Centro de Investigacion en Alimentacion y
= Desarrollo, A.C.

EL REGIMEN DE LACTANCIA INFLUENCIA LA
COMPOSICION DE LA MICROBIOTA Y ASI CONDICIONA LA
VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DEL NINO

Por:

Omar Alejandro Trujillo Rivera

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE NUTRICION

Como requisito parcial para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Agosto, 2023



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de Omar Alejandro Trujillo
Rivera, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial para

obtener el grado de Maestro en Ciencias.

/7

7

DraZAna Maria Calderén de la Barca
Directora de tesis

Dra/Gracie aire Juvera

Integrante de comité de tesis

(
{ \l//
i A T
| "\l

\

/
Dra. Sandra/V. A‘gﬁayo Patron
Integrante de comité de tesis

/

Dr. Humberto F “Astiazaran Garcia
Integrante de comité de tesis




DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacion generada en la tesis "El Régimen de Lactancia Influencia la Composicion

de la Microbiota y asi Condiciona la Velocidad de Crecimiento del Nifio" es propiedad
intelectual del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten
y agradecen las citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso especial del autor
Omar Alejandro Trujillo Rivera, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la
reproduccion parcial o total de la tesis con fines académicos, se debera contar con la

autorizacion escrita de quien ocupe la titularidad de la Direccion General del CIAD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos contenidos

en esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa autorizacion escrita del director(a) de tesis.

CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.
Coordinacién de Programas Ac démicos

C IAD Dra. Graciela-€aire/ Juvera

Directora General



AGRADECIMIENTOS

Primeramente, doy gracias al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias
(CONAHCYyT) por el apoyo econdmico otorgado para la realizacion de mis estudios de maestria
en ciencias.

Asimismo expreso mi profundo agradecimiento al Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo A.C. (CIAD A.C.) por abrirme las puertas de sus instalaciones. Su valioso respaldo ha
sido fundamental para el éxito de mi investigacién en esta maestria en ciencias.

A la Dra. Ana Maria Calderdn de la Barca por su invalorable guia y apoyo como mi directora de
tesis. Desde el inicio de este proyecto, su confianza en mi ha sido fundamental para mi desarrollo
académico. Su dedicacion y conocimientos han sido una fuente constante de inspiracion. Su
orientacion experta y sus comentarios perspicaces han enriquecido mi trabajo y me han impulsado
a superar mis propias expectativas. Estoy enormemente agradecido por su compromiso, paciencia
y por brindarme la oportunidad de formarme como investigador.

A los distinguidos miembros de mi comité de tesis, la Dra. Sandra Aguayo, la Dra. Graciela Caire
y el Dr. Humberto Astiazaran por su aceptacion para formar parte de este proyecto y su compromiso
constante en enriquecer mi investigacién. Su experiencia y valiosos aportes han sido fundamentales
para el desarrollo y la calidad de este trabajo. A través de sus comentarios y sugerencias, han
desafiado mis ideas, ampliando mi perspectiva y ayudandome a alcanzar resultados mas sélidos.
Estoy sumamente agradecido por su dedicacién y por compartir generosamente su conocimiento
durante todo el proceso.

Agradezco a la Estancia Infantil Nuevo Dia y a Denisse Isabel Boneo Duarte, por su generosidad
al permitirme acceder a sus instalaciones y por brindarme un valioso respaldo en la seleccién de
participantes. Su colaboracion fue fundamental para el desarrollo de mi investigacion.

A Alejandra Arguelles, mi compafiera de equipo, le agradezco sinceramente su orientacion,
dedicacion y por compartir este proyecto conmigo. Su colaboracion fue fundamental para el éxito
de nuestra investigacion.

Al Q.B. René Valenzuela y a la M.C. Adriana Bolafios ambos por ser la alegria constante del
laboratorio y por su disponibilidad incondicional para ayudar.

Quiero agradecer a mis compafieros y amigos de maestria Fernanda Cabrer, Arath Garcia, Brenda



Valle, Cristian Tonopomea, Ivan Reprieto, Paola Santana y Kathia Enriquez por su apoyo constante
y colaboracién durante este viaje académico. Su amistad y compafierismo fueron fundamentales
para alcanzar este logro y volver el camino mas ameno.

A mis padres hermosos, Felipe Trujillo y Consuelo Rivera, quienes han sido una gran fuente de
inspiracion y aliento. Su orgullo constante y apoyo incondicional me han impulsado a superar
obstaculos y perseverar en esta travesia académica. Agradezco profundamente su amor y confianza
en mi.

A mi adorada esposa Dulce Machado y a mis amados hijos Adrian y Arian Trujillo, me faltan
palabras para expresar la gratitud que siento por contar con ustedes en mi vida. Su presencia ilumina
mi camino, llena mis dias de alegria y rejuvenece mi espiritu en los momentos méas desafiantes.
Dulce, ta eres mi fiel compariera, mi fortaleza ante todo y mi refugio en las tormentas. Tu amor y
apoyo constante me impulsan a alcanzar mis suefios, incluso cuando la ruta se torna dificil. Tus
palabras de aliento y gestos de afecto son un balsamo para mi alma, y saber que siempre puedo
contar contigo me da confianza y fortaleza.

Adrian y Arian, ustedes son mi mayor fuente de inspiracidn. Sus risas contagiosas, sus abrazos
calidos y su inagotable capacidad para ver el mundo con asombro y curiosidad me recuerdan el
verdadero valor de cada logro. Su presencia en mi vida me motiva a esforzarme cada dia, a ser un
ejemplo digno a seguir y a construir un futuro mejor para ustedes.

A lo largo de este camino académico, han estado conmigo, animandome en los momentos de duda,
celebrando mis éxitos y tratando de sembrar una sonrisa en mi en mis momentos de frustracion.
Han sido testigos de mis sacrificios, de las largas noches de estudio y de mi incansable dedicacion.
A pesar de todo, nunca han dejado de apoyarme, de recordarme el motivo detras de mis esfuerzos
y de darme el empuje necesario para seguir adelante.

Quiero que sepan que todo lo que he logrado en esta tesis de posgrado no habria sido posible sin
su amor, comprension y apoyo. Han sido mi luz en la oscuridad, mi motivacion para superar los
obstaculos y mi constante recordatorio de lo que realmente importa en la vida. Cada linea escrita,
cada experimento realizado, ha tenido el objetivo de crear un futuro mejor para ustedes.

Mi corazon se desborda de gratitud por tener a tres seres tan especiales en mi vida. No hay palabras
suficientes para expresar cuanto los amo y cuanto aprecio todo lo que hacen por mi. En cada logro
que alcance, en cada meta que cumpla, sepan que ustedes estaran en el centro de mi reconocimiento,

porgue su amor y apoyo son mi mayor triunfo.



Gracias, Dulce, Adrian y Arian, por ser mi familia, mi principal inspiracion y mi razon para nunca
rendirme. Caminaré con la frente en alto sabiendo que tengo a tres angeles en mi vida que me

impulsan a seguir creciendo, a seguir luchando y a seguir persiguiendo mis suefios.



DEDICATORIA

A mis padres, mis hermanos, mi esposa y, sobre todo, a mis hijos.

“Los dias mas importantes en tu vida son el dia en que naces y el dia en que descubres por qué.”

- Mark Twain



CONTENIDO

APROBACION. .....cotiiiiiiiieie ettt 2
DECLARACION INTISTUCIONAL w..cooviuiiiceeeeeete et eses s ses s es st 3
AGRADECIMIENTOS ..ot bbbttt bbb bt 4
DEDICATORIA .ottt bbb e b e e R e e st e st et e besteebesbeereeneeneeneenes 7
LISTADE FIGURAS ..ottt bbbttt b bbbt 10
LISTA DE CUADROS. ..ottt e et stesbeanaenaeneeneeneas 11
RESUIMEN ... .ottt bbbttt b et et b e b e e st et et et e sbenbesbeebenbeeneeneeneas 12
ABSTRACT ..ottt ettt a et e e Rt e et et e Re R e e R e e Rt et et e tenreereereere et enee e 13
1. INTRODUGCCION......ootiiieeiieeeieessee e sttt s st ss st ense st ass s sen s s senensenes 14
2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION.......ccoviiieieeteeeee e esissen e nessn s 15
2.1 Teoria DOHaD y Microbiota INtestinal............ccccveiieiiiie i 15
2.2. Importancia de la Microbiota Intestinal en la Salud Infantil................ccocooiiiiiiiincnnn, 16
2.2.1. Funciones de la Microbiota Intestinal............c.ccccoviiiiiiii e 16
2.2.2. Asociacion entre Microbiota Intestinal y las Enfermedades ............ccccooeveiiiiinnnnn 17
2.2.3. Microbiota Intestinal como Regulador del Sistema Inmunitario.............ccccceeevenenen. 18

2.3. Importancia del Régimen de Lactancia en la Microbiota Intestinal...............ccccceveviennenn, 19
2.3.1. Lactancia Materna EXCIUSIVA...........cccccveiiiiieiicie e 20
2.3.2. Lactancia con Formula Infantil...........ccovooiiieicie e 20
2.3.3. LACANCIA IMIIXEA ...ttt e sre e te e ra e te e nre s 21
2.3.4. Dieta Materna Durante el Amamantamiento ..........cccocverveierieeneere e e e e eee e 22
2.3.5. Estado Nutricional Materno Durante el Amamantamiento ..............cccocvevveieeiecienen, 23
2.3.6. La Leche Materna en Constante Cambio para Beneficio del Nifio ........c..cccoveenennn, 23

