dl)
Mediana 101 96 107 <0.001
P10-Pgo 71-138 71-129 77-142
Insulina (Ul/ml)
Mediana 6.01 4.35 8.62 <0.001
P10-Pgo 0.5-15.41 0.5-9.85 0.61-13
indice HOMA
Mediana 1.19 0.84 1.73 <0.001
P10-Pgo 0.11-3.20 0.10-2.04 0.13-4.10
Energia (kcal)
Mediana 2091 2098 2083 0.48
P10-Pgo 1308-3158 1309-3079 1308-3249

*Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas y xz de Pearson para variables categdricas.

** Historia familiar de primer grado; al menos uno de los padres con el antecedente.
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TABLA 2 IMC por terciles de fructosa y de L. reuteri

Estratos de IMC

Caracteristica Peso normal Sobrepeso/obesidad Valor p*
n=510 (46.90%) n=577 (53.10%)

Consumo de fructosa
Bajo 181 (49.86) 182 (50.14) 0.009
Medio 183 (50.55) 179 (49.45) '
Alto 146 (40.33) 216 (59.67)

L. reuteri
Bajo 202 (55.65) 161 (44.35) <0.001
Medio 170 (46.96) 192 (53.04) '
Alto 138 (38.12) 224 (61.88)

*v% de Pearson
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TABLA 3 Caracteristicas general por terciles de fructosa

Caracteristicas Terciles de contribucién de fructosa Valor
Bajo Medio Alto p*

Edad (afios)
Mediana 9.37 9.22 9.44 0.55
P10-Pgo 7.11-11.91 6.97-11.67 6.90-12.14

Nifios, n (%) 200 (55.10) 206 (56.91) 195 (53.87) 0.71

Historia familiar**
Obesidad, n (%) 203 (55.92) 204 (56.35) 190 (52.63) 0.54
Diabetes, n (%) 37 (10.19) 39 (10.77) 51 (14.13) 0.20

Actividad fisica (METs/mes)
Mediana 337.50 328.12 350.62 0.58
P1o-Pgo 31.25-975 25-1006.25 43.75-1032.50

Parametros bioquimicos

Glucosa (mg/dl)
Mediana 82 82 82 0.32
P10-Pgo 70-93 71.5-96 72-94

Triglicéridos (mg/dl)
Mediana 81 80.5 81 0.99
P1o-Pgo 48-156 48.5-154.5 49-150

Colesterol total (mg/dl)

Mediana 157 159.5 157 0.42
P10-Pgo 120-201 116-204.5 118-196

Colesterol HDL (mg/dl)
Mediana 50.5 50 50 0.83
P10-Pgo 37-68 35-68 36-68

Colesterol LDL (mg/dl)
Mediana 101 102 100 0.45
P10-Pgo 74-129 71-141.5 71-137

Insulina (Ul/ml)
Mediana 5.70 6 6.50 0.17
P10-Pgo 0.5-13.69 0.5-13.91 0.5-18.47

indice HOMA
Mediana 1.12 1.18 1.32 0.20
P10-Pgo 0.10-2.80 0.11-3.04 0.11-3.50

Energia (kcal)
Mediana 2071.63 2218.09 1948.79 0.001
P10-Pgo 1278.63-3129.67  1411.432- 3192.99 1246.362- 3132.46

L. reuteri***
Mediana 0.0005 0.0003 0.0008 0.25
P10-Pgo 0.00003, 0.07 0.00002, 0.01 0.00005, 0.23

*Prueba de Kruskal Wallis para variables continuas y X2 de Pearson para variables categoricas.

