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“Todas las enfermedades inician en el intestino”

Hipocrates



A Emilia y Luisa
A quien me hizo amar las ciencias...

Mi papa



AGRADECIMIENTOS

Muchas gracias a los profesores que formaron parte de mi comité. A la doctor
Gerardo por su paciencia, a la doctora Andrea por sus consejos, al doctor Jorge Luis
por su experiencia, a la doctora Karina por su ayuda y desde luego a la doctora Olga
por siempre darme el apoyo que necesité en los momentos mas complicados de este
proyecto.

Agradezco de manera muy especial a Mariela Camacho y a Susana Sosa
quienes me brindaron toda su paciencia y conocimiento durante la-estandarizacién de
las técnicas de laboratorio. A Karen Torres, Paulina Estrella y Gabriela Curiel quienes
me asistieron en el laboratorio. A Ricardo Ahumada por siempre estar dispuesto a
ayudar y por supuesto a Maricarmen Caamano, por toda su ayuda y experiencia para la
realizacion de los analisis estadisticos.

A mis alumnos de maestria Luis Reyes y Heidi Cederborg que aprendieron de
mis errores y me dieron la confianza para seguir investigando la microbiota. Finalmente,
al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por el apoyo recibido para la

realizacion de mis estudios de doctorado.



INDICE

AGRADECIMIENTOS ...t ieiessme s e e s e s e s smse s e e e s e e s s e mmmme s e e e e e e s sa s e nnnmnnnnennensd 4

RESUMEN. ...t mr e s e s e e e e e s e e e s s e s e s mmmnnee e e e e e esssas s snmnnnnssesseesansssnassnnnneth 8

N = R I 2 X O 9

I. INTRODUGCCION.......cucurieeurereneueeresesasesesasssesesssssessssssseasssssesassssssssssssssnssssssnssssecs Sans hent onens 10

Il. ANTECEDENTES ...t cmsnr s s s s mnmss e s e s s mmne s e e e 00 BB s mmmmnn e 15

2.1 LAMICROBIOTA INTESTINAL ...ttt ettt ettt sae st dE et fhe et e eteeneenaesneennennean 15
2.1.1. Definicién de microbiota

P B X (o [U 1Y for o] o o LN =W g1 (o7 o] o1 o) - TSRS 16

2.2. ESTRUCTURA DE LA MICROBIOTA INESTINAL ..ottt et ettt nne s 18

2.2.1. Composicion de la microbiota iNtestinal.............c.cooiiiiiiiiii b 18

2.2.2. Métodos de estudio de 1a MICroDIOta ...........c.uuiiiiii it e 21
2.2.3. Funciones de la microbiota iNte@StiNAl ...............uviiiiiiiii e et e 23

2.3. INFLUENCIA DE LA DIETA EN LA MICROBIOTA ... .ottt b fh ettt ettt st ees 30
2.3.1. La leche materna y su influencia en la microbiota .............couiii i i 30
2.3.2. Influencia de la alimentacién complementaria en la microbiota ..........c.ccciiiiiiiiiiiiic e 31
2.3.3. Asociacion entre componentes de la dieta y 1a MiCrobiota .. i ciueuieiie i 31
2.3.4. Efecto de diferentes tipos de dietas sobre la microbiota...........iiiieiiiiini 34
2.3.5. ENEEIOTIPOS ...ttt e b1ttt ettt h e h e bttt e et h e et e e ae e nre et eas
2.4. MICROBIOTA Y OBESIDAD..................
2.4.1. Panorama general de la obesidad .
2.4.2. EStUAIOS €N @NIMAIES ......oiiiiiiii ettt e e b e et e e ettt e ettt e e sn e e e saeeeeeseeeeenteeeeanseeeanseeeeanseeesnseeesnnneeennneas
A T =t (0o 1o L= o T 1044 = g T TSR
P S (1= g = To (o o Il e (o= LS R
I JUSTIFICACION .......oceeevereeeeetcnseesesiths st bessseeesssesessssessssssssssssssssesesensssssessessssssesssssssssssnsessssnnes 45
IV. HIPOTESIS ....couerecucerenecuserese @B B ecasssesess s st s s sse s s sssse s ss st s sssseessassssstasssssssasssseasassens 46
V. OBUETIVOS.....coooiiiiiiiimsesdne e e st e sssmse e e e e e s s e s s e mmmmn e s e e e e essae e amnmneeeeesessansassnnnnnnnnaenessan 47
VI. METODOLOGIA ... s faastereneueereeueasesesssssesssssssseasssssesssssstassssssssssssssessssssesassssssssasssssassnes 48
6.1. POBLACION DE ESTUDIO.Y DISENO EXPERIMENTAL.......ccovuiuitieeieeeeeeseeeseeeeeeesesaesesaetesesaesensesessassenessennaesans 48
8.2, CUESTIONARIOS ...t s8R 48
6.3. ANALISIS DE LA DIETA ... 49
6.4. EVALUACION ANTROPOMETRICA. ...ttt 49
6.5. COMPOSICION CORPORAL. ..ottt ettt a et b et e e et e eee et e eae e teebeeneenbeeneennean 50

6.6. ANALISIS BIOQUIMICOS .......oocccccerereseeeeeeersssseeseesssssseseessesessseesssseessee s sesees s s 50
6.7. ANALISIS DE LA MICROBIOTA ......oooosieeeeeerrsssmeseesssssssseessessessseessessessseesessessessessesees st ssessee s 51

6.8. ANALISIS ESTADISTICO ...ttt ettt 53
VII. RESULTADOS ......couiiiiiiisieeiissss s sssss e s s s s s s s e amn e s a s mnn e 55
7. CARACTERiSTICAS GENERALES DE LA POBLACION ..ot 55
7.2. COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL......coiiiiiiiie s 55
74. COMPOSIQION DE LA DIETA e 57
7.5. ASOCIACION ENTRE LA MICROBIOTA Y LADIETA ............. s 58
7.4. ASOCIACION ENTRE LA MICROBIOTA Y LA COMPOSISCION CORPORAL .......ccccooiiiiiiiciiiiccc e 60

7.5. ASOCIACION ENTRE LAS FAMILIAS BACTERIANAS Y FACTOR!ES DE RIESGO METABOI'_ICO.... ...... 61
7.6. DIFERENCIAS EN LA MICROBIOTA DE ACUERDO A CATEGORIAS DE RIESGO METABOLICO.................. 61
AV [T 0T £S04 VL= [0 [ 63
() @ od 0 N [od UL [ ] N I 69
X1 BIBLIOGRAFIA .....oeeeeeeeeeeeeseeseeetssssssassseessssssssssssssassssassasssesssassasassssessasssesssassasassssessssssessssssasns 70



LY 1 0 95

12.1 Carta de aprobacion de COmité de BIOGTICA ..........eiiiiuiiieiiie et et e e e et e e e e eeeeas 96
12.2. Carta de consentimiento iNfOrMATO............uuiiiiiiie e e e e e et e e e e e e aaaaeeaaeee e 97
12.3. Historia clinica

12.4. Cuestionario SOCIO-ECONOMICO ........ooiiiiiiiiiiiee et e e e et e e e e e et e e e e e e e e aaa st e eaeeesnssaeeeeeeeeenssnneeaeeaas 103
12.5. Cuestionario de Seguridad AlIMENTAia ...........cocui ittt 106

12.6. Frecuencia de alimentos
12.7. Recordatorio de 24 horas

12.8. Protocolo de extraccion de ADN 114
12.9. ProtOCOIO RPOB ...ttt ettt e e e oottt e e e e e et e e e e e e e eesaeaeeeeeeeasssseeeeeeesasbsseeaaeeeansnssnneeeeeande 115
12.10. Protocolo Familias ............ccccooeeeviviieeeceenn, .116

12.11. Curvas: amplificacion, estardar y disociacion.. .
12.12. Eficiencia de las reacciones de qPCR. ..o 133

INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Microhabitats de tracto gastroinestinal del humano............ ... e 20
Figura 2. Vision general de las dos estrategias de SECUENCIACION. 22 .............eiiiiiiiiio it 22
Figura 3. Comparacién de abundancias relativas y absolutas de la microbiota ... 23
Figura 4. Hidrdlisis de carbohidratos por 1a microbiota. 24 ... it 24
Figura 5. Interconexién entre AGCC coldnicos y diversos 6rganos periféricos. 25 .............ccoiiiiiiiiiiiinic i 25

Figura 6. Mecanismos inmunes que limitan la interaccion de microorganismos con el epitelio intestinal ...

Figura 7. Impacto de la proteina animal y vegetal sobre la microbiota intestinal y sus metabolitos.......... .32
Figura 8. Impacto de diferentes tipos de grasa sobre la composicién y las funciones de la microbiota intestinal.............. 33
Figura 9. Distribucion de las principales familias bacterianas entre cada uno de los 93 participantes.............ccccccoeeveenne. 57
Figura 10. Abundancia de las familias bacterianas de acuerdo entre las variables antropométricas y bioquimicas.......... 62

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Primers utilizados para la medicién de la abundancia de las familias bacterianas en heces de nifios escolares 52
Tabla 2. Preparacioén de la reaccion de 12yl utilizada en los ensayos de PCR. .........cooiiiiiiiiiiiiiee e 52

Tabla 3. Protocolo de gPCR utilizado por 35 ciclos

Tabla 4. Principales caracteristicas de los nifios escolares estudiados.............ccoccuiiiiiiiiiiiiiiiin e 56
Tabla 5. Caracteristicas de la dieta de 10S NIAOS €SCOIAIES ...........cc.ciiiiiiiiiiiiiie e 58
Tabla 6. Modelo lineal de la relacién entre la dieta y la abundancia de las familias bacterianas.............c.ccccccoiciiiiinins 59

Tabla 7. Modelo lineal de la relacién entre las variables antropométricas y los marcadores bioquimicos de acuerdo a

cada familia DACIEMANA. ... ... . .ot e oo et e e e e e e — e ee e e e e et baeaeeaeaeata—aeaaeeeaetra—aa e n e n e nas 60



ABREVIATURAS

2-AG: 2-araquidonilglicerol

AEA: N-araquidonoiletanolamina

AGCC: Acidos graos de cadena corta

AGP!: Acidos grasos poliinsaturados

AOQOS: Arabioligosacaridos

BPP: Bacteroidaceae-Prophyromonadaceae-Prevotallaceae
CB1: Receptor endocanabinoide 1

chREBP: Proteina de unién al elemento de respuesta a carbohidratos
CRP: Proteina C reactiva

DHA: Acido docosahexaenoico

ECC: Enterococcaceae

FIAF: Factor adiposo inducido por ayuno

FOS: Fructooligosacaridos

FXR: Receptor X farnesoide

GLP-1: Proteina similar al glucagon 1

GOS: Galactooligosacaridos

GRP: Receptor acoplado a proteinas G

IGF-1: Factor similar a la hormona de crecimiento 1
IL-10: Interleucina 10

IL-6: Interleucina 6

LAC: Lactobacillaceae

LPL: Lipoporoteina lipasa

LPS: Lipopolisacarido

LRC: Lachnospiraceae-Ruminococaceae

MUC2: Mucina

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PYY: Péptido tirosina-tirosina

gPCR: Reaccién en cadena de la polimersasa cuantitativa
slgA: Inmunoglobulina A secretora

TMA: Trimetilamina

TMAO: N-6xido trimentilamina

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa

TRL: Receptor tipo Toll

XOS: Xilulooligosacaridos



RESUMEN

Las diferencias en la composicion de la microbiota se han asociado con patrones
dietéticos, obesidad y alteraciones metabdlicas en nifios. El objetivo de este estudio fue
analizar la abundancia de las principales familias bacterianas del intestino entre los
nifos segun su dieta, composicion corporal y marcadores metabdlicos.’ Se realizé un
estudio transversal con 93 nifos en edad escolar (8.4 — 1.6 afios). La dieta se evalué
mediante un cuestionario de frecuencia alimentaria y recordatorios de 24 h. Se midieron
variables antropométricas y de composicion corporal y se tomd-una-muestra de sangre
para determinar glucosa, insulina, perfil lipidico, proteina C reactiva, leptina y citocinas
[interleucina 6, interleucina 10 (IL-10), factor de necrosis tumoral a (TNFa)]. Se extrajo
ADN de muestras de heces y se determind la abundancia de familias bacterianas:
Bacteroidaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae (BPP), Lactobacillaceae (LAC),
Enterococcaceae (ECC) y Lachnospiraceae-Ruminococcaceae (LRC) mediante qPCR.
El consumo de fibra se asocié con menor abundancia de BPP en nifios con peso normal
y el magnesio se asocid positivamente con este grupo. La ingesta de calcio y riboflavina
se asocid positivamente con la familia. ECC y el consumo de azucar se asocio
negativamente con esta familia. En nifilos con sobrepeso/obesidad, la vitamina A y los
alimentos de origen animal se ‘asociaron con una mayor abundancia de BPP. La
ingesta de energia, carbohidratos y lipidos se asoci6 negativamente con la ECC. En
nifos con sobrepeso/obesidad, la ingesta de fibra y legumbres mostré una asociacién
positiva con la abundancia de LRC. Los nifios con obesidad y una relacién
cintura/estatura mayor tenian menor BPP y mayor LAC en comparacion con los nifios
de peso normal. El TNFa se asoci6é negativamente y la IL-10 se asoci6 positivamente
con BPP. Los triglicéridos mostraron una relacion positiva con LRC y el colesterol HDL
se asocid negativamente con LAC. En conclusién, en nifios escolares de una zona rural
de México-la ingesta de energia, azucar, grasa, fibra, legumbres, productos animales y
lacteos se relaciona de manera diferente con la abundancia de las principales familias
bacterianas. Mientras que una baja abundancia de BPP y una mayor abundancia de
LAC se asocia con obesidad y alteraciones metabdlicas.

Palabras clave: microbiota, obesidad, familias bacterianas, metabolismo.



ABSTRACT

Differences in gut microbiota composition have been associated to dietary
patterns, obesity and metabolic alterations in children. The aim of this study was to
analyze the abundance of the main bacterial families of the gut among children
according to their diet, body composition and metabolic markers. A cross-sectional study
was conducted with 93 school-aged children (8.4 — 1.6 years old). Diet . was evaluated
using a food frecuency questionarie and 24h recalls. Anthropometric and body
composition variables were measured and a blood sample was- collected to determine
glucose, insulin, lipid profile, C-reactive protein, leptin, and cytokines [interleukin 6,
interleukin 10 (IL-10), tumor necrosis factor a (TNFa)]. DNA was extracted from stool
samples and the abundance of Dbacterial . families: Bacteroidaceae—
Porphyromonadaceae—Prevotellaceae (BPP), Lactobacillaceae (LAC), Enterococcaceae
(ECC), and Lachnospiraceae—Ruminococcaceae. (LRC) was determined by qPCR
assays. Fiber consumption was associated with a lower abundance of BPP in children
with normal weight, while magnesium was  positively associated with this group. In
normal-weight children, calcium and riboflavin intake were positively associated with
ECC, while sugar consumption was negatively associated with this family. In
overweight/obese children, vitamin A and animal food products were associated with a
higher abundance of BPP. Also energy, carbohydrate, and lipid intake were negatively
associated with ECC. In overweight /obese children, fiber and legume intake showed a
positive association with 'the abundance of LRC .Children with obesity and high
waist/height ratio had lower BPP and higher abundance of LAC when compared with
normal-weight children.” TNFa was negatively associated and IL-10 was positively
associated with BPP. Triglycerides showed a positive relationship with LRC whereas
high-density lipoprotein-cholesterol was negatively associated with LAC. Conclusion: in
rural Mexican. school-aged children, intake of energy, sugar fat, fiber, legumes, animal
and dairy products relate differently to the abundance of the main bacterial families of
the gut microbiota, also a low abundance of BPP and a high abundance of LAC are
associated with obesity and metabolic disturbances.

