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Resumen

Introduccion. El uso de los probidticos y prebidticos esta aumentando en todo el mundo debido a
sus efectos benéficos sobre la salud. El desarrollo de mejores prebidticos y probioticos hace posible
tener resultados mas eficaces en la prevencion de la salud en la poblacién. Objetivo. Demostrar la
eficacia de dos fructanos obtenidos del Agave tequilana (Metlin® y Metlos ®) incorporados a la
formula infantil de lactantes sanos. Métodos. Ensayo clinico, controlado, aleatorizado, doble ciego,
realizado en 600 recién nacidos a término y seguido durante sus primeros 6 meses de edad. Los
recién nacidos se asignaron al azar en seis grupos de estudio: 1) Formula adicionada con probidtico
+ Metlin + Metlos; 2) Férmula adicionada con probiotico + Metlin; 3) Formula adicionada con
probidtico + Metlos; 4) Férmula adicionada con probidtico y 5) Formula sin probidtico ni
prebioticos.. Las mediciones de caracteristicas antropomorficas; IgA salival y la excrecion de DPD
en orina se analizaron para cada grupo de recién nacidos. En un subgrupo se analizé la microbiota al
nacimiento y 6 meses despues, utilizando PCR en tiempo real. Resultados. Las IgAs de saliva de
los grupos que consumieron los fructanos en cuestion siempre estuvieron por encima de los valores
obtenidos en el grupo de lactantes que solo consumieron formula, e inclusive por encima del grupo
que consumio la formula adicionada con probidticos. Los nifios alimentados exclusivamente con
leche materna, tuvieron un incremento significativo en la concentracion de DPD con respecto a los
demas grupos. Por otra parte, los nifios alimentados con formula Unicamente, tuvieron el menor de
los incrementos. Con respecto a los cambios en la microbiota intestinal, la combinacién Metlin +
Metlos es la que tiene un mayor efecto bifidogénico. En los grupos que tienen Metlin o Metlos por
separado, al igual que en el grupo de lactancia materna, se ve una disminucion de Enterobacterias.
Conclusion. Nuestros resultados demuestran la eficacia de Metlos ® y Metlin® en los recién

nacidos sanos Yy sientan las bases para recomendar su consumo.



Abstract

Introduction. The importance of probiotics and prebiotics is increasing worldwide due to its
beneficial effects on health. Developing better prebiotics and probiotics creates the possibility of
more effective results in the prevention of health in the population. Objective. To demonstrate the
efficacy of two fructans obtained from Agave tequilana (Metlin © and Metlos ©) added to infant
formula of healthy infants. Methods. Randomized double blind clinical controlled trial, conducted
in 600 term babies and followed during their first 6 months of age. Infants were randomly allocated
in 6 study groups: 1) Formula supplemented with probiotic + Metlos + Metlin; 2) Formula +
probiotic + Metlin; 3) Formula with probiotic + Metlos; 4) Formula with probiotic and 5) Formula
without probiotic or prebiotic. Anthropomorphic measurements; salivary IgA and DPD excretion in
urine were analyzed for each group of infants. In a subgroup, microbiota was analyzed at birth and
6 months after, using real-time PCR. Results. The saliva slgA groups consuming fructans in
question were always above the values obtained in the group of infants who consumed only
formula, and even above the group consuming formula supplemented with probiotics. Children
exclusively breast fed, had a significant increase in the concentration of DPD in relation to other
groups. Moreover, infants fed formula only, had the smallest increases. With regard to changes in
the intestinal microbiota, the combination METLIN + Metlos is having a higher bifidogenic effect.
In groups having Metlos METLIN or separately, as in the group breastfeeding is decreased
Enterobacteriaceae. Conclusion. Our results demonstrated the efficiency of Metlos © y © Metlin in

healthy newborns and support the bases to recommend their consumption.



ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

GENERALIDADES DE LAS FIBRAS DIETETICAS.

Los cambios econdmicos y sociales de nuestros dias han influido en los habitos alimenticios y por
ende, esto ha repercutido en la salud poblacional. Asi, uno de los retos mas importantes a los que se
enfrentan los profesionales en Salud y Nutricion es la cada vez mas escasa inclusion de fibra en la
dieta. Desde mediados del siglo XX se han estudiado los efectos benéficos a la salud mediados por
la fibra (Trowell, 1976). Con base en toda la evidencia cientifica que hoy dia soporta el efecto
benéfico en salud de la fibra en la dieta, diversas organizaciones vinculadas con la salud alimenticia
recomiendan el consumo de la misma (Slavin, 2008).

En el 2008 se llegd a un acuerdo consensuado en el Comité Codex en Nutricion y Alimentos para el
Uso de Dietas Especiales (CCNFSDU por sus siglas en inglés), en cuanto a la definicién de fibra
dietética. El establecimiento de esta definicion sienta las bases a nivel mundial para su uso en la
implementacién de mediciones, etiquetado de alimentos, valores nutricionales de referencia y
declaracion de propiedades para la salud (health claims). En este sentido, las fibras dietéticas
incluyen a los polimeros de carbohidratos que no pueden ser hidrolizados por enzimas enddgenas

del intestino delgado del ser humano (Cummings, et al., 2009).

Las fibras dietéticas se clasifican a su vez en las siguientes categorias.

a) Polimeros de carbohidratos comestibles que se encuentran naturalmente en los alimentos.

b) Polimeros de carbohidratos obtenidos a partir de alimentos, utilizando métodos fisicos,
enziméticos o quimicos, los cuales han demostrado tener un efecto fisioldgico de beneficio a la
salud y son aceptados como tal por las autoridades competentes con base en la evidencia cientifica
que sustenta dichas propiedades.

c) Polimeros de carbohidratos sintéticos, los cuales han demostrado tener un efecto fisioldgico de



beneficio a la salud y son aceptados como tal por las autoridades competentes con base en la
evidencia cientifica que sustenta dichas propiedades. A su vez, las fibras dietéticas se dividen en
solubles e insolubles (AACC REPORT, 2001; Meyer y Tungland, 2002). Las fibras insolubles son
aquellas fibras como la celulosa, hemicelulosa, lignina y almidén no digerible, las cuales no se
disuelven en agua pero tienen la capacidad de absorberla. Algunos alimentos ricos en fibra
insoluble son la harina de trigo, el salvado, (alimentos integrales), guisantes, col, tubérculos,
cereales y frutas maduras. Las fibras solubles son aquellas fibras como pectinas, gomas, inulina y
fructooligosacaridos (FOS), las cuales son solubles en agua y cuando llegan al intestino forman una
especie de gel o gelatina. Son ricos en fibra soluble la avena, las ciruelas, la zanahoria, los citricos,

judias secas, la achicoria y el agave, entre otros.