2.4 Maduracion de la Microbiota Intestinal del Infante ..., 24
2.5. Crecimiento Infantil y Microbiota Intestinal ..., 25
2.5.1. Crecimiento OPLIMO ........c.cvovieeeeeeee ettt en st n st en st sen s 25
2.5.2. Crecimiento ACEIEIAU0 ........ecveiiee ettt nneas 25

B HIPOTESIS oot 27
4, OBJIETIVOS ..ottt ettt ettt e b e s e e st e s e e s resteeteeteereenee s eneens 28
4.1, ODJEIVO GENEIAL.....uiiiiii it e et e e e e re e 28
4.2. ODJEtIVOS PAITICUIAIES. .......iiiiciieieee et 28

5. PARTICIPANTES Y METODOS........cooiieiieeieeieesieeessesisss st esee s snessssess s senassensnes 29
5.1 PATICIPANTES ....veuvetiitiiti ettt e bt bbbttt b et e et e b b e bbbt e st ne e 29
5.2. Datos Demograficos Y de SAlUd ..........ccooviiiiiiicce e 29
5.3. Dat0S ANTIOPOMEATITCOS. . ..uveueerieieteite sttt ettt sttt b bbb bbb s e 30
5.4. Analisis de [a MICIODIOTA. .........cc.ciiiiice et 30
5.5. ANALISIS ESTAUISTICO ...evveuieiiieiieieciie sttt st et esne e aeeneenrees 32



CONTENIDO (continuacion)

6. RESULTADOS Y DISCUSION........cooviviieieiieesieeisss s sesisse st tesse s ssses s ssnensenassensnes 34
6.1. Caracteristicas Demogréaficas y Perinatales de los Participantes...........cc.ccoovvviveiverieniennnn, 34
6.2. Lactancia 'y Crecimiento: Impacto aloS 6y 12 MESES.......ccovevereerieiieieesieeieseesie e 35
6.3. Crecimiento Acelerado: Riesgo en Lactancia MiXta..........cooveveveieneneieniniseseeeee, 36
6.4. Géneros y Especies en la Microbiota Fecal de 10s Lactantes...........ccccccovvveveeiieieeneaiinnnn, 37
6.5. Factores Predictores de Crecimiento Acelerado..........cocevveveiiiiniiniiiin e 40

7. CONCLUSION ..ottt 42

8. REFERENCIAS ... .ottt et e et e e e aa e e et e e e sne e e enaeeaneeeanes 43



LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina
1. Cambios en la velocidad de crecimiento por grupo de lactancia......................... 37
2. Comparativa de microbiota intestinal entre régimen de lactancia........................ 40

10



LISTA DE CUADROS

Cuadro Pagina
1. Iniciadores utilizados en la deteccidn de géneros bacterianos.............................. 31
2. Caracteristicas generales y perinatales de los participantes.....................ccoeeeenne. 35
3. Medicionesy puntajes-z en el crecimiento infantil alos 5-6 y 12 meses.................. 36
4. Variables predictoras de velocidad de crecimiento.................ccooiiiiniiiiinn. .. 41

11



RESUMEN

En esta tesis abordamos el crecimiento acelerado del nifio durante el primer afio de vida, un
problema que se asocia con la obesidad y enfermedades crdnicas, y como lo afecta la composicién
de la microbiota intestinal, influenciada a su vez por el régimen de lactancia. OBJETIVO:
Comparar el impacto del amamantamiento en exclusiva (AMAM) con el régimen de lactancia
mixta (MIX), durante los primeros 6 meses de vida, en la composicion de la microbiota fecal y su
efecto en la velocidad de crecimiento hasta los 12 meses de vida de los nifios. METODOS:
Invitamos a las diadas participantes en grupos de apoyo, redes sociales y estancias infantiles;
colectamos informacién demogréfica, de salud y mediciones antropomeétricas. Extrajimos ADNg
de heces y comparamos entre el grupo AMAM y el MIX, los géneros Prevotella, Akkermansia,
Bifidobacterium, Lactobacillus y Bacteroides, por PCR en tiempo real. RESULTADOS: No hubo
diferencias significativas en las caracteristicas basales demograficas y perinatales entre los grupos
AMAM y MIX. Sin embargo, a los 6 y 12 meses de edad, los infantes MIX en comparacion con
los AMAM, presentaron valores mayores de peso y puntajes-z de peso/talla y peso/edad, asi como
de aceleracion del crecimiento. En microbiota, los infantes AMAM mostraron una mayor
abundancia de Bifidobacterium, que fue factor protector contra el crecimiento acelerado.
Contrariamente, los infantes MIX presentaron una microbiota fecal con maduracién temprana,
representadas por Prevotella y Bacteroides, posiblemente vinculado con su crecimiento acelerado.
CONCLUSION: El régimen de lactancia influy6 en la composicion de la microbiota, la cual a su
vez impactd la velocidad de crecimiento de los infantes. Esto resalta la importancia del

amamantamiento exclusivo para un crecimiento éptimo y saludable.

Palabras clave: amamantamiento; regimen de lactancia; microbiota; crecimiento acelerado.
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ABSTRACT

In this thesis, we address the infant rapid growth in the first year of life, a problem associated
with obesity and chronic diseases, and how affect it the composition of the intestinal microbiota,
influenced by the lactation regime. OBJECTIVE: To compare the impact of exclusive
breastfeeding (AMAM) with mixed feeding (MIX) during the first 6 months of life on the
composition of fecal microbiota and its effect on the growth velocity up to 12 months old children.
METHODS: We invited dyads to participate in breastfeeding support groups, social networks, and
childcare facilities and collected demographic, health, and anthropometric data. We extracted DNA
from feces and compared the genera Prevotella, Akkermansia, Bifidobacterium, Lactobacillus, and
Bacteroides between the AMAM and MIX groups using real-time PCR. RESULTS: There were
no significant differences in baseline demographic and perinatal characteristics between the
AMAM and MIX groups. However, at 6 and 12 months of age, MIX compared to AMAM infants
had higher values for weight, weight-for-length and weight-for-age z-scores, as well as for rapid
growth. In terms of microbiota, AMAM infants showed a higher abundance of Bifidobacterium,
which was a protective factor against rapid growth. Conversely, MIX infants had fecal microbiota
with early maturation, represented by Prevotella and Bacteroides, possibly linked to their rapid
growth. CONCLUSION: The breastfeeding regimen influenced the composition of the microbiota,
which in turn impacted the growth velocity of infants. This highlights the importance of exclusive

breastfeeding for optimal and healthy growth.

Keywords: breastfeeding; breastfeeding regimens; microbiota; rapid growth.
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1. INTRODUCCION

La colonizacién de la microbiota intestinal durante las primeras etapas de la vida impacta
en forma importante el crecimiento 6ptimo de los nifios. A su vez, la estructura y funcionalidad de
la microbiota dependen, en gran medida, del régimen de lactancia (Zhuang et al., 2019). Los
patrones de ganancia de peso y crecimiento acelerados se asocian a obesidad infantil y a otras
enfermedades (Halilagic y Moschonis, 2021). Aunque el crecimiento acelerado es mas comUn en
infantes alimentados con formula, también puede ocurrir en los amamantados (Zong et al., 2020).
La composicion de la leche, es crucial para el desarrollo adecuado de la microbiota intestinal y
constituye la principal fuente de nutricion en los primeros seis meses de vida (Yiy Kim, 2021). La
leche humana, contiene nutrientes esenciales, células inmunitarias, hormonas del crecimiento y
compuestos bioactivos con propiedades antiinflamatorias y antiinfecciosas (Notarbartolo et al.,
2022). Su composicion puede variar por factores ambientales maternos, como la dieta y se adapta
a las necesidades nutricionales del amamantado (Zhu y Dingess, 2019).

Los componentes de la leche materna promueven una microbiota intestinal saludable, que a su vez
influye sobre el crecimiento y la salud; sin embargo, ain queda mucho por investigar sobre los
mecanismos especificos que subyacen a estos efectos (Le Doare et al., 2018). Diversos estudios
sobre microbiota y patrones de crecimiento, consideran la desnutricion (McGuire y McGuire,
2021). Otros, se han dirigido a investigar asociaciones de la ganancia rapida de peso en los primeros
meses de vida, la maduracion de la microbiota, y el desarrollo posterior desfavorable (Tang et al.,
2022), ya que predice adiposidad en el futuro (Robertson et al., 2019).

