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RESUMEN

La presencia de obesidad esta influenciada por varios factores como la dieta,
sedentarismo, genética y recientemente se ha asociado a la microbiota intestinal
(MI) como un factor involucrado. La microbiota intestinal presenta funciones
metabdlicas e inmunoldgicas en el hospedero que le permiten obtener mayor
energia de la dieta y originar procesos de inflamacion que pueden contribuir a la
ganancia de peso. Se ha reportado que la proporcion de Firmicutes/Bacteroidetes
se encuentra alterada en personas con obesidad; sin embargo los resultados en
diferentes estudios, no son consistentes. Se han identificado géneros bacterianos
dentro de estos filos que son modificados por la dieta y algunos de ellos, asociados
con obesidad. El objetivo del estudio fue determinar si existe asociacion entre la
presencia de ciertos géneros y la obesidad, el consumo de carbohidratos, grasas y
fibora. Para Bacteroidetes se incluyeron Bacteroides/Prevotella; Actinobacteria:
Bifidobacterium;  Firmicutes: Clostridium coccoides, Clostridium leptum,
Faecalibacterium prausnittzi, Roseburia y Ruminoccocus gnavus; Verrucomicrobia:
Akkermansia muciniphila. Se determind la amplificacion relativa de estas bacterias
en heces provenientes de 21 adultos con obesidad (IMC = 30 kg/m?) y 26 sin
obesidad (IMC < 25 kg/m?). Los géneros bacterianos que predominaron en el grupo
con obesidad fueron Bacteroides/Prevotella, Faecalibacterium prausnitzii y
Roseburia, mientras que en el grupo sin obesidad predominé Bifidobacterium. Los
géneros Bacteroides/Prevotella y Bifidobacterium se asociaron con el consumo de
carbohidratos, grasa y proteina, mientras que Ruminoccocus gnavus se relaciond
con el consumo de fibra dietaria. Se encontré que si existe una relacién entre la
abundancia de algunos géneros bacterianos de la microbiota intestinal, la presencia

de obesidad y la dieta.

Palabras Clave: Microbiota intestinal, dieta, obesidad, géneros bacterianos.



ABSTRACT

Obesity is a major public health problem in the world, as its prevalence and co-
morbilities are increasing. The presence of obesity is influenced by several factors
such as diet, sedentary lifestyle, and genetics, and has recently been associated
with the intestinal microbiota as a factor involved. The intestinal microbiota has
metabolic and immune functions in the host that allows it to get additional energy
from the diet, inducing inflammation processes that can contribute to weight gain. It
has been reported that the ratio of Firmicutes / Bacteroidetes is impaired in people
with obesity; however, results from different studies are not consistent. Bacterial
genera have been identified within these phyla that are modified by diet and some
of them, associated with obesity. The aim of the study was to determine the
association between the presence of certain bacterial genera and obesity,
carbohydrate, fat and fiber consumption. The genera Bacteroidetes included
Bacteroides/Prevotella; Actinobacteria included Bifidobacterium; Firmicutes:
Clostridium coccoides, Clostridium leptum and Faecalibacterium prausnitzii,
Roseburia and Ruminoccocus gnavus; Verrucomicrobia: Akkermansia muciniphila.
The relative amplifications of these bacteria were determined in feces from 21 adults
with obesity (BMI = 30 kg / m?) and 26 non-obese (BMI <25 kg / m?). The main
bacteria genera in the obesity group were Bacteroides/Prevotella, Faecalibacterium
prausnitzii y Roseburia whereas in the non-obese group was Bifidobacterium.
Bacteroides/Prevotella and Bifidobacterium genera were associated with
carbohydrates, fat and protein intakes. Ruminoccocus gnavus was related to dietary
fiber. There is a relationship between the abundance of some bacterial genera of
intestinal microbiota, the presence of obesity and diet.

Keywords: intestinal microbiota, diet, obesity, bacterial genera.
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|.- INTRODUCCION

La obesidad se define como la acumulacion excesiva de grasa que puede
afectar la salud. Esta acumulacion de grasa se debe principalmente a un
desequilibrio en el balance energético del organismo, caracterizado
inicialmente por un alto consumo de calorias y bajo gasto de energia o

sedentarismo (Scarpellini et al., 2010; Tehrani et al., 2012).

La obesidad se ha convertido en una epidemia a nivel mundial que afecta tanto
a paises industrializados como en desarrollo. De acuerdo a la Organizacion
Mundial de la Salud, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en el mundo esta
aumentando rapidamente. En el afio 2000, la Encuesta Nacional de Salud
(ENSA 2000) report6 61.8% de sobrepeso y obesidad en adultos mayores de
20 afios, esta cifra aumentd a 71.3 % segun la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion, ENSANUT 2012.

En afos recientes, los estudios sobre obesidad han puesto interés en el papel
gue juegan las bacterias intestinales en la aparicion o desarrollo de la misma.
Se ha propuesto que el desarrollo de la obesidad se atribuye a la participacion
de la microbiota intestinal en la extraccion de energia a partir de los
nutrimentos en el tracto intestinal, induccion de genes promotores de
inflamacion y genes involucrados en la regulacién del apetito, como la leptina
(Lozupone, et al., 2012; Sanz y De Palma, 2009; Thompson et al., 2004).

Existe una interaccidbn compleja entre el metabolismo energético de la
microbiota y el hospedero, particularmente a nivel del colon, donde se lleva a
cabo la fermentacion de carbohidratos complejos, sintesis de vitaminas y

produccion de acidos grasos de cadena corta, que son importantes para el
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buen funcionamiento del epitelio intestinal. Ademas, mantienen una estrecha
comunicacién con el sistema inmunoldégico, lo cual permite la coexistencia de
estas comunidades bacterianas y la modulacion de los mecanismos de

respuesta inmune asociados (revisado por Brown et al., 2012).

Se conoce que cuando existen cambios que favorecen la proliferacion de
especies no nativas o el sobre crecimiento de las autoctonas pueden
ocasionar un desequilibrio conocido como disbiosis. La composicién de la
microbiota humana es muy diversa en términos de especies y es posiblemente
modificada por factores intrinsecos (genéticos, estado fisiologico e
inmunoldgico) del hospedero y extrinsecos o del ambiente (dieta, uso de
antibioticos, microbiota materna, infecciones, estrés, entre otros) (Brown et al.,
2012). Zhang et al (2010), emplearon un modelo murino de obesidad inducida
por dieta y encontraron cambios en la estructura de la comunidad bacteriana,
los cuales se explicaron en un 57% por factores dietarios, y s6lo en un 12%
por cambios genéticos. Esto indica el papel dominante que tiene la dieta en la
conformacion del ecosistema bacteriano, y que el cambio de poblaciones clave
en la microbiota puede transformar una microbiota intestinal saludable a una

promotora de enfermedades.

La comunidad bacteriana se compone de mas de 500 especies de los fila
Proteobacteria (E. coli), Actinobacteria (Bifidobacterium spp), Firmicutes
(Lactobacillum spp, Clostridium spp) y Bacteroidetes (Bacteroides spp,
Prevotella spp). Estos dos ultimos filos constituyen mas del 90% de las
especies que colonizan el tracto intestinal (Ley et al., 2008). Incluso, se han
identificado tres enterotipos o consorcios de especies y dentro de éstos,
algunos genes marcadores de la funcionalidad de los microorganismos en el
microbioma del intestino humano, que correlacionaron con el indice de masa

corporal del hospedero (Arumugam et al., 2011).
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Ley et al. (2005) describieron que la proporcion de Firmicutes/Bacteroidetes
es alterada por la obesidad, en un modelo de ratones genéticamente obesos
donde observaron una disminucién del 50% de Bacteroidetes y un aumento
proporcional de Firmicutes, en comparacion con ratones sin obesidad (Ley et
al., 2005). Este fendbmeno también se ha observado en humanos, ya que
después de intervenciones con dietas reducidas en energia, bajas en grasa y
altas en fibra, se observo el incremento relativo en la abundancia de
Bacteroidetes y la disminucién en Firmicutes (Ley et al., 2006; Turnbaugh et
al., 2006, Ismail et al., 2010, Jumpertz et al., 2011).

La dieta es capaz de modular la composicion de la microbiota intestinal en
humanos y ratones. Los habitos dietarios de larga duracion tienen un efecto
importante en la composicidon del microbioma intestinal (Tremaroli and
Backhed, 2012). En un estudio realizado en nifios de una comunidad rural en
Africa con un alto consumo de polisacéaridos vegetales, se analizé la microbiota
fecal, encontrandose niveles bajos de Firmicutes y niveles incrementados de
Bacteroidetes, en comparacién con nifios italianos quienes presentaron
niveles incrementados de Enterobacteriaceas y reducidos Bacteroidetes (De
Filippo et al., 2010). En otro estudio se evalué una intervencion por 10 dias
con dietas formuladas con diferentes niveles de carbohidratos y grasa, y se
obtuvo una modificacién temporal de la microbiota en pacientes sanos (Wu et
al., 2011). Los autores sugieren que esta modificacién es prometedora y que
deben realizarse intervenciones por periodos mas largos para observar su

impacto sobre la composicion de la microbiota.

Spreadbury (2012), propuso que la alta densidad de carbohidratos simples en
las dietas occidentalizadas promueve el desarrollo de una microbiota
inflamatoria y que puede ser la causa primaria de la resistencia a leptina y

obesidad. Precisamente, en poblaciones mexicanas se ha encontrado que los
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factores de riesgo con mayor asociacion con la obesidad son la modificacién
en los patrones de alimentacion, caracterizada por el aumento en el consumo
de grasas y azUcares refinados y una disminucién en el consumo de fibra
(Martinez-Jasso y Villezca-Becerra, 2003; Rivera et al., 2004; Roberts et al.,
2003; Valenzuela, 2010). Se desconoce si en nuestra poblacion los
componentes dietarios se asocian con la presencia de algunos géneros

bacterianos, y éstos con la presencia de obesidad en adultos.

En el presente estudio estamos interesados en encontrar si existe una
asociacion de algunos géneros bacterianos representativos de la MI, con

componentes dietarios y la presencia de obesidad.



II.- ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

[1.1. Microbiota Intestinal

El término microbiota intestinal se refiere al conjunto de comunidades microbianas
gue coloniza el intestino. Comprende cerca de 100 trillones de microorganismos
(Morales et al., 2010). La Ml incluye cientos de bacterias nativas que se adquieren
al nacer y las bacterias en transito que se ingieren diariamente a través de los

alimentos y bebidas (Guarner y Malagelada, 2003).