Inulina y Fructooligosacaridos (FOS)

Los oligosacaridos son cadenas de hasta 20 azlcares (de manera arbitraria se determina este nimero
de monosacaridos), por encima de este nimero se habla de polisacaridos. Cada unidad o
monosacéarido se une en la cadena mediante un enlace glicosidico. Este enlace se forma cuando los
grupos OH, NH2 y SH reaccionan con el OH hemiacetalico del carbono anomérico de un
monosacéarido, con la consiguiente pérdida de una molécula de agua. Los oligo y polisacaridos
pueden ser lineares o ramificados. Los fructanos son una categoria de compuestos que abarca a
todos los oligo y polisacéridos que se encuentran naturalmente en las plantas. En los fructanos una o
méas de sus uniones fructosil-fructosa (enlace glicosidico entre dos fructosas) comprenden la
mayoria de sus enlaces glicosidicos. Es por esto que dichos compuestos son esencialmente
polimeros de fructosa. Sin embargo, al menos uno de sus enlaces glicosidicos es del tipo fructosil-
glucosa (enlace glicosidico entre fructosa y glucosa) (Tungland and Meyer, 2002; Kelly, 2008).

La inulina es un fructano de reserva energética presente en mas de 36, 000 especies de plantas



(Franck, 2002), aislada por primera vez en 1804, a partir de la especie Inula helenium, por un
cientifico alemén de apellido Rose. En 1818, Thomson, un cientifico britanico, le dio el nombre
actual (Franck, 2002). Inulina es el nombre genérico que se le da a los fructanos lineares con
enlaces glicosidicos p(2->1) fructosil-fructosa (Roberfroid, 2007, Meyer y Stasse-Wolthuis, 2009).
Este tipo especifico de enlace glicosidico es el que confiere sus propiedades estructurales y
fisiolégicas a la inulina ya que la configuracion beta impide que sea hidrolizada por las enzimas
digestivas de la saliva y el intestino delgado del humano, las cuales son especificas para hidrolizar
los enlaces alfa glicosidicos (Kelly, 2008). Las cadenas de fructosa de la inulina tienen la
particularidad de terminar en una unidad de glucosa unida por un enlace o (1-2>2) (residuo -D-
glucopiranosil), como en la sacarosa (Flamm, et al., 2001) , pero también el monomero terminal de
la cadena puede corresponder a un residuo de B-D-fructopiranosil (Roberfroid, 1999; 2007).
Despues del almidon, los fructanos son los polisacaridos no estructurales més abundantes en la
naturaleza, presentes en muchas especies de plantas.

El FOS se diferencia de la inulina Unicamente en la longitud de su cadena y en la forma en que se
obtienen (Meyer y Tungland, 2002; Madrigal y Sangronis, 2007). Asi, la inulina tiene un rango en
promedio de polimerizacién (GP o DP por sus siglas en inglés) de 2-60 unidades y se obtiene
directamente por aislamiento a partir de vegetales, mientras que el FOS tiene un rango de GP de 2-4
unidades y se obtiene mediante la transfructosilacion de la sacarosa. Una de las caracteristicas

importantes de la inulina 'y el FOS es su propiedad de prebidticos.

Prebidticos.
La definicion de prebidtico fue revisada y replanteada por Roberfroid (Roberfroid, 2007) de la
siguiente manera: “un prebidtico es un ingrediente de fermentacion selectiva que promueve

cambios especificos, tanto en la composicion como actividad de la microbiota intestinal, lo cual



confiere beneficios en la salud del hospedero”.

En general, las definiciones de prebioticos enfatizan el hecho de que son compuestos no digeribles
que, por lo tanto, son sujetos a la fermentacidn y digestién enzimatica de las bacterias que habitan el
colon. Al mismo tiempo se considera que los prebidticos son capaces de estimular el desarrollo
selectivo de bacterias intestinales que mejoran el estado de salud. Aunque la definicion no
especifica los grupos de bacterias, para calificar como prebidtico, el nimero y actividad de
Bifidobacterias, asi como de bacterias productoras de acido lactico debe aumentar (Kelly, 2008). A
partir de la implementacion de la nomenclatura relacionada con estos compuestos, se pueden
identificar muchos componentes nutrimentales con algin grado de actividad prebidtica. No
obstante, la inulina y el FOS son los prebidticos mas estudiados. Gracias a las propiedades de la
inulina y el FOS, estos no son degradados en el intestino delgado y llegan intactos al colon, donde
las bacterias que lo habitan los fermentan para formar acidos grasos de cadenas cortas y gases
(Meyer y Stasse-Wolthuis, 2009). Entre los principales acidos grasos que se forman, se encuentran
el acetato, propionato y butirato, ademas del lactato que es un importante intermediario en la
formacion de estos acidos grasos. A diferencia de los productos que resultan de la hidrdlisis de
proteinas y la fermentacion de amino acidos (amonio, fenoles, indoles, thioles, sulfatos y aminas)
gue resultan toxicos en diferentes niveles, los productos de la fermentacion de la inulina y el FOS
son benéficos para la salud del hospedero (de Graaf y Venema, 2008).

Aunado a todo lo anterior, se considera a la Inulina y FOS como fibras solubles que no aportan
sabor ni viscosidad cuando se adicionan en liquidos y alimentos. Estas propiedades permiten
generar formulaciones de alimentos con alto contenido en fibra pero de sabor y apariencia similar a
la de las formulaciones de alimentos estandar (Niness, 1999).

La nutricion infantil es de suma importancia y la nutricién temprana es fundamental para la vida

futura del nifio. El presente proyecto representd un gran avance en nuestro pais en el proceso



tendiente a modificar politicas de alimentacion. Esto es importante ya que hoy en dia la inclusion de
prebidticos y probidticos en los alimentos no es considerado obligatorio, a diferencia de otros paises

de Norteamérica y Europa donde si lo es.

Efecto de los prebidticos en el sistema inmune.

Los componentes de la dieta asi como los productos de su digestion estan en intimo contacto con el
vasto sistema inmune del intestino (tejido linfoide asociado al intestino) y la presencia de comida en
el intestino delgado puede ser necesaria para la funcién y desarrollo adecuados de este tejido
linfoide intestinal (Ruthlein et al. 1992). Aungue se sabe que hay nutrientes especificos que son
importantes para la funcién y desarrollo del sistema inmunoldgico (Alexander, 1995), poco se sabia
del potencial de las fibras dietéticas y su impacto en el sistema inmune. Sin embargo, varios
estudios han demostrado que la administracion de fibra dietética disminuye la incidencia de la
translocacion bacteriana a través de la barrera intestinal, lo cual sugiere que estas regulan la
inmunidad. (Deitch et al. 1993; Spaeth et al. 1994; Frankel et al. 1995; Xu et al. 1998).