Debido a la influencia del ambiente y de las caracteristicas genéticas y sociodemograficas de cada
poblacién, sobre la composicién fina de la leche humana y por tanto sobre la microbiota, es
importante estudiar el conjunto en cada poblacidn en particular. Asi, en la presente tesis se propuso
investigar el efecto de dos regimenes de lactancia, durante los primeros 6 meses de vida, sobre la
composicion de la microbiota y su influencia en los cambios en la velocidad del crecimiento, a los
12 meses de vida de nifios hermosillenses. Los resultados podrian fundamentar el disefio de
intervenciones nutricionales y estrategias de prevencion que fomenten un crecimiento saludable y
reduzcan el riesgo de obesidad y sus consecuencias en el futuro. Ademas, al entender los
mecanismos subyacentes a los efectos beneficiosos de la leche materna, se podrian hacer

recomendaciones eficaces para las practicas de lactancia.
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2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

2.1 Teoria DOHaD y Microbiota Intestinal

La Teoria del Origen de la Salud y la Enfermedad en el Desarrollo (DOHaD, por sus siglas en
inglés) sostiene que el entorno temprano de un individuo, durante el periodo fetal y la lactancia,
tiene un impacto significativo en la salud a lo largo de la vida (Nobile et al., 2022). En dicho
entorno, es un componente esencial la formacién de la microbiota intestinal, cuya diversidad y
composicion estan influenciadas por diversos factores, incluido el régimen de lactancia (Niu et al.,
2020). Ademas, la microbiota intestinal influye sobre la funcion del sistema inmunitario, la
digestion, absorcion de nutrientes y la produccién de metabolitos que pueden tener efectos
sistémicos en el cuerpo (Miniet et al., 2021). La disbiosis intestinal temprana, es decir, un
desequilibrio en la composicion de la microbiota, se asocia con un mayor riesgo de alergias, asma
y enfermedades autoinmunitarias (Hufnagl et al., 2020).

La teoria DOHaD resalta la importancia de intervenciones tempranas para promover la salud a lo
largo de la vida. Es fundamental estimular el equilibrio de la microbiota intestinal en los lactantes,
mediante la alimentacién, como la lactancia materna exclusiva en los primeros seis meses y la
introduccion oportuna de alimentos complementarios (Lisboa et al., 2021). Después de identificar
factores de riesgo, las intervenciones deberian dirigirse a mejorar la microbiota intestinal para
prevenir enfermedades cronicas (Durack y Lynch, 2019; Mandy y Nyirenda, 2018). De este modo,
si la velocidad de crecimiento se ve afectada por la estructura y funcionalidad de la microbiota
intestinal del lactante a los seis meses de edad, entonces hay un area de oportunidad para prevenir

enfermedades asociadas con el crecimiento acelerado.
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2.2. Importancia de la Microbiota Intestinal en la Salud Infantil

2.2.1. Funciones de la Microbiota Intestinal

La microbiota intestinal desempefia un papel esencial en la digestion y absorcion de nutrientes, al
fermentar componentes no digeribles, como la fibra dietética, y producir metabolitos bioactivos
que benefician al hospedero (Debnath et al., 2021; Oliphant y Allen-Vercoe, 2019). Ademas, la
microbiota intestinal participa en la sintesis de vitaminas, como las C, K y algunas del complejo B,
que son esenciales para la funcion metabdlica y celular (Zhai et al., 2022; Zhan et al., 2022). Estas
funciones son especialmente relevantes en el contexto de la lactancia, donde el crecimiento y
desarrollo infantil, dependen de la adecuada absorcion de nutrientes.

La microbiota intestinal también interviene en la regulacion del metabolismo energético,
influyendo en el balance energético y la distribucion de la grasa corporal (Xiao y Kang, 2020). Los
estudios en modelos animales, como los realizados por Hou et al., (2022), han demostrado que la
manipulacion de la microbiota puede alterar la eficiencia de absorcion de energia y modificar el
fenotipo metabolico del hospedero. Estas interacciones metabdlicas podrian tener implicaciones en
la velocidad del crecimiento durante el primer afio de vida, lo cual es un tema central en la presente
tesis. Es importante la investigacion en esta area, para comprender como la microbiota intestinal
puede ser un factor determinante en el crecimiento infantil y, en Ultima instancia, en la prevencion
de enfermedades relacionadas con el crecimiento acelerado.

La microbiota intestinal contribuye a la maduracion y educacion del sistema inmunitario del
hospedero, promoviendo el desarrollo de la inmunidad innata y adaptativa, y manteniendo la
homeostasis inmunitaria (Dogra et al., 2021). Segin Wang et al., (2020), estas interacciones
inmunomoduladoras son cruciales en la etapa temprana de la vida, ya que influyen en la
susceptibilidad a enfermedades inmunomediadas y en la tolerancia a antigenos alimentarios. Por
lo tanto, se debe estudiar el papel de la microbiota intestinal durante la infancia, ya que puede
proporcionar informacién valiosa para desarrollar intervenciones que prevengan o traten

enfermedades relacionadas con la respuesta inmune, entre otras las autoinmunes.

16



2.2.2. Asociacion entre Microbiota Intestinal y las Enfermedades

Es fundamental conocer la relacién entre la microbiota intestinal y las enfermedades para poder
prevenirlas y tratarlas adecuadamente (K. Hou et al., 2022). Hasta hace pocos afios, la investigacion
se centraba Unicamente en la relacion entre enfermedades del sistema digestivo y la microbiota
intestinal. Actualmente, como sefialan (Vijay y Valdes, 2022), hay cada vez mas estudios que
muestran una estrecha relacién entre la salud en general y la microbiota intestinal. Por lo tanto, es
importante prestar atencion a la salud de la microbiota intestinal desde una edad temprana,
especialmente durante el periodo de lactancia, por su impacto en la salud a largo plazo. Este
enfoque preventivo puede contribuir a una vida mas saludable y a la reduccion de enfermedades
asociadas a desequilibrios en la microbiota intestinal.

Entre las enfermedades asociadas a la composicion y funcién de la microbiota intestinal se incluyen
los trastornos metabdlicos, como obesidad y diabetes tipo 2 (Gagnon et al., 2023). La disbiosis
puede contribuir al desarrollo de estas patologias al afectar el metabolismo energético y la
homeostasis de glucosa e insulina (Parkin et al., 2021; Scheithauer et al., 2020). Dado que la
lactancia y la nutricion temprana pueden moldear la composicion de la microbiota, es plausible,
una conexion entre el régimen de lactancia y el riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas en
etapas posteriores de la vida, como se ha propuesto desde hace muchos afios.

Ademas, la microbiota intestinal también esta relacionada con trastornos neuropsiquiatricos, como
la depresion y el trastorno del espectro autista (Taniya et al., 2022). Estudios como el de Mitrea et
al., (2022), han demostrado que la microbiota intestinal puede comunicarse con el sistema nervioso
central a través del eje intestino-cerebro, influyendo en el comportamiento neuronal. Este hallazgo
destaca la importancia de investigar ain mas la relacion entre la microbiota intestinal, la lactancia
y las enfermedades para desarrollar estrategias de prevencion y tratamiento mas efectivas.

La microbiota intestinal también se ha asociado con enfermedades autoinmunes e inflamatorias,
como la enfermedad inflamatoria intestinal y la enfermedad celiaca (Kociszewska y Vlajkovic,
2022). La disbiosis facilita la inflamacion al permitir el paso de bacterias y antigenos a través del
epitelio intestinal, lo que desencadena respuestas inmunitarias aberrantes (Kaczmarczyk et al.,
2021). Los cambios en la microbiota intestinal inducidos por el tipo de lactancia podrian tener

implicaciones en la predisposicion a enfermedades autoinmunes e inflamatorias en los nifios
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(Mishra et al., 2023). Sin embargo, como mencionan estos Ultimos autores, se requieren mas
estudios para establecer una relacion causal y determinar si las intervenciones en la lactancia

podrian ser Utiles para prevenir o mitigar estos trastornos.

2.2.3. Microbiota Intestinal como Regulador del Sistema Inmunitario

La microbiota intestinal desempefia un papel fundamental en la regulacion del sistema inmune,
contribuyendo a la educacion y maduracion de la inmunidad innata y adaptativa. La interaccion
entre la microbiota y las células del sistema inmune en la mucosa intestinal, permite el desarrollo
de respuestas inmunitarias equilibradas y especificas frente a patdgenos y antigenos alimentarios
(Jiao et al., 2020). La lactancia materna, en particular, podria ser clave en la modulacion de la
microbiota y, por lo tanto, en la maduracion del sistema inmune del lactante (Lieke et al., 2019).
La microbiota intestinal promueve la tolerancia inmunitaria al regular la funcion de las células T
reguladoras (Treg), indispensables para mantener la homeostasis inmunitaria, previniendo
respuestas inmunitarias excesivas (Cosovanu y Neumann, 2020). Los microorganismos y sus
metabolitos, como los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) producidos a partir de la
fermentacion de fibra dietética, pueden inducir células Treg (Du et al., 2022). El tipo de lactancia
y la composicion de la microbiota pueden influir en la produccién de AGCC y otros metabolitos,
lo que podria impactar en la funcién de las células Treg y la tolerancia inmunitaria en los lactantes
(Loniewski et al., 2022).