Arumugam et al. (2011) realizaron el andlisis de 22 metagenomas fecales de adultos
de cuatro paises e identificaron que en el microbioma intestinal predominan tres
consorcios o enterotipos de especies bacterianas que no son especificos para un
determinado pais o continente (excepto Bacteroides que es comun en japoneses) y
no estan correlacionados con sexo, edad o indice de masa corporal. Estos

enterotipos son Bacteroides, Prevotella y Ruminococcus.

11.1.1 Funciones de la Microbiota Intestinal

Desde el nacimiento, el intestino humano es colonizado por bacterias estableciendo
una relacioén descrita como comensal (un organismo se beneficia sin afectar al otro),
sin embargo Backhed et al. (2005) la describieron como una relacion de mutualismo

en la que ambas partes se benefician.

Entre las principales funciones que se han encontrado de la MI, destacan las

metabdlicas, las de proteccién y las inmunes (Devaraj et al., 2013; Sanz et al.,
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2004). Entre las funciones metabdlicas de la Ml de los mamiferos, esta la
hidrélisis de disacéaridos simples y fermentacion de los carbohidratos mas
complejos que el humano no puede degradar (Devaraj et al., 2013; El Kaoutari
et al., 2013; Sanz et al., 2004). Los productos finales del metabolismo
anaerobio de estos carbohidratos complejos por parte de algunas bacterias
que conforman la MI, son los &cidos grasos de cadena corta, que pueden
posteriormente ser absorbidos y asi contribuir con la energia correspondiente
(McNeil, 1984).

Con respecto a la protecciéon al hospedero, la Ml regula y estabiliza el
ecosistema intestinal evitando la colonizacion de microorganismos que
pueden causar algun dafo. Debido a que existe una competencia constante
por el espacio y nutrientes entre los microorganismos ya establecidos y los
patdgenos, es la Ml la que provee un pH 6ptimo para impedir la colonizacién

por bacterias patégenas (Chow et al., 2010).

En cuanto a funciones inmunes la Ml mantiene una estrecha comunicacion con
el sistema inmunoldgico, esto permite la coexistencia de estas comunidades
bacterianas y la modulacion de los mecanismos de respuesta inmune
asociados, estos mecanismos aun no son claros y los AGCC parecen tener un

papel importante (revisado por Brown et al., 2012; Kasubuchi et al., 2015).

[1.1.2. Composicién de la Ml en el Sistema Digestivo

La composicion de la Ml depende de las caracteristicas fisiologicas y
morfologicas de cada una de las partes que componen el aparato digestivo;
aumenta en cantidad y diversidad a medida que se avanza por el tracto
gastrointestinal (Guarner y Malagelada, 2003). Si bien es cierto que cada Mi
es Unica, siempre existird un patrén de colonizacién similar entre seres
humanos (Thompson et al., 2004; Arumugam et al., 2011). La comunidad

bacteriana se compone de mas de 500 especies de los filos Proteobacteria,
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Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes, siendo estos ultimos dos filos el
90% de las bacterias que componen la Ml (Ley et al., 2008; Tehrani et al.,
2012).

En el intestino delgado, la MI es escasa en la zona proximal, encontrandose
menos de 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de heces
(Bibiloni et al., 2009). En el yeyuno e ileon aumenta el nimero de bacterias
que colonizan el area llegando a 108 UFC/g, conformado en su mayoria por
Bifidobacterium, género bacteriano de anaerobios facultativos y bacterias
acido lacticas. En el colon se ha determinado que existen alrededor de 10!
UFCl/g, siendo ésta el area del intestino con mayor nimero de bacterias
(Thompson et al., 2004; Bibiloni et al., 2009).

[1.1.3. Establecimiento y Cambios de la Microbiota Intestinal Durante la
Vida

El humano en su ambiente amniético, es en la etapa que se considera casi
libre de bacterias (Aagaard et al., 2014) y es hasta el momento de nacer que
tiene contacto con los primeros microorganismos. En el momento del parto, el
establecimiento de la Ml se ve influenciado por contacto con la microbiota
vaginal de la madre, mientras que en el caso del parto por ceséarea, el
establecimiento de la microbiota dependera de las bacterias presentes en el

ambiente del quir6fano (Thompson et al., 2004; Guarner y Malagelada, 2003).

Después del nacimiento, la evolucién de la microbiota depende de otros
factores que pueden afectar la colonizacion del intestino como son el contacto
de los padres con el neonato, el tiempo de hospitalizacion después del
nacimiento y la alimentacion que reciben (Guarner y Malagelada, 2003;
Ottman et al., 2012). Los estudios han demostrado que dentro de la primera
semana de vida ya se encuentran comunidades microbianas en el recién

nacido (Aagaard et al., 2014). En los primeros meses de vida cuando la



alimentacion del recién nacido se basa en leche materna, se promueve el
establecimiento de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (que inhiben el
establecimiento de bacterias patdgenas), a diferencia de las bacterias que se
promueven con el consumo de las formulas lacteas (Aagaard et al., 2014; Sanz
et al., 2006).

Entre los 5y 6 meses de vida, al introducir alimentos sélidos a la alimentacion
del infante, se promueve la colonizacion de otras bacterias del filo Firmicutes
como Enterococcus y Clostridium junto con Bacteroides perteneciente al filo
Bacteroidetes, lo que genera una Ml madura, es decir que proporciona los
efectos benéficos para el hospedero y se asemeja méas a la del adulto
(Thompson et al., 2004). La alimentacion es un factor importante en la
composicién de las poblaciones bacterianas que colonizan el tracto digestivo
del infante (Suarez, 2013; Ringel-Kulka et al., 2013; Sela y Mills, 2014).

A lo largo de la vida, la Ml se vuelve mas diversa. En la etapa adulta los
cambios en la composicion de la Ml son debidos principalmente al estilo de
vida, habitos alimentarios, enfermedades inflamatorias, uso de antibioticos e
infecciones que el individuo presenta a lo largo del tiempo (Ottman et al.,
2012). Los filos bacterianos que predominan en nifios y adultos sanos
respectivamente son: Firmicutes 80.67% y 81.12%, Bacteroidetes 5%y 13%y
Actinobacterias 12.5% y 3.4 %, que se considera un patron normal (Ringel-
Kulka et al., 2013).

Il. 2.- Microbiota Intestinal y Obesidad

Como se menciono anteriormente, el interés en el estudio de la Ml en humanos
ha aumentado en afios recientes ya que se ha reportado que la composicion
y metabolismo de la microbiota juega un papel importante en el desarrollo de
obesidad, por lo que se han propuesto varios mecanismos involucrados
(Ridaura et al., 2013; Schwiertz et al., 2010).



II. 2.1. Presencia de Ml y su efecto en el desarrollo de obesidad

Los estudios que han fortalecido la hipotesis de que la presencia de
microorganismos en el intestino son determinantes para el desarrollo de
obesidad, se han realizado ingeniosamente implantando microbiota intestinal
a ratones libres de gérmenes y observando su efecto en la composicion
corporal, como medida de la presencia de obesidad. Backhed et al. (2004)
observaron que los ratones C57BL/6 libres de gérmenes presentaban 42%
menos grasa corporal que el grupo de ratones de la misma cepa que fueron
implantados con  microbiota intestinal proveniente de ratones
convencionalizados, que fueron alimentados con una misma dieta (57% de
carbohidratos y 5% de grasa), a pesar de que el consumo de alimento fue 29%

mas alto en ratones libres de gérmenes.

Ridaura et al. (2013) colonizaron ratones C57BL/6J libres de gérmenes con M
de gemelos humanos, uno con obesidad y el otro sin obesidad. Los ratones
que recibieron la MI del gemelo con obesidad incrementaron su adiposidad, a
diferencia de los ratones que recibieron Ml del gemelo sin obesidad, a pesar

de haber sido alimentados con la misma dieta (alta en fibra y baja en grasa).

Estos resultados parecieran sefialar que los microorganismos del intestino
participan en la produccion de energia a partir de los carbohidratos complejos
indigeribles por el sistema digestivo humano. McNeil en 1984 reporté que el
10% de la energia total obtenida por el humano provenia del rescate de
energia por las bacterias y no solo por la energia aportada por los

componentes digeribles de la dieta.

[1.2.2 Proporcién relativa de los filos Bacteroidetes y Firmicutes y su
asociacion con obesidad

Numerosos estudios se han realizado buscando asociacidon entre la obesidad

y la composicion de la MI, que puedan brindar una explicacion fisiolégica al

9



padecimiento, sin embargo los resultados han sido controversiales. Se ha
propuesto que la obesidad se asocia con las proporciones relativas de los
principales filos de bacterias presentes en el intestino grueso (Bacteroidetes y

Firmicutes).

Schwiertz et al. (2009) evaluaron la Ml de 98 adultos divididos en tres grupos,
peso normal, sobrepeso y obesidad, reportando que la proporcién de los filos
predominantes fueron Firmicutes y Bacteroidetes en los tres grupos, la
proporcion de Bacteroidetes fue mayor en el grupo de sobrepeso (46.8%) que

en el de obesidad (45%) sin embargo no encontraron diferencias significativas.

Zhu et al. (2013) caracterizaron la MI de nifios y adolescentes con esteatosis
hepatica no alcohdlica, saludables y con obesidad, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos. Sin embargo, reportan un
predominio del filo Bacteroidetes en el grupo con obesidad, presentando 43%
de Firmicutes y 51% de Bacteroidetes. Bervoets et al. (2013) también
realizaron un estudio con la finalidad de observar las diferencias de Ml entre
nifios de 6 a 16 afos con y sin obesidad, reportando la presencia de ambos
filos Firmicutes y Bacteroidetes en ambos grupos con el predominio de

Firmicutes en el grupo con obesidad.

Remely et al. (2015) estudiaron la MI de adultos con obesidad durante una
intervencion dietaria para inducir la pérdida de peso. Esta intervencion dur6 4
meses y los resultados se correlacionaron con la composicion corporal
obtenida a partir de bioimpedancia eléctrica. Se encontrd que la proporcion de
Firmicutes y Bacteroidetes disminuy6 significativamente durante la
intervencion, y los participantes mostraron un incremento en la abundancia de

bacterias.

En contraste, Duncan et al. (2008) estudiaron los filos Firmicutes y
Bacteroidetes en sujetos con obesidad y sin obesidad durante el
mantenimiento del peso corporal y durante cuatro semanas consumiendo

dietas bajas en carbohidratos para la pérdida de peso. No encontraron
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diferencias en las proporciones relativas de Bacteroidetes en las heces de las
personas con obesidad comparadas con las de las personas sin obesidad.
Ademas, no detectaron cambios en el porcentaje de Bacteroidetes en las
heces de las personas con obesidad alimentadas con las dietas para reduccion
de peso. Solamente detectd la reduccion de Firmicutes en las heces de los
sujetos que bajaron de peso. Estas observaciones sugieren que las
proporciones de Bacteroidetes y Firmicutes en la microbiota fecal no tienen
relacion con obesidad, al menos a nivel de filos. De igual forma, los analisis
de Arumugam et al. (2011) no revelaron correlacién entre el indice de masa
corporal y la proporcion de los filos Firmicutes/Bacteroidetes y por lo tanto no

apoyan la relacidon de esta proporcion de filos con la obesidad.