Ya se ha demostrado que el consumo de fibra dietética promueve el establecimiento de bacterias
benéficas cido l4cticas en el colon (Mitsuoka et al. 1987; Gibson et al. 1995; Buddington et al.
1996; Bouhnik et al. 1996; Kleesen et al. 1997; Menne et al. 2000). Los mecanismos por los cuales
las bacterias benéficas afectan al sistema inmune sigue siendo motivo de especulaciones hoy en dia.
Un mecanismo logico podria ser la estimulacion inmunolégica a través del contacto directo de la
microbiota con el tejido linfoide asociado al intestino. Un bajo numero de bacterias pueden
atravesar la barrera del epitelio intestinal dentro de los parches de Peyer (Berg, 1985), induciendo
su activacion o propiciando la activacion de otras células inmunes (Berg, 1985; De Simone et al.
1987; Link-Amster et al. 1994; Schiffrin et al. 1995). Otros autores han propuesto que no son las

bacterias sino componentes de las mismas (p. €j. antigenos citoplasmaticos, componentes de la



pared celular) las que penetran el epitelio intestinal para activar el tejido linfoide asociado al
intestino (De Simone et al. 1987; Perdigon et al. 1988; Solis Pereyra y Lemonnier, 1993; Takahashi
et al. 1998; Tejada-Simon et al. 1999). No se sabe exactamente cOmo es que estos componentes
celulares actuan para estimular el sistema inmune. Se ha sugerido que pueden existir receptores con
sitios de union para las bacterias acido lacticas en los linfocitos (CD4+ and CD8+) (De Simone et
al. 1988). Ademas, los péptidoglicanos pueden unirse a los antigenos CD14 de la superficie celular
y pueden estimular a los fagocitos mononucleares y a las células endoteliales para liberar citosinas
(Matsuzaki, 1998).

También se plantea que la microbiota intestinal puede modular la respuesta inmune celular a través
de la fermentacion de las fibras dietéticas hacia acidos grasos de cadena corta. Se encuentra bien
establecido el hecho de que la fermentacion de la inulina y de la oligofructosa incrementa la
produccion de &cidos grasos de cadena corta, acetato primario, butirato y propionato en el intestino
(Gibson y Roberfroid, 1995).

La inmunoglobulina IgA es una proteina que contribuye a la inmunidad del organismo,
predominando en su forma secretora en: lagrimas, sudor, mucosidad bronquial e intestinal, saliva,
leche materna y calostro; esta proteina es un dimero que es producido por las células plasmaticas de
la mucosa, a esta se le adiciona otra proteina Illamada “J” y un polipéptido llamado componente
secretor el cudl es sintetizado por las células epiteliales, todo este complejo se arma y es enviado al
lumen intestinal; esta proteina también se encuentra en forma circulante, por lo que la concentracién
en mucosas depende directamente de la concentracion sérica. EI papel principal de esta
inmunoglobulina es evitar la adherencia de agentes bioldgicos, neutralizar virus y evitar la

absorcidn de posibles alérgenos, entre otros.
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Metlin y Metlos.

Metlin y Metlos son fructanos obtenidos de la planta Agave tequilana var. Weber mediante
procesos industriales propiedad de Nekutli S.A. de C.V. La principal diferencia entre los fructanos
de Agave y otros tipos de fructanos (siendo los mas estudiados las inulinas) es precisamente el tipo
de enlaces presentes en la molécula. En los fructanos de Agave se encuentran presentes enlaces tipo
B (2>1)y B (2-26), lo que hace que la molécula sea ramificada. En la figura 1 se muestran tres de
los posibles isdmeros presentes en la molécula DP5 (DP, degree of polimerization; es decir, nimero

de unidades monoméricas que constituyen al polimero).

O

OH
HO

U @* )
E @

Fig. 1. Diferentes isomeros presentes en la molécula de fructanos de Agave (DP5)
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La diferencia entre los tipos de enlace tiene varios efectos, entre los que se encuentran diferentes
solubilidades (siendo los fructanos de Agave mucho més solubles que los tipo inulina) y diferentes
especificidades a las enzimas que pueden hidrolizarlos.

En las siguientes tablas se muestran las diferencias entre los dos prebidticos utilizados. Como
enseguida se muestra, Metlos contiene una mayor cantidad de monosacaridos y disacaridos. La
segunda gran diferencia se encuentra en los pesos moleculares de ambos prebi6ticos.

Con respecto a la diferencia de pesos moleculares, Metlin tiene un DPw promedio de 27, con 84.5%
w/w de los fructanos con un DP mayor a 10, 15.5% menor a DP10 y un indice de polidispersion de
2.3. Para Metlos corresponden valores de DPw 15, 55% > DP10 > 45% e indice de polidispersion

3.3. Estos valores fueron obtenidos utilizando cromatografia de exclusion molecular (SEC:Size

Exclusion Chromatography).

Metlos®
Composicion Quimica:

valores expresados como materia seca
Parametro (%)

Humedad 0.0-5.5
Carbohidratos totales 98.0-99.5
Fructanos 90.0 -99.5
Fructosa-Glucosa-Sacarosa 0.0-8.5
Cenizas <0.20
Grasa 0.0
Colesterol 0.0

Metlin®
Composicion Quimica:

valores expresados como materia seca
Parametro (%)

Humedad 0.0-5.5
Carbohidratos totales 98.0 - 99.5
Fructanos 90.0-99.5
Fructosa-Glucosa-Sacarosa 0.0-5.0
Cenizas <0.20
Grasa 0.0
Colesterol 0.0
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Con respecto a la diferencia de pesos moleculares, Metlin tiene un DPw promedio de 27, con 84.5%
w/w de los fructanos con un DP mayor a 10, 15.5% menor a DP10 y un indice de polidispersion de
2.3. Para Metlos corresponden valores de DPw 15, 55% > DP10 > 45% e indice de polidispersion
3.3. Estos valores fueron obtenidos utilizando cromatografia de exclusion molecular (SEC:Size
Exclusion Chromatography).