La microbiota intestinal también contribuye a la defensa del hospedero frente a patdgenos mediante
la produccién de metabolitos antimicrobianos, como bacteriocinas y acidos organicos (Campbell
etal., 2023; Liu et al., 2022). Ademas, la microbiota puede competir con patdégenos por nutrientes
y sitios de adhesion en la mucosa intestinal, un mecanismo conocido como exclusion competitiva
(Celis y Relman, 2020). EIl establecimiento de una microbiota intestinal saludable durante la
lactancia, podria mejorar la resistencia del hospedero frente a infecciones y disminuir la

susceptibilidad a enfermedades infecciosas, favoreciendo asi un crecimiento infantil éptimo.
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2.3. Importancia del Régimen de Lactancia en la Microbiota Intestinal

Del régimen de lactancia depende principalmente, la configuracion de la microbiota intestinal
durante la infancia temprana, influyendo en la diversidad y composicion de las comunidades
bacterianas (Ma et al., 2020). Notarbartolo et al., (2022) destacan que la lactancia materna
proporciona una fuente de bacterias y nutrientes especificos que favorecen el establecimiento de
una microbiota beneficiosa; mientras que Jeong (2022) sefiala que la lactancia con formula puede
dar lugar a una composicion bacteriana diferente. La diversidad y composicion de la microbiota
intestinal en los primeros meses de vida tienen efectos duraderos en la salud y el desarrollo del
nifio (Ahearn-Ford et al., 2022).

La lactancia materna promueve el establecimiento de una microbiota intestinal saludable, con
mayor abundancia de bacterias conocidas por sus propiedades probidticas (Sun et al., 2020).
Lawson et al., (2020) indican que la leche materna contiene oligosacaridos, que actian como
prebidticos, favoreciendo el crecimiento y metabolismo de estas bacterias beneficiosas. En
contraparte, Sekerel et al., (2021) sefialan que las formulas infantiles, aunque intentan imitar la
composicion de la leche materna, carecen de algunos HMO y otros componentes bioactivos. Esto,
da lugar a una microbiota intestinal con menor diversidad y una composicién diferente en los nifios
alimentados con férmula, en comparacion con los nifios amamantados.

El régimen de lactancia también puede afectar la capacidad de colonizacion de bacterias especificas
en el intestino del lactante (Boudry et al., 2021). Esto dara lugar a la produccion de metabolitos
bioactivos como AGCC, poliaminas, aminas biogéenicas y &cido indol-3-propionico (Calvo-
Barreiro et al., 2023; Tofalo et al., 2019). Najafian y Khosravi (2020), sugieren que la lactancia
materna puede proporcionar una ventaja en la prevencion de enfermedades y el desarrollo del
sistema inmune, gracias a la modulacion de la microbiota intestinal y sus funciones, a través de los
metabolitos activos producidos. Por lo tanto, la eleccion del régimen de lactancia durante los
primeros meses de vida es crucial para establecer la estructura y funcion de la microbiota intestinal,

lo que puede tener implicaciones a largo plazo en la salud y el crecimiento 6ptimo del nifio.
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2.3.1. Lactancia Materna Exclusiva

La lactancia materna exclusiva implica dar inicamente leche materna al lactante, sin otros liquidos
o alimentos, y se aconseja hasta los seis meses de vida, tal y como lo sefialan la Organizacion
Mundial de la Salud (2003). Es fundamental para el crecimiento y desarrollo adecuados del
lactante, ya que proporciona nutrimentos y compuestos bioactivos necesarios. Ademas, Chavoya-
Guardado et al., (2022) sefialan que es la principal fuente postnatal de bacterias comensales que
colonizan el intestino del recién nacido.

Durante el amamantamiento exclusivo, los nifios presentan una microbiota intestinal beneficiosa,
con gran presencia de los filos Actinobacteria y Firmicutes. Los géneros bacterianos predominantes
son Bifidobacterium y Lactobacillus, respectivamente, cuyas propiedades probidticas protegen al
hospedero de patdgenos, mantienen la barrera intestinal, modulan el sistema inmune y el
metabolismo (J. Chen et al., 2021). Bifidobacterium en particular, es metaboliza los oligosacaridos
de la leche humana para su crecimiento y mantenimiento (B. E. Heiss et al., 2021). Asi, el
amamantamiento exclusivo favorece la formacién de una microbiota intestinal en equilibrio,
contribuyendo significativamente al bienestar y al adecuado progreso del lactante en términos de

salud y crecimiento.

2.3.2. Lactancia con Formula Infantil

La lactancia con formula infantil implica el uso de productos lacteos disefiados para sustituir parcial
o0 totalmente la leche materna y proporcionar los nutrientes necesarios al lactante (Kouwenhoven
et al., 2022). A pesar de que las formulas infantiles imitan en gran medida la composicion de la
leche materna, Almeida et al., (2021) sefialan que existen diferencias en la composicion y
propiedades bioactivas que pueden afectar la estructura y funcién de la microbiota intestinal del
lactante. Wang et al., (2015) sugieren que, en comparacion con el amamantamiento exclusivo, la
microbiota intestinal de los lactantes alimentados con formula presenta una menor proporcién de

Bifidobacterium y Lactobacillus y una mayor abundancia de bacterias pertenecientes a los filos
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Firmicutes y Bacteroidetes, como los géneros Clostridium, Streptococcus y Prevotella.

Ademas, las férmulas infantiles carecen de algunos HMO, componentes clave en la leche materna
que actGan como prebidticos y favorecen el crecimiento de bacterias benéficas (Hegar et al., 2019).
Aunque ya se comercializan formulas infantiles enriquecidas con oligosacaridos sintéticos y otros
componentes bioactivos, para asemejarse mas a la leche materna y su efecto en la microbiota
intestinal, aln se desconoce hasta dénde igualan los beneficios proporcionados por la lactancia
materna exclusiva (Saddki et al., 2022). Estas diferencias podrian tener implicaciones en la
funcionalidad de la microbiota, asi como en el desarrollo del sistema inmune, mayor

susceptibilidad a enfermedades y condicionar la velocidad de crecimiento del lactante.

2.3.3. Lactancia Mixta

La lactancia mixta es una practica en la que se combina la leche materna y la férmula infantil en
diversas proporciones (Ho, 2021). Ruddle (2021) explica que este régimen de alimentacion puede
adaptarse por diversas razones, como dificultades en la lactancia materna, produccion insuficiente
de leche, necesidades nutricionales especificas del lactante y también factores externos como la
vida laboral de la madre. La lactancia mixta podria tener un impacto en la composicion y
funcionalidad de la microbiota intestinal del lactante, aunque su efecto puede ser intermedio entre
el amamantamiento exclusivo y la formula infantil (Davis et al., 2022).

La microbiota intestinal en infantes con lactancia mixta tiende a mostrar una menor presencia de
bacterias benéficas, como Bifidobacterium y Lactobacillus, en comparacion con aquellos que
reciben leche materna exclusiva, pero mas que en los infantes alimentados solamente con formula
infantil (Borewicz et al., 2019). A su vez, los lactantes con lactancia mixta pueden presentar una
mayor proporcion de bacterias pertenecientes a los filos Proteobacteria y Firmicutes, aunque en
menor medida que en los lactantes alimentados exclusivamente con formula (Li et al., 2020). Esta
diferencia podria explicarse dado que la lactancia mixta combina componentes de la leche materna
y la férmula infantil, los lactantes alimentados de esta manera aln pueden beneficiarse de algunos
de los efectos prebioticos y probidticos de la leche materna, aunque en menor grado que con la

lactancia materna exclusiva.
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Algunos estudios, como los de Edwards et al., (2022), Fehr et al., (2020), y Guo et al., (2023),
sugieren que la estructura de la microbiota intestinal en infantes con lactancia mixta podria verse
afectadas por factores como la proporcion de leche materna y férmula, el momento de la
introduccion de la férmula, y la composicion especifica de la formula utilizada. Es interesante
destacar que los nifios con lactancia mixta tienen un mayor riesgo de presentar un crecimiento
infantil acelerado en comparacion con aquellos que reciben solo formula infantil (Shinn et al.,
2018). Es posible que la funcionalidad de la microbiota intestinal juegue un papel en este

fenémeno.

2.3.4. Dieta Materna Durante el Amamantamiento

La dieta habitual de la madre afecta la composicion de la leche materna, tanto en términos de
nutrientes como de componentes bioactivos. Un estudio realizado por Ay et al., (2018) mostr6 que
la suplementacién con omega-3 incrementa los niveles de acido eicosapentaenoico (EPA) y de
acido docosahexaenoico (DHA) en la leche materna y disminuye el porcentaje de grasas saturadas
asi como la relacion omega-6/omega-3. EI DHA es un componente estructural fundamental en las
membranas del tejido cerebral y de la retina, y su biodisponibilidad en los lactantes depende
principalmente del aporte exdgeno (Demmelmair et al., 2018). Asimismo, reducir la ingestién de
energia durante la lactancia contribuye a una disminucion en el peso corporal materno, asi como
en las concentraciones de leptina, insulina y adiponectina en la leche materna, sin afectar la
produccién de leche. Este fendmeno sugiere un potencial impacto en el crecimiento y la adiposidad
infantil. Ademas, mantener una dieta baja en grasas puede resultar en leche materna con un menor
porcentaje de grasa saturada (Bravi et al., 2016). Estas evidencias subrayan como la atencion
consciente a la dieta materna puede influir en el perfil nutricional de la leche, favoreciendo la salud

integral de madre e hijo, y su crecimiento.
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2.3.5. Estado Nutricional Materno Durante el Amamantamiento

El estado nutricional de la madre también tiene un impacto significativo en la composicion de la
leche materna. Un estudio de Nagel et al., (2021) publicé que el indice de masa corporal (IMC) de
la madre esté correlacionado con la cantidad de lipidos en su leche. Especificamente, las madres
con un IMC mas alto tienden a producir leche con un mayor contenido de grasas saturadas.
Ademas, otro estudio realizado por (Calvo-Lerma et al., 2022) reforzé estos hallazgos, indicando
que las madres con sobrepeso u obesidad pueden tener una composicion de leche materna alterada,
lo que podria afectar la nutricion infantil y potencialmente la modulacion de la microbiota infantil.
Por lo tanto, el estado nutricional materno durante el amamantamiento podria tener implicaciones
en la composicion de la microbiota intestinal de los lactantes, y en Gltima instancia, en su ritmo de
crecimiento. Es importante recordar que las intervenciones nutricionales y el manejo del peso en

las madres podrian ser estrategias claves para promover la salud 6ptima de los lactantes.