Il. 2. 3 Asociacion de los géneros bacterianos que conforman la Ml y
obesidad

La variabilidad de los resultados en cuanto a la asociacion de la Ml con
obesidad se ha relacionado con el predominio de ciertos géneros bacterianos
pertenecientes a diferentes filos. Por ejemplo en el estudio de Remely et al.
(2015) reportaron que la proporcién de Firmicutes y Bacteroidetes disminuyo,
sin embargo encontraron mayor cambio en géneros bacterianos
pertenecientes al filo Firmicutes como Clostridium cluster IV vy
Feacalibacterium prausnitzii que incrementaron significativamente durante la
intervencidn dietaria, en el caso de los géneros pertenecientes a

Bacteroidetes no encontraron cambios significativos.

Schneeberger et al. (2015) evaluaron el efecto de Akkermansia muciniphila
(bacteria perteneciente al filo Verrucomicrobia) en ratones (C57BL/6J) que
fueron sometidos a una dieta alta en grasa (45 % de kcal provenientes de
grasa). Ellos reportan una asociacién negativa de la bacteria con marcadores
de inflamacion, sintesis de lipidos y varios marcadores plasmaticos de

resistencia a la insulina, el riesgo cardiovascular y la adiposidad.
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Il. 3.- Mecanismos de la Asociacion de la Microbiota Intestinal y Obesidad

La MI puede estar relacionada con la obesidad a través de varios mecanismos
como la obtencion y almacenamiento de energia a partir de la dieta,
modulacién de la expresion genética relacionada con la saciedad y la relacion

que la Ml tiene con la inflamacion (Backhed, 2011; Clarke et al., 2012).

[1.3.1. Obtencion y Almacenamiento de Energia

Algunas de las bacterias que componen la Ml participan en la obtencién de
energia a través de actividades metabdlicas que resultan en la extraccion de
energia de sustancias indigeribles de la dieta por el humano (Mdnckeberg y
Corsini, 2011; Frazier et al., 2011; Fernandes et al., 2014). Esto se debe a la
presencia de bacterias que expresan enzimas como las glucésido hidrolasas,
carbohidrato-esterasas, glicosil transferasas, y liasas, que actian sobre los
hidratos de carbono complejos de tal forma que se puede obtener un mayor
aporte de energia a partir de sus productos de fermentaciéon. Esta energia
adicional asi obtenida, se almacena en el tejido adiposo, ademas de ser usada
para el crecimiento y proliferacion microbiana (Mdnckeberg y Corsini , 2011;
Turnbaugh et al., 2006, Santacruz et al., 2009; Ruiz et al., 2010; Frazier et al.,
2011; Devaraj et al., 2013).

Al ser digeridos los polisacaridos y oligosacéaridos, se obtienen los acidos
grasos de cadena corta, principalmente acetato, propionato y butirato, como
producto final de su fermentacion. La fermentacion de la fibra produce de 2 a
5 kcal/g; dependiendo del tipo de fibra. (Schwiertz et al., 2010; Valenzuela y
Maiz , 2006; Garcia y Velasco 2007; Garcia et al., 2002).

El butirato es metabolizado en su mayoria por el epitelio intestinal,
constituyendo la principal fuente de energia. Por su parte, el acetato y
propionato llegan a circulacion portal y participan en el metabolismo del
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colesterol y lipidos (Morales et al., 2010; Neish, 2009). El acetato sigue el
camino de la gluconeogénesis y sintesis de colesterol y triglicéridos, una parte
del acetato puede ser metabolizado principalmente en musculo para obtener
energia. El propionato reduce la lipogénesis de novo, al inhibir la expresion
génica de las enzimas hepaticas implicadas en este camino metabdlico
(Morales et al., 2010; Schwiertz et al., 2010). También se ha visto que los
AGCC tienen efectos benéficos al participar en el metabolismo energético y
respuestas inflamatorias relacionadas a obesidad, sin embargo el papel de

estos metabolitos alin no queda claro (Kasubuchi et al., 2015)

Backhed et al., 2004, observaron que el contenido de acidos grasos de cadena
corta en suero de ratones con obesidad era mas alto, mientras que en las
deposiciones era mas bajo, que en ratones sin obesidad. Esto sugiere que el
proceso de obtencion y almacenamiento de energia en animales con obesidad
es mas eficiente que ratones sin obesidad. Ademas se observé que los
ratones con MI normal, a diferencia de ratones libres de gérmenes,
presentaron 42% mas grasa corporal total, a pesar de haber consumido menos

energia que los ratones libres de gérmenes.

[1.3.2. Modulacién de genes involucrados en la regulacién del apetito y
sefalizacion

Ademas de hacer mas eficiente la obtencién de energia a partir de la dieta, se
han propuesto otros mecanismos que tratan de explicar la asociacion de la Ml

con la obesidad.

Los &cidos grasos de cadena corta, son el resultado de la fermentacion de
carbohidratos complejos que el humano no puede degradar, algunas funciones
son: fuente de energia en las células epiteliales del intestino y también actuan
como moléculas de sefializacion que estimulan efectos anti-inflamatorios y

regulan la expresion de hormonas como la leptina que se encarga de la
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regulacion del apetito y el metabolismo de energia en los adipocitos
(Bellahcene et al., 2013; Cruz et al., 2014). La MI de ratones genéticamente
obesos deficientes de leptina incluye bacterias que descomponen
polisacéaridos no digeribles, pues al transferir la Ml de estos ratones a ratones
libres de gérmenes se observd una mayor acumulacién de grasa en
comparacion con los ratones que recibieron MI de ratones delgados. Backhed
et al., (2004) encontraron que los ratones con Ml presentaban niveles bajos de
expresion del factor de ayuno inducido por adipocitos (Fiaf por sus siglas en
inglés, también llamada angiopoyetina-4), el cual es un inhibidor de la enzima
lipoproteinlipasa (LPL), por consiguiente observaron una mayor actividad de
LPL y mayor adiposidad. Por el contrario, los ratones libres de gérmenes
presentaron niveles altos de Fiaf y con esto demostraron que en parte esto
contribuy6 a la adiposidad reducida (Backhed et al. 2004; Backhed, 2011; Cruz
et al., 2014, Bibiloni et al. 2009). .

Otro mecanismo que pretende explicar la asociacion de la Ml con la obesidad
involucra a la proteina quinasa AMP (AMPK). Esta proteina es regulada por
las hormonas leptina y adiponectina, falta de oxigeno, ejercicio y por bajos
niveles de glucosa. La presencia de algin metabolito proveniente de la Ml
suprime la actividad de AMPK y favorece la acumulacién de acidos grasos de
cadena larga en las células del colén, higado y tejido adiposo (Backhed 2011;
Cruz et al., 2014; Bibiloni et al. 2009). En ratones (C57BL/6J) libres de
gérmenes se observd una elevada actividad de AMPK en higado y musculo
esquelético, aumento en el tiempo de vida y resistencia al desarrollo de
obesidad, caracteristicas similares a las observadas durante la restriccion
caldrica (Backhed 2007).

Bibiloni et al. (2009) Mencionan que muy probablemente la activacion de
AMPK vy los niveles elevados del Fiaf sean dos mecanismos independientes
gue induzcan la oxidacion de las grasas y la proteccion de los ratones libres
de gérmenes frente a la obesidad inducida por la alimentacion, también

mencionan gque estos experimentos prueban las complicadas relaciones que
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existen entre la microbiota intestinal y la intervencion sobre el peso del
hospedador.

11.3.3. Microbiota intestinal e inflamacion

Hace mas de tres décadas que la obesidad se asocié con una respuesta
inmune deficiente (Chandra, 1981; Chandra and Kuty, 1980). A la fecha, hay
suficiente evidencia de que la adiposidad interfiere con la funcién inmune, y
que la obesidad es un estado de inflamacién cronica leve. Después de los
primeros hallazgos moleculares que relacionaban inflamacion con obesidad
(revisado por Wellen and Hotamisligil, 2005), se han publicado varios estudios
gue apoyan la relacion entre obesidad, inflamacién y sus comorbilidades
(Ghanim et al., 2004; Curti et al., 2011). En el estudio de Teran-Cabanillas et
al. (2013) evaluaron la expresion del factor supresor de la sefalizacion de
citocinas 3 (SOCS-3) y la respuesta inmune. Se encontré que las personas
con obesidad (indice de masa corporal, IMC = 30 kg/m?) tuvieron respuestas
deficientes en la produccion de IFN-a e IFN-B y elevados niveles de expresion
de SOCS-3 mRNA, al ser comparadas con personas sin obesidad (IMC < 25
kg/m?) (Teran-Cabanillas et al., 2013). Ademas, se encontr6é que los niveles
de expresion de SOCS-3 mRNA, y niveles séricos de leptina tuvieron una
mejor correlaciéon con el indice cintura/cadera que con el IMC o % grasa
corporal total, sugiriendo que la acumulacion de grasa abdominal pudiera estar
mas relacionada con el estado de inflamacion y la sefalizacién defectuosa de
leptina (Moya-Camarena, comunicacion personal). Se considera a la leptina
como el mas importante regulador del equilibrio energético por su funcién en

la regulacién de la saciedad (revisado en Lubis et al., 2008).

La resistencia a la leptina o hiperleptinemia que se presenta en personas con
obesidad sugiere la utilizacion inadecuada de esta proteina. Se han
identificado algunas causas de la resistencia a la leptina, tales como

mutaciones y polimorfismos en sus receptores, desproporcion entre la leptina
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sérica y proteina acarreadora de leptina e inhibicion de la sefalizacion de
leptina por el aumento en la expresiéon de SOCS-3 (Bjorbaek et al., 1999).
Como su nombre lo indica, este supresor de la sefalizacion de citocinas
SOCS-3 es una proteina que inhibe la sefalizacion de varias citocinas en el
organismo, incluyendo la leptina. Estudios en ratones con expresion deficiente
de SOCS-3 en el hipotdlamo mediobasal y alimentados con dieta estandar,
redujeron su ingestion de alimentos, limitando la adiposidad y el aumento de
peso corporal. Se observd que estos ratones mostraron una mayor
sensibilidad a las sefales de saciedad relacionadas con las comidas y
mediada por la sefalizacion de oxitocina. A su vez, la oxitocina regula el efecto
de la leptina hipotaldamica sobre la saciedad. Los autores sugieren que
cualquier disfuncion en este camino de sefalizacion puede llevar al aumento

en el consumo de alimentos y la obesidad (Matarazzo et al., 2012).