Justificacion:

La alimentacién temprana equilibrada y con adicion de ingredientes activos funcionales es
fundamental para lograr un crecimiento, desarrollo y prevencion de determinadas enfermedades a
futuro en la vida del nifio. Las fibras dietéticas con accion prebiotica representan uno de los
ingredientes bioactivos de mayor interés por su impacto en la salud a mediano y largo plazo. Existe
diversa evidencia con rigor cientifico y metodoldgico que ha asociado el uso de prebioticos como
los FOS y los GOS con una mejora en la microbiota intestinal benéfica del lactante, en el control
del perfil de lipidos, del metabolismo mineral éseo y de la inmunidad en general. Los productos en
estudio (Metlin y Metlos) han sido probados en modelos in vitro, en animales e incluso se han
realizado pruebas con bioreactores simulando el tracto intestinal. Todos los reportes han sido
exclusivos de la empresa Nekutli, excepto por la dilucidacion de la estructura de las moléculas, las
cuales fueron realizadas por un trabajo comisionado al Dr. Werner Praznik, Universidad BOKU,
Vienna. Recientemente también se comprobd la seguridad de ambos fructanos al adicionarlos a la
formula infantil de lactantes mexicanos sanos (LOpez-Velazquez, et al., 2013). Es necesario aportar
el sustento cientifico que conlleve al uso de fibras dietéticas adicionadas a la dieta del mexicano,
principalmente desde la etapa infantil, ya que los problemas nutricionales como sindrome
metabolico y obesidad son prioridades en salud. Este trabajo tiene como finalidad demostrar la

eficiencia de estas fibras derivadas de una planta representativa de nuestro pais, lo cual podra
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beneficiar a los grupos mas vulnerables ante la problematica nutricional que enfrenta la poblacion
mexicana.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La importancia de los probioticos y prebioticos estd aumentando en todo el mundo debido a sus
efectos benéficos sobre la salud. El desarrollo de mejores prebidticos y probidticos genera la
posibilidad de obtener resultados mas eficaces en la prevencion de la salud en la poblacion. Como
ya se menciond en la seccion de antecedentes, el uso de fibras dietéticas ha sido ampliamente
estudiado y su seguridad y eficacia han sido demostradas en poblacion adulta y en nifios. Por otra
parte, el uso de fructanos derivados del Agave como fibras dietéticas adicionadas a los alimentos, es
de suma importancia en nuestro pais; esto debido a que los plantios de Agave tequilana Weber var.
azul se encuentran bastante extendidos en algunas regiones de los campos mexicanos y representan
un eficiente recurso natural de caracter endémico. Aunado a lo anterior, estos fructanos se
caracterizan por presentar una alta solubilidad y un indice glicémico muy bajo; condiciones que los
hacen altamente convenientes para adicionarlos en casi todos los alimentos. Es imperativo la toma
de decisiones que conlleven a el uso de fibras dietéticas en la dieta del mexicano, principalmente
desde la etapa infantil, ya que los problemas nutricionales como sindrome metabdlico y obesidad
son prioridades en salud. El poder demostrar la eficiencia de estas fibras derivadas de una planta
representativa de nuestro pais, podra beneficiar a las poblaciones mas vulnerables ante la

problematica nutricional de nuestros dias.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El uso de las fibras Metlin® y Metlos® incorporadas a la formula infantil, es eficaz para el buen

desarrollo de lactantes sanos?
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Objetivos:

Objetivo General.

-Evaluar la eficacia de dos fibras derivadas del Agave tequilana incorporadas a la formula infantil
de lactantes sanos.

Obijetivos Especificos.

-Determinar los cambios en la microbiota intestinal mediante el analisis de los datos generados a
través de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (real time-PCR).

-Determinar el impacto en el metabolismo 6seo mediante el anélisis de los resultados obtenidos a
través de la prueba de concentracion deoxipiridinolina (DPD) en orina.

-Evaluar el impacto sobre el sistema inmunoldgico mediante el anélisis de los resultados derivados

de la determinacion de IgA en saliva.

Hipotesis

La adicion de Metlin® y Metlos® (fructanos derivados del Agave tequilana) a la formula infantil de
lactantes es eficaz para el buen desarrollo de la poblacion infantil estudiada; esto se podra verificar
al analizar el cambio en la microbiota intestinal, asi como en el aumento de DPD vy la concentracion
de IgA en saliva. Los grupos de recién nacidos que consuman estas fibras tendran patrones de

desarrollo mas parecidos al grupo de lactancia materna exclusiva.

Material y Métodos

Disefio del Estudio. La presente tesis es uno de los productos de un Estudio Clinico Controlado,
Aleatorizado y Doble Ciego, el cual fue aprobado por los comités de Investigacion y Etica del
Instituto Nacional de Pediatria (No. de Registro 76/2009). Se llevo a cabo en 600 recién nacidos a

término con un a edad promedio de 20 + 7 dias al momento de la inclusion al estudio. Se incluyeron
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ambos sexos con peso al nacer de 2,490 g o mas, con buena salud aparente al nacimiento, sin
historial médico de patologia materna durante el embarazo.

Tamarfo de la Muestra. El tamafio de la muestra fue calculado considerando un error o de 0.05 y
un error B de 0.10 y un 20% de adherencia. Se prepararon sobres sellados conteniendo la secuencia
de asignacion al tratamiento, los cuales se obtuvieron usando un software de asignacion al azar
(version 1.0.1), a través de un proceso de blogueo balanceado. El producto bajo investigacion fue
codificado con siete caracteres impresos en la parte externa de la caja. Ni el investigador, co-
investigador, personal de Nekutli, ni los padres de familia fueron informados acerca de la identidad
del producto de investigacion. El investigador principal estaba autorizado para, de ser necesario,
romper el “ciego”. La Formula infantil retne los requerimientos de nutrientes para infantes a los
regulatorios presentes en “The Infant Formula Act 1986”. La férmula infantil bajo investigacion
contiene también un sistema prebidtico dual proveniente del Agave mexicano “Metlin® y
Metlos®” (Tabla 1). Los padres fueron instruidos para administrar la formula ad libitum como la
unica fuente nutricional hasta la visita 4. Después de la visita 4, no hubo restriccion acerca de la
alimentacion complementaria que los participantes pudieran recibir. En el caso de diarrea aguda o
deshidratacion, los participantes podrian utilizar una terapia rehidratante sin prebidticos. Se
recomendd no usar ningun medicamento que pudiera modificar las variables de estudio. El proceso
de asignacion clasificé a los infantes en 5 grupos: Grupol: Formula adicionada con probidtico +
Metlin + Metlos; Grupo 2; Férmula adicionada con probidtico + Metlin; Grupo 3: Férmula
adicionada con probidtico + Metlos; Grupo 4; Férmula adicionada con probiotico y Grupo 5:
Férmula sin probiotico ni prebidticos. Los bebés cuyas maméas optaron por lactancia materna

exclusiva, fueron el Grupo 6 6 control.
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Tabla 1. Composicion de la féormula infantil en estudio.