2.3.6. La Leche Materna en Constante Cambio para Beneficio del Nifio

La leche materna es un alimento dindmico que se adapta a las necesidades del lactante a lo largo
del tiempo. Su composicion también varia en funcién de la edad del nifio, y el momento del dia,
entre otros factores (Zhang et al., 2022). Durante los primeros dias después del nacimiento, la
madre produce calostro, que es rico en células inmunolégicas y nutrientes esenciales para el recién
nacido (Ayer et al., 2023). Posteriormente, la leche materna pasa por una etapa de transicion y se
madura (Karampatsas et al., 2022). A medida que el nifio crece, sus necesidades caldricas
aumentan, la leche materna sigue adaptandose a sus necesidades nutricionales. Al mismo tiempo,
el contenido graso de la leche materna tambiéen se incrementa, proporcionando calorias y nutrientes
esenciales para su crecimiento y desarrollo (Gila-Diaz et al., 2020). Ademas, la leche materna
contiene linfocitos T, B y células Natural Killer, que varian en proporcion a lo largo del tiempo y
ayudan a madurar y fortalecer el sistema inmune del nifio (Lokossou et al., 2022). Con estas
adaptaciones naturales de la leche materna, se brinda al lactante un beneficio invaluable para su

crecimiento y desarrollo éptimo
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La leche materna también se adapta a las necesidades especificas del nifio en funcion de su estado
de salud. La proporcién de anticuerpos en la leche materna aumenta ante una infeccién activa del
lactante (Vizzari et al., 2021). Esto demuestra la capacidad de la leche materna para responder a
las necesidades cambiantes del nifio y proporcionar proteccion y apoyo inmunitario adecuado.
Estas adaptaciones permiten satisfacer las necesidades nutricionales y de desarrollo del nifio, asi
como proporcionar proteccion inmune y apoyo a su crecimiento y bienestar. Conocer estos cambios
y adaptaciones en la leche materna es esencial para comprender cémo la lactancia materna

contribuye al desarrollo saludable del nifio.

2.4 Maduracion de la Microbiota Intestinal del Infante

La maduracion de la microbiota intestinal del lactante es un proceso complejo y dindmico que tiene
lugar durante los primeros afios de vida, y esta influenciado por factores como la alimentacion, el
entorno y la genética (Beller et al., 2021). Como se mencion0 previamente, la lactancia materna
desempefia un papel central en la conformacion de la microbiota intestinal, ya que proporciona un
nicho ecoldgico Unico donde las bacterias se especializan en fermentar los HMO (Lawson et al.,
2020). Conforme el lactante crece y se introducen alimentos complementarios, la microbiota
intestinal experimenta cambios notables en su estructura y diversidad, adaptandose a las nuevas
demandas nutricionales y metabodlicas del nifio (Differding, Benjamin-Neelon, et al., 2020;
Differding, Doyon, et al., 2020). Esta diversificacion, permite metabolizar una amplia variedad de
nutrientes, como carbohidratos complejos, proteinas y grasas, y aumenta la presencia de bacterias
anaerobias estrictas que producen AGCC, como el acetato, propionato y butirato (Dogra et al.,
2021). Segun Portincasa et al., (2022), estos AGCC desempefian un papel importante en la
modulacion del sistema inmune y la funcion de la barrera intestinal.

La instauracion de una microbiota intestinal equilibrada es esencial para el adecuado desarrollo y
funcionamiento del sistema inmunitario y metabélico del lactante, con implicaciones a largo plazo
en su salud y el bienestar (Wernroth et al., 2022). Segun Dwivedi et al., (2021), a medida que el
lactante crece, la microbiota intestinal se diversifica ain méas y se asemeja cada vez méas a la de un

adulto, lo que aumenta su capacidad para desempefiar funciones de digestion. No obstante, factores
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externos, como la exposicion a antibioticos y la higiene, afectan la maduracion de la microbiota

intestinal, alterando su composicién y su funcionalidad (Konstantinidis et al., 2020).

2.5. Crecimiento Infantil y Microbiota Intestinal

2.5.1. Crecimiento Optimo

El crecimiento 6ptimo en la infancia es un indicador clave de la salud y el bienestar de un nifio, y
se encuentra estrechamente relacionado con factores nutricionales, genéticos y ambientales
(Prentice, 2020). Segun (Marume et al., 2022) es importante monitorear las curvas de crecimiento
infantil, en relacion con los estandares de crecimiento establecidos por la OMS, para proporcionar
una evaluacién adecuada del progreso en el crecimiento del lactante.

La microbiota intestinal juega un papel fundamental para alcanzar el crecimiento 6ptimo al
favorecer la absorcion y aprovechamiento de nutrientes (Durda-Masny et al., 2022). Ademas, una
microbiota intestinal equilibrada y diversa, contribuye al crecimiento éptimo al promover la
funcidn de la barrera intestinal, y producir metabolitos beneficiosos (Robertson et al., 2019). Estos
metabolitos influyen en la homeostasis energética, la funcion del sistema inmune y la
diferenciacion celular, que en conjunto facilitan un crecimiento adecuado y saludable (Romani-
Pérez et al., 2021). Diferentes estudios han encontrado asociacidn entre una microbiota intestinal
equilibrada y un crecimiento 6ptimo en la infancia (Durda-Masny et al., 2022; Nguyen et al., 2019).
Por lo tanto, es esencial promover una microbiota intestinal saludable en los lactantes a través de
practicas adecuadas de alimentacion. Para esto, es requisito previo tipificar la problematica en cada
poblacion particular.

2.5.2. Crecimiento Acelerado

El crecimiento infantil acelerado se define como el aumento en la velocidad del crecimiento que
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excede las 0.67 desviaciones estandar en un periodo determinado, medido como un cambio en el
puntaje-z de peso para la edad (Halilagic y Moschonis, 2021). Este fendmeno puede ocurrir en
respuesta a la recuperacion de un periodo de retraso en el crecimiento o como resultado del exceso
en la ingestion de nutrientes y energia (Shin, 2019). La microbiota intestinal podria estar
relacionada con el crecimiento acelerado. Como se menciond previamente, influye positivamente
en la absorcién de nutrientes y la regulacion del metabolismo energético, cuando se encuentra en
equilibrio; en disbiosis, su efecto podria ser negativo, acelerando el crecimiento.

El crecimiento acelerado se ha vinculado a un mayor riesgo de desarrollar obesidad, diabetes tipo
2 y enfermedades cardiovasculares en etapas posteriores de la vida (Trabulsi et al., 2020). La
microbiota intestinal podria desempefiar un papel importante en la predisposicion a estas
condiciones, ya que modula procesos metabdlicos e interactia con el sistema inmunitario
(Campbell et al., 2023). Por ejemplo, segun (Heiss y Olofsson, 2018), una composicién alterada
de la microbiota intestinal podria favorecer una mayor extraccion de energia de los alimentos y
provocar inflamacion sistémica de bajo grado, lo que contribuye al desarrollo de la obesidad y
enfermedades metabdlicas asociadas. Por lo tanto, prevenir el crecimiento acelerado en la infancia,
es fundamental para reducir el riesgo de complicaciones de salud a largo plazo.

Un papel clave en la prevencion del crecimiento acelerado y sus consecuencias adversas en la salud,
podria ser el fomento de una microbiota intestinal saludable y equilibrada. Esto, se lograria
mediante buenas practicas de alimentacién y cuidado, como la lactancia maternay la introduccion
adecuada de alimentos complementarios. Ademas, la identificacién temprana de lactantes en riesgo
y la implementacién de intervenciones enfocadas en mejorar la microbiota intestinal podrian ser
estrategias prometedoras para abordar este problema de salud publica en cualquier poblacion del

mundo.
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3. HIPOTESIS

El amamantamiento exclusivo durante los primeros 6 meses de vida, modula mejor que la
lactancia mixta la composicion de la microbiota intestinal, favoreciendo la abundancia de bacterias
acido-lacticas, con efecto positivo en la velocidad de crecimiento infantil al menos hasta los 12

meses de vida.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Comparar el efecto del amamantamiento exclusivo con el de lactancia mixta, durante los primeros
6 meses, sobre la composicion de microbiota y analizar su efecto en la velocidad de crecimiento

infantil a los 12 meses de vida.