Existe una interaccidbn compleja entre el metabolismo energético de la
microbiota y el hospedero, particularmente a nivel del colon, donde se lleva a
cabo la fermentacién de carbohidratos complejos, sintesis de vitaminas, y
produccion de acidos grasos de cadena corta que son importantes para el
buen funcionamiento del epitelio intestinal. Ademas, mantienen una estrecha
comunicacién con el sistema inmunoldgico, lo cual permite la coexistencia de
estas comunidades bacterianas y la modulacién de los mecanismos de
respuesta inmune asociados (revisado por Brown et al., 2012). Bacteroides
thetaiotamicron y Enterococcus faecalis son especies que modulan la actividad
del factor de transcripcion PPARYy, clave en el metabolismo de lipidos y en
inflamacion, y con ello regulan respuestas inflamatorias a nivel intestinal (Kelly
et al., 2004; Are et al., 2008). La presencia de la mutacion Pro12Ala en PPARy
se ha asociado con obesidad y adiposidad central en diferentes poblaciones,
incluyendo una poblacion sonorense (Cole et al., 2000; Franks et al., 2007;
Aguayo-Armendariz, 2016)

Spreadbury en 2012 propuso que la alta densidad de carbohidratos simples

en las dietas occidentalizadas promueve el desarrollo de una “microbiota
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inflamatoria® y que puede ser la causa primaria de resistencia a la leptina y
obesidad.

Por otra parte, Cani et al. (2008) encontraron que administrar una dieta alta en
grasa a ratones, alteraba la Ml favoreciendo la produccion de lipopolisacéarido
(LPS) por el predominio de bacterias Gram-negativas y permitiendo la
traslocacion del LPS de la luz del intestino a circulacion sanguinea, ya que se
generaba un incremento de 2-3 veces las concentraciones plasmaticas de LPS

(endotoxemia).

Los LPS de las bacterias gram-negativas pueden activar al receptor tipo toll 4
(TLR4) e inducir la produccion de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias
(TNF-a, IL-6 e IL-1B) asociadas al aumento de adiposidad. Los niveles séricos
elevados de LPS pueden ser un factor inflamatorio que se ha asociado al
aumento de peso (Sanz y De Palma, 2009) por su participacién en la induccion
del factor supresor de la sefalizacion de citocinas, SOCS-3 (Qin et al., 2007),

gue inhibe a su vez la sefalizacion de leptina (Bjorbaek et a., 1999).

Estos resultados sugieren que la modulacién de la Ml en la obesidad puede
mejorar la sefalizacion de la insulina y la tolerancia a la glucosa mediante la
reduccion de los niveles circulantes de LPS vy la sefializacion inflamatoria. La
modulacién también parece aumentar los niveles de acetato en circulacion,
que activa AMPK vy, finalmente, conduce a la reduccion de infiltracion de
macrofagos. Se ha postulado que cualquier tratamiento que prevenga la
infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo en obesidad, beneficiara la
respuesta inflamatoria y el estado metabdlico anormal (Carvalho et al., 2012;

Bastarrachea et al., 2007).
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Il.4.- Dieta y Modulacion de la Microbiota Intestinal

Algunos estudios sugieren que los cambios en el tipo de alimentos que ingiere
el hospedero puede generar cambios en la composicion de las bacterias
intestinales (David et al., 2014; Korpela et al., 2014). Tremaroli y Backhed
(2012) proponen que los habitos dietarios de larga duracion tienen un efecto

importante en la composicion del microbioma intestinal.

En el estudio realizado en nifios de una comunidad rural en Africa cuya dieta
se caracteriz6 con un alto consumo de polisacéaridos vegetales, se encontraron
niveles bajos de Firmicutes y altos de Bacteroidetes. Mientras que en los nifios
italianos del mismo estudio, presentaron niveles altos de Enterobacteriaceas
y bajos de Bacteroidetes (De Filippo et al., 2010). En otro estudio reciente se
evalu6é una intervencion por 10 dias con dietas formuladas con diferentes
niveles de carbohidratos y grasa, y se obtuvo una modificacion temporal de la
microbiota en pacientes sanos (Wu et al., 2011). Los autores sugieren que esta
modificacion es prometedora y que deben realizarse intervenciones por
periodos mas largos para observar su impacto sobre la composicion de la

microbiota.

En un estudio realizado por Zhang et al. (2010), donde utilizaron ratones
(C57BL/6J), indujeron obesidad mediante la dieta y encontraron cambios en la
composicién bacteriana, los cuales se explicaron en un 57% por factores
dietarios, y solo en un 12% por mutaciones genéticas. En este estudio se

puede ver el papel de la dieta en la conformacion de la MI.

Los estudios en ratones han reportado que el cambio de macronutrientes en
la dieta puede alterar el microbioma intestinal en solo un dia pero estabilizarse
en una semana; estos cambios se observaron en modificaciones de dietas
altas en polisacéaridos y bajas en grasa a dieta alta en grasa y azlcares
simples. Sin embargo estudios dietarios en humanos no han encontrado el
mismo efecto (Turnbaugh et al., 2009; Lawrence et al., 2014). Wu et al., (2011)
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reportaron en un estudio en humanos que solo las dietas a largo plazo se
correlacionaron con la composicion bacteriana de la MIl. Hasta el momento no
esta claro con qué rapidez el intestino responde a cambios en la dieta

(Lawrence et al., 2014).

[1.4.1. Componentes dietarios asociados con enterotipos o filos
bacterianos

Wu et al., 2011 reportaron una asociacion entre los enterotipos identificados
por Arumugam et al. (2011) y la dieta. El enterotipo Bacteroides se encontrd
altamente asociado al consumo de proteina animal en la dieta, una variedad
de aminod&cidos y grasa saturada. Wu et al. 2011, sugieren que el consumo de
carne en dietas occidentales puede promover este enterotipo. Por otra parte
el enterotipo Prevotella se asocié con un alto consumo de carbohidratos y

azucares simples.

Ademas de los enterotipos, Wu et al. (2011) también analizaron los filos
bacterianos con respecto a la dieta en adultos, encontrando una asociacién
positiva entre los filos Bacteroidetes y Actinobacterias y la grasa dietaria, y una
asociacion negativa con el consumo de fibra. Por otro lado, la presencia de los
filos Firmicutes y Proteobacterias se asociaron negativamente con la grasa

dietaria y positivamente con el consumo de fibra.

Por otra parte, en el estudio realizado por De Filippo et al., (2010) en nifios
africanos y europeos se encontrd que la dieta de los participantes africanos
resulté baja en grasa (18-31 g/d) y proteina animal (30-40 g/d) y rica en
almidon y polisacaridos proveniente de plantas (102-148 g/d), en este tipo de
dieta predominaron los filos Actinobacterias y Bacteroidetes. En cuanto a la
dieta de los nifios europeos, se encontrd que era rica en proteina animal (41-
66 g/d), azucar (190-290 g/d), almidon y grasa (56.1-73 g/d); y baja en fibra
(5.6- 8.4 g/d) y los filos predominantes fueron Firmicutes y Proteobacterias.
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Desafortunadamente, en este estudio no se analizd la presencia de filos
bacterianos con la ocurrencia de obesidad.

[1.4.2. Componentes dietarios asociados con el predominio de géneros
bacterianos especificos

Los meétodos de secuenciacion modernos y la capacidad de analizar un gran
namero de secuencias, han permitido la construccion de los arboles
filogenéticos bacterianos. En la actualidad el dominio Bacteria se ha dividido
en 13 grandes filos donde se agrupan los géneros bacterianos. Dentro de cada
filo pueden agruparse géneros bacterianos con diferentes caracteristicas y
funciones. Por ejemplo al filo Firmicutes pertenecen las bacterias Clostridium,
y Lactobacillus las cuales son conocidas por ser patégenas las primeras y con
efectos benéficos para el humano las segundas. El predominio de unos de los
filos puede deberse a la presencia en mayor proporcion de cualquiera de los
géneros que la forman. Asi pues, cuando se asocia la dieta o la obesidad con
un determinado filo, no se sabe exactamente cual de los géneros bacterianos
gue lo conforman es el responsable de esta asociacion. Esto pudiera ser una
de las razones por las que se encuentran resultados contradictorios

(Arumugam et al., 2011; Korpela et al., 2014).

Recientemente se han reportado géneros bacterianos especificos que
predominan o son modificados por componentes de la dieta, tales como:
Bacteroides y Prevotella (pertenecientes al filo Bacteroidetes), Lactobacillus,
Ruminococcus, Clostridium, Roseburia y Faecalibacterium prausnitzii
(Firmicutes), Bifidobacterium (Actinobacterias) y Akkermansia muciniphila

(Verrucomicrobia) (Arumugam et al., 2011).

Los géneros bacterianos como Lactobacillus, Clostridium y Ruminococcus
pertenecientes al filo Firmicutes se han asociado con una mayor eficiencia en

la utilizacion de energia, por ejemplo, Lactobacillus esta asociado a la
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degradacion de fibra (Arumugam et al., 2011; Brown et al., 2012). El género
Clostridium se ha encontrado elevado en dietas altas en grasa Yy
Ruminococcus se ha asociado a una mayor absorcion de carbohidratos. En
un estudio realizado por Petriz et al. (2014) en ratas Wistar con obesidad se
encontré mayor abundancia del género Ruminococcus gnavus. Si bien los
estudios citados evaltan la relacibn de los géneros bacterianos con
componentes de la dieta, puede decirse que estos componentes son también

obesogénicos.

Se ha observado que dentro del filo Bacteroidetes, el género Bacteroides
predomina en dietas altas en proteina animal y grasa saturada; Prevotella por
lo contrario predomina en dietas altas en fibra. Bifidobacterium perteneciente
al filo Actinobacterias es el género al que mas se le ha atribuido beneficios
para el humano, esta bacteria se encuentra disminuida en dietas altas en grasa
y predomina en dietas altas en fibra, el predominio de esta bacteria evita la
proliferacion de bacteria patdgenas (Escudero y Gonzélez 2006; Turnbaugh et
al., 2009; Schneeberger et al., 2015).

Al igual que Bifidobacterium, se ha visto que Akkermansia muciniphila
disminuye en dietas altas en grasa segun reportan Schneeberger et al. (2015),
quienes administraron una dieta alta en grasa a ratones durante 12-16
semanas, y este género disminuyo6. Este estudio sugiere que Akkermansia
muciniphila protege de la ganancia de peso y desarrollo de adiposidad al
mitigar el efecto de la dieta en la barrera intestinal y la ganancia de peso.
También reportan que con dietas altas en grasa (45%) el género Roseburia,
aumentod. En contraste, Neyrinck et al. (2012), encontraron que con dietas al

35% de grasa este género disminuia.