Ingredientes en Probidticos Probidticos Probidticos Sélo Sélo
100ml + Metlin + + Metlin + Metlos Probioticos Formula
Metlos
Energia (Kcal) 53 53 53 53 53
Proteinas (g) 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4
(75% suero)
Grasas (g) 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
(42% girasol;
30% coco;
28% soya)

Carbohidratos (g) 60 60 60 60 60
Metlin® (g) 0.2 0.5 0.0 0.0 0.0
Metlos® (g) 0.3 0.0 0.5 0.0 0.0

Nucleétidos (mg) 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0

Lactobacillus GG

(UFC) 107 0.3 0.3 0.3 0.3 0.0
DHA* (g) 0.006 0.006 0.006 0.006 0.006
AA** (g) 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03

* DHA: Acido Docosahexanoico; ** Acido Araquidonico

Criterios de Inclusién

1. El médico pediatra considera, después de la revision fisica, que el lactante goza de buena

salud aparente y esté libre de cualquier enfermedad infecciosa aguda.

2. El lactante es considerado nacido a término, de cualquier género, con una edad de gestacion

de 37 a 42 semanas segun el reporte del padre/madre.

3. El lactante tiene < 27 dias de edad (la fecha de nacimiento es el dia 0 de vida, por lo que Dias

de Edad = la fecha de reclutamiento menos la fecha de nacimiento).

4. EIl lactante tuvo un peso al nacer de 2490 g (~ 5 Ib 8 0z) 0 mas, segun el reporte del

padre/madre.

5. Se considera que el lactante puede tolerar una formula basada en leche de vaca.
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El padre/la madre o el tutor legal se ha comprometido a no administrar alimentos sélidos ni
jugos a su bebé antes de la Visita 4, a menos que su profesional de la salud le indique lo

contrario.

7. El padre/la madre o el tutor legal se ha comprometido a no administrar suplementos
vitaminicos ni minerales, remedios caseros, preparados herbales ni medicamentos que puedan
afectar la evaluacion de la tolerancia a la formula, a menos que su profesional de la salud le

indique lo contrario.

8. EIl padre/la madre o el tutor legal se compromete a cumplir con el disefio del estudio, que

incluye regresar con su bebé para las visitas designadas del estudio.

9. EI padre/la madre o el tutor legal se compromete a devolver todo el producto no abierto al

investigador.

10. El padre/la madre o un tutor legal de manera voluntaria ha firmado y fechado un formulario
de consentimiento informado aprobado por un Comité de Etica Independiente/Consejo de

Revision Institucional (CEI/CRI) antes de cualquier participacion en el estudio.
Criterios de Exclusion:

1. El lactante muestra evidencia clinica de enfermedad cardiaca, respiratoria, gastrointestinal,
hematoldgica o metabdlica o tiene alergia a la proteina de la leche de vaca.

2. El lactante tiene un historial médico materno de diabetes (la diabetes gestacional es
aceptable si el peso del bebé al nacer es igual o inferior al percentil 95. 4153 g 0 9 Ibs 3 oz
para nifias y 4340 gr o 9 Ibs 9 oz para nifios), tuberculosis, deficiencias inmunoldgicas,
enfermedad infecciosa o infecciones perinatales que se sabe ocasionan efectos adversos en

el feto.
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3. Participacion en otro estudio que no haya sido aprobado como estudio concomitante por el
INPed o Nekutli.

4. El padre/la madre o el tutor legal no puede leer o comprender el formulario de
consentimiento informado.

5. EIl investigador considera que el lactante o los padres o el tutor legal del lactante no

seguiran los procedimientos del estudio o que el lactante no es apropiado para el estudio.

6. El lactante es producto de parto multiple (mellizos, trillizos, etc.).

El proceso de asignacion clasifico a los infantes en 5 grupos: Grupol: Férmula adicionada con
probidtico + Metlin + Metlos; Grupo 2; Formula adicionada con probidtico + Metlin; Grupo 3:
Férmula adicionada con probidtico + Metlos; Grupo 4; Férmula adicionada con probidtico y Grupo
5: Formula sin probiotico ni prebidticos. Los bebés cuyas mamas optaron por lactancia materna
exclusiva, fueron el Grupo 6 6 control.

Los bebés fueron evaluados mensualmente, hasta que alcanzaron los 6 meses de edad. Las variables
de estudio primarias incluyeron la frecuencia de evacuaciones, consistencia de evacuaciones,
intolerancia gastrointestinal, (frecuencia de distension abdominal, flatulencia, regurgitaciones,
vomito). Esto demostrd la seguridad del estudio. Las variables de estudio secundarias incluyeron los
cambios en el peso y la altura, 1gA de saliva y metabolismo éseo a lo largo del estudio.

Analisis Estadistico. Todos los datos disponibles de los participantes fueron incluidos en un
analisis intencionado (Intention To Treat Analyses; ITT) usando STATA para Mac, version 11. Las
variables al momento de la admisién fueron contrastadas por Chi cuadrada, ANOVA o prueba de

Kruskall Wallis. Las variables de salida fueron también comparadas con Chi cuadrada para
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variables categoricas o por ANOVA o prueba de Kruskall Wallis para las variables numeéricas.
Cuando fue necesario, se llevo a cabo ajuste por covariados con ANCOVA o a través de regresion
logistica para variables categoricas. Se considerdé como significativo un valor de p <0.05.
Metabolismo Oseo.

Se hicieron dos colectas de orina para cada paciente, una al inicio del estudio y otra al final del
mismo. Se utilizaron pafales libres de quimicos con bolsas estériles colectoras de orina. Las
muestras fueron ultracongeladas a -70°C hasta que fueron procesadas. Para analizar la reabsorcion
6sea, medimos la deoxipiridinolina (DPD) excretada; esto mediante el uso de inmunoensayos
utilizando el kit MicroVue DPD EIA kit (Quidel Corp.).

Aislamiento de ADN a partir de heces

Se tomaron dos muestras de heces de cada paciente en la primera y la ultima visitas. Para evitar
contaminacion por parte de los padres al momento de tomar la muestra, se utilizaron pafales libres
de quimicos, los cuales fueron colocados en el momento de llegar a la consulta pediatrica
previamente programada. Inmediatamente después de colectadas las muestras, fueron enfriadas en
hielo y procesadas con el kit QlIAamp DNA stool mini kit (Qiagen), de acuerdo a las instrucciones
del producto (Penders et al., 2010). Las muestras de ADN fueron eluidas en un volumen final de

100 uL.

Analisis cuantitativo de las bacterias presentes en las heces mediante PCR en tiempo real.

El PCR en tiempo real se llevd a cabo en 148 muestras, las cuales representaban el antes y el
después de cada uno de los 5 grupos de tratamiento y el grupo control. EI ADN previamente aislado
se sometid a ensayos de PCR en tiempo real con el método 5"-nucleasa(TagMan) y usando sondas
fluorogénicas para la secuencia del gen de ADNr 16S de Bifidobacterium spp (Haarman & Kbnol,

2005), Enterobacteriaceae (Gronlund et al., 1999), Lactobacillus spp. (Haarman & Kbnol, 2006);
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Clostridium Cluster XI (Nakamura et al., 2009) and total bacteria (Nadkarni et al., 2002). Los
ensayos TagMan para Veillonella spp y Bacteroides fragilis fueron disefiados por nuestro grupo de

trabajo (primers y sondas se enlistan en la Tabla 2 ).