Key words: microbiota, obesity, bacterial families, metabolism.



INTRODUCCION

México tiene una de las tasas mas altas de obesidad infantil. Segun la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricién, existe una prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad del 33,2% entre los nifos en edad escolar (Instituto Nacional de Salud
Publica, 2016). La obesidad es una enfermedad multifactorial y muchos estudios han
observado que la microbiota intestinal puede ser un factor crucial en el desarrollo de la
obesidad (Lépez-Contreras et al., 2017; Riva et al., 2017; Tilg & Kaser, 2011).

Durante los ultimos 15 afios, los estudios se han centrado en identificar la
microbiota en diferentes niveles taxondmicos, caracteristicas acterizando las especies o
comunidades que podrian estar jugando un papel en la aparicién de la obesidad. Una
mayor abundancia de Firmicutes y una menor abundancia de Bacteroidetes han sido
asociados con la-obesidad en adultos, adolescentes y nifios (Bervoets et al., 2013;
Ferrer et al., 2013; Ley et al., 2005) .

La relacion Firmicutes / Bacteroidetes se ha utilizado en una variedad de estudios
como un_nuevo biomarcador de alteraciones metabdlicas; sin embargo, los resultados
no son consistentes (Armougom et al., 2009; Duncan et al., 2008; Finucane et al., 2014;
Payne et al., 2011; Sze & Schloss, 2016; Peter J. Turnbaugh et al., 2009; P. Xu et al.,
2012). Por lo que el estudio a niveles taxonémicos menos generales, por ejemplo a nivel
de familia o género, podria ser de gran ayuda para establecer asociaciones mas

concretas
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INTRODUCCION

Los estudios en nifios mexicanos con obesidad han mostrado una menor
abundancia de las familias bacterianas Christensenellaceae (Lépez-Contreras et al.,
2017), Lactobacillaceae (Nirmalkar et al., 2018), Bacteroidaceae (Maya-Lucas et al.,
2019), y mayor abundancia de Peptoestreptococcaceae, Coriobacteriaceae, (Nirmalkar
et al., 2018), Prevotellaceae (Maya-Lucas et al., 2019) y Lachnospiraceae (Murugesan
et al., 2015).

En cuanto a la dieta, diversos estudios internacionales han mostrado una
asociacion entre las diferentes dietas (vegana, omnivora, mediterranea) y la presencia
de grupos bacterianos especificos como Bacteroides, Prevotella y. Ruminococcus
(Tomova et al., 2019). El consumo de fibra, verduras y frutas se ha asociado a mejores
perfiles bacterianos.Mientras que caracteristicas mas puntuales como la cantidad de
grasa saturada y de proteina de origen animal, ha mostrado asociarse con perfiles
inflamatorios y la produccion de metabolitos que compometen la barrera intestinal e
incluso tienen efectos sistémicos (Bailey & Holscher, 2018; Cani et al., 2008).

La secuenciacion del gen ARNr 16s obtenido de muestras fecales ha revelado que
hay al menos siete familias de bacterias que son representativas del intestino humano.
Dentro del filo Bacteroidetes, hay una mayor abundancia de Bacteroidaceae,
Prevotellaceae y Por- phyromonadaceae, y entre el filo Firmicutes, Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae, Lactobacillaceae y Enterococcaceae son las comunidades mas
predominantes (Lloyd-Price et al., 2016; Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos, 2014)18,19. todas
las bacterias que se encuentran en el intestino humano pueden clasificarse dentro de
estas siete familias (Nava et al., 2011a),

Con base en estas observaciones, el propdsito de este estudio fue analizar la
abundancia de las principales familias bacterianas en el intestino de los nifios en edad
escolar. segun su dieta, composicion corporal y marcadores metabdlicos utilizando
primers validados para gPCR como un método sensible para analizar diferencias en la

estructura de la microbiota.
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ANTECEDENTES

2.1 LA MICROBIOTA INTESTINAL

El ser humano es un superorganismo ‘en el que habitan miles de millones de
microorganismos de los tres dominios de la vida: bacteria, arquea y eucaria (Nava &
Stappenbeck, 2011). A esta relacién armonica entre hospedero y sus simbiontes se
denomina "holobionte" (Adak & Khan, 2019). Los analisis del gen 16S rRNA derivados
de biopsias, contenido luminal-y heces han mostrado que los humanos poseemos
cientos de especies diferentes que pueden ser clasificadas dentro de cuatro phyllum
bacterianos: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteria (Nava et al.,
2011a). La relacién (que existe entre estas bacterias y el hospedero humano se ha
descrito frecuentemente como comensal, aunque algunos autores refieren que es mas
bien una relacion mutualista (Ley, Peterson, et al., 2006). A lo largo de miles de afnos,
los seres'humanos se han asociado a una diversidad de comunidades complejas de
microorganismos, resultado de un proceso de coevolucién entre las comunidades de
microbianas y el hospedero (Doré & Corthier, 2010; Ley et al., 2005). Se ha hecho
hincapié en la importancia de tener una vision ecolégica mas amplia en la relacion del
humano con los microorganismos. Desde este punto de vista, los humanos somos una
amalgama de células tanto microbianas como humanas, donde la sobrevivencia de

ambos es interdependiente (Ley, Turnbaugh, et al., 2006).
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El témino microbiota, se refiere a la coleccion de microorganismos presentes en
un entorno definido, las bacterias son los organismos mas estudiados de este conjunto.
El cuerpo humano alberga mdutiples microbiotas asociadas a superficies externas e
internas como la piel, el tracto gastrointestinal, la cavidad oral, el tracto respiratorio, el
tracto genitourinario y la conjuntiva (Sender et al., 2016). Sin embargo, la mayor parte
de la microbiota humana reside en el colon, donde su densidad se estima entre 10" a
10'? células por mililitro, lo que representa uno de los habitats microbianos mas
densamente poblados (Ley, Turnbaugh, et al., 2006). A pesar de que en la literatura, la
mayoria de las declaraciones se inclinan hacia que la microbiota que habita en el
organismo es diez veces mas abundante que las células somaticas humanas, se ha
reconocido que este numero esta subestimado, por lo que unarazén de 1:1 es mucho
mas probable (Sender et al., 2016). En cuanto al microbioma, éste se reconoce como el
conjunto de genes de los microorganismos que habitan un entorno definido, aunque una
definicion mas general afirma que es “el habitat entero, incluidos los microorganismos,
sus genes y las condiciones ambientales exteriores” (Gut Microbiota for Health, 2020).

La microbiota intestinal humana esta.compuesta por microorganismos comensales
residentes y transitorios (Nava & Stappenbeck, 2011). En este contexto, solo un nimero
relativamente pequefo de patdgenos. oportunistas se consideran miembros de la
microbiota intestinal y solo se convierten en una amenaza para la salud del hospedero,
cuando se altera el ecosistema intestinal (Milani et al., 2017). La composicién de la
microbiota gastrointestinal puede verse afectada por una serie de factores ambientales,
como el pH, los niveles de oxigeno, el estado redox, la disponibilidad de nutrimentos, la
actividad del agua y la temperatura, lo que permite que una diversidad de poblaciones

prospere y ejerzan diferentes funciones (Milani et al., 2017).

Adoi

El primer paso en el entendimiento de la ecologia microbiana humana es la
caracterizacion de las primeras poblaciones bacterianas que se establecen en el
neonato. La colonizacién del tracto gastrointestinal del bebé se establece durante los
primeros dias de vida y esta dada principalmente por los microorganismos provenientes
de la madre y del ambiente que lo rodea (Penders et al., 2007).

Microbiota materna: El embarazo produce una serie de cambios a nivel

hormonal, inmunolégico y metabdlico (Koren et al., 2012). Recientemente se ha
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identificado que durante el embarazo también hay cambios en la microbiota vaginal de
la madre, los cuales son de particular relevancia dada su responsabilidad en la
transmisién vertical de microorganismos durante el nacimiento (Mueller, Bakacs,
Combellick, Grigoryan, & Dominguez-Bello, 2015a). La vagina es un ecosistema
dominado por relativamente pocas especies bacterianas y los Lactobacillus constituyen
mas del 50% de estas (Ravel et al.,, 2011). Un aumento en la abundancia de este
género bacteriano durante el curso de la gestacion, ayuda a mantener un_pH bajo
mediante la produccion de acido lactico, peréxido de hidrogeno y bacteriocinas que
ayudan limitando la diversidad bacteriana. De esta manera, se previene la proliferacion
de patégenos y se evita el asenso de bacterias al utero que podrian infectar el liquido
amnidtico, la placenta y el feto (Mueller et al., 2015; Romero et al.; 2014)

Colonizacion bacteriana del neonato: Al nacer, el bebé pasa a través del
canal vaginal, el cual estd densamente poblado por microorganismos. A pesar de que
estudios han encontrado que existe presencia de bacterias en la placenta y el meconio
(Aagaard et al., 2014), aun no se sabe si estas bacterias permanecen viables, si su
presencia en el liguido amnidtico es un indicador de una infecciéon subclinica o si la
deteccién de las mismas obedece a una.contaminacion en el momento de la toma de la
muestra (Mueller et al., 2015a), de manera que la colonizacion del feto durante la vida
intrauterina aun se discute (Wassenaar & Panigrahi, 2014). Es por esto, que el contacto
con la microbiota vaginal durante el nacimiento, sigue considerandose como el primero
y mas importante in6culo al que se ve sometido el bebé (Dominguez-Bello et al., 2011).

Inmediatamente después del parto vaginal, las poblaciones microbianas del bebé
se asemejan mucho a las de la vagina de su madre, con predominio de Lactobacillus.
Debido a que las bacterias productoras de acido lactico dominan tanto en la vagina
como en la leche de la madre, la floracion inicial de Lactobacillus en el tracto
gastrointestinal del bebé no puede considerarse accidental. Los Lactobacillus
representan una comunidad pionera en humanos, en los que preparan el tracto
gastrointestinal para sucesiones microbianas posteriores hasta alcanzar la madurez
microbiana (Cho & Blaser, 2012).

Por otra parte, los bebés nacidos por cesarea poseen comunidades bacterianas
gue se asemejan a las encontradas en la piel, por lo que se pueden encontrar especies
de Staphylococcus, Corynebacterium 'y Propionibacterium. Adicionalmente, la

colonizacién bacteriana es provista por el ambiente y el personal hospitalario
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(Bezirtzoglou, 1997). La falta del primer in6culo materno afecta el desarrollo bacteriano
del tracto gastrointestinal del bebé y podria suponer un aumento en la susceptibilidad a
ciertos patégenos (Dominguez-Bello et al., 2011). También cabe sefialar que los bebés
nacidos por cesarea requieren de estar en hospitalizacibn mas tiempo y reciben
antibioticos mas frecuentemente que los bebés que nacen via vaginal, lo que también
determina la composicidon de su microbiota (Penders et al., 2007). Estas diferencias en
el desarrollo de la microbiota podrian tener importantes implicaciones en el desarrollo y
la salud en la infancia, como por ejemplo contribuir al riesgo de enfermedades atopicas,
alergias y asma (Dominguez-Bello et al., 2011), asi como con un aumento en el riesgo
de enfermedad celiaca, diabetes tipo 1 y obesidad (Mueller et al., 2015b).

Composicion de la microbiota del bebé: Los neonatos tienen una comunidad
bacteriana con relativamente pocas especies y linajes (Dominguez-Bello et al., 2011). A
pesar de que es muy dificil definir una microbiota intestinal “normal”, el patrén clasico de
desarrollo de ésta supone la colonizacién temprana por parte de anaerobios facultativos
tales como Escherichia coli y otros tipos de Enterobacteriaceae. Cuando estas bacterias
consumen todo el oxigeno disponible  dentro de los primeros dias, el tracto
gastrointestinal se convierte en un ambiente anaerobio que favorece el desarrollo de
bacterias anaerobias estrictas tales como Bifidobacterium, Clostridium y Bactroides y en
menor medida Ruminococcus (Matamoros et al., 2013). Conforme pasan los meses, la
diversidad aumenta, posiblemente por la incorporacion de nuevas bacterias
provenientes de exposicion al ambiente y también debido al crecimiento del tracto
gastrointestinal, el cual provee distintos nichos para una mayor diversidad de bacterias
(Dominguez-Bello et al., 2011), de manera que cuando el nifilo cumple 3 afos, su
microbiota tiene una composicion muy similar a la de un adulto (Matamoros et al.,
2013).

2.2. ESTRUCTURA DE LA MICROBIOTA INESTINAL

Una vez establecida la microbiota a los 3 afios, esta permanece parcialmente
estable en el adulto, ya que aproximadamente el 75% de la microbiota intestinal persiste
durante al menos 1 afio (Faith et al., 2013), mientras que se ha documentado que al

menos el 60% de todas las cepas bacterianas dentro de un individuo persistieron
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durante 5 afos (Dethlefsen & Relman, 2011). Existen varios factores que determinan la
composicion de la microbiota, entre ellos, la biogeografia de los habitas bacterianos a lo
largo del intestino que influye directamente en la colonizacién de los principales grupos
bacterianos de la microbiota (Donaldson et al., 2016). Variaciones fisiologicas a lo largo
del intestino delgado y el colon como los gradientes quimicos y de nutrimentos, asi
como la actividad inmunitaria compartimentada del huésped, influyen en la composicion
de las comunidades bacterianas. Es importante sefalar que, la composicion de la
microbiota se conserva extensamente a niveles taxondmicos altos, pero la variacién
aumenta a niveles taxonémicos progresivamente mas bajos (Cho & Blaser, 2012).

Intestino delgado. Dentro de sus caracteristicas se encuentran: un ambiante mas
acido, niveles de oxigeno mas altos y compuestos antimicrobianos-mas abundantes en
comparacion con el colon. Por esta razén, el intestino delgado estd dominado por
anaerobios facultativos de rapido crecimiento que toleran los efectos combinados de los
acidos biliares y los antimicrobianos. Al mismo tiempo compiten eficazmente con el
huésped y otras bacterias por los carbohidratos simples provenientes de la dieta. En
esta region del intestino, el exceso de &cidos biliares generalmente estimula el
crecimiento de Firmicutes e inhibe el crecimiento de Bacteroidetes. En ratones, el
intestino delgado alberga gran abundancia de familias bacterianas Enterobacteriaceae y
Lactobacillaceae, como se muestra en la Figura 1 (Donaldson et al., 2016).

Colon. Como se ha mencionado anteriormente, el colon es el sitio anatémico con
mayor abundancia de _microorganismos. Aqui las bacterias responsables de la
degradacion de la fibra. que resistente a la digestion son mas abundantes. Las
concentraciones mas bajas de antimicrobianos, el tiempo de transito mas lento y la falta
de fuentes de carbono simples facilitan el crecimiento de anaerobios fermentativos, en
particular ‘Bacteroidaceae y Clostridia. En el raton, el ciego esta abundatemente
colonizado por las familias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae, mientras que en el
colon se encuentran las familias Bacteroidaceae y Prevotellaceae como se muestra en
la Figura 1 (Donaldson et al., 2016).
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Figura 1. Microhabitats de tracto gastroinestinal del humano. Se muestran las
diferencias entre las diferentes porciones del intestino y las poblaciones bacterianas
asociadas a la mucosa y las presentes en la digesta (Donaldson et al., 2016).