Faecalibacterium prausnitzii es un género bacteriano que ha sido propuesto
como probidtico para el tratamiento de la inflamacién intestinal, ya que esta
bacteria estimula la expresién de IL-10, una interleucina antiinflamatoria.

Ademas disminuye IL-8 y la activacion de NF-kB (Heinken et al., 2014). Sin
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embargo, Balamurugam et al. (2010) reportaron que Faecalibacterium
prausnitzii se encontraba elevado en nifios con obesidad, lo que podria indicar
conduce a una mayor recuperacion de energia a partir de hidratos de carbono

no absorbidos.

A pesar del gran numero de estudios que se han desarrollado, aun sigue la
controversia sobre el papel de la Ml en la obesidad, las diferencias entre filos
principalmente en filo B/F aun no queda dilucidado. El estudio en particular de
los géneros bacterianos tal vez pueda brindar una respuesta mas clara a esta
controversia (DiBaise et al., 2012). Como se puede ver aun falta trabajo por
realizar para poder determinar el papel de la Ml y la posible relacién con la

dieta y la obesidad.
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lIl.- HIPOTESIS

Existe una relacién entre los géneros bacterianos (Bacteroides, Prevotella,
Lactobacillus, Clostridium, Ruminococcus, Bifidobacterium, Faecalibacterium
prausnitzii, Roseburia y Akkermansia muciniphila) que conforman la microbiota
intestinal, con los componentes de la dieta como fibra, proteina, carbohidratos

y grasas y la presencia de obesidad en adultos.

23



V.- OBJETIVOS

IV.1. General

Caracterizar la microbiota intestinal de adultos con y sin obesidad para
determinar las proporciones en que se encuentran los géneros bacterianos
(Bacteroides, Prevotella, Lactobacillus, Clostridium, Ruminococcus,
Bifidobacterium Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia y Akkermansia
muciniphila) y buscar si existe asociacion de éstos con los componentes de la

dieta y la presencia de obesidad en adultos.

IV.2. Objetivos Particulares

Determinar la composicion de la microbiota de adultos con y sin obesidad
analizando presencia o ausencia de géneros bacterianos presentes en
muestras de heces.

Analizar la dieta de los participantes, principalmente consumo de
carbohidratos, proteina, grasas y fibra.

Evaluar la asociacion de los géneros bacterianos predominantes en la
microbiota intestinal, con los componentes de la dieta principalmente fibra,

carbohidratos, proteina y grasas, y con la presencia de obesidad.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Disefo y sujetos de estudio

El diseiio del estudiol fue de tipo transversal, y se incluyeron hombres y
mujeres de 18-50 afios, los cuales fueron reclutados por invitacion abierta en
sus centros de trabajo o estudio. Los criterios de exclusion fueron el consumo
de antibidticos en los ultimos tres meses y la presencia de enfermedades
metabdlicas. El tamafio de muestra calculado fue de 60 sujetos, divididos en
dos grupos, 30 sujetos con obesidad (IMC = 30 kg/m?) y 30 sujetos sin
obesidad (IMC < 25 kg/m?). El tamafio de muestra se calculé con la férmula de
comparacion de medias para muestras independientes, utilizando los datos
de presencia/ausencia para el género bacteriano Lactobacillus del estudio de

Bervoets et al. 2013, con un alfa de 0.05 y un poder del estudio del 80%.

A todos los participantes se les explicaron los procedimientos y confirmaron
su intencién de participar mediante la firma de la carta de consentimiento
informado. Los protocolos de estudio fueron aprobados por el Comité de Etica
del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (Oficio CE/010/2014).

V.2. Evaluacion antropométrica y de composicioén corporal

V.2.1. Peso corporal

La medicion del peso se llevé a cabo con una balanza electronica (AND FG-
150K. A&D Co. Ltd.) con capacidad de 150 + 0.5 kg. Se instruyd a los

participantes para colocarse de pie mirando al frente, sin moverse sobre la
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balanza, descalzos y con la menor cantidad de ropa posible (Jellife y Jellife,
1989).

V.2.2. Talla

Para medir la talla se utilizd un estadiometro portétil (Estadiometro movil Seca
213, Alemania) con un alcance de 205 cm = 1 mm. Se le pidi6 al participante
que se colocara de pie, descalzo en posicion de firmes, con las puntas de los
pies separados y los talones juntos tocando el estadiémetro (formando una
“V”). Ademas se les pidié que la cabeza y gluteos tocaran el estadiometro, la
cabeza se coloco en posicion del plano de Frankfort. Se le pidié que tomara

aire y al momento de la exhalacion se tomé la medicion (Jellife y Jellife, 1989).

V.2.3. indice de Masa Corporal (IMC)

Con los datos obtenidos de talla y peso, se realizé el célculo para determinar

el indice de masa corporal utilizando la ecuacion
IMC = Peso corporal (kg)/talla (m)?

Después se clasificé a los participantes segun el IMC utilizando los puntos de
corte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2008).

V.2.4. Circunferencia de cinturay cadera

Para medir circunferencia de cintura y cadera se utilizé6 una cinta métrica de
fibra de vidrio retractil con tensiometro de una longitud de 150 cm (Gulick). Se
les pidi6 a los participantes que se colocaran de pie con los pies juntos y los
brazos cruzados en el pecho, para la circunferencia de cintura se les pidio que

descubrieran el abdomen y se tomé la medicion a la altura de la cicatriz
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umbilical después de realizar una inhalacion y exhalacion profunda, en el caso
de la cadera se tomo la medicion en el punto mas ancho de la cadera. Con
estas mediciones se determino el indice cintura-cadera (ICC) y los criterios de
clasificacion de la OMS (2008).

V.2.5. Composicién corporal

Para determinar la masa grasa y masa libre de grasa en los participantes se
utilizé un equipo de bioimpedancia eléctrica Impedimed IMP5™ (Pty Ltd.
Australia), a una sola frecuencia de 50 kHz y exactitud electrénica de + 0.5%.
Se coloco a los participantes en posicion supina (brazos a los lados con las
palmas hacia abajo y piernas separadas). Para la toma de medicién se
limpiaron con etanol al 70 %, la superficie de la piel en mano y pie derecho,
se colocaron cuatro electrodos, dos en la mano y dos en el pie (Lukasaki et al.
1985). Para el calculo del porcentaje de masa grasa, se emplearon los valores
de resistencia y reactancia en la formula para poblacién adulta mexicana

propuesta por Macias et al. (2007).

V.3. Evaluacioén de actividad fisica

Se llevé a cabo mediante diarios de actividad fisica donde los participantes
registraban todas las actividades realizadas durante 3 dias (dos dias de
semana normal y un dia de fin de semana), usando el método de registro de 3
dias (Haggarty et al., 1997). El diario consistia en registrar cada 15 minutos la
actividad realizada hasta tener 1 dia (24 horas). Una vez terminado el diario
se clasificd dentro del rango de categorias de multiplos de metabolismo basal
(mMB) FAO/WHO/UNU, 2001).
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V.4. Andlisis Dietario

Para evaluar la composicion de la dieta se adapt6 el cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos semi-cuantitativo (Quizan 2000 modificado por Guillot, 2012)
para determinar el consumo de grasas, carbohidratos y fibra. Se aplicO en una o
dos sesiones de 1 h mediante entrevista. El cuestionario se dividio en 14 secciones,
y cuenta con 265 reactivos (Tabla 1, anexo 1). Se utilizé el paquete NutriKit® el cual
consiste en la impresiéon en carton de alimentos en tamafio real para apoyo visual
y poder determinar con mayor precision el tamafio de porciones (chico, mediano,
grande). La informacion documentada en estos cuestionarios se analiz6 en el
programa ESHA Food Processor Il version 10.3, 2008, que incluye tablas de
composiciéon de alimentos regionales elaboradas en el Laboratorio de Alimentos del

Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C. (Grijalva et al., 1995).

Tabla 1. Grupos de alimentos evaluados en cuestionario de frecuencia de consumo

de alimentos

Grupos de alimentos
Aceites

Cremas

Leche

Quesos

Alimentos para Desayuno
Platillos Preparados
Frituras y Botanas
Panaderia

Galletas

Cereales para el Desayuno
Pastas

Azucares y Edulcorantes
Refrescos

Frutas

Verduras
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V.5. Coleccién de muestra de heces

Cada voluntario proporcion6 una muestra de heces en un recipiente estéril de
plastico. La muestra se entreg6 el dia en que se aplico el protocolo de estudio, y se
aseguro6 que fuera la mas reciente. Las muestras fueron etiquetadas y refrigeradas

para el transporte al laboratorio y extraccion inmediata de ADN gendmico.

V.6. Protocolo de extraccion de ADN gendmico

Las muestras de heces se procesaron para extraer ADN mediante un kit comercial,
QIAmp Fast DNA Stool Minikit de QIAGEN (cat. # 51604 QIAGEN), la extraccion de
ADN se realizé siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Se pesaron de
180-220 mg de heces en un tubo de microcentrifuga de 2 ml y se afiadié 1 mL de
Buffer Inhibitex (incluido en el kit) a cada muestra de materia fecal, se agit6 en
vortice por 1 min o hasta que la muestra fecal formara una suspension homogénea.
Se calent6 la suspension a 70°C por 5 min y se agitd por vortice durante 15 s,
después se centrifugo a 14,000 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5415 C, Westbury, N.Y)
durante un minuto para sedimentar las particulas de heces y se conservo el
sobrenadante. En un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 mL se agregaron 15 pL
de proteinasa K (incluido en el kit), se adicionaron 200 pL del sobrenadante y 200
uL de buffer AL (incluido en el kit) y se agité durante 15 s para después incubar a
70 °C durante 10 min. Posteriormente, se afiadieron 200 uL de etanol (96-100%) al

lisado y se mezclé mediante agitacion.

En una columna de centrifugacion del kit QIAmp se agregd 600 pL de lisado y se
centrifug6 a 14000 rpm por un min, descartando el filtrado. Se afiadieron 500 pL de
buffer AW1 (incluido en el kit) a la columnay se centrifugé a 14,000 rpm durante 1
min, descartando el filtrado. Se agregaron 500 pL de buffer AW2 (incluido en el kit)
y se centrifugo la columna durante 3 min para eliminar cualquier resto del buffer. Por
ultimo se eluyo el ADN retenido en la columna mediante la adicion de 200 pL de
buffer ATE directamente sobre la membrana QIAamp. Se incub6 durante 1 min a

temperatura ambiente y se centrifugd a 14,000 rpm durante 1 min para eluir el ADN.