Para verificar la especificidad y la concentracion optima de trabajo con los primers, utilizamos
ADN de las siguientes cepas de referencia: Bacteroides fragilis (ATCC 25285D, EN-2),
Escherichia coli (ATCC 700928D-5, CFT073), Clostridium difficile (ATCC BAA-1382D-5, 630),
Shigella flexneri (ATCC 700930D-5, 2457T), Bifidobacterium adolescentis (ATCC 15703D, E194a
Variante a), Bifidobacterium breve (ATCC 15700D-5, S1 Variante a), Bifidobacterium infantis
(ATCC 15697D-5, S12), Lactobacillus casei (ATCC 334D-5, ATCC 334™), Lactobacillus
acidophilus (ATCC 4357D-5, Pak), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (ATCC 11842D-5,
Lb14), Veillonella parvula (ATCC 10790D-5, Te 3) y Enterococcus faecalis (ATCC 700802D-5,
V583). Las curvas estandares para cada especie fueron analizadas dentro de un rango dinamico
(0.32 to 1,000 pg de referencia para ADN bacterial gendmico) con propdsito de cuantificacion
relativa.

Todas las reacciones se realizaron por triplicado en un volumen final de 25 uL, conteniendo 1X
TagMan Universal PCR Master Mix con uracil-DNA glycosylase (Applied Biosystems, Foster city,
CA), 500 nM/L de ambos primers y 250 nM de cada sonda TagMan y 500 pg de ADN bacteriano
purificado. La amplificacion fue con las siguientes condiciones: 2 minutos a 50° C, 95° C por 10
min and 40 ciclos de 95° C 20s y 1 minuto a 60° C. La deteccion de la fluorescencia y el analisis
fueron llevados a cabo en un equipo Applied Biosystems 7000 Real-time PCR System (Applied

Biosystems).
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TABLA 2 Primers y Sondas Utilizadas en este Estudio

Organismos Primer/Sonda Secuencia (5’ a 3’) T, °C Referencia
(Tamafio Amplicon)
Bifidobacterium spp Forward primer GGGATGCTGGTGTGGAAGAGA 60 Haarman & Knol, 2005
(231 pb) Reverse primer TGCTCGCGTCCACTATCCAGT 60
Sonda VIC-TCAAACCACCACGCGCCA-NFQ-MGB 70
Enterobacteriaceae Forward primer CATGCC GCGTGTATGAAGAA 59 Huijsdens et al., 2002
(96 ph) Reverse primer CGGGTAACGTCAATGAGCAAA 59 Huijsdens et al., 2002
Sonda 6-FAM-TATTAACTTTACTCCCTTCCTCCCCGCTGAA- 68 Huijsdens et al., 2002
TAMRA
Lactobacillus spp Forward primer TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 58 Haarman& Knol, 2006
(92 pb) Reverse primer  AAA TCT CCG GAT CAAAGC TTACTTAT 58
Sonda VIC-TATTAGTTCCGTCCTTCATC-NFQ-MGB 68
Clostridium Cluster Forward primer ACGCTACTT GAGGAGGA 58 Nakamura et al., 2009
XI Reverse primer GAGCCG TAG CCT TTC ACT 58
(139 pb) Sonda 6-FAM-GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG-TAMRA 63
Bacteroides fragilis Forward primer CTACAGGCTTAACACATGCAAGTC 54 Este Estudio
(99 pb) Reverse primer GCAGGTTGGATACGTGTTACTCA 54 Este Estudio
Sonda 6-FAM-TCGCCAGCAAAGAAA-NFQ-MGB 64 Este Estudio
Veillonella spp Forward primer ATCAACCTGCCCTTCAGAGG 54 Este Estudio
(128 pb) Reverse primer AATCCCCTCCTTCAGTGATAGCTTA 54 Este Estudio
Sonda 6-FAM-TAGCAGTCGTTTCCAACTGT-NFQ-MGB 68 Este Estudio
Total Count Forward primer TCCTACGGGAGGCAGCAGT 59 Nadkarni et al., 2002
(467 pb) Reverse primer GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 58 Nadkarni et al., 2002
Sonda 6-FAM-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-BHQ1 70 Nadkarni et al., 2002

T, indica la temperatura de alineacion; pb, pares de bases.



Determinacion de IgA en saliva.

La concentracion o presencia de la IgA puede determinarse mediante varios métodos, uno de ellos
es el ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) por sus siglas en ingles, el cuél ha
demostrado ser de una alta sensibilidad y especificidad para otros antigenos y anticuerpos, por
ejemplo, se han realizado estudios para detectar anticuerpos de clase IgA e 1gG contra Toxoplasma
gondii en saliva y suero de pacientes humanos.

La mejor forma de realizar esta medicion es por medio de la captura de la IgA a través de una anti-
IgA humana ligada a una enzima (peroxidasa), la cual reacciona con el peréxido de hidrdgeno
ocasionando una reaccion colorimétrica que puede medirse mediante espectrometria con luz UV a
490 nm y con esto medir la concentracion.

Para realizar el ensayo se requiere tener controles positivos: saliva de seres humanos con IgA y
negativos: saliva sin IgA o con baja concentracién de esta para poder realizar la diferenciacion entre
casos positivos y negativos. La mejor forma de obtener los controles es usando una prueba
secundaria, en este caso un kit comercial de ELISA para determinacion de IgA, y probando con las
muestras a analizar, una vez realizado esto se puede montar el experimento de manera “casera”.
Una vez que se tienen los controles, se necesita determinar las diluciones 6ptimas de antigeno
(saliva), anticuerpo de captura (anti-IgA humano), conjugado (anti-lgA humano unido a peroxidasa)
y del cromdgeno sustrato con el cual va a reaccionar la peroxidasa para medir la absorbancia en un
espectrometro y poder realizar el ensayo final para obtener los resultados requeridos.

Ya que el objetivo del estudio fue comparar la variacion en la concentracién de esta IgA entre una
muestra con niveles basales y una colectada tiempo después, se realizaron 4 diluciones de cada
muestra y con ello se generaron curvas de concentracién para asi poder comparar las muestras
basales y las posteriores (seis meses después) y poder asi verificar si hubo cambios en la

concentracion de esta inmunoglobulina.
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Resultados.