En el colon, los microorganismos no estan distribuidos de manera aleatoria. Toda
la pared del colon se pliega sobre si misma creando compartimentos entre los pliegues
los cuales son distintos a los compartimento luminal central (digesta). Estudios sobre
organizacién espacial de la microbiota intestinal sefalan la existencia de microbiota
autéctona (residente) y microbiota aldctona (transitoria). Se ha propuesto que las
bacterias residentes estan estrechamente asociados con la mucosa intestinal quizas en
asociacion con el moco que recubre el epitelio intestinal, mientras que las bacterias
transitorias se encuentran en la luz intestinal como parte del flujo fecal (Nava &
Stappenbeck, 2011). La microbiota asociada a la mucosa esta altamente enriquecida en
las familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae. Mientras que en la regién de la
digesta, se encuentran las familias Bacteroidaceae, Enterococcaceae vy
Lactobacillaceae como se muestra en la Figura 1 (Nava et al, 2011b). La
secuenciacion del gen ARNr 16s obtenido de muestras fecales ha revelado que hay al

menos siete familias de bacterias que son representativas del intestino humano. Dentro
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los Bacteroidetes: Bacteroidaceae, Prevotellaceae y Porphyromonadaceae, y entre los
Firmicutes: Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Lactobacillaceae y Enterococcaceae.
El 95% de todas las bacterias del inestino humano pueden clasificarse dentro de estas

siete familias (Lloyd-Price et al., 2016; Rajilic-Stojanovi¢ & de Vos, 2014).

En 1881, Robert Koch comenz6 a cultivar microorganismos en placas para
identificarlos y caracterizar sus propiedades bioquimicas y fisiolégicas. Los métodos
basados en cultivo limitan mucho el estudio de la microbiota ya que detectan solo entre
el 30 y el 50% de las bacterias que habitan en el intestino. Con la llegada de la
secuenciacion de Sanger en 1970, Carl Woese y sus colaboradores utilizaron al gen
16s rRNA para investigar los taxones bacterianos y su filogenia basandose en
secuencias conservadas de la region hipervariable (V1-V9). En los siguientes 30 afios,
se desarrollaron técnicas moleculares como la. DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis), TGGE (Temperature Gradient. Gel- Electrophoresis), SSCP (Single
Strand Conformation Polimorphism), T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length
Polimorphism) y la PCR cuantitativa (qQPCR) las cuales permitieron estudiar la
diversidad de la microbiota.

Secuenciacion: En 2005; se desarrolld la técnica de secuenciacion de alto
rendimiento (high-throughput. sequencing technique o next generation sequencing)
(Adak & Khan, 2019) con lo que se logré catalogar 9.8 millones de genes microbianos
no redundantes a partir de los datos metagendmicos de 1,267 muestras provenientes
de los proyectos MetaHIT (METAgenomics of the Human Intestinal Tract) y HMP
(Human Microbiome Project). Cada muestra consté de 750.000 genes de los cuales
300.000 genes eran similares en mas del 50% de los individuos (Li et al., 2014). El
Proyecto del Microbioma Humano (HMP) de los Institutos Nacionales de Salud de EE.
UU: (NIH) ha producido un conjunto de datos metagenémicos de ARN ribosémico 16S
de 2.3 terabytes de mas de 35 mil millones de lecturas. Estas fueron tomadas de 690
muestras de 300 sujetos de EE. UU., de 15 sitios anatdomicos con el fin de caracterizar
la microbiota “normal” de humanos sanos (Cho & Blaser, 2012). En los ultimos afios, la
secuenciacion de todo el genoma (Whole Genome Sequencing) a través de la
secuenciacion “shotgun” ha permitido identificar el metagenoma y confirmar tanto el

repertorio de genes filogenéticos como funcionales de la microbiota intestinal. Sin
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embargo, una de las limitaciones de los enfoques metagendmicos es que los datos del
microbioma no proporcionan informacién sobre si los genes se expresan 0 no en un
momento dado. Actualmente, se han desarrollando otros enfoques Omicos para
contrarrestar estas limitaciones, incluida la secuenciacion de todo el conjunto de ARN
microbiano, el analisis del contenido proteico general, asi como la medicion de los
metabolitos producidos por los microorganismos (Milani et al., 2017). En la Figura 2 se
muestran las diferencias entre ambas técnicas de secuenciacion, la basada en el gen

16s rRNA y la secuenciacion del genoma completo.
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Figura 2: Vision general de las dos estrategias de secuenciacién. Ambas técnicas
han sido utilizadas para la caracterizacion de la microbiota intestinal (Milani et al., 2017).

PCR cuantitativa: La qPCR proporciona un método simple y accesible para la
elaboracion de perfiles cuantitativos de la microbiota. El uso de datos de abundancia

relativa en la secuenciacion del 16S rRNA puede dar lugar a malas interpretaciones de
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la estructura de la comunidad microbiana, ya que el aumento de un taxén conduce a la
disminucion simultanea de otro (Figura 3). Actualmente se recomienda utilizar la gPCR
en paralelo con la secuenciacion, para de esta manera proporcionar una estimacion
precisa de la abundancia absoluta de los taxones y obtener una comprension completa
de la dinamica y las interacciones de la microbiota (Jian et al., 2020).

El uso de qPCR para el andlisis de la microbiota posee beneficios conceptuales
y practicos: es rentable y accesible, es aplicable a muestras que contienen una cantidad
sustancial de ADN del hospedero o no bacteriano y puede emplearse para estudiar
comunidades no bacterianas, como hongos . Ademas, estudios como el de Rinttild y
colaboradores han disefado y optimizado de un amplio conjunto de primers especificos
para grupos y especies dirigidos al 16s rRNA para una cuantificacion mas precisa de la
microbiota intestinal (Rinttila et al., 2004). Muchos de estos primers han sido utilizados
para evaluar cuantitativamente la estructura de la microbiota, asi como para evaluar el

efecto de tratamientos o el uso de probidticos (Carey et al., 2007)
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Figura 3. Comparacion de abundancias relativas y abundancias absolutas de la
microbiota. @ Se muesntran las abundancias estimadas de familias bacterianas
dominantes en 114 muestras fecales. El panel superior se muestran las abundancias
relativas basadas en la secuenciacion de amplicones 16s rRNA y los paneles inferiores
muestran las abundancias absolutas estimadas por qPCR (copias del gen 16S por 1 g
de heces)(Jian et al., 2020) .

Func

Microbiota fibrolitica: La microbiota intestinal ejerce funciones metabdlicas
esenciales para la digestion. El tracto gastroinestinal de los seres humanos digiere
aproximadamente el 85% de los carbohidratos. En el colon, la microbiota intestinal
capta entre el 10 y el 30% de la energia y el resto se excreta en las heces. Las fibras
dietéticas que incluyen lignina, polisacaridos sin almidén, almidon resistente (RS) y
oligosacaridos como fructooligosacaridos (FOS) y galactooligosacaridos (GOS), son

resistentes a la digestion por las enzimas digestivas del hospedero. Sin embargo, los
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microorganismos intestinales tienen una variedad de enzimas para la utilizacion de
estos diversos carbohidratos (Adak & Khan, 2019).

Los miembros de los phylum Bacteroidetes y Firmicutes tienen el mayor conjunto
de genes que codifican para la utilizacion de diferentes polisacaridos como fuentes de
carbono. La microbiota intestinal del colon fermenta todas las fibras dietéticas, lo que
resulta en liberacidon de gases (metano, hidrégeno y didxido de carbono), acidos grasos
de cadena corta (AGCC) como el formiato, acetato, propionato, butirato, valerato,
isovalerato y hexanoato, asi como pequefias cantidades de acidos organicos (lactato y
succinato) y alcoholes (metanol y etanol). Las principales productoras de AGCC son
Roseburia spp., Eubacterium rectale y Faecalibacterium prausnitzii, todos miembros de
las familias Lachnospiracea y Ruminococcaceae (Adak & Khan, -2019; Biddle et al.,
2013).
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Figura 4: Hidrdlisis de carbohidratos por la microbiota. La degradacién de
diversos tipos de carbohidratos por las familias Lachnospiraceae, Clostridiaceae y
Ruminococcaceae (Biddle et al., 2013).

Microbiota con funcion metabdlica: Dentro de los productos de la fermetacion
de la fibra, los AGCC ejercen funciones metabdlicas tanto locales como sistémicas. El
acetato, propionato y butirato estan presentes en el colon en una proporcion
aproximada de 3:1:1, respectivamente. La mayor parte del butirato es utilizado por los
colonocitos como fuente de energia, aunque también se la relacionado con una

reduccién del efecto de los metabolitos nocivos de los acidos biliares y los fenoles.
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Luego de su absorcion, los AGCC llegan al higado a través de la vena porta, donde el
acetato y el propionato se metabolizan y oxidan parcialmente o se utilizan como sustrato
en la gluconeogeénesis, la lipogénesis y la biosintesis del colesterol, mientras el butirato
sirve para la produccién de cuerpos ceténicos (Adak & Khan, 2019). Una pequena
proporcion de AGCC ingresa a la circulacion periférica donde se unen receptores
acoplados a proteinas G (GPR41 / 43) en diversos tejidos como el adiposo, muscular,
hepatico y pancreatico. Adicionalmente la produccién elevada de AGCC colénicos esta
relacionada con un aumento de la secrecion de péptido 1 similar al glucagén (GLP-1) y
péptido tirosina-tirosina (PYY) lo que afecta la saciedad y la homeostasis de la glucosa.
Se ha observado que los AGCC circulantes, pero no los fecales, estan relacionados con
las concentraciones de GLP-1, la activacion de la lipdlisis y-el aumento en la
sensibilidad a la insulina (Muller et al., 2019). Ademas, el acetato circulante podria ser
llegar al cerebro y regular la saciedad a través de un mecanismo homeostatico central.
Aun no esta claro si los efectos metabdlicos se explican principalmente por los efectos
directos de los AGCC o indirectamente a través de moléculas de sefalizacion derivadas
del intestino (Canfora et al., 2015). La Figura 5 muestra algunos de los efectos que

tienen los AGCC en los tejidos periféricos.
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Figura 5. Interconexion entre AGCC colbnicos y diversos érganos periféricos. Las
lineas continuas indican efectos directos de AGCC y las lineas discontinuas indican
efectos indirectos de AGCC (Canfora et al., 2015).
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Otra funcidon metabdlica importante supone la degradacién de proteinas no
digeridas que se descomponen en péptidos, aminoacidos y otros metabolitos a través
de peptidasas y proteasas bacterianas extracelulares. Los metabolitos resultantes
pueden clasificarse en compuestos neuroactivos (6xido nitrico, triptamina y
fenetilamina), metabolitos azufrados (surfuro de hidrégeno), compuestos aromaticos
(fenol, p-cresol e indol), poliaminas (espermina, espermidina y cadaverina), AGCC
(isobutirato, 2-metilbutirato e isovalerato derivados aminoacidos de cadena ramificada)
y amoniaco. Las bacterias fermentadoras de amino acidos mas abundantes del intestino
delgado humano son Bacteroides, Clostridium, Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus y
Proteobacteria (Adak & Khan, 2019; Neis et al., 2015).

La microbiota también tiene funciones sobre el metabolismo-de las sales biliares
y el colesterol. Los acidos biliares sintetizados en el higado 'y conjugados con glicina y
taurina para formar sales, se secretan en el duodeno donde facilitan la digestién de los
lipidos. También sirven como fuente de excrecidon.de colesterol, asi como para prevenir
el sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (Pereira-Fantini et al., 2014). Las
sales biliares conjugadas se reabsorben en un 95% de el ileon distal. Las sales biliares
no absorbida se desconjuga por la accién de una hidrolasa de la microbiota intestinal y
para producir acido desoxicolico, acido ursodesoxicolico y acido litocdélico. Estos acidos
biliares secundarios se absorben pasivamente en el colon y se transportan de regreso al
higado a través de la circulacion enterohepatica y el resto se excreta a través de las
heces (Adak & Khan, 2019). Las bacterias de los géneros Bacteroides, Eubacterium y
Clostridium (Clusters-XIVa y Xl), Lactobacilli, Bifidobacteria y una fraccion menor de
bacterias aerobias como Actinobacteria 'y Proteobacteria, desconjugan y deshidroxilan a
las sales biliares lo que las hace menos hidrofébicas y limita su reabsorcion. Los acidos
biliares_ al ser excretados deben ser reemplazados y debido a que se requiere de
colesterol para su sintesis, este proceso afecta los niveles de colesterol en sangre
(Conterno et al., 2011; Kumar et al., 2012). Ademas, los acidos biliares tienen efectos
antimicrobianos directos sobre las bacterias intestinales, asi como efectos indirectos a
través de receptor X farnesoide (FXR) el cual induce péptidos antimicrobianos y regula
la respuesta inmune (Fiorucci & Distrutti, 2015).

Otra funcién metabdlica asociada a la microbiota es la transformacién de colina
en trimetilamina (TMA), la cual es converitida en N-6xido trimetilamina (TMAO) por las

flavin monooxigenasas del higado. El TMAO exacerba la sefalizacion de la insulina
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hepatica, la tolerancia a la glucosa, promueve la inflamacién del tejido adiposo, la
aterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares. Se ha identificado ocho bacterias
intestinales: C. sporogenes, Anaerococcusrogenalis, Providencia rettgeri, C.
asparagiforme, C. hathewayi, E. fergusonii, Proteus penneri y Edwardsiella tarda, como
productoras de TMA producto de una dieta rica en colina (Adak & Khan, 2019)..

Microbiota protectora: Uno de los beneficios que ofrece la microbiota al
hospedero es la resistencia a la colonizacion contra patdégenos. Las especies
bacterianas invasoras no pueden colonizar el intestino porque no pueden desplazar a
las especies autdoctonas que se han establecido. Se ha teorizado que la capacidad de
una especie bacteriana para colonizar el intestino esta determinada por su capacidad
para utilizar un nutriente limitante especifico. Asimismo, para-acceder al epitelio, los
patdgenos deben enfrentarse a la barrera mucosa y al sistema inmunoldgico. Las
bacterias se adhieren al moco y las superficies epiteliales mediante el despliegue de
proteinas de la membrana externa, capsulas, lectinas, adhesinas y fimbrias (también
llamadas pili de unidén). La microbiota benéfica también se adhieren a regiones
particulares del epitelio y de esta manera puede excluir patégenos adherentes al ocupar
sitios de unidn limitados. Los miembros de la familia Lactobacillaceae se han convertido
en sistemas modelo para estudiar la adhesion de los comensales. En particular, se sabe
que las proteinas de union exclusivas de Lactobacillaceae estan involucradas tanto en
la adherencia como en la -agregacion. Otros medios de unién para las bacterias
comensales involucran mecanismos que se conservan en patégenos, como los pili
adhesivos de Lactobacillus rhamnosus. También se pueden encontrar mecanismos
analogos en especies no relacionadas como Bifidobacterium bifidum, que usa pili para
unirse a proteinas de la matriz extracelular, contribuyendo asi a la agregacion
bacteriana. De esta forma, que tanto patégenos como comensales emplean las mismas
estrategias para la colonizacion (Donaldson et al., 2016)

Microbiota inmunomoduladora: La microbiota intestinal interactua
directamente con el sistema inmunoldgico intestinal y sistémico. La primera linea de
defensa del sistema inmunoldgico, incluye al tejdo linfoide asociado al intestino (GALT)
y las placas de Peyer. En primera instancia un conjunto de mecanismos inmunes limitan
el contacto directo de comensales con la superficie de las células epiteliales. Una
segunda capa de inmunidad detecta y mata rapidamente las bacterias sin penetrar en el

tejido intestinal. Un tercer conjunto de respuestas inmunes localizadas dentro de la
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mucosa evita activar el sistema inmunolégico sistémico (Adak & Khan, 2019).