29



V.7. Cuantificacion de ADN

El ADN obtenido se cuantificO por espectrofotometria mediante la medicion de la
absorbancia a 260 nm. Las concentraciones esperadas segun el kit utilizado eran
de 15 a 50 ng/uL. Se determind la pureza del ADN utilizando la proporcion de
absorbancias 260/280 nm, considerandose ADN de pureza adecuada en el rango
de 1.80 a 2.00. Se utliz6 para este fin el sistema NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). Las muestras de ADN

obtenidas se almacenaron a -20°C para su posterior analisis.

V.8. Determinacion de géneros bacterianos de la Ml selectos

Para determinar la presencia y cuantificacion relativa de las bacterias de interés se
emplearon secuencias de iniciadores publicados (Tabla 2). Los géneros
Procariotas, Bifidobacterium vy Clostridium se detectaron mediante el sistema
TagMAn Universal Master Mix Il y para los géneros Bacteroides, Prevotella,
Lactobacillus, Ruminococcus, Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia vy
Akkermansia muciniphila se utilizé Brilliant II SYBR® Green PCR Master Mix Kit.
Las condiciones de amplificacion usadas en sonda fueron las siguientes: un ciclo a
50°C por 2 minutos y 95°C por 10 minutos seguido de 40 ciclos a 952 por 15
segundos y 60°C por 1 minuto. El protocolo para el kit SYBR Green fue 95°C por 10
minutos, 95°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos, 95°C por 15 segundos,
60°C porl minuto y 95°C por 15 segundos. La amplificacién se realizé en el
termociclador StepOne ™ (Applied BioSystems).

V.8.1 Abundancia relativa de los géneros bacterianos seleccionados

Para explorar si existen diferencias en la abundancia relativa de los géneros de
interés presentes entre ambos grupos (sin obesidad y con obesidad), se analizaron
los datos en funcion de la amplificacion relativa. Este analisis se basa en la relacion

entre los niveles de expresion de un gen de interés con respecto a los niveles de
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expresion de un gen de referencia, se obtienen valores de ACt (Ct gen interés — Ct
gen de referencia). Ct es el ciclo en el que se detecta la fluorescencia acumulada
por encima del nivel umbral, y es inversamente proporcional a la cantidad de
templado (ADN) inicial en la muestra. Esto es, entre mas abundante sea el ADN de
la bacteria, menor ser& el nimero de ciclos necesarios para el inicio de la deteccion

de la fluorescencia de la sonda o agente intercalante al ADN utilizado (Ct).

Para obtener el valor de la amplificacion relativa, se emplearon los valores de Ct de
la deteccion de gen 16S de procariotas como gen de referencia, y el valor de Ct del
género especifico evaluado (Livak y Schmittgen, 2001).

Los valores de amplificacion relativa se obtuvieron con la siguiente ecuacion:

2(—ACt)
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Tabla 2. Secuencias de iniciadores utilizados en qPCR para el andlisis de géneros

y especies representativas de la microbiota intestinal.

Género Iniciador Secuencia 5’-3’ Referencia

Procariotas F Bact 1369 CGGTGAATA CGT TCC CGG Furet et al.,
R_Prok1492 TAC GGC TACCTTGTTACGACT T 2009
P_TM1389F 6FAM-CTT GTA CAC ACC GCC CGT C

Bacteroides/ F Bacter 11 CCTWCG ATG GAT AGG GGT T Furet et al.,

Prevotella R_Bacter 08 CAC GCT ACT TGG CTG GTT CAG 2009
P_Bac30 VIC-AAG GTC CCC CAC ATT G

C. leptum F_Clept 09 CCTTCC GTG CCG SAGTTA Furet et al.,
R_Clept 08 GAATTA AAC CAC ATACTC CACTGC 2009
P-Clep 01 TT

6FAM-CAC AATAAG TAATCC ACC

Bifidobacteriu F_Bifid 09c GTG AGTAAT GCG TGA CC Furet et al.,

m R_Bifid 06 TGATAG GAC GCG ACC CCA 2009

C. coccoides F_Ccoc 07 GAC GCC GCG TGA AGG A Furet et al.,
R_Ccocl4 AGC CCCAGCCTTTCACATC 2009
P_Erec482 VIC-CGG TAC CTG ACTAAG AAG

F. prausnitzii FPR-1F AGATGGCCTCGCGTCCGA Halmos et
FPR-2R CCGAAGACCTTCTTCCTCC al., 2015

Roseburia spp. RosF TACTGCATTGGAAACTGTCG Halmos et
RosR CGGCACCGAAGAGCAAT al., 2015

A. muciniphila AM1 CAGCACGTGAAGGTGGGGAC Halmos et
AM2 CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT al., 2015

R. gnavus RgnaF GGACTGCATTTGGAACTGTCAG Halmos et
Rgna R AACGTCAGTCATCGTCCAGAAAG al., 2015
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Anélisis Estadistico

Se realiz06 estadistica descriptiva para evaluar las caracteristicas de la poblacién, se
calcularon promedio y desviacion estandar para datos normales. Para determinar
diferencias entre los grupos con y sin obesidad se calcularon medianas para datos

no paramétricos utilizando prueba de U Mann Whitney.

Para evaluar la asociacion de los diferentes géneros bacterianos con los
componentes de la dieta y la presencia o ausencia de obesidad, se utilizo regresion
lineal multiple. Se realizaron modelos separados tomando como variable
dependiente los géneros bacterianos y como variables independientes los
componentes dietarios y las variables de obesidad. Se utilizaron como variables de
ajuste edad, sexo, consumo de energia y nivel de actividad fisica. El analisis de los
datos se realizé en el programa STATA version 12 y se considerd una p<0.05 como

significativa.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Caracteristicas de la poblacion

En el estudio participaron 47 sujetos (78.3 % de la muestra calculada), de los
cuales 26 (17 mujeres y 9 hombres) integraron el grupo sin obesidad (IMC < 25
kg/m?) y 21 (16 mujeres y 5 hombres) el grupo con obesidad (IMC = 30 kg/m?).
Las caracteristicas antropométricas y de composicién corporal, de ambos grupos
se presentan en la Tabla 3. Se encontraron diferencias significativas entre los
grupos con respecto a la edad, peso, talla, IMC, cintura, cadera, ICC asi como
porcentaje de masa grasa y masa libre de grasa. La talla y el nivel de actividad

fisica no fueron diferentes entre grupos.

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas, de composicion corporal y de

actividad fisica en la poblacion de estudio (n=47).

Caracteristicas Sin obesidad Con Obesidad p

Edad (afios) 26.0 £ 5.0¢ 35.9+8.7 0.00*
Peso (kg) 58.8 £8.7 93.7 £115 0.00*
Talla (cm) 164.2 +8.4 161.3 £8.6 0.25
IMC (kg/m?) 21.7 £ 1.7 36.0 +4.6 0.00*
Cintura (cm) 77.4+£7.1 109.5+9.3 0.00*
Cadera (cm) 95.3+54 119+8.2 0.00*
ICC 0.80 £ 0.05 0.9+0.06 0.00*
MG (%) 245+55 405+7.3 0.00*
MCLG (%) 755+55 595+7.3 0.00*
NAF (mMB) 1.59 + 0.17 1.55+0.13 0.33

! Los valores representan la media + desviacion estandar. IMC, indice de masa corporal;
ICC, indice de cintura/cadera; MG, masa grasa; MCLG, masa corporal libre de grasa;
NAF, nivel de actividad fisica. *Las diferencias entre los grupos fue evaluada usando t
Student (p<0.05).
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VI.2. Andlisis de la dieta

Para el analisis de la dieta se evaluaron carbohidratos, fibra y grasas. Enla Tabla
4 se presenta la comparacion del consumo de los diferentes componentes
dietarios entre los grupos con obesidad y sin obesidad. Se observaron diferencias
significativas entre los grupos en el analisis de la fibra soluble y gramos de
carbohidratos (p<0.05).

Tabla 4. Comparacion del consumo de componentes dietarios en la poblacién de
estudio (n=47).

Rango Rango

Componente dietario Sin intercuartil Con intercuartil p

Obesidad (25-75) Obesidad! (25-75)
Energia (kcal) 2123.12 1724.6-3154.6 3206.0 2072.3-3864.6 0.07
Proteina () 101.65 84.8-140.9 133.34 81.4-170.3 0.41
Carbohidratos (g) 248.49 193.1-377 393.32 227.2-470.2 0.03*
Grasa (Q) 88.36 66.3-123.8 124.91 76.9-149.2 0.12
Proteina (%) 19.15 17.2-20.1 16.6 14.6-19.7 0.06
Carbohidratos (%) 45.45 42.3-49.7 47.5 45.6-52.2 0.07
Grasa (%) 35.35 33-37.5 34.1 31.4-36.5 0.42
Fibra (g) 28.54 22.9-41.2 44.28 28.1-49.6 0.05*
Fibra soluble (g) 4.91 3.44-8.7 9.88 4.7-11.5 0.04*
Fibra insoluble (g) 11.84 8.5-21.6 20.68 10.9-25.7 0.38
Azucares (g9) 95.95 74.03-140.9 137.1 88-189.1 0.14
Grasa saturada (g) 28.88 20.1-37.8 37.35 23.9-49.5 0.09
Grasa monoinsaturada ( 28.04 24.5-40 35.21 26.5-48.2 0.17
Grasa poliinsaturada (g) 13.35 8.2-18.5 15.07 7.5-18.8 0.36
Grasa trans (g) 4.10 2.6-7.4 6.77 4.2-11.7 0.05*
Colesterol (mgQ) 355.28 231.9-553.1 43455 237.7-496.4 0.91

10Obesidad definida por el indice de masa corporal (IMC = 30 kg/m?). Las diferencias entre
los grupos fue evaluada utilizando la prueba de U Mann-Whitney, p<0.05. 2 Los datos
son reportados en medianas e intervalo intercuartil.
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VI.3 Identificacion de los géneros bacterianos representativos presentes en la
microbiota intestinal

Se evaluo la presencia de géneros bacterianos representativos de cada fila. Para
Bacteroidetes se  incluyeron Bacteroides/Prevotella;  Actinobacteria:
Bifidobacterium; Firmicutes: Clostridium coccoides, Clostridium leptum, vy
Faecalibacterium  prausnitziib, Roseburia y  Ruminococcus  gnavus;
Verrucomicrobia: Akkermansia muciniphila. Los primeros seis géneros estuvieron
presentes en el 100% de las muestras de heces de los participantes,
independientemente de la presencia de obesidad. En los casos de A. muciniphila
y R. gnavus se identificaron en el 63 % y 95% de los participantes

respectivamente, sin observarse diferencias por la presencia de obesidad.