La figura 2 muestra de manera esquematica la estrategia de reclutamiento e inclusion de los
participantes en el estudio. De los 937 pacientes elegibles, 187 (20%) tuvieron al menos un criterio

de exclusion. En 150, los padres no aceptaron participar en el estudio. La muestra final estuvo

conformada por 600 pacientes.

. 750 ¢ li 600 aleatorizad
2,342 entrevistas =) 937 acudieron al =) crit:al:il(?slszon =) o 1?1(?12:1 i(g;zzlos

INP . - .
a madres inclusion estudio

Fig. 2. Diagrama de flujo del reclutamiento e inclusién de pacientes

No se observaron diferencias significativas entre los grupos con relacion a la edad al momento de su
entrada al estudio. Tampoco hubo diferencias significativas en cuanto a la distribucién por género,

edad gestacional, APGR, o peso y talla al nacimiento (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucién de variables epidemioldgicas al ingreso al estudio

Variable Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo sélo Grupo
Probiéticos  Probidticos probidticos+ Probidticos Formula Lactancia
+ Metlin + + Metlin Metlos Materna
Metlos
(n=93) (n=93) (n=89) (n=89) (n=89) (n=147)
Edad [dias] 14.2+6.3 14.0+ 4.2 146+ 6.4 14.8+ 6.5 14.0+5.8 14.8+5.2
(x+d.s.)
Género 44.6 46.4 57.4 59.3 55.6 53.9
Masculino (%)
Edad 38.6+t1.5 38.1+5.4 39.0+1.3 37.2+75 389+1.4 384+4.3
Gestacional (x +
d.s.)
[APGAR] 8.9+0.29 9.0+£0.20 8.9+0.33 8.8+0.44 8.9+0.36 89+0.36
(x+d.s.)
Peso al Nacer [g] 3,102 £ 341 3,041 £ 407 3,087 £352 3,015 £ 405 2,997 £378 3,038 £409
(x+d.s.)
Talla al Nacer 494+7.0 489+6.9 47.9+9.8 49.1+23 494+2.1 483177
[cm.]
(x+d.s.)

*=p < 0.05; **=p < 0.01; ***=p< 0.001; Si no se especifica, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Efecto en la respuesta inmune. Se hizo un anélisis exploratorio de la inmunidad de los nifios en el

estudio mediante la determinacion de los niveles de IgA en saliva, identificandose diferencias
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estadisticamente significativas para los infantes del grupo de alimentado con la formula enriquecida
con Metlin® y Metlos®. El incremento de la concentracion de IgA con respecto al inicio del

estudio y el final del mismo, se muestran en la figura 3.

Incremento en IgA de Saliva
20 177+ 8.1%*
= 18 13.9+6.5
€ 16 - 34+8 126 +£75 11.1+105
~
fi: 14 9.6 +6.1
< 12
k=3
10
8
6
4
2
0 T T T T T 1
Breast Metlin+Metlos Metlin Metlos Probiotic Formula
Feeding

Figura 3. Incremento de IgA en saliva de los nifios con diferente alimentacion. ** Diferencia significativa con
p<0.05.

Impacto en el Metabolismo Oseo. La concentracion de DPD se determind en muestras de orina
tomadas de la primera y la Gltima visita al centro de estudio. El promedio del incremento para cada
grupo se muestra de manera gréfica en la figura 4. Como era de esperarse, los nifios alimentados
exclusivamente con leche materna, tuvieron un incremento significativo en la concentracién de
DPD con respecto a los demas grupos. Por otra parte, los nifios alimentados con formula
Unicamente, tuvieron el menor de los incrementos. De manera interesante, los nifios alimentados
con la férmula adicionada con probidticos + Metlin + Metlos fueron los que tuvieron el mayor

incremento en DPD, indicando que su metabolismo 6seo se encuentra en muy buenas condiciones.
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Figura 4. Cambios en los niveles de DPD en los diferentes grupos de estudio

Cambios en la microbiota intestinal. Debido a la complejidad del proceso de colecta de heces de
los pacientes (esta se hizo al momento de su revision clinica), solo pudimos colectar 600 muestras
de heces; de ellas, 480 tuvieron la suficiente calidad para aislar ADN y 300 de ellas fueron de
pacientes que completaron todas sus visitas. De estas Gltimas, 148 muestras fueron analizadas por
real-time PCR. La Figura 5 muestra los resultados del analisis por tiempo real del antes (azul) y
después del tratamiento con respecto a diferentes grupos de bacterias que se han descrito en la

microbiota intestinal de varias poblaciones.
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Figura 5. Andlisis por real-time PCR de los diferentes grupos de estudio. Azul: muestras tomadas al inicio del
estudio; Rojo: muestras tomadas al final del estudio.

Aunque los resultados de real-time PCR no son contundentes (ya que se sabe que las variaciones
también pueden estar relacionadas con cada individuo), a grandes rasgos se puede mencionar que, la
combinacidon Metlin + Metlos es la que tiene un mayor efecto bifidogénico. Este efecto se presenta
en todos los grupos, excepto en el de formula+probidticos. En los grupos que tienen Metlin o
Metlos por separado, al igual que en el grupo de lactancia materna, se ve una disminucion de
Enterobacterias. Extrafiamente, esto no se observa en el grupo Metlin+Metlos. También es de

[lamar la atencion que en ningun grupo se ve favorecido el crecimiento de Lactobacilos, a pesar de
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que las formulas iban adicionadas con Lactobacillus GG como probidtico. En los Gnicos grupos en

que se redujeron los bacteroidetes fue en el de lactancia materna y en el que tenia Metlin.

Discusion

Es sabido que el proceso de colonizacion bacteriana a nivel del intestino empieza desde el
nacimiento (se conoce como la fase 1 de la colonizacion bacteriana), justo en el momento que el
producto deja el ambiente intrauterino. Después de esto, el intestino continda su colonizacion
durante la etapa de lactancia, la cual puede ser mediante alimentacion a base de seno materno o
mediante férmulas enriquecidas con probidticos (fase 2 de la colonizacion), este proceso continta
hasta la ablactacion (fase 3 de la colonizacion).

La microbiota intestinal de los lactantes amamantados tiene un papel primordial en la funcién
intestinal y en el desarrollo del sistema inmune. Los oligosacaridos presentes en la leche materna
estimulan selectivamente el crecimiento de Bifidobacterias y Lactobacilos en el intestino. En los
ultimos afios se han realizado varios intentos para obtener una microbiota similar en lactantes
alimentados con formulas infantiles. Una de las posibilidades para obtener este efecto es
proporcionar nutrientes selectivos para esta microbiota beneficiosa (prebidticos).