4.2. Objetivos Particulares

e Evaluar velocidad de crecimiento en los infantes desde 6 hasta 12 meses de vida, utilizando
los estandares de la OMS con el programa Anthro.

e Comparar la composicion de la microbiota fecal a los 6 meses de vida, en cuanto a los géneros
Prevotella, Akkermansia, Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides, mediante qPCR, entre
infantes amamantados en exclusiva y aquellos con alimentacion mixta.

e Analizar la relacion entre la composicién de la microbiota fecal a los 6 meses y la velocidad

de crecimiento, de los nifios participantes, en su segundo semestre de vida.
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5. PARTICIPANTES Y METODOS

5.1 Participantes

Se incluyeron nifios cuya alimentacion durante al menos los primeros 6 meses postparto fuera tanto
lactancia materna exclusiva, como alimentacion mixta (lactancia materna y formula infantil). Se
invito a las madres a participar en visitas a organizaciones civiles de apoyo al amamantamiento y
estancias infantiles, asi como a través de redes sociales. Se incluyeron nifios sanos, con una edad
comprendida entre los 180 y 200 dias desde su nacimiento, cuyas madres llevaron un control
prenatal adecuado y residian en Sonora, al menos los Gltimos tres afios. Se excluyeron aquellos
nifios que nacieron pre-término, con bajo o alto peso, que recibieron tratamiento con antibi6ticos o
que se les hubieran dado alimentos distintos a la leche humana o a la formula infantil, al tiempo
del estudio. Asi también, se excluyeron nifios cuya madre hubiera presentado diabetes gestacional
0 padeciera diabetes tipo 2, preeclamsia, enfermedades infecciosas o inmunitarias, que hubiera
estado bajo tratamiento farmacoldgico o recibido antibidticos durante el periodo de lactancia, o que
usara drogas, alcohol o fumara. Antes de su implementacion, el protocolo fue evaluado y aprobado
por el Comité de Etica en Investigacion de CIAD A.C. Se aplicé un cuestionario de
inclusion/exclusion via telefonica a las madres que se interesaron en participar, con los criterios
antes descritos. Si cumplian con los criterios de inclusion, se programé una visita en su hogar, para
describirles el estudio, invitarlas y recabar firma de consentimiento informado. En esa primera
visita, asi mismo se aplicaron cuestionarios sociodemograficos y de salud, mediciones
antropométricas a la diada y cuando fue posible, colecta de muestras de heces del lactante. En

algunos casos, se colectaron en visitas posteriores.

5.2. Datos Demograficos y de Salud

Se aplico un cuestionario a la madre para recabar informacion tanto de ella como de su hijo, con
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datos de edad, nivel educativo, origen de la madre y los abuelos, datos de salud; como uso de
farmacos y enfermedades previas, peso y longitud al nacer, peso pregestacional y posparto de la

madre.

5.3. Datos Antropométricos

Se tomaron medidas antropomeétricas tanto de las madres como de los lactantes en dos ocasiones,
inicialmente entre los 5y 6 meses después del parto, y finalmente solo al infante, al alcanzar los
12 meses de edad. La longitud del infante se registré utilizando un infantometro portatil Seca,
modelo 210. Asimismo, su peso se tomd con un infantdmetro electrénico portatil de la misma
marca, modelo 334. Para la madre, se midid su peso y estatura con una bascula de plataforma A&D,
modelo FG-150KBM, y un estadiémetro portatil Seca, modelo 213, respectivamente. Cada una de
las mediciones fue realizada dos veces por el mismo evaluador, con el proposito de minimizar los
sesgos en la toma de datos.

A partir del peso, la talla y la edad de los infantes, se calcularon los puntaje-z de talla para la edad
(LAZ) peso para la talla (WLZ) y peso para la edad (WAZ) tanto a los 6 meses como a los 12
meses de edad. La "velocidad de crecimiento” se calculd con la diferencia entre el WAZ a los 12
meses y el WAZ a los 6 meses después del parto, utilizando el programa Anthro-2005, de acuerdo
con los estandares de crecimiento infantil propuestos por la OMS. Asi, resultan tres categorias de
crecimiento; lento, con diferencia menor a 0.67 desviaciones estandar (DE) (AWAZ < -0.67); entre
-0.67 y 0.67 DE se considera crecimiento 6ptimo; y una diferencia mayor a 0.67 DE se denomina

crecimiento acelerado (Onis, 2007).

5.4. Andlisis de la Microbiota

Se recolectaron muestras de heces de los infantes y se transportaron al laboratorio a 4°C para su

posterior analisis. Las muestras se homogeneizaron y una alicuota se almacend a -70°C hasta la
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extraccion del ADN gendmico usando el juego comercial de reactivos QIAGEN, el QlAamp®
FAST DNA Stool Mini Kit (Alemania). La extraccion se llevo a cabo siguiendo las instrucciones
del fabricante, incluyendo la homogeneizacion de la muestra, la lisis celular y el aislamiento del
ADN. La concentracion y pureza del ADN extraido se evaluaron en un espectrofotometro
NanoDrop™ 2000. Posteriormente, se cuantificO el ADN bacteriano total y de los géneros
especificados en la cuadro 1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR) utilizando el equipo
StepOnePlus™ Real-Time PCR System. Cada reaccion de qPCR incluyo: 10 uL de SYBRGreen
Supermix (Bio-Rad Laboratories, California, Estados Unidos), 0.5 uL de cada iniciador, 1 uL de
la muestra de ADN diluida a 20 ng/uL y H20 milli-Q estéril hasta un volumen total de reaccion de
20 pL. Los iniciadores utilizados fueron especificos para cada género bacteriano de interés y sus
secuencias se detallan en el cuadro 1. Se realiz6 un duplicado de cada muestra para garantizar la
precision y reproducibilidad de los resultados obtenidos.

Las condiciones de reaccion para bacterias totales fueron las previamente descritas (Mejia-Leon et
al., 2018). Para el resto de los géneros bacterianos analizados, incluyeron una desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 10 min, seguida de 40 ciclos de 95°C durante 15 seg. y 60 seg. a la
temperatura de alineamiento correspondiente. Para verificar la especificidad de la amplificacion,

se corrid una curva de disociacion con incrementos de +0.3°C.

Cuadro 1. Iniciadores utilizados en la deteccidn de géneros bacterianos.

Iniciador Secuencia T.A. Referencia
AM1 CAGCACGTGAAGGTGGGGAC o

AM2  CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT 65°C  (Colladoetal,, 2007)
F-Bifido CGCGTCYGGTGTGAAAG

R- Bifidlo CCCCACATCCAGCATCCA

F-lacto GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
R-lacto GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC
PreGendF GGTTCTGAGAGGAAGGTCCCC o .
PreGendR TCCTGCACGCTACTTGGCTG 59°C  (Stevenson y Weimer, 2007)
BacDF AAGGTCCCCCACATTGG 58°C (Manz et al., 1996)
BacDR GAGCCGCAAACTTTCACAA (Franks et al., 1998)
HDA-1  ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT o

HDA-2 GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 60°C  (Walteretal., 2000)
AM: Akkermansia; Bifido: Bifidobacterium; lacto: Lactobacillus; PreGen4: Prevotella; BacD:
Bacteroides; HDA: bacterias totales. Las letras F y R significan forward y reverse; T.A. Tiempo
de Alineamiento

62°C (Delroisse et al., 2008)

62°C (Delroisse et al., 2008)
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Los resultados se calcularon como indices entre los valores encontrados para cada género o especie
en heces de nifios con régimen mixto (MIX), entre aquellos con amamantamiento exclusivo
(AMAM). Este, se calculd con Log10 de 224, utilizando la diferencia entre el Ct de la bacteria
en ensayo, menos el de bacterias totales (ACt). Después se calculé el AACt como la diferencia entre
el ACt de los infantes con lactancia mixta y el ACt de aquellos con amamantamiento exclusivo. Un
valor positivo del indice MIX/AMAM, indica el nimero de veces que es mayor la abundancia de
un determinado género bacteriano en los infantes con lactancia mixta en comparacion con los

amamantados en exclusiva.

5.5. Andlisis Estadistico

Se describieron las caracteristicas generales basales de los grupos de amamantamiento exclusivo y
lactancia mixta, mediante estadistica descriptiva utilizando el programa NCSS 2021. Las variables
numéricas se presentaron como media y error estandar, mientras que las variables categdricas se
expresaron como porcentajes. Posteriormente, se compararon ambos grupos mediante una prueba
de t de Student para muestras independientes, con un intervalo de confianza del 95%, y una prueba
de chi-cuadrada (¥2). En ambas pruebas, se considerd un nivel de significancia de p < 0.05.

Para evaluar el impacto del régimen de lactancia en la composicion de la microbiota en los primeros
6 meses de vida y su influencia en los cambios en la velocidad del crecimiento a los 12 meses de
edad, se hizo un analisis de regresion lineal miltiple. Esto permitié examinar la relacion entre las
variables predictoras (tipo de lactancia) y la variable dependiente (velocidad de crecimiento). Para
la regresion lineal multiple se utilizé el paquete estadistico STATA 17.

En el modelo de regresion, el tipo de lactancia se tratd como una variable independiente y la
velocidad de crecimiento se consider6 como la variable dependiente. Se incluyeron otras
covariables relevantes, como caracteristicas sociodemograficas y factores de confusion
potenciales, para controlar su influencia en los resultados. Las covariables fueron seleccionadas en
base a lo publicado por otros autores en estudios previos.