Para persistir en el intestino, la microbiota comensal que se asocian intimamente
con el tejido del huésped deben ser toleradas por el sistema inmunoldgico. La mucosa
contiene grandes cantidades de inmunoglobulina A secretora (slgA) que interactua con
la microbiota. La unidn de slgA a bacterias comensales puede contribuir a la formacion
de biopeliculas en las mucosas que sirven como barrera para la adhesion de
patdégenos. Ademas, se cree que la generacion de otros anticuerpos por parte del
sistema inmune pueden representar una estrategia conservada evolutivamente utilizada
por el huésped para detectar especies bacterianas autéctonas. Sin embargo, el sistema
inmunolégico no estd "programado" para discriminar entre varias clases de
microorganismos, sino que especies especificas se han adaptado-para promover su
propia tolerancia inmunolégica (Donaldson et al., 2016).

Algunos ejemplos de microorganismos Inmunomoduladores son: Bacteroides
fragilis, la cual contiene en su capsula el polisacarido A (PSA) el cual envia senales a
través una célula dendritica para estimular la.produccion de interleucina-10 (IL-10) por
parte de los linfocitos T reguladores (Round & Mazmanian, 2010). De manera similar,
los exopolisacaridos de Bifidobacterium_breve promueven la tolerancia inmunoldgica al
disminuir la produccion de citocinas proinflamatorias y prevenir la respuesta de los
linfocitos B (Fanning et al., 2012). Existen ademas varias sefiales no especificas que
promueven la tolerancia hacia microorganismos beneficiosos. Los AGCC como el
butirato, propionato y acetato estimulan el desarrollo de células T reguladoras, por lo
que la ganeracion de AGCC podria ser una forma mas general para que el sistema
inmunolégico reconozca las bacterias beneficiosas. El moco es otra senal
antiinflamatoria inespecifica. Cuando la mucina (MUC2) es captada por células
dendriticas, se inhibe la expresién de senales proinflamatorias, lo que aumenta la
posibilidad de que los degradadores de mucina autdctonos induzcan la tolerancia del
hospedero (Donaldson et al., 2016).

Microbiota muconutritiva: Algunos componentes de la microbiota intestinal
mantiene en buenas condiciones la capa de moco que recubre el epitelio intestinal. La
capa de moco consiste en glicoproteinas de mucina secretada por las células
caliciformes (células Gobblet) que generan una capa viscosa similar a un gel en el
epitelio intestinal, el cual protege de la unidon de microorganismos directamente al

epitelio. Esta capa de moco tiene aproximadamente 150 ym de espesor y forma dos
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estratos estructuralmente distintos de sialomucinas y sulfomucinas. La mucina sulfatada
acida esta proxima al epitelio y es menos degradable por las glucosidasas bacterianas y
las proteasas del hospedero. La mucina acida evita la adherencia directa de los
comensales a las células epiteliales del colon. La mucina no solo actia como barrera,
sino que también proporciona una fuente directa de carbohidratos y péptidos para los
comensales. Por ejemplo, Bacteroides thetaiotaomicron produce multiples fucosidasas
que escinden la fucosa de los glucanos y activan a las células Gobblet para estimular la
secrecion de mucina (Adak & Khan, 2019). Cuando B. thetaiotaomicron se asocié con
Faecalibacterium prausnitzii, un consumidor de acetato y un productor de butirato, los
efectos sobre las células Gobblet y la glucosilaciéon de la mucina disminuyeron. Estas
dos bacterias al ser metabdlicamente complementarias, modulan-la barrera mucosa
intestinal mediante la modificacion de las células Gobblet y ‘la glucosilacion de las
mucinas. El equilibrio entre estas dos bacterias comensales es importante para el
mantenimiento de la homeostasis epitelial colonica (Wrzosek et al., 2013).

Adicionalmente, otras bacterias como Akkermansia muciniphila, una bacteria del
filo Verrucomicrobia que degrada las mucinas y. utiliza estas como fuente de nitrégeno y
carbono, se ha correlacionado inversamente con varios estados de enfermedad como
diabetes, obesidad y sindrome metabdlico (Geerlings et al., 2018; Y. Xu et al., 2020),
mientras que Lactobacillus reuteri ha mostrado aumentar el grosor de la capa interna de
moco en ratones con colitis. Se'ha observado un efecto similar en ratas después de la
aplicacion de Bifidobacterium pseudolongum. Es posible que distintos componentes
metabdlicos o estructurales de cepas especificas de Bifidobacterium y Lactobacillus
también prevengan enfermedades intestinales al modular la funcién de la capa de moco
(Schroeder, 2019).

Por otra parte varios patdégenos han desarrollado estrategias especificas para
penetrar el moco con el fin de obtener acceso a la superficie de las células epiteliales.
Por ejemplo, Helicobacter pylori usa ureasa para aumentar el pH en su microambiente
inmediato, lo que a su vez reduce la viscosidad del moco permitiendo que el organismo
se impulse a través de la capa de moco que recubre la pared del estdmago (Hooper &
Macpherson, 2010).
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Figura 6. Mecanismos inmunes que limitan la interaccién de microorganismos
con el epitelio intestinal (Hooper & Macpherson, 2010).

2.3. INFLUENCIA DE LA DIETA EN LA MICROBIOTA

ncla €

Luego del nacimiento, los bebés tienen multiples fuentes de exposicidon a
microorganismos. La infancia es un periodo caracterizado por una rapida colonizacion
por grupos de microorganismos que cambian en respuesta a eventos como la
enfermedad o cambios en la dieta. Esta plasticidad microbiana provee una adaptacion
eficiente al cambioen las circunstancias del desarrollo del bebé. La dieta es uno de los
factores mas. importantes que determinan la diversidad microbiana del tracto
gastrointestinal (Dominguez-Bello et al., 2011). La leche materna promueve la
colonizacién y maduracion de la microbiota intestinal y esta dominada por unos cuantos
géneros bacterianos (Staphylococcus, Streptococcus, Serratia y Corynebacterium)
(Hunt et al., 2011). Especies de Bifidobacterium y Lactobacillus también se encuentran
en la leche maternal y se transfieren a la microbiota intestinal del neonato (Mueller et al.,
2015a). Los bebés alimentados con leche maternal tienen una microbiota menos
diversa que los alimentados con formula (Bezirtzoglou, 1997), sin embargo el origen de
estos microorganismos y la compleja dinamica de su transmisiéon aun no ha sido

determinada. Lo que si es mas claro es la influencia que tienen los oligosacaridos
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prebidticos contenidos en la leche humana, los cuales promueven el crecimiento de
comunidades especificas como los pertenecientes al género Bifidobacterium, las cuales

son importantes para la inhibicion de patégenos (Mueller et al., 2015a).

Uno de los ultimos acontecimientos importantes en la vida temprana que afecta el
desarrollo microbiano es la introduccion de alimentos sélidos. Si bien la leche materna
mantiene la microbiota con una baja diversidad y predominio de Bifidobacterium, la
introduccion de alimentos solidos y el cese de la lactancia aumenta las bacterias
residentes (Dong & Gupta, 2019). Un estudio realizado con 330 niflos de entre 9 y 36
meses de edad mostr6 que las familias Lactobacillaceae, - Bifidobacteriaceae,
Enterococcaceae y Enterobacteriaceae disminuyeron, mientras que Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae y Bacteroidaceae aumentaron durante el periodo de introduccién de
alimentos sélidos (Bergstrom et al., 2014). Estos cambios asociados al conusmo de
nuevos alimentos se da princialemente por la.necesidad de una comunidad microbiana
que este mejor equipada para extraer energia'y procesar una dieta que ya no depende
de la leche y que evoluciona a una microbiota mucho mas sililar a la de un adulto.

el

La estrecha relacion entre la dieta, la microbiota intestinal y la salud sugiere que
posiblemente podamos mejorar nuestra salud cambiando nuestra dieta. Los estudios
que involucran la ingesta de un componente dietético especifico demuestran como
ciertas bacterias tienden a responder a nutrimentos determinados. Las proteinas, las
grasas, los carbohidratos digeribles y no digeribles, los probidticos y los polifenoles
inducen cambios en la microbiota con efectos secundarios sobre los marcadores
inmunolégicos y metabdlicos del hospedero.

Proteinas. Los efectos de la proteina de la dieta sobre la microbiota intestinal se
describieron por primera vez en 1977, cuando se encontré que los recuentos de
Bifidobacterium adolescentis eran mas bajos y los de Bacteroides y Clostridia mas altos
en sujetos que consumian una dieta alta en carne en comparacién con sujetos que
consumian una dieta sin carne. La mayoria de los estudios ha observado que el
consumo de proteinas se correlaciona positivamente con la diversidad microbiana

general (Cotillard et al., 2013; David et al., 2014). Por ejemplo, se ha informado que el
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consumo de suero de leche y de un extracto de proteina de chicharo aumenta la
abundancia de Bifidobacterium y Lactobacillus. También se ha observado que la
proteina de chicharo aumenta los niveles intestinales de AGCC, que se consideran
antiinflamatorios e importantes para el mantenimiento de la barrera mucosa. Por el
contrario, se observd que las bacterias anaerobias tolerantes a la bilis, como
Bacterioides, Alistipes y Bilophila, aumentaban con el consumo de proteinas de origen
animal (Singh et al., 2017).

Un estudio realizado en nifios italianos, que consumian mas proteina animal que
aquellos de un poblado en Africa, mostraron mayores abundancias de Bacteroides.
También se observé que habia menor cantidad de AGCC fecales en los nifios italianos
que consumieron una dieta rica en proteinas (De Filippo et al.,72010).Tras el consumo
de proteinas, varios géneros microbianos se han asociado a niveles elevados de N-
6xido de trimetilamina (TMAO), un compuesto proaterogénico que aumenta el riesgo de
enfermedad cardiovascular. Por otra parte, estudios con ratones han revelado que la
ingesta alta de proteinas aumenta los niveles del factor de crecimiento similar a la
insulina 1 (IGF-1), los cuales se asocian un mayor riesgo de cancer, diabetes y
mortalidad general (Singh et al., 2017). En la Figura 7 se muestra el efecto diferencial

sobre la microbiota entre el consumo de proteina animal y vegetal.
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Figura 7. Impacto de la proteina animal y vegetal sobre la microbiota intestinal y
sus metabolitos (Singh et al., 2017).

Grasas. La dieta occidental tipica es rica en grasas saturadas y trans y baja en

grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas, por lo que predispone a los consumidores
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habituales a muchos problemas de salud. Se han sugerido que una dieta rica en grasas
aumenta la microbiota anaerdbica total y los recuentos de Bacteroides (Wu et al., 2011).
Por otra parte de una dieta baja en grasas condujo a un aumento de la abundancia fecal
de Bifidobacterium con reducciones concomitantes de la glucosa en ayunas y el
colesterol total. Los diferentes tipos de grasas tienen efectos diferentes sobre la
microbiota y la funcién intestinal. Las dietas occidentales, caracterizadas por una alta
proporcion de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) omega-6: omega-3, suministran
altas cantidades de precursores endocannabinoides como el acido linoleico y el acido
araquiddénico que pueden aumentar el tono del sistema endocannabinoide asociado con
la obesidad. La suplementacién AGPI omega-3 como el acido docosahexaenoico (DHA)
se asocia con la reduccion de los niveles de endocannabinoides -derivados del acido
araquidonico como N-araquidonoiletanolamina (AEA) y 2-araquidonoilglicerol (2-AG). El
sistema endocannabinoide tiene la funcién de controlar la funcion de barrera intestinal,
la permeabilidad intestinal y la endotoxemia metabdlica en condiciones de obesidad y
diabetes, esto a través de un mecanismo dependiente del receptor cannabinoide 1
(CB1), ya que los antagonistas de CB1 disminuyen la permeabilidad intestinal y actuan

como 'guardianes' manteniendo la integridad intestinal (Patrice D. Cani et al., 2016).
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Figura 8. Impacto de diferentes tipos de grasa sobre la composicion y las
funciones de la microbiota intestinal. (Singh et al., 2017).

Los estudios con ratones también han comparado los efectos diferenciales de
varios lipidos en la microflora intestinal. Una comparacion entre una dieta alta en grasa

basada en manteca de cerdo y otra alta en grasa pero con aceite de pescado reveld
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que Bacteroides y Bilophila aumentaron en ratones alimentados con manteca, mientras
que Bifidobacterium, bacterias acido lacticas (Lactobacillus y Streptococcus) vy
Akkermansia muciniphila aumentaron en ratones alimentados con aceite de pescado
(Figura 8). Ademas, los ratones alimentados con manteca de cerdo tenian una mayor
activacioén sistémica del receptor tipo Toll (TLR), mayor inflamacién del tejido adiposo
blanco y alteracion en la sensibilidad a la insulina en comparacion con los ratones que
consumian aceite de pescado (Caesar et al., 2015).

Carbohidratos. Los carbohidratos son posiblemente el componente  dietético
mejor estudiado por su capacidad para modificar la microbiota intestinal. Los
carbohidratos existen en dos variedades: digeribles y no digeribles. Los sujetos
humanos alimentados con altos niveles de glucosa, fructosa y sacarosa presentan
mayor abundancia relativa de Bifidobacterium, con una reduccion de Bacteroides (Singh
et al., 2017). A diferencia de los carbohidratos digeribles; los carbohidratos no digeribles
son fermentados por microorganismos residentes y pueden modificar el entorno
intestinal. Esta propiedad de las fibras justifica su designacion adicional como
prebioticos, que por definicion son componentes dietéticos no digeribles que benefician
la salud del huésped mediante la estimulacion selectiva del crecimiento y / o actividad
de ciertos microorganismos. Las fuentes de prebidticos incluyen: soya, inulinas, trigo y
cebada sin refinar, avena cruda y oligosacaridos no digeribles como fructanos,
polidextrosa, fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS),
xilooligosacaridos (XOS) y arabinooligosacaridos (AOS). Se ha demostrado que una
dieta baja en estas sustancias reduce la abundancia bacteriana total. Con respecto a
sus efectos sobre géneros bacterianos especificos, muchos estudios sugieren que una
dieta rica en. carbohidratos no digeribles aumenta de manera mas consistente a
Bifidobacterium y a bacterias acido lacticas. Otros carbohidratos no digeribles, como el
almidén resistente y la cebada de grano entero, también parecen aumentar la
abundancia de Ruminococcus, E. rectale y Roseburia. Ademas, se ha observado que
los prebidticos basados en FOS, polidextrosa y AOS reducen las especies de

Clostridium y Enterococcus (Singh et al., 2017).

Existen varios patrones de dieta, siendo las mas pupulares la onmivora, la
vegetariana, la vegana, la occidental y la mediterranea. Todas estas dietas han

mostrado tener efectos moduladores sobre la microbiota intestinal (Wu et al., 2011).
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Dieta Occidental. La también llamada dieta estadounidense estandar se
caracteriza por un alto contenido de grasas, azucar, alto consumo de carne roja y
procesada, altos niveles de granos refinados y bajo consumo de fibra (Turnbaugh et al.,
2009). Muchos estudios han relacionado la dieta occidental a la inflamacion, la diabetes,
los riesgos cardiovasculares, la obesidad y el sindrome metabdlico. En comparacién
con otras dietas, la microbiota en una dieta occidental se caracteriza por una diversidad
microbiana y riqueza de especies significativamente menor. La composicion microbiana
se caracteriza por una sobreabundancia de Firmicutes y una disminucion de
Bacteroidetes (Ley et al., 2005). A nivel de género, una dieta occidental muestra una
disminuciéon en Bifidobacteriuma y Lactobacillus, mientras que es—abundante en
Enterobacteria (Singh et al.,, 2017). La dieta occidental se ha relacionado con un
aumento de la endotoxemia derivada del alto consumo de grasas saturadas, lo cual a su
vez disminuye la funcion de la barrera intestinal y aumenta los niveles de
lipopolisacaridos en sangre y las senales inflamatorias (Cani, Neyrinck, et al., 2007)
También debido al alto consumo de alimentos de origen animal se favorece la
generacion de metabolitos como el TMAO que aumentan el riesgo cardivascular (Singh
etal., 2017).