La abundancia relativa de los géneros Bacteroides/Prevotella, Faecalibacterium
prausnitzii y Roseburia, fue mayor en el grupo de sujetos con obesidad (p<0.05)
gue en el grupo de sujetos sin obesidad. En el caso de Bifidobacterium este

género predomind en el grupo sin obesidad (p=0.00) (Figura 1).
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Amplificacion Relativa

Géneros Bacterianos

Figura 1. Abundancia de bacterias en la MI mediante amplificacion relativa de los
géneros bacterianos. El valor de 1 representa la poblacién total de bacterias en las
muestras analizadas. *La diferencia entre los grupos fue evaluada por U Mann Whitney
(p<0.05). Bacter/Prevo: Bacteroides/Prevotella; Bifid: Bifidobacterium; Ccoc: Clostridium
coccoides; Clept: Clostridium leptum; FPR: Faecalibacterium prausnittzi; ROS:

Roseburia, AM: Akkermansia muciniphila; Rgna: Ruminoccocus gnavus.

Para obtener el valor de la amplificacién relativa, se emplearon los valores de Ct
de la deteccion de gen 16S (VP4) de procariotas como gen de referencia, y el

valor de Ct del género especifico evaluado.
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VI.3. Asociacion entre géneros bacterianos y obesidad

Se realiz6 un andlisis de regresion lineal multiple para evaluar posibles asociaciones
entre la abundancia relativa de los géneros bacterianos estudiados con las variables
antropomeétricas y de composicion corporal. Para el analisis se tomo la poblacién
total sin distincién de grupos (con y sin obesidad).Se encontraron asociaciones
significativas en el modelo sin ajustar para el género Bacteroides/Prevotella en las
variables IMC, porcentaje de masa grasa (%MG), circunferencia de cintura e ICC.
Para el género Faecalibacterium prausnitzii la asociacién fue significativa con
%MG, circunferencia de cadera y porcentaje de masa corporal libre de grasa
(%MCLG). Sin embargo al utilizar las variables de ajuste edad, sexo, nivel de

actividad fisica y consumo de energia se perdi6 la significancia.

Se encontr6 asociacion positiva de la abundancia relativa de Faecalibacterium
prausnitzii con el indice de masa corporal, circunferencia de cintura y el indice de
cintura/cadera (p<0.05). Para el género Akkermansia muciniphila hubo una
asociacion positiva con el %MG (p=0.01) y una asociaciéon negativa con %MCLG
(p=0.01) (Tabla 5).
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Tabla 5. Asociacion de los géneros bacterianos con las variables antropométricas

y de composicion corporal de la poblacién de estudio (n=47).

Bacterias Coeficiente p Coeficiente p Coeficiente p
de de de
regresion regresion regresion
crudo (B) ajustado ajustado
(B)* (B)?*
Bacteroides/Prevotella
IMC 0.029 0.03* 0.012 0.402 0.009 0.58
% MG 0.017 0.11* 0.008 0.433 0.005 0.73
Cintura 0.014 0.01* 0.005 0.418 0.0047 0.53
ICC 4.17 0.00* 2.174 0.253 2.25 0.23
Cadera 0.013 0.1 0.003 0.7 0.0011 0.9
% MCLG -0.017 0.11 -0.008 0.43 -0.0051 0.73
Bifidobacterium
IMC -0.002 0.22 -0.004 0.107 -0.0012 0.67
% MG -0.002 0.28 -0.003 0.094 0.0011 0.65
Cintura 0.009 0.37 0.001 0.202 -0.0007 0.56
ICC -0.097 0.7 -0.178 0.63 -0.23 0.47
Cadera -0.001 0.3 -0.002 0.166 -0.0006 0.67
% MCLG 0.002 0.28 0.003 0.09 -0.0011 0.65
Clostridium coccoides
IMC -0.0004 0.53 -0.0009 0.278 -0.0005 0.59
% MG -0.0004 0.42 -0.0007 0.267 -0.0001 0.83
Cintura -0.00003 0.92 -0.0002 0.267 -0.00008 0.84
ICC 0.03 0.68 0.0009 0.993 -0.0068 0.95
Cadera -0.0015 0.71 -0.0003 0.481 -0.0001 0.81
% MCLG 0.0004 0.42 0.0007 0.26 0.0001 0.83
Clostridium leptum
IMC -0.0017 0.4 -0.001 0.598 -0.0028 0.32
% MG -0.0016 0.3 -0.001 0.493 -0.0041 0.09
Cintura -0.0008 0.34 -0.0008 0.501 -0.0011 0.35
ICC -0.171 0.43 -0.178 0.583 -0.164 0.61
Cadera -0.001 0.34 -0.0009 0.507 -0.0015 0.3
% MCLG 0.0016 0.3 0.001 0.49 0.0041 0.09
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Faecalibacterium prausnitzii

IMC 0.014
% MG 0.007
Cintura 0.005
ICC 1.36
Cadera 0.006
% MCLG -0.007
Roseburia
IMC 0.0002
% MG 0.0001
Cintura 0.0002
ICC 0.076
Cadera 0.0001
% MCLG -0.0001
Akkermansia muciniphila
IMC 0.0003
% MG 0.0004
Cintura 0.0001
ICC 0.006
Cadera 0.0002
% MCLG -0.0004
Ruminococcus gnavus
IMC -0.00008
% MG -0.00004
Cintura -0.00002
ICC 0.0051
Cadera -0.00005
% MCLG 0.00004

Analisis regresion lineal multiple. *Ajustado por edad, nivel de actividad fisica y energia.

0.00*
0.01*
0.00*
0.00*
0.00*
0.01*

0.32
0.32
0.06
0.00*
0.36
0.32

0.24
0.01*
0.22
0.79
0.09
0.01*

0.38
0.56
0.57
0.1
0.27
0.56

0.013
0.005
0.005
1.38
0.0052
-0.005

-0.0001
0
0.00006
0.0637
-0.00006
0.00002

0.0003
0.0005
0.0001
-0.00004
0.0002
-0.0005

-0.0001
-0.00007
-0.00004

0.0101
-0.00008
0.00007

*Ajustado por edad, nivel de actividad fisica, energia y sexo.

p=<0.05
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0.00*
0.11
0.01*
0.01*
0.04*
0.11

0.63
0.91
0.66
0.07
0.69
0.91

0.3
0.01*
0.27
0.99
0.11
0.01*

0.28
0.39
0.43
0.18
0.47
0.39

0.012
0.038
0.004
1.42
0.004
-0.003

-0.00005
0.0001
0.00009
0.062
-0.00002
-0.0013

0.0003
0.0007
0.0001
0.0011
0.0002
-0.0007

-0.00003
0.00005
-0.00001
0.0089
-0.00004
-0.00005

0.01*
0.39
0.02*
0.01*
0.11
0.39

0.85
0.63
0.52
0.08
0.88
0.63

0.37
0.01*
0.31
0.97
0.14
0.01*

0.75
0.57
0.75
0.5
0.47
0.57



VI.4. Asociacion entre géneros bacterianos y componentes de la dieta

Se realiz6é un andlisis de regresion lineal multiple para determinar posibles
asociaciones entre los géneros bacterianos Bacteroides, Prevotella, Clostridium,
Ruminococcus, Bifidobacterium, Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia y
Akkermansia muciniphila y componentes de la dieta como carbohidratos, fibra y
grasas. Para el andlisis se tomo¢ al total de la poblacion sin distincion de grupos
(con y sin obesidad). Para los géneros Bacteroides/Prevotella se encontré
asociacion positiva con grasa saturada en gramos, monoinsaturada en gramos y
colesterol (mg) asi como con los porcentajes de grasa, proteina y carbohidratos
(p<0.05).

El género Bifidobacterium se asocié negativamente al consumo en gramos de
grasa total, monoinsaturada, poliinsaturada, carbohidratos, grasas, proteina,
azucares Yy fibra (p<0.05). Sin embargo, al considerar el porcentaje de energia

proveniente de la grasa, esta asociacion resultd positiva.

Para el género Ruminococcus gnavus se encontrd asociacion negativa para las
variables de fibra, fibra soluble e insoluble (p<0.05). Por ultimo para los géneros
Clostridium leptum, Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila y
Roseburia no se encontrd asociacion con ningin componente de la dieta (Tabla
6).
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Tabla 6. Asociacion de géneros bacterianos con los componentes de la dieta en

la poblacion de estudio (n=47).

Bacterias Coeficiente Coeficiente
n=47 de P de P
correlacion correlacion
crudo ajustado
(B) (B)*
Bacteroides/Prevotella
Proteina (%) 0.005 0.87 0.027 0.41
Carbohidratos (%) 0.003 0.85 -0.005 0.79
Grasa (%) 0.009 0.71 -0.007 0.78
Grasa saturada (g/dia) 0.015 0.01* 0.016 0.02*
Grasa Monoinsaturada (g/dia) 0.016 0.01* 0.016 0.03*
Grasa Poliinsaturada (g/dia) 0.032 0.05 0.034 0.05
Grasa trans (g/dia) 0.018 0.35 0.007 0.73
Colesterol (mg/dia) 0.001 0.00* 0.001 0.00*
Fibra (g/dia) 0.009 0.05 0.009 0.08
Fibra soluble (g/dia) 0.027 0.12 0.024 0.19
Fibra insoluble (g/dia) 0.011 0.20 0.009 0.34
Azlcares (g/dia) 0.002 0.18 0.001 0.40
Grasa (g/dia) 0.005 0.01* 0.006 0.01*
Carbohidratos (g/dia) 0.001 0.02* 0.001 0.03*
Proteina (g/dia) 0.004 0.00* 0.005 0.00*
Bifidobacterium
Carbohidratos (%) -0.007 0.02* -0.008 0.01*
Grasa (%) 0.010 0.02* 0.011 0.00*
Grasa saturada (g/dia) -0.0007 0.52 -0.002 0.05
Grasa monoinsaturada (g/dia) -0.001 0.28 -0.003 0.00*
Grasa Poliinsaturada (g/dia) -0.003 0.24 -0.0075 0.01*
Fibra (g/dia) 0.010 0.02 -0.002 0.04*
AzUcares (g/dia) -0.0003 0.16 -0.0008 0.00*
Grasa (g/dia) -0.0004 0.32 -0.0011 0.01*
Carbohidratos (g/dia) -0.0001 0.12 -0.0004 0.00*
Proteina (g/dia) -0.0003 0.30 -0.0008 0.01*
Ruminococcus gnavus
Grasa Trans (g/dia) -0.0001 0.23 0.0002 0.06
Fibra (g/dia) -0.00004 0.23 -0.00009 0.01*
Fibra soluble (g/dia) -0.0001 0.27 -0.0002 0.02*
Fibra insoluble (g/dia) -0.00007 0.19 -0.0001 0.01*

Andlisis de regresion lineal multiple. *Ajustado por: Edad, Nivel de actividad fisica y sexo.