**Historia familiar de primer grado; al menos uno de los padres con el antecedente.

***nidades de abundancia relativa
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TABLA 4 Caracteristicas general por terciles de abundancia de L. reuteri

Caracteristicas Terciles de L. reuteri Valor p*
Bajo Medio Alto
Edad (afios)
Mediana 9.20 9.32 9.74 0.06
P10-Pgo 6.98-11.83 6.80-11.78 7.15-12.11
Nifios, n (%) 199 (54.82) 194(53.59) 208(57.46) 0.56
Historia familiar**
Obesidad, n (%) 207 (57.18) 196 (54.14) 194(53.59) 0.57
Diabetes, n (%) 43 (11.88) 47 (12.98) 37 (10.22) 0.50
Actividad fisica (METs/mes)
Mediana 373.75 325.625 315.63 0.14
P10-Pgo 62.5-1037.5 31.25-975 0-978.75
Pardmetros bioquimicos
Glucosa (mg/dl)
Mediana 81 82 82 0.27
P10-Pgo 70-93 70-94 72-95
Triglicéridos (mg/dl)
Mediana 79 80 83 0.40
P10-Pgo 47-149 50-151 48-158
Colesterol total (mg/dl)
Mediana 157 159 158 0.84
P10-Pgo 120-200 118-200.5 118-200
Colesterol HDL (mg/dl)
Mediana 51 50 50 0.38
P10-Pgo 38-68 35-66.5 34-69
Colesterol LDL (mg/dl)
Mediana 99.5 102 101 0.58
P1o-Pgo 72-137 72-136 75-140
Insulina (Ul/ml)
Mediana 5.63 5.45 6.63 0.02
P10-Pgo 0.5-14.92 0.5-14.38 0.5-17.46
indice HOMA
Mediana 1.11 1.07 1.39 0.01
P10-Pgo 0.10-2.90 0.11-2.99 0.10-4.56
Energia (kcal)
Mediana 2104.20 2006.60 2140.83 0.06
P10-Pgo 1278.93-3234.85 1308.01-2947.55 1356.02-3222.31
Consumo de fructosa (%)
Mediana 3.91 4.02 3.95 0.35
P1o-Pgo 2.64-6.02 2.62-6.11 2.43-5.85

*Prueba de Kruskal Wallis para variables continuas y X2 de Pearson para variables categoricas.

** Historia familiar de primer grado; al menos uno de los padres con el antecedente.
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TABLA 5 Asociacion entre terciles de abundancia relativa de L. reuteri y terciles consumo de fructosa sobre indicadores de adiposidad

indice de Masa Corporal Circunferencia de Cintura
c L Abundancia Relativa de L. reuteri
aracteristica . - - -
Bajo Medio Alto Bajo Medio Alto
B* (IC 95%) B* (IC 95%) B* (IC 95%) B"1C 95% B 1C 95% B" 1C 95%
Consumo de Fructuosa
Bajo Ref 0.32 (-0.02; 0.67) 0.64 (0.30; 0.98)** Ref 0.03 (-0.01; 0.07)  0.06 (0.02; 0.67)**
Medio -0.07(-0.42; 0.27) 0.15 (-0.34; 0.65) -0.19 (-0.68; 0.29) 0.001(-0.04; 0.04)  0.01 (-0.04; 0.07) -0.01 (-0.06;0.05)
Alto 0.40 (0.06; 0.74)**  -0.33 (-0.82; 0.15)  -0.18 (-0.67; 0.30) 0.04 (0.01; 0.08)**  -0.03(-0.08;0.02) -0.01(-0.06;0.04)
p de la interaccion 0.44 0.70

* Modelos ajustados por: sexo, edad, historia familiar de obesidad y actividad fisica en tiempo libre. La referencia tanto para la abundancia relativa de L. reuteri y la contribucion de fructosa fue el tercil
bajo.

**p de tendencia < 0.01

Los resultados en negrilla corresponden a una p<0.05
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TABLA SUPLEMENTARIA 1 Estimacion de la asociacion directa, indirecta y total de la abundancia relativa de L. reuteri y contribucién de
fructosa en los indicadores de adiposidad y bioquimicos