Dieta Vegetariana / Vegana. La diferencia en la composicién de la microbiota
intestinal entre las personas que siguen dietas veganas o vegetarianas y las que siguen
dietas omnivoras esta bien. documentada. Una dieta basada en plantas parece ser
beneficiosa para la salud humana al promover el desarrollo de sistemas microbianos
mas diversos y estables. El alto consumo de fibra aumentan la cantidad de bacterias
de acido lacticas, asi como Ruminococcus, E. rectale y Roseburia, y reduce la
abundancia de Clostridium y Enterococcus. El consumo de polifenoles es también una
caracteristica de este tipo de dietas, y su consumo se ha asociado a mayor abundancia
de Bifidobacterium y Lactobacillus, los cuales proporcionan efecto protectores (anti-
patdgenos), antiinflamatorios y proteccién cardiovascular. La ingesta alta de fibra
también aumenta la produccion de AGCC de cuyos beneficios se ha hablado en
secciones anteriores. En general las dietas basadas en plantas fomentan el desarrollo
de microbiota benéfica y con gran funcion metabdlica que favorece la salud del

hospedero (Tomova et al., 2019).
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Dieta Mediterranea. Este tipo de dieta se considera sana y equilibrada. Se
distingue por ser rica en acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados, altos niveles
de polifenoles y otros antioxidantes, alta ingesta de fibra y otros carbohidratos de bajo
indice glucémico, y mayor ingesta de proteina vegetal que animal. La dieta se
caracteriza por incluir: aceite de oliva, frutas variadas, verduras, cereales, leguminosas
y nueces; un consumo moderado de pescado, aves y vino tinto; y una menor ingesta de
productos lacteos, carnes rojas, carnes procesadas y dulces . Existen dos mecanismos
por los que el consumo de una dieta mediterranea puede contribuir a mejorar la salud
metabdlica: el primero es a través de la modulacion de la microbiota gastrointestinal y el
segundo es mediante la reduccidn de la endotoxemia metabdlica. Se ha propuesto que
la endotoxemia metabdlica (aumento los niveles circulantes -de lipopolisacarido
bacteriano), es una causa de inflamacion durante la disfuncién metabdlica. Las dietas
altas en grasas saturadas y bajas en fibra contribuyen a la endotoxemia metabdlica a
través de varios mecanismos, que incluyen cambios en el microbioma gastrointestinal y
los productos finales de la fermentacién bacteriana, cambios en la fisiologia intestinal,
asi como cambios en funciéon de barrera yla circulaciéon enterohepatica de acidos
biliares (Bailey & Holscher, 2018; Caesar et al., 2015; Patrice D. Cani et al., 2016). Es
por esto que la dieta mediterranea, rica en grasas insaturadas y fibra, puede ser una
estrategia dietética para reducir la endotoxemia metabdlica, promoviendo también
posiblemente una mejora en la obesidad, el perfil lipidico y la inflamacion. Algunos
cambios observados con el consumo de esta dieta es el aumento en Lactobacillus,

Bifidobacterium y Prevotella y disminucion en Clostridium (Singh et al., 2017).

o

Debido a la gran variabilidad que hay entre la composicién de la microbiota, el
concepto de enterotipo podria ser mas adecuado para la identificacion de patrones
relacionados a enfermedades o dietas. Los enterotipos se basan en una asociacion de
géneros y especies especificos (Shen y col. 2013). Se han identificado tres enterotipos
diferentes con base en las variaciones de los niveles de: Bacteroides, Prevotella y
Ruminococcus (Clarke y col. 2012). El primero tiene predominancia del género
Prevotella (considerado principalmente antiinflamatorio), el segundo presenta mayor
abundancia del género Bacteroides (posiblemente relacionado con un mayor riesgo de
sindrome metabdlico) y el tercero esta dominado por el género Ruminococcus (cuya

importancia bioldgica aun se discute) (Robles-Alonso y Guarner, 2013).
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Prevotella. Es un género que parece estar significativamente asociado a una
dieta vegana. En el estudio De Filippo y colaboradores, Prevotella estuvo presente
exclusivamente en los nifios de Burkina Faso que consumian una dieta baja en grasas y
proteinas animales y rica en almidén, fibra y proteina vegetal, en comparacién con los
nifos que vivian en ltalia que consumian una dieta occidental (De Filippo et al., 2010).
Cuando se analizé la abundancia de Prevotella en vegetarianos tailandeses frente a no
vegetarianos, se encontré que los vegetarianos tenian cantidades significativamente

mas de este género (Tomova et al., 2019).

Bacteroides. Es otro enterotipo y género principal dentro de los Bacteroidetes
qgue se ha correlacionado positivamente con dietas ricas en proteinas animales y grasas
saturadas (Albenberg y Wu, 2014). Esto probablemente se deba a su capacidad para
tolerar a los acidos biliares, presentes comunmente en_los. entornos intestinales de
quienes consumen productos animales. Se compard a nifios en los Estados Unidos que
consumian una dieta occidental con nifios en Bangladesh que consumian una dieta
basada en plantas y se encontré que Bacteroides fue el género principal en la
microbiota infantil de los EE. UU. (Tomova et al., 2019).

Ruminococcus. Es el tercer enterotipo y estd asociado con el consumo de
frutas y verduras a largo plazo. Las especies de este género estan especializadas en
degradar carbohidratos complejos, como la celulosa y el almidon resistente. Como se
sefald previamente los miembros de la familia Ruminococcaceae degradan las fibras
dietéticas y producen butirato, que actua como un compuesto antiinflamatorio (Biddle et
al., 2013). El consumo de nueces también se ha asociado significativamente con el
enriquecimiento de’ Ruminococcus. Sin embargo, este género también se ha
relacionado con un bajo consumo de fibra dietética. Si bien estas bacterias degradan los
carbohidratos complejos, también descomponen los almidones resistentes que se
encuentran en los productos de granos refinados. Ruminococcus también podria
desempefar un papel en la conversion de colina de origen animal en trimetilamina
(TMA). Se cree que este enterotipo esta influenciado por dietas tanto basadas en

productos animales como en plantas (Tomova et al., 2019).
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2.4. MICROBIOTA Y OBESIDAD

Una de las funciones la microbiota se basa en la capacidad de extraccion de
energia de la dieta, a través del proceso de fermentacion de carbohidratos no digeribles,
lo que le confiere al hospedero la posibilidad de obtener energia adicional de los
alimentos (Tsai y Coyle, 2009; Ley y col. 2005). Esto podria haber sido un atributo
beneficioso para los antiguos humanos que tenian un acceso variable a los alimentos.
Sin embargo, en las sociedades modernas, donde la accesibilidad a los alimentos de
grandes porciones y densos en energia, esta “ventaja” ahora puede suponer un
perjuicio (Backhed y col. 2004).

México tiene una de las tasas mas altas de obesidad infantil. Segun la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricién, existe una prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad del 33.2% entre los niflos en edad escolar (Instituto Nacional de Salud
Publica, 2016). Existen muchos factores implicados en la epidemia de la obesidad,
incluyendo determinantes genéticas y ambientales, la disponibilidad de alimentos, las
caracteristicas de la dieta, la disminucién en la actividad fisica, asi como otros factores
socio-culturales (Tsai y Coyle, 2009: 307). La obesidad es una enfermedad multifactorial
y muchos estudios han observado que la microbiota intestinal puede ser un factor
crucial en el desarrollo de la obesidad (Lopez-Contreras et al., 2017; Riva et al., 2017;
Tilg & Kaser, 2011). Durante los ultimos 15 afnos, los estudios se han centrado en
identificar la microbiota. en diferentes niveles taxonémicos, caracterizando las especies

o0 comunidades que podrian estar jugando un papel en la aparicion de la obesidad.

O S\

Gran parte del conocimiento que tenemos sobre la microbiota y la obesidad se ha
generado a través de estudios en animales gnotobidticos y mediante el uso de técnicas
metagendmicas (Ley y col. 2005). Uno de los primeros estudios en relacionar la
microbiota con la obesidad fue el realizado en 2004 por Backhed y colaboradores,
donde observaron que los animales CONV-R (ratones criados convencionalmente)
tenian 42% mas grasa corporal en comparacion con los GF (ratones libres de
microorganismos), a pesar tener un consumo de alimento 29% menor. Por otro lado, la

colonizacién de los ratones GF por 14 dias con la microbiota de los animales CONV-R,
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proceso conocido como convencionalizacion (CONV-D), produjo un dramatico

incremento del 57% en la grasa corporal de los ratones (Backhed y col. 2004). Este

estudio ademas comprob6 algunos de los mecanismos que podrian estar implicados en

la relacién entre la microbiota y la obesidad. En los animales convencionalizados se

observaron los siguientes cambios:

= Aumento en la absorcion de monosacaridos en el intestino y elevacién de los niveles
de insulina y glucosa.

» Incremento en la expresién de ChREBP (proteina de union al elemento de respuesta
a carbohidratos).

= Aumento en la expresion de enzimas lipogénicas (acido graso sintasa y acetil-CoA
carboxilasa).

= Elevacion de los niveles de intermediarios del ciclo de acido tricarboxilico.

» Inhibicion de FIAF (factor adiposo inducido por el ayuno) e incremento en la
actividad de LPL (lipoproteina lipasa) lo que conlleva a un aumento en la captacion

celular de acidos grasos y la acumulacién de triglicéridos en el adipocito.

Un afo despues, Ley y colaboradores analizaron 5,088 secuencias del gen 16s
rRNA de bacterias del colon distal de ratones genéticamente obesos (ob/ob carentes de
leptina) y ratones delgados (ob/+ o +/+). Sus resultados mostraron que existia un
cambio en la abundancia relativa a nivel de los dos filos bacterianos principales. La
microbiota cecal de los ratones obesos tuvo una reduccién significativa del 50% en los
Bacteroidetes y un aumento significativo en la proporcion de Firmicutes (Ley y col.
2005). Cabe sefialar que en este modelo la mutacion en el gen de la leptina es la
responsable del fenotipo obeso, por lo que debia descartarse la influencia del genotipo
sobre la abundancia relativa de los filos bacterianos. Para descartar lo dicho
anteriormente, Turnbaugh y colaboradores midieron el efecto que tenia el trasplante de
la microbiota de los ratones obesos (ob/ob) a ratones delgados (ob/+ o +/+), tanto
criados convencionalmente (wild type) como libres de microorganismos (GF). Luego de
14 dias, los receptores de la microbiota de los ratones obesos tuvieron un aumento en
la extraccion de energia de la dieta e incrementaron su porcentaje de masa grasa en un
60%, en comparacién con aquellos que recibieron la microbiota de ratones delgados.
Este cambio en la composicién corporal de los ratones se dio a pesar de no presentar
diferencias entre el consumo y el gasto de energia, lo que demuestra que la

composicion de la microbiota predispone a la obesidad y que la habilidad para extraer
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energia de la dieta puede ser transmisible. El estudio también contemplé la
secuenciacion de los microbiomas, lo que comprobd de nuevo que existe un cambio en
la abundancia relativa de los dos filos bacterianos principales (Firmicutes y
Bacteroidetes) (Turnbaugh y col. 2006). Es de esta manera que los estudios en
animales sentaron la base para la construccién de la teoria de que una relacion elevada
entre Firmicutes y Bacteroidetes se relaciona con la obesidad y que es la capacidad de
cierto grupo de microorganismos para fermentar los polisacaridos no digeribles; lo que
podria relacionarse con un aumento en las reservas de energia del tejido adiposo del

hospedero.

Luego de que la evidencia en los estudios en animales sentdé un parteaguas en el
estudio de la microbiota como un nuevo factor asociado a-la obesidad, se comenzé a
elaborar una serie de estudios en humanos con el fin de replicar y comprobar lo visto en
los estudios animales. Uno de los primeros fue el realizado por Ley y colaboradores en
12 personas obesas asignadas aleatoriamente a 2 grupos experimentales (dieta
restringida en grasa o dieta restringida en carbohidratos) durante 1 afo. Los resultados
demostraron lo mismo que se habia reportado en ratones, que existia una mayor
proporciéon de Firmicutes que de Bacteriodetes en los obesos y que la abundancia
relativa de los Bacteroidetes se incrementaba con la pérdida de peso. En este mismo
estudio se analizaron 18,348 secuencias bacterianas del gen 16s rRNA de muestras
fecales, y se reveld, por primera vez, que el 70% de las 4,074 especies identificadas
eran Unicas para cada persona y que estos linajes bacterianos se mantienen constantes
a lo largo de la vida de las personas (Ley y col. 2006).

Un par'de afos después Duncan y colaboradores estudiaron a 23 sujetos obesos
bajo un estudio cruzado por 8 semanas donde se sometieron a una dieta de pérdida de
peso (una alta en proteina y baja carbohidratos y la otra alta en proteinas y moderada
en  carbohidratos). Los resultados mostraron que la proporcion total de bacterias
detectadas como Bacteroides por la técnica de FISH, no se veia afectada por ninguna
de las dietas y tampoco se observé una relacion significativa entre los cambios en el
porcentaje de Bacteroides en heces y la pérdida de peso. Adicionalmente, no se
observaron cambios en el porcentaje de Firmicutes con las distintas dietas. En este
phyllum, sin embargo, varias bacterias fueron sensibles a las intervenciones dietarias.

En particular, se vio una reduccion significativa en el grupo de Roseburia y Eubacterium
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rectale, el cual tienen una funcion clave en la formacién de butirato. Este estudio mostré
que la pérdida de peso a corto plazo no es impulsada ni es dependiente de los cambios
en estos grupos de bacterias, lo que se opone a la hipotesis de que una mayor
proporcién de Firmicutes sobre la de Bacteroidetes puede estar asociado a la obesidad.
(Duncan y col. 2008: 1721).

Estudios en nifios con obesidad y con peso normal no encontraron diferencias
cuantificables en las comunidades de microorganismos entre ambos grupos de nifios.
Sin embargo, se encontré que los nifios obesos tenian significativamente mayores
concentraciones de AGCC, principalmente butirato, lo que sugiere que hay una mayor
utilizacién de estos sustratos en la microbiota de los obesos (Payne et al., 2011). El
hallazgo de las mayores concentraciones de AGCC se relaciona con-la hipotesis de que
los obesos tienen una microbiota con mayor capacidad de extraccion de energia. Se
cree que los AGCC proveen aproximadamente un 10% de energia adicional al
hospedero, la cual puede ser usada para la sintesis de novo de triglicéridos y glucosa
en el higado. De manera que un incremento del 1% en la energia proveniente de una
dieta de 2000 kilocalorias, supondria el aumento de 1 kg de peso anual (Payne y col.
2011).

Otro estudio que analizé la relacion-entre obesidad y AGCC fue el de Schwiertz y
colaboradores donde compararon las concentraciones de AGCC en 30 sujetos
delgados, 35 con sobrepeso y 33.con obesidad. Lo que de nuevo mostré que los AGCC
eran significativamente mas elevados en sujetos obesos. Mientras que por otro lado, no
se encontrd una relacion entre Frimicutes/Bacteroidetes, lo que se opuso a los estudios

del grupo de Ley y colaboradores (Schwiertz y col. 2010).