Se verifico previamente la adecuacion del modelo mediante la comprobacion de supuestos, como

la linealidad, la normalidad de los residuos y la ausencia de multicolinealidad. Ademas, se evalud
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la presencia de posibles interacciones entre las variables predictoras. Se calcularon los coeficientes
de regresion para evaluar la magnitud y la direccion de la asociacion entre las variables predictoras
y la velocidad de crecimiento. Ademas, se calcularon los valores de p correspondientes para
determinar la significancia estadistica de los coeficientes de regresion.

Finalmente, se interpretaron los resultados de la regresion lineal maltiple para evaluar la influencia
del régimen de lactancia en la velocidad de crecimiento infantil a los 12 meses de vida, teniendo

en cuenta los ajustes por covariables.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracteristicas Demograficas y Perinatales de los Participantes

En este estudio, se invitd a participar a un total de 51 madres, de las cuales 36 aceptaron y
cumplieron con los criterios de inclusion. Los datos obtenidos fueron demograficos, perinatales y
de salud, ademas de la informacién referente al régimen de lactancia practicada. De acuerdo a esta
ultima variable, dividimos la muestra en dos grupos, amamantamiento exclusivo (AMAM, n=16)
y lactancia mixta (MIX, n=20).

Al realizar una comparacion integral entre los grupos de AMAM y MIX (Cuadro 2), las
caracteristicas demograficas y maternas fueron notablemente similares entre ambos grupos de
estudio. Por esto, se puede inferir que las condiciones maternas no afectaron los resultados
encontrados en los nifios. En cuanto a las caracteristicas perinatales, tampoco hubo diferencia en
distintas variables como la duracién de la gestacion, el tipo de parto, si el infante era primogénito
o0 no, y el momento y forma de inicio de la lactancia. Asi, la homogeneidad de las caracteristicas
maternas y perinatales, fortalece la validez de la comparacion directa de los resultados obtenidos
en cada grupo.

Las caracteristicas de los recién nacidos, incluyendo peso, longitud, y puntajes-Z para peso para la
talla y peso para la edad, tampoco presentaron diferencias significativas. Esto, es relevante pues
indica que las diferencias encontradas posteriormente, no son atribuibles a factores perinatales sino
que estan probablemente ligadas a los regimenes de lactancia implementados después del
nacimiento, asi como a su influencia sobre la composicion de la microbiota intestinal de los

infantes.
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Cuadro 2. Caracteristicas generales y perinatales de los participantes

Variables maternas AMAM (n=16) MIX (n=20) Valor-p
Edad materna, afios 31.0 (0.8) 31.5(1.3)
Ultimo nivel educativo
Preparatoria, % 8.3 16.7
Licenciatura, % 58.6 66.7 0.587
Posgrado, % 33.3 16.7
Peso pregestacional, kg 62.8 (4.5) 63 (3.0) 0.964
Ganancia de peso durante el embarazo, kg 11.8 (1.8) 12.2 (1.1) 0.850
Peso actual, kg 66.2 (4.4) 75.5 (1.6) 0.064
Talla actual, cm 1.64 (0.1) 1.68 (0.1) 0.322
IMC materno, kg/m”2 25.1 (1.2) 26.7 (0.7) 0.268
Variables del lactante
Sexo del bebé, femenino, % 52.9% 45.0 % 0.630
Tipo de parto, vaginal, % 41.2 % 40.0 % 0.942
Primogenito, % 47.1 % 45 % 0.903
Gestacion, semana 38.9 (0.4) 39.2 (0.3) 0.538
Peso al nacer, kg 3.1(0.1) 3.2(0.1) 0.719
Talla al nacer, cm 49.9 (0.4) 50.2 (0.4) 0.605
Peso/talla al nacer, puntaje-z -0.5(0.3) -0.6 (0.3) 0.939
Peso/edad al nacer, puntaje-z -0.2 (0.2) -0.1 (0.2) 0.817
Talla/edad al nacer, puntaje-z 0.2 (0.2) 0.3(0.2) 0.761

Los datos se presentan como media (error estandar) y porcentaje.

6.2. Lactancia y Crecimiento: Impacto a los 6 y 12 Meses

Al analizar los indicadores de crecimiento a los 6 meses (Cuadro 3), los lactantes en el grupo de
lactancia mixta presentaron un peso significativamente mayor (p<0.05) y un puntaje-z de peso/talla
y peso/edad mas elevados (p<0.05) que los de amamantamiento exclusivo. Estos resultados
coinciden con los de estudios en donde la lactancia mixta, influy6 acelerando la ganancia de peso
en los primeros meses de vida. Ademas, los autores encontraron niveles circulantes de factor de
crecimiento similar a lainsulina 1 (IGF-1) e insulina mas bajos en nifios amamantados en exclusiva,
comparado con los de lactancia mixta (Lind et al., 2018). Sin embargo, es importante destacar que
estas diferencias no se tradujeron en mayor longitud a los 6 meses, lo que sugiere que la lactancia

mixta puede influir sobre los patrones de ganancia de peso, pero no en la talla de los lactantes. Esta,

35



podria ser una de las explicaciones del sobrepeso posterior en los nifios con menos
amamantamiento (Mantzorou et al., 2022).

Cuadro 3. Mediciones y puntajes-z en el crecimiento infantil a los 5-6 y 12 meses (n=36)

Mediciones a los 5-6 meses AMAM (n=16) MIX (n=20) Valor-p
Peso, kg 7.5(0.2) 8.6 (0.2) 0.002
Longitud, cm 64.8 (0.5) 66.2 (0.5) 0.068
Peso para la talla, puntaje-z 0.6 (0.1) 1.2 (0.1) 0.033
Peso para la edad, puntaje-z 0.1(0.2) 1.1(0.2) 0.019
Talla para la edad, puntaje-z -0.3(0.3) 0.4 (0.2) 0.063
Mediciones a los 12 meses

Peso, kg 9.4 (0.2) 11.1 (0.3) 0.000
Longitud, cm 74.8 (0.9) 77.1(0.6) 0.051
Peso para la talla, puntaje-z 0.1(0.1) 1.5(0.1) 0.000
Peso para la edad, puntaje-z 0.0 (0.2) 1.7 (0.2) 0.000
Talla para la edad, puntaje-z 0.2 (0.3) 0.4 (0.2) 0.076

Los datos se presentan como media (error estandar).

A los 12 meses de edad, se mantuvieron las mismas tendencias que a los 6 meses, con los nifios de
lactancia mixta mostrando un puntaje-z de peso para la talla y peso para la edad superior (p<0.05)
al de los amamantados en exclusiva. Esto, reafirma la posible relacion entre el régimen de lactancia
y los cambios en la velocidad de crecimiento infantil. Estos hallazgos se complementan con los de
otro estudio donde se publicd una asociacién inversa entre la lactancia materna y la velocidad de
crecimiento en los nifios. Estas asociaciones se vieron parcialmente afectadas en los nifios
alimentados con leche materna extraida y se debilitaron sustancialmente con la introduccién de

férmula infantil, después del periodo neonatal (Azad et al., 2018).

6.3. Crecimiento Acelerado: Riesgo en Lactancia Mixta

Nuestra investigacion, permitid identificar velocidad de crecimiento infantil diferencial entre los
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nifios en cada uno de los dos regimenes de lactancia analizados (Figura 1). Los nifios sujetos a
lactancia mixta experimentaron una aceleracion en su crecimiento, reflejado en un AWAZ de 0.72
DE, excediendo el umbral superior de 0.67 DE. Por otro lado, los nifios que fueron amamantados
de manera exclusiva, exhibieron un AWAZ de -0.23 DE, situdndose dentro del rango 6ptimo de
crecimiento. Es crucial destacar que un crecimiento acelerado en la infancia, como el evidenciado
en el grupo de lactancia mixta, se ha vinculado con incremento en el riesgo de sobrepeso, obesidad,
hipertension y enfermedades cronicas, en etapas posteriores de la vida (Arini et al., 2022). Estos
resultados aportan evidencia adicional a favor de los beneficios a largo plazo de la lactancia

materna exclusiva para el desarrollo saludable del infante.

Amamantamiento |
Exclusivo

Lactancia |
Mixta

1 | T
-1 -0.67 0 0.67 1
AWAZ (12mpp-6mpp), DE

Figura 1. Cambios en la velocidad de crecimiento por grupo de lactancia.
Mpp: meses posparto; Literales diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05)

6.4. Géneros y Especies en la Microbiota Fecal de los Lactantes

Los hallazgos més destacables, que ademas respaldan nuestra hipotesis inicial, se centran en la
composicion de algunos géneros y especies de la microbiota fecal, en ambos grupos de lactantes
(Figura 2).

En particular, los nifios con velocidad de crecimiento dptima, es decir, aquellos amamantados en
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exclusiva, presentaron una mayor abundancia de Bifidobacterium con respecto a los nifios con
lactancia mixta. Esta proliferacion se pudiera atribuir a los oligosacéridos presentes en la leche
materna, los cuales se suministran de manera natural y difieren de los de las formulas infantiles
(Buhrer et al., 2022). Los oligosacaridos son fermentados en el intestino por bacterias beneficiosas,
como es el caso de Bifidobacterium, lo cual fomenta su proliferacion. Este género se ha asociado
negativamente con obesidad visceral y positivamente con la regulacion de la salud metabdlica,
promoviendo la homeostasis energética y posiblemente protegiendo contra el aumento de la
velocidad de crecimiento infantil (Burakova et al., 2022).