* p <0.05.
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VIl. DISCUSION

En el presente estudio se logré la participacion de 47 voluntarios, que
corresponden al 78.3 % de la muestra calculada. Los principales motivos de
exclusion fueron el consumo de antibidticos en los ultimos tres meses, la falta de
disposicion a proporcionar la muestra de heces requerida y la presencia de

sobrepeso.

Como se muestra en la Tabla 3, las variables antropométricas y de composicion
corporal fueron diferentes entre los grupos con obesidad y sin obesidad (p<0.05).
El nivel de actividad fisica fue similar en ambos grupos (p=0.33) quedando
clasificados como actividad fisica sedentaria (1.59 + 0.17 mMB en sujetos sin
obesidad y 1.55 + 0.13 mMB en el grupo con obesidad) debido a que la mayoria
de los participantes tienen trabajo de oficina y muy pocos refirieron realizar
actividad fisica en su tiempo libre. Lo anterior sugiere la presencia de obesidad
en nuestros sujetos de estudio no se debe totalmente al nivel de actividad fisica
o diferencia en gasto energético por actividad. Sin embargo, la edad puede estar
jugando un papel importante, ya que las personas sin obesidad son en promedio

10 aflos menores que las personas con obesidad.

De acuerdo con los resultados del andlisis de la dieta, se observé que el consumo
de energia fue mayor (1,083 kcal/dia) en el grupo con obesidad; sin embargo
esta diferencia no alcanzé significancia estadistica (p<0.07), muy probablemente
debido al tamafio de muestra. Es importante mencionar que ambos grupos
tuvieron dietas hipercaloricas (2123 kcal en el grupo sin obesidad y 3206 en el
grupo con obesidad), segun las recomendaciones de la OMS. No se encontraron
diferencias en la distribucion de la energia proveniente de carbohidratos entre los

grupos estudiados (45%, obesidad vs. 47 %, sin obesidad), proteina (19%,
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obesidad vs. 16%, sin obesidad) grasa (35%, obesidad vs. 34% sin obesidad).
Sin embargo, el porcentaje de energia proveniente de grasa resultd por encima
de las recomendaciones diarias de alimentos (RDA para poblacion mexicana)
para ambos grupos (2100 kcal para mujeres y 2500 en el caso de hombres)
(Borges et al. 2008). En el grupo sin obesidad se encontré que el 12.2% de la

energia proviene de grasas saturadas, siendo mayor a lo recomendado (10%).

El consumo de fibra resultd por debajo de la recomendacion para el grupo sin
obesidad (28.5 g/d), mientras que para el grupo con obesidad (44.2 g/d) estuvo
sobre la recomendacion de 18-24 g segun los RDA (Borges et al. 2008). En el
caso de las grasas trans ambos grupos rebasaron las recomendaciones (menor
del 1% de la energia consumida) de la Asociacion Americana del Corazén de
Estados Unidos y la Organizacion Mundial de la Salud y fue mayor en el grupo
con obesidad (1.89 %) que en el grupo sin obesidad (1.73%). En términos
generales, la energia consumida, asi como su distribucién no fue diferente entre
los grupos, por lo que la presencia de obesidad no se explica por diferencias en
el consumo de energia ya que en ambos grupos resultdé mayor que la

recomendacion.

La abundancia relativa de los géneros Bacteroides/Prevotella fue mayor en el
grupo con obesidad (p<0.05). Schwiertz et al. (2010) en un estudio realizado en
adultos también observaron un predominio de Bacteroides en personas con
sobrepeso y obesidad, sin embargo Prevotella fue mas abundante en el grupo
sin obesidad. De igual forma, Ferrer et al. (2013) realizaron un analisis
metagenémico y protedmico de la MI en adolescentes encontrando un
predominio de Bacteroides en adolescentes con obesidad. En el estudio de
Zhang et al. (2009) se encontro también predominio de Bacteriodes al evaluar la
MI en personas con obesidad; Bacteroides es un género gram negativo que
puede estar relacionado a inflamacion de bajo grado por la presencia de LPS en

la membrana celular.

Ademas de la mayor abundancia de Bacteroides/Prevotella en el grupo con

obesidad este género se asocié positivamente con componentes dietarios
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también relacionados con obesidad como el consumo en gramos de grasa
saturada, monoinsaturada, colesterol, grasa total, proteina y carbohidratos. Este
resultado concuerda con algunos trabajos donde se observa también que
Bacteroides es un género asociado a un mayor consumo de grasa y proteina
animal y Prevotella, predomina en dietas altas en carbohidratos (De Filipo et al.,
2010). El consumo de grasas esta ademas asociado al aumento en la
translocacion de LPS del intestino a circulacion, provocando endotoxemia (Cani
et al., 2008).

El género Faecalibacterium prausnitzii también predominé en el grupo con
obesidad, lo que concuerda con lo reportado por Balamurugam et al. (2010) en
un estudio en nifios donde también encontré un predominio de este género en el
grupo con obesidad. En este género se encontrd una asociacion positiva con el
IMC, circunferencia de cintura y el indice cintura-cadera, que concuerda con el
predominio en el grupo con obesidad. Si bien Faecalibacterium prausnitzii es una
bacteria a la que se le atribuyen efectos probidticos para el tratamiento de
inflamacion ya que estimula interleucinas antiinflamatorias (Schneeberger et al.,
2015; Corte et al., 2011; Neyrinck et al., 2012), también est4 asociada a la
recuperacion de energia a partir de los carbohidratos no digeribles (Ramirez-
Farias 2009), lo cual explica nuestros hallazgos. Por el contrario Verdam et al.
(2013) evaluaron la Ml intestinal para determinar una asociacién con inflamacién
local y sistémica en adultos con y sin obesidad, reportando predominio de

Faecalibacterium prausnitzii en el grupo sin obesidad.

Por otro lado, el género Roseburia también mostré mayor abundancia en el grupo
con obesidad, de manera similar a lo reportado por Ferrer et al. (2013) que
encontraron predominio de Roseburia en adolescentes con obesidad. Roseburia
es una bacteria capaz de recuperar energia de la dieta a partir de los
carbohidratos complejos no digeribles (Requena et al., 2013; Rodriguez et al.,
2013). Esta observacion es relevante ya que en el grupo con obesidad de nuestro
estudio, el consumo de fibra rebaso la recomendacion diaria y fue diferente al

del grupo sin obesidad; el producto final de la fermentacion de la fibra dietaria por
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la MI son los AGCC, estos ademas de contribuir a un mayor aporte de energia
tienen efectos benéficos en el metabolismo y respuesta inmune del hospedero.

La abundancia relativa del género Bifidobacterium resulté mayor en el grupo sin
obesidad, resultado que concuerda con Schwiertz et al. (2009) que también
encontraron un predominio de esta bacteria en personas sin obesidad. A este
género bacteriano se le han atribuido efectos benéficos en el intestino y se ha
visto que se favorece su crecimiento con el consumo de fibra y disminucion de
grasas en la dieta (Escudero y Gonzalez, 2006). Sin embargo, nosotros
encontramos que la abundancia relativa de Bifidobacterium disminuia cuando el
consumo de fibra era mayor. Esta observacion enfatiza la importancia de las
interacciones entre las bacterias que colonizan el intestino ya que podriamos
especular que al estar también presentes bacterias capaces de degradar
carbohidratos no digeribles como Roseburia al ser degradada la fibra no estara
disponible para favorecer el crecimiento de Bifidobacterium.

Akkermansia muciniphila tuvo una asociaciébn positiva con la masa grasa
corporal, a diferencia de los resultados de Schneeberger et al. (2015) que
mostraron una asociacion negativa entre esta bacteria, marcadores inflamatorios
y el tejido adiposo, cabe mencionar el estudio citado fue realizado en ratones y
la relacion pudiera ser diferente en humanos. De igual manera, Everard et al.
(2013) también en ratones (C57BL/6) administraron un tratamiento de
Akkermansia muciniphila via oral encontrando una reduccion de peso corporal y
mejora de composicion corporal (proporcibn masa grasa/masa magra) sin
cambiar la dieta. Es importante considerar que Akkermansia muciniphila es una
bacteria gram-negativa cuya membraa celular contiene LPS, componente
asociado con la inhibicion del proceso de saciedad y el desarrollo de la obesidad.
Ademas, el alto consumo de grasa dietaria contribuye a la traslocacion del LPS

al torrente sanguineo que permite su accion inhibitoria.

Ruminococcus es una bacteria capaz de degradar las mucinas y celulosa de la
pared celular los tejidos vegetales (Arumugam et al., 2011). En el presente

estudio, este género Ruminococcus gnavus presentd una asociacion negativa
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con la fibra total, soluble e insoluble y mostré una tendencia positiva con grasas
trans (p=0.06). Esto concuerda con lo reportado en diferencias entre grupos ya
gue este género predomino en el grupo sin obesidad y el consumo de fibra fue

menor en este grupo.
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CONCLUSION

Se encontré que si existe una relacion entre la abundancia de algunos géneros

bacterianos de la microbiota intestinal, la presencia de obesidad y la dieta.

En el grupo sin obesidad, predominé Bifidobacterium, bacteria benéfica por su
efecto probiotico, y estuvo asociada con el bajo consumo de grasas totales,
monoinsaturadas, poliinsaturadas, proteina, azucares, fibra y el alto porcentaje
de energia proveniente de grasa. Los géneros bacterianos que predominaron en
el grupo con obesidad (Faecalibacterium prausnitzii y Roseburia), estan
involucrados en una mayor recuperacion de energia de la dieta. Ademas el
género Bacteroides/Prevotella también predominé en el grupo con obesidad y
se asoci6 positivamente al consumo de grasa y colesterol. Bacteroides es una
bacteria Gram negativa, productora de LPS, promotor de inflamacion involucrado
en el mecanismo de sefializacion de la saciedad. Estos resultados son
congruentes con los mecanismos propuestos para explicar el papel de la Ml en

desarrollo dela obesidad.

El estudio de la asociacion de la microbiota intestinal, la obesidad y la dieta,
puede ayudar a proponer modificaciones de la dieta que disminuya las géneros
bacterianos asociados con la obesidad (proinflamatorios y con la capacidad para
recuperar la energia proveniente de carbohidratos complejos) y promueva el
predominio de las bacterias con propiedades antiinflamatorias y que no sean
capaces de obtener energia a partir de carbohidratos complejos.
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