Hasta .el momento solo se habia hablado de una relaciéon entre microbiota y
obesidad, pero nunca de como la composicion de la microbiota podia predecir el
desarrollo de la obesidad en nihos. Esto fue justamente lo que Kallomaki y
colaboradores encontraron al ver que las bacterias del género Bifidobacterium se
encontraban en mayor cantidad en los nifios que, luego de 7 afios de seguimiento,
permanecieron con peso normal. Mientras que el numero de Staphylococcus aureus fue
menor en los niflos con peso normal en comparacién con los que desarrollaron
sobrepeso. Estos resultados demuestran que el mayor nimero de bifidobacterias en la
infancia podria conferir proteccién contra el desarrollo de sobre peso y obesidad

(Kalliomaki y col. 2008). Algunos metanalisis han concluido que la lactancia esta
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asociada con un 13-22% de reduccion en la probabilidad de desarrollar sobrepeso y
obesidad en la nifiez y que la duracion de la lactancia esta inversamente asociada con
el riesgo de obesidad (Owen y col. 2005; Arenz y col. , 2004; Harder y col. 2005). Cabe
sefalar que las bifidobacterias forman parte de la microbiota normal de los lactantes,
por lo que se ha sugerido que estas bacterias constituyen el vinculo entre la lactancia 'y
el peso corporal. Adicionalmente, se ha documentado que S. aureus se asocia a un
aumento en los niveles circulantes de CD14, un marcador sistémico de inflamacioén, por
lo que se especula que esta bacteria podria actuar como un detonador de inflamacion
sistémica de bajo grado y por consiguiente, podria contribuir al desarrollo de la obesidad
(Kalliomaki y col. 2008: 537).

El estudio de Riva y colaboradores realizado en ltalia en‘nifios entre 6 y 16 afios
de edad mostré que los nifios con obesidad presentaban una mayor proporcion de
Firmicutes que de Bacteroidetes, asi como una mayor concentracion de AGCC en
heces comparado con los nifios de peso normal. Esta investigacién también sefiala que
a pesar de que la razon F/B se encontraba elevada en el grupo de los obesos, existia
una amplia variabilidad en esta razén dentro de este grupo, lo que sugiere que esta
proporciéon no es una marcador suficientemente robusto de obesidad. También sefalo
que la familia Ruminococcaceae se encontraba enriquecida en los obesos mientras que
la familia Bacteroidaceae se encontraba disminuida. Y que los géneros pertenecientes
al filo Bacteroidetes se correlacionaban negativamente con la presencia de AGCC,
mientras que los pertenecientes a los Firmicutes se encontraban relacionados
positivamente (Riva etal., 2017).

Estos experimentos fueron los que demostraron por primera vez que un factor
ambiental, como la microbiota intestinal, podia regular el almacenamiento de energia y
que la‘obesidad, tanto en ratones como en humanos, podria estar asociada a una
alterada composicién de la microbiota. Sin embargo, aun no esta claro si el incremento
en la-extraccion de energia puede realmente contribuir a un aumento significativo en el
peso corporal en un tiempo tan corto, como lo sugieren los estudios de trasplantes de
microbiota. Y por otro lado, el uso de polisacaridos no digeribles (fibra) ha sido utilizado
en muchas intervenciones nutricionales con el fin de disminuir el peso corporal, la masa
grasa y la severidad de la diabetes. (Cani y col. 2008: 306). Ademas de que la
fermentacion de carbohidratos tiene una serie de efectos benéficos para el hospedero,

entre los que se incluye la produccion de butirato, necesario para la mucosa colonica y
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para la estimulacion de las bifidobacterias (Duncan y col. 2008: 1723).

A pesar de que la obesidad se caracteriza por un desbalance energético
(diferencia entre las calorias consumidas a través de la dieta y el gasto calérico)
(Bouchard, 2008), se sabe que tanto la obesidad, como la resistencia a la insulina estan
asociadas a un estado de inflamacién sistémica de bajo grado. En modelos de estudio
de obesidad genética e inducida por dieta, el tejido adiposo presenta un aumento en la
expresion de citocinas proinflamatorias, lo que provoca hiperinsulinemia y. un aumento
en el almacenamiento de lipidos a nivel de higado y tejido adiposo (Caniy col. 2007).
Por otro lado, la microbiota regula en gran medida la inmunidad innata y adaptativa, e
influye en respuestas locales y sistémicas. Estimulos microbianos o derivados de la
dieta como proteinas y lipidos, activan a los receptores-tipo Toll (TLR), los cuales
informan al sistema inmune para responder a estos estimulos. Se ha demostrado que
los lipopolisacaridos (LPS) de la membrana celular.de las bacterias Gram-negativas, asi
como los acidos grasos saturados de la dieta, pueden actuar como ligandos para estos
receptores, los cuales promueven la liberacién de citocinas inflamatorias como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6), entre otras, lo que se
relaciona con un estado de inflamacién sistémica (Farias y col. 2011).

Cani y colaboradores fueron los primeros en reportar que una dieta alta en grasa
incrementa la concentracion.de LPS lo suficiente para promover un aumento en el peso
corporal, en la glucemia en ayunas y en la concentracion de citocinas proinflamatorias; y
que la infusién de LPS en ratones alimentados con una dieta normal, causaba una
respuesta similar. De manera que la dieta alta en grasa es el vinculo entre los niveles
elevados de LPS en plasma y un estado de endotoxemia metabdlica (Cani y col. 2008:
307). Posteriormente el mismo grupo de investigacion hizo un estudio en 201 hombres,
donde se midieron los niveles de LPS y se hicieron mediciones bioquimicas,
antropomeétricas y recordatorios de 24 horas de la dieta consumida, ademas de llevar a
cabo un experimento en ratones con dos diferentes tipos de dieta (alta en grasa: 72%
de lipidos, 28% de proteinas y menos de 1% de carbohidratos; alta en carbohidratos:
35% de lipidos, 28% de proteinas y 37% de carbohidratos). Los resultados en humanos
no encontraron relacion entre el LPS, el peso corporal, el indice de masa corporal, la
insulina, la glucemia o la interleucina-6. Sin embargo, se encontré una correlacion

positiva con la ingestion de grasa y energia y las concentraciones de LPS en humanos,
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mientras que en ratones se observé que la endotoxemia estaba asociada a la ingestidn
general de energia (Amar y col. 2008: 1220).

En otro estudio de Cani y colaboradores se llevé a cabo un experimento en donde
se administraron fibras prebidticas (oligofructosa) para incrementar especificamente el
contenido de Bifidobacterium en el intestino de ratones alimentados con una dieta alta
en grasa. Lo que se encontré fue que las concentraciones de LPS se correlacionaron
negativamente con las especies de bifidobacterias y que los ratones que consumieron el
prebidtico tenian mejor tolerancia a la glucosa y a la insulina, asi como una reduccién
en los niveles de citocinas proinflamatorias. Estos resultados sugieren que la microbiota
puede contribuir a la regulacién de la endotoxemia y por consiguiente estar implicada en
la fisiopatologia de la obesidad y la resistencia a la insulina (Caniy col. 2007: 2376).

A pesar de todos los estudios realizados en los ultimos 15 afos, aun quedan
muchas dudas de como la composicion de la microbiota puede asociarse con la
obesidad y otros desordenes nutricionales. Los estudios deberan estar enfocados en la
propuesta de estrategias que modifiquen la microbiota y reduzcan el impacto que tiene
sobre los procesos metabdlicos e inflamatorios. Apenas comenzamos a comprender las
funciones que tiene la microbiota intestinal y los mecanismos implicasos en sus efectos
metabdlicos. La colaboracion entre microbidlogos, nutriélogos, bioquimicos, médicos y
bidlogos moleculares y computacionales es de esencial importancia para resolver las
diversas preguntas que nos llevaran a proponer nuevos tratamientos y estrategias de

prevencién para las enfermedades que aquejan a la sociedad.

44



JUSTIFICACION

En nuestro pais el creciente problema de obesidad infantil ha obligado la
busqueda de nuevas estrategias que incidan sobre esta problematica. A pesar de todos
los estudios realizados en los ultimos 15-afios, no existe un consenso sobre qué
poblaciones bacterianas se afectan durante la obesidad. Esto debido a la diversidad en
metodologias de analisis de la microbiota, la variedad de disefios de los estudios y el
nivel filogenético utilizado para andlisiar las comunidades bacterianas. Un punto
importante a considerar es que las comunidades microbianas no se encuentran
distribuidas de manera aleatoria en el intestino y que sus funciones difireren entre
microorganismos residentes y transitorios. En el siguiente estudio se propone un
analisis cuantitativo de las principales familias bacterianas del intestino humano,
agrupadas de acuerdo a su interaccion con el huésped. Se analizaran bacterias
residentes (Lachnospiraceae y Ruminococcaceae), asi como bacterias transitorias
(Bacteroidaceae—Porphyromonadaceae—Prevotellaceae, Enterococcaceae y
Lactobacillaceae). Esto nos permitira analizar de una manera mas especifica las
asociaciones de estas familias con a la dieta, la composicién corporal y los marcadores
bioquimicos y finalmente nos facilitar& conocer no solo las fluctuaciones en la

abundancia de dichas familias, sino la significacion de estas de acuerdo a su funcién.

45



HIPOTESIS

Existe una menor abundancia de ‘las familias Bacteroidaceae-
Porphyromonadaceae-Prevotellaceae, Enterococcaceae y Lactobacillaceae, asi como
una mayor abundancia de las familias Lachnospiraceae-Ruminoccocaceae en nifios con

obesidad, perfiles metabdlicos alterados y con un alto consumo de grasas y azucares.
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OBJETIVOS

General

Asociar la abundancia siete principales familias bacterianas de la microbiota
intestinal con la dieta, la composicion corporal y el riesgo metabdlico de nifios

escolares de una zona rural de Querétaro

Especificos

Cuantificar la abundancia de las familias bacterianas: Bacteroidaceae-
Porphyromonadaceae-Prevotellaceae, Lachnospiraceae-Ruminococcaceae,
Enterococcaceae y Lactobacillaceae, en muestras de heces mediante gPCR.
Analizar y caracterizar la dieta de los nifios a través de recordatorios de 24 horas
y frecuencias de alimentos.

Clasificar a los nifios de acuerdo a su composicién corporal a través de
antropometria y absorciometria dual de rayos X (DEXA).

Examinar los niveles de glucosa, insulina, perfil de lipidos y marcadores de
inflamacién (leptina, TNF-a, IL-6, IL-10 y CRP) y clasificar a los nifios de acuerdo
a sus valores de riesgo metabdlico.

Relacionar la abundancia de las familias bacterianas con la dieta, la composicion

coporal y los marcadores de riesgo metabdlico.
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METODOLOGIA

6.1. POBLACION DE ESTUDIO Y DISENO EXPERIMENTAL

Participaron en un estudio transversal 93 nifios de ambos sexos de entre 6 y 10
anos de edad, pertenecientes a las comunidades rurales de Santa Cruz y Santa Maria
Begoria en el municipio de El Marques, Querétaro. El estudio se realizé6 de acuerdo a
los lineamientos de la Declaracion de Helsinki (World Medical Association, 2013) y
todos los procedimientos que involucraron a los pacientes humanos fueron aprobados
por el Comité de Bioética de la Universidad Autébnoma de Querétaro (Anexo 1). Los
padres o tutores de los participantes firmaron una Carta de Consentimiento Informado
(Anexo 2) después de haber recibido informacién tanto oral como escrita sobre el
proyecto. Fueron excluidos del estudio aquellos nifios con alguna discapacidad o
enfermedad mental, nifos que estuvieran bajo algun tratamiento con probioticos,
prebidticos, suplementos, antiacidos, que estuvieran bajo algun régimen especial dieta,
que hayan sido desparasitados o que hayan estado bajo tratamiento con antibidtico

durante los ultimos 4 meses o que presentaran alguna discapacidad fisica o mental.

6.2. CUESTIONARIOS

Los padres o tutores de los participantes contestaron los cuestionarios de historia
clinica (Garcia et al.,, 2003; Rosado et al., 2011) (Anexo 3), nivel socioecondmico
(AMAI, 2018) (Anexo 4) y seguridad alimentaria (Anexo 5). El cuestionario de
seguridad alimentaria del hogar que se utilizd surgi6 de la Escala Latinoamericana y
Caribefia de Seguridad Alimentaria (ELCSA) (Pérez-Escamilla et al., 2007)
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6.3. ANALISIS DE LA DIETA

La dieta fue evaluada por nutridlogos capacitados utilizando un cuestionario
cualitativo de frecuencia de alimentos (Caamafo et al., 2015) donde los padres o
tutores en presencia de los nifios informaron el nimero de veces por dia / semana / mes
/ afio que se consumid un alimento (Anexo 6). Asimismo se aplicaron tres recordatorios
de 24 horas, dos aplicados en dias de escuela y uno en el fin de semana (Anexo 7).
Ademas de los alimentos consumidos, la dieta se evalué en términos de cantidad de
alimento (g), ingesta caldrica (kcal) e ingesta de macronutrimentos y micronutrimentos
utilizando las tablas de composicion de alimentos del Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos (USDA, 2009) y del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricién "Salvador Zubiran" (Chavez et al., 1996).

6.4. EVALUACION ANTROPOMETRICA

A todos los nifios se les realizé una evaluacién antropométrica. El peso y la altura
se midieron por duplicado y en ocasiones no consecutivas por personal capacitado
siguiendo los procedimientos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (World
Health Organization, 1992). El peso se determindé usando una balanza digital
calibrada (SECA Mod. 813, (Hamburgo, Alemania) y la altura se midi6 con un
estadiometro portatil (SECA Mod 206, Hamburgo, Alemania). El estado nutricional se
calculd segun los criterios de la OMS de IMC por edad para nifios de 5 a 19 afos. El
bajo peso se definid como dos puntuaciones z por debajo de la mediana de referencia
de la OMS, el sobrepeso como una desviacién estandar y la obesidad como dos
desviaciones estandar por encima de la mediana de referencia del indice z del IMC por
edad score (World Health Organization, 2006). La circunferencia de cintura se midi6
con una cinta métrica de fibra de vidrio (SECA Mod 201, Hamburgo, Alemania). La
medicién se tomod sobre la cicatriz umbilical. El indice cintura estuatura se determiné
dividiendo la circunferencia de cintua en cm entre la talla en cm. El punto de corte para

el indice cintura estatura fue = 0.5 (Valle-Leal et al., 2016).
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6.5. COMPOSICION CORPORAL

La evaluacién de la composicidn corporal se realizaré por absorciometria dual de
rayos X (DEXA) (Hologic Mod Explorer, Bedford, MA, EE. UU.) en la Clinica de Nutricion
de la Facultad de Ciencias Naturales por personal certificado y previamente
estandarizado. Esta técnica permitié la medicion de la masa grasa corporal total, el
porcentaje de grasa corporal, la masa grasa abdominal y el porcentaje de grasa
abdominal mediante. La masa grasa abdominal y el porcentaje de grasa abdominal se
estimaron definiendo las regiones de interés como cuadrilateros que se extendian 10
cm por encima de la cresta iliaca y lateralmente a los bordes del tejido blando
abdominal. Se analiz6 todo el tejido del tronco dentro de esta region estandarizada
para determinar la masa grasa y el porcentaje de grasa abdominal (Hill et al., 2007). El
exceso de porcentaje grasa corporal total para las nifias se consideré por encima del
30% y para los nifos por encima del 25% (Ellis, 1997; Ellis et al., 1997).