Consumo de fructosa

Asociacion directa Asociacion indirecta Asociacion total
Indicadores de adiposidad B* IC 95% Valor p B* IC 95% Valor p B* IC 95% Valor p
IMC 0.07 0.01,0.12 0.008 NS - - 0.07 0.01,0.12 0.008
CcC 0.65 0.27,1.04 0.001 NS - - 0.65 0.27,1.04 0.001
Biomarcadores
Glucosa (mg/dl) 0.04 -0.32,0.40 0.80 0.05 0.001,0.09 0.04 0.09 -0.26, 0.45 0.61
Insulina (Ul/ml) 0.18 -0.07, 0.45 0.15 0.22 0.07,0.35 0.002 0.40 0.11, 0.70 0.007
indice HOMA 0.04 -0.01, 0.10 0.14 0.05 0.02,0.08 0.003 0.09 0.02,0.15 0.007
LDL (mg/dl) -0.56 -1.58, 0.45 0.27 0.29 0.10,0.49 0.003 -0.27 -1.30, 0.76 0.60
HDL (mg/dl) 0.06 -0.38, 0.51 0.77 -0.28 -0.46,-0.09 0.003 -0.21 -0.69, 0.26 0.37
Triglicéridos (mg/dl) -0.58 -2.18, 1.01 0.47 1.29 0.66,1.92 <0.001 0.70 -0.99, 2.40 0.41
L. reuteri
Asociacion directa Asociacion indirecta Asociacion total
Indicadores de adiposidad B IC 95% Valor p B’ IC 95% Valor p B* IC 95% Valor p
IMC 0.16 0.09,0.24 <0.001 NS - - 0.16 0.09,0.24 <0.001
CC 1.13 0.58,1.68 <0.001 NS - - 1.13 0.58,1.68 <0.001
Biomarcadores
Glucosa (mg/dI) -0.30 -0.82, 0.20 0.24 0.10 0.02,0.17 0.01 -0.20 -0.71, 0.31 0.43
Insulina (Ul/ml) 0.24 -0.13, 0.62 0.20 0.36 0.16,0.57 <0.001 0.61 0.19,1.03 0.004
indice HOMA 0.04 -0.04,0.12 0.36 0.07 0.04,0.12 <0.001 0.11 0.02,0.21 0.01
LDL (mg/dl) -0.63 -2.10, 0.83 0.39 0.64 0.33,0.94 0.001 0.008 -1.46, 1.48 0.99
HDL (mg/dI) 0.55 -0.08,1.20 0.09 -0.47 -0.76,-0.20 <0.001 0.08 -0.60, 0.76 0.81
Triglicéridos (mg/dl) -3.24 -2.18,-1.01 0.006 2.50 1.56,3.41 <0.001 -0.74 -3.17,1.68 0.54

* Modelos ajustados por: sexo, edad, historia familiar de obesidad y actividad fisica en tiempo libre.
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TABLA SUPLEMENTARIA 2 Comparacion entre caracteristicas generales de la submuestra del proyecto de L. reuteri y Fructosa
(LRyF) contra el resto de la muestra proyecto de microbiota en pacientes no relacionados

Variables Muestra LRyF Muestra restante Valor p
n=1,087 n=309
Edad (afios)
Mediana 9.36 9.80 0.06
P10-Pso 6.98-11.91 6.90-11.96
Nifios n (%) 601 (55.29) 132 (42.72) <0.0001
Actividad fisica en tiempo libre (METs/mes)
Mediana 337.5 318.75 0.30
P10-Pso 31.25-997.5 0-1020
Antecedentes familiares de sobrepeso y obesidad n (%)** 597 (54.97) 147 (47.73) 0.02
Consumo de fructosa (%)
Mediana 3.93 3.90 0.86
P10-Pgo 2.57-6.06 2.61-6.21
IMC n (%)
Sobrepeso/obesidad 577 (53.08) 140 (45.45) 0.02

*Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas y X2 de Pearson para variables categoéricas. ** Historia familiar de primer grado; al menos uno de los padres con el

antecedente.
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Anexo 3. Diagramas

FIGURA 1 Muestra de nifios de la ciudad de México
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FIGURA 2 Efectos directos de L. reuteri y fructosa en indicadores de adiposidad
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FIGURE 3 Efectos indirectos de L. reuteri y fructosa en parametros bioquimicos mediado por indicadores de adiposidad
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