A pesar de que el 95% de los nifios del grupo MIX fueron alimentados con férmulas que contienen
oligosacéridos sintéticos, Bifidobacterium no se vio beneficiado. Todavia no esta claro hasta quée
punto los oligosacaridos de la leche humana pueden ser equiparados por los oligosacaridos
sintéticos de las formulas infantiles. Por tanto, es necesario continuar investigando la composicién
de las formulas infantiles y su impacto en la microbiota intestinal y la salud de los nifios.
Curiosamente, no se encontraron diferencias en la abundancia de Lactobacillus, otro género de
bacterias acido-lacticas, entre los nifios amamantados en exclusiva y aquellos con lactancia mixta
(p>0.05). Aunque Lactobacillus puede fermentar oligosacaridos y otros azucares como la lactosa,
este género es notablemente adaptable y puede prosperar en una variedad de condiciones
nutricionales. Kuratsu et al., (2010), afirman que este género tiene mutaciones en algunas rutas
metabolicas primarias y requieren medios ricos en aminoacidos y nucleobases para su crecimiento.
Ademas, Lactobacillus es el género mas abundante en la microbiota vaginal y es transmitido
durante el parto, lo que ayuda a establecer la colonizacion temprana en el intestino del infante
independientemente de la alimentacion (X. Chen et al., 2021). Estos factores podrian explicar los
resultados de nuestro estudio, sin diferencia en este género debidas al régimen de lactancia.
Tampoco Wang et al., (2020) encontraron diferencias significativas de abundancia de
Lactobacillus entre regimenes de de lactancia distintos.

Por otra parte, los nifios con lactancia mixta, que mostraron un crecimiento acelerado, evidenciaron
una maduracién temprana de su microbiota intestinal. Su microbiota fecal, presentd mayor
diversidad bacteriana y un incremento en la presencia de Prevotella y Bacteroides. La proliferacion
de dichos géneros, en particular Prevotella, pudiera estar asociada al contenido de almidon y
maltodextrinas en las formulas infantiles, ya que el 95% de las formulas consumidas por los

lactantes en el régimen mixto, contienen estos compuestos.
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En otros estudios en nifilos sonorenses, principalmente en edad escolar, se ha publicado que
Prevotella es el género dominante y la dieta es alta en consumo de carbohidratos (Calderdn de la
Barca et al., 2020; Maria Esther Mejia-Leon et al., 2014). Respecto a Bacteroides, como en otros
estudios, en los de nuestro grupo de trabajo, su acumulacion se asocia a la microbiota de escolares
con diabetes tipo 1 o enfermedad celiaca activas. Ademas, otros autores, lo relacionan a dietas altas
en proteina (Bartlett y Kleiner, 2022), y las férmulas infantiles tienen concentracion de proteina
mas alta que la leche humana (Chong et al., 2022).

Numerosos estudios, como los realizados por Cussotto et al., (2020), Dong et al., (2022), y Groer
et al., (2018), han confirmado que mayor proliferacion de los géneros bacterianos Prevotella y
Bacteroides, se relaciona inversamente con los niveles de triptéfano sérico, un metabolito crucial
para la sintesis de serotonina, que promueve la sensacion de saciedad. Estos resultados sugieren
que el amamantamiento exclusivo ejerce un impacto positivo en la composicién de la microbiota
intestinal, favoreciendo una velocidad de crecimiento dptima durante el primer afio de vida. Esto
podria tener implicaciones importantes para la salud a largo plazo.

Respecto a Akkermansia, no se encontraron diferencias entre el grupo de AMAM vy el de MIX.
Aunque Akkermansia tiene una funcion critica en la salud intestinal por su capacidad para degradar
la mucina, una proteina clave en el moco intestinal (Kim et al., 2021), la abundancia de este género
podria no estar directamente influenciada por la dieta en los lactantes. Akkermansia es un
colonizador temprano del intestino y su establecimiento podria ser mas dependiente de la madurez
intestinal y otros factores individuales (Aggarwal et al., 2022). Esta hipétesis esta respaldada por
otros estudios como el de M. Wang et al., (2015), que no encontraron diferencias en la abundancia
de Akkermansia entre grupos con distintos regimenes de lactancia.
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Figura 2. Comparativa de microbiota intestinal entre régimen de lactancia (n=24).
Grupo de referencia: Amamantamiento Exclusivo (AMAM). *Diferencias significativas entre
lactancia mixta (M1X) vs referencia (p<0.05)

6.5. Factores Predictores de Crecimiento Acelerado

Es importante conocer los factores que influyen sobre la modulacion de la velocidad de
crecimiento. El andlisis de regresion multiple arrojo resultados claros en términos de factores
asociados con estos cambios de velocidad (Cuadro 4). Por un lado, la aparicién temprana de
Prevotella en la microbiota intestinal, se asocié con un mayor AWAZ, evidenciando ser un factor
de riesgo con un coeficiente de 0.09 (p<0.001). Por su parte, la abundancia de Bifidobacterium
presento una relacion negativa, actuando como un factor protector contra el crecimiento acelerado,
con un coeficiente de -0.50 (p<0.001). Estos hallazgos reafirman que la mayor presencia de
Bifidobacterium en los nifios amamantados en exclusiva, podrian modular su velocidad de
crecimiento.

El peso materno también ha demostrado ser un factor significativo en el estudio, ya que por cada
kilogramo adicional de peso de la madre, su hijo experimenta un incremento de 0.01 DE en AWAZ
(B=0.01, p=0.004). Esta asociacion positiva sugiere que un mayor peso materno, puede tener
influencia en el incremento de la velocidad de crecimiento del nifio, posiblemente debido a una

mayor transferencia de calorias durante el amamantamiento. Segun Daniel et al., (2021), el estado
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nutricional materno se relaciona positivamente con la cantidad de grasa saturada presente su leche,
lo que explica la asociacion entre el peso materno y la velocidad de ganancia de peso de su hijo,

ademas del factor genético que también tiene su participacion (Loos y Yeo, 2022).

Cuadro 4. Variables predictoras de velocidad de crecimiento (n=24)

B Valor-p
Prevotella, indice MIX/AMAM 0.09 0.000
Bifidobacterium, indice MIX/AMAM -0.50 0.000
Peso materno, kg 0.01 0.004
Sexo, masculino 0.16 0.025

Variable de respuesta: AWAZ entre los 6 y 12 meses posparto

Por altimo, el sexo del nifio también fue un predictor significativo, con los nifios varones mostrando
un aumento en el AWAZ (=0.16, p=0.025). Este hallazgo sugiere que el sexo puede desempefiar
un papel en la velocidad de crecimiento durante el primer afio de vida, con los varones mostrando
un crecimiento acelerado en comparacion con las nifias. Sin embargo, se requiere mas investigacion
para comprender completamente el papel del sexo en el crecimiento durante el primer afio de vida

y sus implicaciones a largo plazo para la salud y el desarrollo infantil.

41



7. CONCLUSION

Los resultados sugieren que la lactancia mixta promueve la maduracion temprana de la
microbiota intestinal y acelera la velocidad de crecimiento infantil. De acuerdo con nuestros
hallazgos, se confirma parcialmente nuestra hipdtesis: el amamantamiento exclusivo durante los
primeros 6 meses de vida favorece la abundancia de bacterias acido-lacticas en comparacion con
la lactancia mixta; que se cumplié para Bifidobacterium, pero no para Lactobacillus. Asi mismo,
Bifidobacterium, una de las bacterias acido-lacticas, influencié positivamente la velocidad de
crecimiento infantil hasta los 12 meses de vida, como se hipotetizo.

Estos hallazgos ponen de relieve el papel clave que juegan las practicas de lactancia en la
modulacion de la microbiota intestinal y, en consecuencia, en el crecimiento infantil durante el
primer afio de vida. Ademas, se han identificado aspectos que podrian ser objeto de futuros
estudios. En particular, seria de interés explorar en profundidad como estas diferencias en la
composicion de la microbiota pueden influir en la funcionalidad de la misma, y su relacion con la
produccién de hormonas reguladoras de apetito y saciedad.

Este estudio presenta algunas limitaciones. Por ejemplo, no se evalu6 el volumen de ingestion de
leche y el consumo cal6rico entre ambos grupos de lactantes, ni se contd con las secuencias del gen
16S ribosomal de la microbiota, para hacer inferencias mas solidas sobre los mecanismos
subyacentes que podrian influir en los patrones de ganancia de peso.

En conclusion, este estudio aporta nueva evidencia sobre el impacto diferencial de la lactancia
exclusiva y mixta en la composicién de la microbiota y en el crecimiento durante el primer afio de
vida, aportando una pieza mas al complejo rompecabezas de la influencia del inicio de la
alimentacion en la salud infantil. Creemos que nuestros resultados pueden ser de utilidad para
orientar politicas de salud pablica y acciones de promocion de la salud en torno a la lactancia

materna y su papel en la salud infantil.
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