6.6. ANALISIS BIOQUIMICOS

Una muestra de sangre en ayunas fue recolectada de cada individuo de la vena
cefalica en su primera visita a la clinica de salud de la comunidad. Los nifios y sus
padres recibieron instrucciones de ayunar durante al menos 12 horas antes de que la
muestra de sangre se recogiera temprano en la mafana (entre las 7 y 8 a.m.)
(Céspedes & Seringe, 1999). EI HDL y el colesterol LDL se evaluaron mediante
espectrofotometria (Genesis 20 ThermoSpectronic, Thermo Electron Corp, Madison, WI,
EE. UU.) usando kits comerciales (#HDLL0230 Colesterol HDL, Elitech, Sées, Francia;
#MX41023.Colesterol LDL, Spinreact, Sant Esteve de Bas, Espafia). Los ftriglicéridos
(TG) y el colesterol total se determinaron en el plasma con kits comerciales
(#CHSL0250 Colesterol, Elitech, Sées, Francia; #TGML0250 Triglycerides, Elitech,
Sées, Francia) en un analizador quimico clinico (Bayer RA-50, Bayer Diagnostics,
Dublin, Irlanda). Los puntos de corte utilizados fueron: para el colesterol total = 200 mg /
dL; para el colesterol LDL 2130 mg / dL; y para los triglicéridos, 2100 mg / dL para nifios
<9 afos de edad y 2130 mg / dL para nifios> 10 afios de edad. Las concentraciones de
HDL se consideraron bajas cuando los valores <40 mg / dL (Expert Panel on Integrated

Guidelines for Cardiovascular Health and Risk Reduction in Children and Adolescents &
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National Heart, Lung; National Heart, Lung, and Blood Institute, 2012). La glucosa en
ayunas se evalué mediante un método colorimétrico-enzimatico, utilizando un kit
comercial (#GHSL0250 Glucose Elitech, Sées, Francia) y un analizador quimico clinico
(Bayer RA-50, Bayer Diagnostics, Leverkusen, Alemania). La concentracién de insulina
en suero se determin6é mediante un kit ELISA comercial (#EZHI Millipore, MA) utilizando
un fotdmetro de microplacas (Multiskan Ascent, Thermo Electron Corporation, Waltham,
MA, EE. UU.). La resistencia a la insulina se determin6 mediante la evaluacion del
modelo homeostatico (HOMA) con la siguiente formula: HOMA = (insulina x glucosa)
[22.5 (Keskin et al., 2005). Los individuos con glucosa en ayunas = 100 mg / dL se
consideraron pre-diabéticos (Barlow, 2007). La resistencia a la insulina se definié con un
valor de HOMA> 3.16 (Keskin et al., 2005). La IL-6, IL-10 y TNF-a se cuantificaron
utilizando un kit comercial (#EZHIL6, #EZHIL10, #EZHTNFA Millipore, MA). La proteina
C-reactiva (hsCRP) de alta sesnsibilidad se cuantificd.-en suero utilizando un kit ELISA
comercial de alta sensibilidad (#BQ130C Bioquant, CA) y la leptina se midi6 utilizando
un kit ELISA comercial (#EZHL Human Leptin Elisa Kit, Linco Research). Todos los
ELISA se leyeron en un fotometro de microplaca Multiskan Ascent (Thermo Electron
Corporation, Waltham, MA, EE. UU.). Se considero inflamacion sistémica de bajo grado
cuando la CRP> 3 mg/L (Pearson, 2003). Todos los analisis se realizaron en el

Laboratorio de Nutricion Humana de la Universidad Auténoma de Querétaro.

6.7. ANALISIS DE LA MICROBIOTA

Los padres o tutores de los participantes fueron instruidos para recolectar una
muestra de heces de sus hijos. Se les entregd un recipiente esteril de plastico y se les
indic6 que almacenaran la muestra en el refigerador a 4°C. Las muestras fueron
recolectadas a la maana siguiente y fueron transladadas al laboratorio y congeladas a -
20°C hasta su analisis posterior. Previo a la extraccion de ADN, las muestras se lavaron
con 500 pl de etanol (#E7023 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para eliminar el exceso de
grasa de la muestra. EI ADN se extrajo de 2.5 g de heces utilizando un kit de extraccion
comercial (#12855-50 PowelLyzer Power Soli DNA isolation Kit, MoBio, CA). Se
realizaron ajustes al protocolo del fabricante (ANEXO 8). La cantidad y calidad del ADN
se verificd usando un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wlatham,

MA) y se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 1% tedido con 1ml de
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SybrSafe (#S33102 Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA) para confirmar la integridad
del ADN. La abundancia de las familias bacterianas se determiné mediante PCR en
tiempo real (QPCR) usando un sistema de PCR en tiempo real CFX96 (BioRad,
Hercules, CA) y la tecnologia SYBR Green PCR (#RR420Q Clontech Laboratories,
Mountain View, CA). La abundancia bacteriana total se estimé utilizando primers
disenados para amplificar un fragmento de 359 pb del gen rpoB. Cada reaccién de
gPCR consistié de 2X SYBR Green Master Mix (Clontech Laboratories), BSA (100 ug /
ml) (#B900S New England Biolabs, United KingdomNew England Biolabs, RU), set de
primers a 10uM, correspondiente a cada ensayo (Tabla 1), ADN gendmico extraido a
una concentracion de 4ng/puL y L de agua grado PCR. En la Tabla 2 se muestra pa
preparacion de las reacciones para cada primer. Los objetivos de cada set de primers
validado fue revisado usando la herramienta de Probe Match de la base de datos RDP

(https://rdp.cme.msu.edu/probematch/search.jsp). La temperatura de alineacién de 55°C

utilizada en el protocolo de PCR, fue determinada empiricamente a través de un PCR
con gradiente de temperatura. El protocolo de. PCR para cada set de primers se
presenta en la Tabla 3. Las curvas de desnaturalizacion fueron denterminadas entre 60°
y 95°C para todos los productos para asegurar la calidad de la amplificacion y se

muestran en el Anexo 9.

Tabla 1. Primers utilizados para la medicion de la abundancia de las familias
bacterianas en heces de ninos escolares.

Gen Secuencia Referencia

rooB F=5-AACATCGGTTTGATCAAC-3’ (Dahlléf et al., 2000)
P R=5-CGTTGCATGTTGGTACCCAT-3’

Bacteroidaceae- F=5'-GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT-3' (Rinttila et al., 2004)

Porphyromonadaceae-Prevotellaceae R=5-CGGA(C/T)GTAAGGGCCGTGC-3'
F=5'-CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT-3' (Rinttila et al., 2004)

EnterocapeCeye R=5'"ACTCGTTGTACTTCCCATTGT-3

L achnodpiraceas-Ruminococcaceae  F=3-CGGTACCTGACTAAGAAGC-3 (Rinttil3 et al., 2004)
R=5"-AGTTT(C/T)ATTCTTGCGAACG-3'
F=5'"AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3 (Barman et al., 2008)

(¢ aatilaceas R=5'-CACCGCTACACATGGAG-3'

Para cada ensayo de qPCR, se determind una curva de calibracion utilizando un
pool de heces de los participantes, las concentraciones de ADN utilizadas en las curvas
estandar variaron de 10.9 ng / yl a 0.003 ng / pl. Las curvas estandar se amplificaron al
mismo tiempo que las muestras de heces. En cada ensayo se asegurd que la Eficiencia

fuera mayor al 90%, con una R? mayor a 0.9 (Anexo 10). Todas las amplificaciones de
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gPCR se realizaron por triplicado. Las sefales de gPCR de cada familia bacteriana se
normalizaron (dividieron) entre la sefal de abundancia de bacterias (gen rpoB). La
abundancia de cada familia bacteriana se reporté como el logaritmo natural (In) de los

ng de ADN por gramo de heces (Nava et al., 2011b).

Tabla 2. Preparacion de la reaccién de 12yl utilizada en los ensayos de PCR.

gqPCR Mixture rpoB BPP ECC LAC LRC
H20 PCR (ul) 1.05 1.5 1.5 1.5 1.5
Sybr Green Mix (ul) 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
Primer Forward (ul) 0.6 0.75 0.75 0.75 0.75
Primer Reverse (ul) 0.6 0.75 0.75 0.75 0.75
BSA (ul) 2.25 1.5 1.5 1.5 1.5

Tabla 3. Protocolo de gPCR utilizado por 35 ciclos.

Paso Temperatura rpoB Temperatura Familias
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos 95°C 3 minutos
Desnaturalizacion 95°C 45 segundos 94°C 45 segundos
Alineacién 55°C 1 minuto 55°C 30 segundos
Extencion 72°C 1 minuto 72°C 30 segundos
Extencion final 72°C 5 minutos 72°C 5 minutos

6.8. ANALISIS ESTADISTICO

El tamafio de muestra de 93 sujetos en este estudio tuvo como objetivo encontrar
una diferencia significativa “entre las medias de la abundancia de las familias
bacterianas del 20% con.una desviacion estandar del 30% entre el peso normal y el
sobrepeso / obesidad, con una potencia del 80% y un error tipo 1 del 5% (Dupont &
Plummer, 1990). Se realizaron andlisis descriptivos para todas las variables. La
distribucion de las variables dependientes se exploré para confirmar su normalidad con
la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos que no tenian una distribucién normal se
transformaron usando el logaritmo natural (TNF-a, leptina, grasas monoinsaturadas,
vitamina D e ingesta de grasa). Se realizd una regresion lineal para examinar la relacion
entre la dieta y la abundancia de cuatro grupos bacterianos. Fibra, micronutrientes y
grupos de alimentos se ajustaron por la ingesta de energia. Se construyé un modelo
lineal para examinar la relacién entre la abundancia de cuatro grupos bacterianos con
las variables antropomeétricas y bioquimicas. El primer modelo incluy6 los cuatro grupos
bacterianos para la prediccion de variables antropomeétricas y el segundo modelo

incluyé los cuatro grupos bacterianos mas el IMC de edad para la prediccion de
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variables bioquimicas. Verificamos los modelos en busca de evidencia de residuos no
distribuidos normalmente, heterogeneidad de varianza e influencia desproporcionada de
valores atipicos. Se realiz6 un ANOVA para examinar si la abundancia bacteriana
variaba entre grupos formados por variables antropométricas y de composicién corporal
alteradas y se realizé un ANCOVA para explorar las diferencias entre la abundancia
bacteriana con marcadores metabdlicos normales y alterados de acuerdo con el valor
de corte para cada variable seleccionada. Las variables que no tenian puntos de corte
(citocinas y leptina) se dividieron segun la mediana. Todos los andlisis estadisticos se
realizaron con SPSS 18.0 (SPSS, Chicago) y los valores de p por debajo de 0,05 se

consideraron significativos.
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RESULTADOS

7.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA
POBLACION

Un total de 93 nifios en edad escolar (53% nifias y 47% nifos) fueron incluidos en
el estudio. La edad promedio fue de 8.4 * 1.6 afos. La prevalencia de sobrepeso y
obesidad determinada de acuerdo al score Z del IMC para la edad fue de 23% y 17%,
respectivamente. Un 38% de los nifos-presentaron un indice de cintura-estatura = 0.5.
De acuerdo con la determinacion por DEXA, el 59% de los nifios presentaba “exceso de
grasa corporal” es decir por encima del 30% para las nifias y por arriba del 25% para los
nifos. Casi un tercio (30%) de los nifios tenian triglicéridos altos y el 27% tenian HDL
bajo. A pesar de-que el 99% de los nifios reveld glucosa sanguinea en ayunas normal,
el 21% tenia resistencia a la insulina. Ademas, la determinaciéon de hsCRP sefial6 que
el 49% de los ninos presentaban inflamacién sistémica de bajo grado. La Tabla 4
muestra las-caracteristicas antropométricas y bioquimicas de acuerdo al score Z del

IMC para la edad. Se observan diferencias significativas propias de esta clasificacion.

7.2. COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

La poblacion presenté en promedio una abundancia del 31% de la familia
Enterococcaceae, sguida de 29% de abundancia de las familias Lachnospiraceae-
Ruminococcaceae, 22% de Lactobacillaceae y 17% de Bacteroidaceae-

Porphyromonadaceae-Prevotellaceae. Cada individuo presentd una abundancia relativa
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diferente, la cual se muestra en la Figura 9. Asimismo en la Tabla 4 se muestra que
existe diferencia en la abundancia entre los nifios con peso normal, sobrepeso vy
obesidad para las familias Bacteroidaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae y

Lactobacillaceae.

Tabla 4: Principales caracteristicas de los nifios escolares estudiados de acuerdo al
score Z de IMC para la edad.

Total Normal Sobrepeso Obesidad
Caracteristica (n=93) (n=56) (n=21) (n=16) p
Media DE Media DE Media DE Media DE

Edad (afios) 8.4 1.6 8.2 1.6 8.8 1.9 8.5 1.6 0.368

Antropometria
Peso (kg) 29.1 8.9 244 a 4.8 345b 8.7 38.5b 9.3 <0.001
Peso para la edad (score Z) 0.06 1.0 -0.6a 0.7 09b 0.6 16b 0.4 <0.001
Talla (cm) 127.4 10.2 1251 a 9.1 131b 1.3 130.5b 11 0.032
Talla para la edad (score Z) -0.3 0.8 -0.6a 0.7 -0.1b 0.9 0.2b 1 0.002
IMC para la edad (socre Z) 0.5 1.3 -0.4a 0.7 1.5b 0.3 23c 0.3 <0.001
Circunferencia cintura (cm) 62 9.8 559a 4.8 68.9b 8.1 743 c 7 <0.001
Indice cintura-estatura 0.5 0.1 04a 0 05b 0 0.6¢c 0 <0.001
Grasa abdominal (%) 26.5 8.8 21a 5 32.8b 6 38.3c¢c 5.2 <0.001
Grasa corporal total (%) 29.9 7.2 25.7a 4.8 34.8b 4.8 39c¢c 3.7 <0.001

Bioquimicos
Colesterol total (mg/dL) 150.6  26.3 150.5 253 149.2 27 152.8 30.2 0.91
Triglicéridos (mg/dl) 95.2 452 76.5 a 29.8 106.2 b 35.1 146.3 ¢ 57.9 <0.001
HDL (mg/dL) 47.5 10.3 50.6 a 9.6 456 b 10.4 39.3b 7.7 <0.001
LDL (mg/dl) 82.1 18.2 81.2 16 82.2 20.5 85.2 22.6 0.74
Glucosa (mg/dL) 81 7.7 79.9 8.6 82 6.3 83.5 5.2 0.19
Insulina (uU/ml) 12.7 51 10.8 a 3.1 15.9b 6.7 14.5b 5.7 <0.001
indice HOMA 26 1.2 21a 0.7 33b 1.6 3b 1.3 <0.001
Leptina (ng/ml) t 4.9 5.6 1.8a 1.4 8.3b 7.2 10.7¢c 5.2 <0.001
CRP (mg/L) 1.5 21 1a 1.5 1.7a 3.1 31b 1.3 0.001
TNF-a (pg/ml) T 4.9 3.6 33a 1.9 6b 4.7 89c 2.3 <0.001
Interleucina 6 (pg/ml) 3.9 5.1 2a 0.9 39a 7.8 10.3b 4.1 <0.001
Interleucina 10 (pg/ml) 4.6 3.9 4.6 41 4.9 3.9 4 3.4 0.81

Microbiota
BPP (In ng DNA per g of feces) 5.6 2.0 6.3a 1.9 6.1a 1.8 41b 1.9 <0.001
ECC (In ng DNA per g of feces) 10.6 3.4 11 3 10 4.2 9.9 3.6 0.36
LAC (In'ng DNA per g of feces) 75 3.3 6.8a 3.5 7.8ab 2.3 9.1b 3.2 0.037
LRC (In ng DNA per g of feces) 9.7 2.2 9.9 24 9.5 21 9.4 1.7 0.65

T Variables retransformadas luego de usar el logaritmo natural para normalizarlas. a,b,c Las letras diferentes en la misma linea son
significativamente diferentes p<0.05 en la comparacioén post hoc (test de Tukey). In: logaritmo natural, HDL: liporpoteina de alta densidad,
LDL: lipoproteina de baja densidad, HOMA: modelo homestatico para evaluar la resistencia a la insulina, hsCRP: proteina C reactiva de alta
densidad, TNFa: factor de necrosis tumoral alfa. BPP: Bacteroidaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae, ECC: Enterococcaceae, LAC:
Lactobacillaceae y LRC: Lachnospiraceae-Ruminococcaceae.
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Figura 9: Distribucion de las principales familias bacterianas de la microbiota
intestinal humana entre cada uno de los 93 participantes. BPP: Bacteroidaceae-
Porphyromonadaceae-Provotellaceae, ECC: Enterococcaceae, LAC: Lactobacillaceae y
LRC: Lachnospiraceae-Ruminococcaceae.