Para el caso del presente trabajo, se pudo demostrar la efectividad del uso de Metlin® y Metlos®
adicionados a la formula infantil ya que las IgAs de saliva de los grupos que consumieron los
fructanos en cuestion siempre estuvieron por encima de los valores obtenidos en el grupo de
lactantes que solo consumieron formula, e inclusive por encima del grupo que consumié la formula
adicionada con probidticos (ver Fig. 3); por lo tanto, el consumo de estos fructanos derivados del
Agave resulta en beneficio del recién nacido ya que estimula su sistema inmune. Es de llamar la
atencion que el grupo que consumié la mezcla Metlin® + Metlos® + probidticos tuvo el mayor

incremento en IgAs, con diferencia significativa al comparar contra los deméas grupos, incluso
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aquellos alimentados por seno materno. Esto de ninguna manera quiere decir que la formula
adicionada sea mejor que la alimentacién materna, no obstante puede ser un indicio de la mala
nutricion y falta de consumo de fibras por parte de las madres mexicanas en estudio.

El remodelamiento 6seo es un proceso que involucra el crecimiento y el recambio 6seo y ocurre
principalmente en la superficie endosteal (Dempster, 2002). En el desarrollo y crecimiento 6seo del
nifio hay dos procesos involucrados: la osificacion intramembranosa (huesos planos) y la
osificacion endocondral (metéafisis de huesos largos) (Baron, 1999). El recambio 6seo en el nifio es
mayor que en el adulto, aproximadamente 10 veces mayor en un neonato y 6 veces mayor en el
escolar. Por este motivo un nifio puede perder y recuperar masa ésea mas rapidamente que el adulto
(Gertner, 1999). La piridinolina y la deoxipiridinolina (DPD) son aminoécidos no reducibles que
unen entre si las fibras de colageno maduro. Se encuentran en la matriz del hueso y del
cartilago. El colag
hélice, con fibras conectadas por cross links entre residuos de lisina e hidroxilisina que unen
extremos carboxi y amino terminales no helicoidales de una molécula de colageno, con una porcion
helicoidal de una molécula adyacente. La DPD es un marcador de resorcién 6sea mas especifico y
sensible debido a 1) Se forma durante la maduracion del colageno, 2) Se origina sélo como
producto de degradacion de la matriz dsea, 3) El hueso es su mayor origen y, 4) No esta
influenciada por la dieta.

Para el caso de los neonatos, los niveles de DPD son un reflejo de la actividad del metabolismo de
recambio del hueso y los resultados obtenidos en este estudio muestran mayores niveles de DPD en
el grupo de bebés alimentados por seno materno. Aquellos grupos que consumieron férmula
adicionada con los fructanos Metlin y Metlos tuvieron niveles de DPD maés parecidos a los del
grupo de lactancia materna. Por otra parte, los que fueron alimentados solo con formula o formula y

probidticos Unicamente, mostraron los niveles de DPD mas bajos (ver Fig. 4). Estos resultados nos
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sugieren que el metabolismo dseo se ve favorecido en el grupo de lactancia materna y en los grupos
que consumieron Metlin y Metlos, siendo este un indicio mas de la eficacia de ambos fructanos.

Debe hacerse notar que la microbiota intestinal varia de individuo a individuo y los cambios en ella,
dependiendo de la alimentacion y el estilo de vida, pueden verificarse a partir incluso de los
primeros 15 dias de tratamiento (Ramirez-Farias, et al., 2009). También se presenta respuesta
diferencial entre individuos a pesar de consumir el mismo tipo de fibras. Los resultados del presente
trabajo muestran en términos generales que la adicion de Metlin o Metlos o la combinacion de
ambos a la alimentacion del recién nacido, deriva en un efecto bifidogénico variado. Como ya es
sabido, el grupo de bebés alimentados a seno materno muestra un incremento en la poblacion de
Bifidobacterias con respecto al nacimiento y después de los seis meses de alimentacién (Fig. 5,
panel Breast Feeding); el mayor efecto bifidogénico se observa en el grupo de bebés alimentados
con formula+probid6tico+Metlin+Metlos (Fig. 5 panel Metlin+Metlos). En todos los grupos que
incluyeron fructanos en la formula se observo algun grado de efecto bifidogénico. No obstante,
tambien el grupo de formula sola mostré aumento en la poblacion de bifidobacterias con respecto a
la poblacion bacteriana total (Fig. 5 panel Formula) y en el grupo de férmula Unicamente con
probidtico hubo disminucién del grupo de bifidobacterias (Fig. 5 panel Probiotic). Por otra parte,
en el grupo alimentado con férmula o formula+probidtico, se observa un aumento en la poblacion
de Enterobacterias (grupo de bacterias patogenas), a diferencia del resto de los grupos que muestran
una disminucién de este tipo de bacterias. Llama la atencion que en el grupo alimentado con
formula+probidtico+Metlin+Metlos, hay un aumento en la proporcién de este grupo de bacterias
patdgenas. Haciendo un analisis de este efecto se observd que, en términos de cantidad de ADN de
estas bacterias, hay una reduccion en el antes y el después del consumo de Metlin+Metlos vy el
aumento se ve cuando se hace grafican los porcentajes de ADN relativos a la poblacion bacteriana

completa (Fig. 5). El siguiente grafico muestra este comportamiento.
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Figura 6. Cambios en la concentracion de ADN bacteriano en el grupo alimentado con férmula adicionada con
probiédtico, Metlin y Metlos.

El estudio por PCR en tiempo real muestra, en términos generales, la eficacia del uso de fructanos
derivados del Agave para favorecer el crecimiento de bacterias benéficas y frenar el desarrollo de
bacterias patdgenas en el grupo de recién nacidos mexicanos que participaron en este estudio.

Es importante notar que algunos aspectos relacionados con los beneficios de la lactancia materna no
son muy obvios y en ocasiones estan por debajo de los niveles encontrados en los grupos que
consumieron Metlin o Metlos. Se sabe que existen mas de 130 oligosacaridos (con > 3
monosacaridos) en conjunto con fructanos tipo inulina presentes en la leche materna humana; su
estructura molecular y concentracion es altamente variable, dependiendo principalmente de las
diferencias genéticas (Boehm y Moro, 2008; Forchielli y Walke, 2005), pero también debe influir la

alimentacion de la madre antes y durante el periodo de lactancia.
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Por estas razones es que se necesita de un estudio mas detallado con respecto a la composicion de la
leche materna de madres mexicanas, asi como del impacto que pueda tener en la salud del recién

nacido el consumo de Metlin y Metlos por parte de la madre durante el embarazo y la lactancia.

Conclusiones: Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten apoyar el uso
fructanos derivados del Agave como prebidticos eficaces, con impacto significativo en la
proliferacién de la microflora intestinal benéfica, sobre el metabolismo 6seo mineral, asi como

en el sistema inmune del recién nacido a término.
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