7.4. COMPOSICION DE LA DIETA

El analisis de la dieta indica que el consumo promedio de kcalorias fue de 1565
(+406.4), el porcentaje de adecuacion fue del 55% de hidratos de carbono, 13% de
proteinas y 32% de lipidos,los cuales entran dentro de lo recomendado para una dieta
adecuada. La proporcién de los grupos de alimentos consumidos por esta poblacion
fueron: cereales 25.4%, lacteos 21.5%, frutas 18.4%, azucares 12.2%, alimentos de
origen animal 10.2%, leguminosas 6%, verduras 5%, grasas y aceites 1%. No se
observaron diferencias significativas en la dieta entre los nifios con peso normal,
sobrepeso. u obesidad (Tabla 5). Tampoco hubo diferencia en la dieta entre los nifios
clasificados con porcentaje de grasa corporal normal y grasa en exceso (datos no
mostrados). El cuestionario de frecuencia de alimentos mostré que los nifilos consumian
en promedio al dia: seis porciones de cereales, cinco porciones de azucar, dos
porciones de alimentos de origen animal, dos porciones de lacteos, dos porciones de
grasas y aceites y una porcién de leguminosas. De manera similar, no se encontraron

diferencias entre la frecuencia de consumo de alimentos entre los nifios con peso
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normal, sobrepeso y obesidad, ni entre los nifios con porcentaje de grasa corporal

normal o en exceso (datos no mostrados).

Tabla 5: Caracteristicas de la dieta de los niflos escolares de acuerdo al score Z de IMC
para la edad.

Total Normal Sobrepeso Obesidad
Caracteristicas (n=93) (n=56) (n=21) (n=16) p
Media DE Media DE Media DE Media DE
Energia total (kcal/d) 1565 406.4 1616.3 426.3 1497 1 458.6 1478 207.8 0.34
Macronutrimentos
Fibra (g) 12.4 5.4 12.9 5.9 11.4 5.4 12.2 35 0.54
Hidratos de carbono (g) 216.9 58.6 224 61.8 202.7 63.7 211.3 345 0.34
Proteina (g) 51.1 14.7 52.3 15.7 50.3 15.8 48.3 8.7 0.62
Lipidos (g) 56.2 221 58.4 23.2 55.6 22.6 49.4 16.1 0.36
Colesterol (mg) 168.5 93.3 178.6 99.1 151.1 60.6 156.6 107.7 0.45
Grasa saturada (g) 141 6.6 14.8 7.4 12.9 5.5 13.3 4.6 0.45
Grasa monoinsaturada (g)t 13.5 1.5 13.5 1.6 13.5 15 12.2 1.5 0.80
Grasa poliinsaturada (g) 6.7 3.5 6.8 3.8 71 2.8 6.1 3.2 0.66
Micronutrimentos
Calcio (mg) 772.7 2441 788.9 265.6 7711 2414 719.2 160.4 0.61
Hlerro (mg) 11.5 4.6 11.6 4.7 11.5 54 11.2 3 0.95
Magnesio (mg) 145.7 60.1 143.6 57.3 135.5 60.7 166.2 67.6 0.29
Zinc (mg) 4.4 1.9 45 1.9 4 2 4.7 1.7 0.54
Vitamina A (ug) 395 278.9 430.6 314 297.6 161 400.4 254.2 0.18
Vitamina C (mg) 64.1 46.5 62.1 46.7 61.1 38.5 74.6 55.8 0.61
Vitamina D (mg)t 3.7 3.0 3.7 3.0 4.1 3.0 45 3.3 0.76
Vitamina E (mg) 29 1.6 3 1.7 2.8 1.6 2.9 1.4 0.96
Tiamina (mg) 0.9 0.3 0.9 0.3 0.8 0.3 0.9 0.3 0.68
Riboflavina (mg) 1 0.4 1.1 0.5 1 0.4 1 0.4 0.84
Niacina (mg) 9.5 4.6 10 5 8.9 4.6 8.6 3.2 0.43
Acido félico (ug) 1231 95.8 126.5 77.9 124.4 148.6 109.7 64.1 0.83
Vitamina B6 (mg) 0.7 0.4 0.8 0.4 0.6 0.3 0.7 0.4 0.06
Vitamina B12 (ug) 1.9 1.2 2 1.5 1.6 0.7 1.7 0.8 0.26
Grupos de alimentos
Grasas Yy aceites (g)t 135 41 12.2 3.7 16.4 5.0 13.5 3.7 0.69
Azucar (g) 141.4 93.5 139.8 83.6 130.3 125.9 161.4 78.9 0.60
Cereales (g) 293.2 109.5 310.7 119 265.8 92.3 269.3 87.8 0.18
Frutas (g) 213.2 163.8 226.1 183.4 193.2 130.6 195.1 131.9 0.66
Verduras (g) 59.6 62.8 67.3 741 40.6 32.6 57.9 44.9 0.25
Lacteos (g) 248.8 132.5 246.4 127 2411 141.3 267.1 146.2 0.82
Alimentos de origen animal (g) 1184 70.6 122.3 724 116.7 72.3 107.1 64.8 0.75
Leguminosas (g) 66.1 60.9 62.1 60.7 76.3 71.5 66.5 47 0.67

1 Variables retransformadas luego de usar el logaritmo natural para normalizarlas. Todas las variables fueron ajustadas por la ingesta de energia (kcal/d).
Significancia p<0.05 en la prueba post hoc de Tuckey.

7.5. ASOCIACION ENTRE LA MICROBIOTA Y LA DIETA

El. consumo de fibra se asoci® con menor abundancia de las familias
Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellacea en nifios con peso normal,
mientras que el magnesio se asocio positivamente con este grupo de bacterias.
Adicionalmente, en nifios con peso normal, la ingesta de calcio y riboflavina se asocio
positivamente con la familia Enterococcacea, mientras que el consumo de azucar se
relaciond negativamente con esta familia. En contraste, en nifios con sobrepeso u
obesidad, la ingesta de vitamina A y de alimentos de origen animal se asocié con mayor

abundancia de Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellacea. En este misma
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categoria de IMC para la edad, la ingesta de energia, carbohidratos y lipidos se asocié
negativamente con la familia Enterococcaceae, aunque los alimentos de origen animal
mostraron una asociacion positiva con esta familia. Finalmente, en niflos con sobrepeso
u obesidad, la ingesta de fibra y leguminosas mostré una aasociacién positiva con la

abundancia de Lachnospiraceae-Ruminococcaceae (Tabla 6).

Tabla 6: Modelo lineal de la relacion entre la dieta y la abundancia de las familias
bacterianas de acuerdo al score Z del IMC para la edad.

Bacteroidaceae,
Porphyromonadaceae, Enterococcaceae Lactobacillaceae

Lachnospiraceae,

Ruminococcaceae
Prevotellaceae
Dieta
(In ng ADN por g heces) (In ng ADN por g heces) (In ng ADN por g heces) (In ng ADN por g heces)
Normal SP/OB Normal SP/OB Normal SP/OB Normal SP/OB
Energia total (kcalid) 0.000 0.000 0.000 -0.010 0.000 0.000 0.000 0.000
(0.000, 0.000) (0.000, 0.000) (0.000, 0.000) (-0.010, 0.000) * (0.000, 0.000) (0.000, 0.000) (0.000, 0.000) (0.000, 0.000)
Macronutrimentos
Fibra () -0.100 -0.020 -0.020 -0.190 0.020 -0.090 -0.080 0.140
(-0.200, 0.000) * (-0.170, 0.140) (-0.160, 0.120) (-0.480, 0.090) (-0.150, 0.180) (-0.290, 0.120) (-0.190, 0.030) (0.010, 0.280) *
Hidratos de carbono (g) 0.000 0.000 0.000 -0.030 0.000 0.000 0.000 0.010
(0.000, 0.000) (-0.020, 0.010) (-0.010, 0.010) (-0.060,-0.010)* (-0.020, 0.020) (-0.020, 0.020)  (-0.010, 0.010) (-0.010, 0.020)
Protein a(g) 0.000 0.050 0.020 -0.050 0.020 0.000 0.000 0.020
(0.000, 0.000) (-0.010, 0.100) (-0.040, 0.070) (-0.150, 0.050) (-0.040, 0.080) (-0.070, 0.080) (-0.040, 0.040) (-0.030, 0.070)
Linid 0.000 0.010 -0.010 -0.090 0.000 0.020 0.000 0.000
ipidos (g) (0.000, 0.000) (-0.030, 0.040) (-0.050, 0.020) (-0.150,-0.030)* (-0.040, 0.040) (-0.030, 0.070) (-0.030, 0.030) (-0.030, 0.030)
Milcronutrimentos
Calci 0.000 0.000 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
alcio (mg) (0.000, 0.000) (0.000, 0.010) (0.000, 0.010) * (-0.010, 0.010) (-0.010, 0.000) (-0.010, 0.000) (0.000, 0.000) (0.000, 0.000)
Hierro (mg) 0.000 -0.120 0.110 0.080 0.020 -0.230 0.050 0.010
(-0.100, 0.200) (-0.330, 0.090) (-0.130, 0.360) (-0.270, 0.430) (-0.260, 0.310) (-0.510, 0.040) (-0.140, 0.250) (-0.180, 0.210)
Magnesio (mg) 0.000 0.000 0.010 0.010 0.020 0.000 0.010 0.010
(0.000, 0.000) * (-0.010, 0.010) (-0.010, 0:030) (-0.010, 0.030) (0.000, 0.040) (-0.010, 0.020) (-0.010, 0.020) (0.000, 0.020)
Zinc (mg) 0.000 -0.070 0.090 0.490 -0.160 -0.180 0.030 0.030
(-0.300, 0.300) (-0.480, 0.340) (-0.430, 0.620) (-0.160, 1.140) (-0.760, 0.440) (-0.730, 0.370) (-0.380, 0.440) (-0.340, 0.410)
Vitamina A (ug) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
(0.000, 0.000) (-0.010, 0.000) * (0.000, 0.000) (-0.010, 0.010) (0.000, 0.000) (-0.010, 0.000) (0.000, 0.000) (0.000, 0.000)
Vitamina C (mg) 0.000 -0.010 0.000 0.000 0.000 -0.010 0.010 0.000
(0.000, 0.000) (-0.020, 0.010) (-0.020, 0.020) (-0.030, 0.030) (-0.020, 0.020) (-0.030, 0.010) (-0.010, 0.020) (-0.010, 0.020)
Vitamina D (mg)t 0.100 0.160 0.520 -0.010 -0.430 0.170 -0.010 0.140
(-0.300, 0.400) (-0.360, 0.690) (-0.050, 1.090) (-0.870, 0.850) (-1.090, 0.230) (-0.530, 0.870) (-0.470, 0.450) (-0.340, 0.620)
Vitamina E (mg) 0.200 -0.090 -0.070 -0.970 0.360 -0.350 -0.200 -0.270
(-0.300, 0.600) (-0.770; 0.600) (-0.830, 0.690) (-2.040, 0.100) (-0.500, 1.220) (-1.260, 0.560) (-0.780, 0.390) (-0.900, 0.350)
Tiamina (mg) 2.200 -1.370 2.700 -1.980 -2.160 -3.410 0.720 2.110
(-0.300, 4.700) (-4.690, 1.950) (-1.430, 6.820) (-7.420, 3.470) (-6.770, 2.460) (-7.730, 0.920) (-2.580, 4.020) (-0.880, 5.090)
Riboflavina (mg) 0.300 -0.220 2.870 0.800 -0.650 -0.680 0.540 -0.030
(-1.000, 1.600) (-2.590, 2.150) (0.920, 4.810) * (-3.070, 4.670) (-3.040, 1.730) (-3.850, 2.480) (-1.090, 2.160) (-2.200, 2.140)
Niacina (mg) 0.000 0.040 0.120 0.220 0.080 0.030 -0.020 0.110
(-0.100, 0.200) (-0.190, 0.270) (-0.080, 0.330) (-0.150, 0.580) (-0.150, 0.320) (-0.270, 0.330) (-0.180, 0.140) (-0.090, 0.310)
Acido félico (ug) 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.010 -0.010 0.010 0.000
(0.000, 0.000) (-0.010, 0.010) (-0.010, 0.020) (-0.010, 0.010) (-0.020, 0.010) (-0.020, 0.000) (0.000, 0.020) (0.000, 0.010)
Vitamina B6 (mg) 0.700 -0.040 1.210 1.690 -0.420 -1.190 0.470 2.130
(-0.700, 2.100) (-2.530, 2.460) (-1.100, 3.520) (-2.350, 5.730) (-3.080, 2.240) (-4.510, 2.120) (-1.340, 2.280) (-0.030, 4.290)
Vitamina B12 (ug) 0.200 -0.380 0.490 -0.220 -0.310 -0.150 0.230 -0.280
(-0.200, 0.600) (-1.350, 0.590) (-0.100, 1.070) (-1.810, 1.380) (-1.040, 0.420) (-1.450, 1.160) (-0.270, 0.730) (-1.170, 0.610)
Grupos de alimentos
Grasas y aceites (g)t 0.000 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.010 0.000
(0.000, 0.000) (0.000, 0.020) (-0.030, 0.030) (-0.010, 0.020) (-0.030, 0.030) (-0.010, 0.010) (-0.030, 0.010) (-0.010, 0.010)
Azticar (g) 0.000 -0.010 -0.010 -0.010 0.000 0.000 0.000 0.000
(0.000, 0.000) (-0.010, 0.000) (-0.020, 0.000) * (-0.020, 0.010) (-0.010, 0.010) (-0.010, 0.010) (-0.010, 0.010) (-0.010, 0.000)
Cereales (g) 0.000 0.000 0.000 -0.010 0.000 0.000 0.000 -0.010
(0.000, 0.000) (-0.020, 0.010) (-0.010, 0.010) (-0.030, 0.010) (-0.010, 0.010) (-0.010, 0.020) (-0.010, 0.000) (-0.020, 0.000)
Frutas (g) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
(0.000, 0.000) (0.000, 0.010) (0.000, 0.010) (-0.010, 0.010) (0.000, 0.010) (-0.010, 0.000)  (-0.010, 0.000) (0.000, 0.010)
Verduras (q) 0.000 -0.010 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
(0.000, 0.000) (-0.030, 0.010) (-0.010, 0.010) (-0.030, 0.030) (-0.010, 0.010) (-0.020, 0.030) (-0.010, 0.000) (-0.020, 0.020)
Lacteos (q) 0.000 0.000 0.010 0.000 -0.010 0.000 0.000 0.000
(0.000, 0.000) (0.000, 0.010) (0.000, 0.010) (-0.010, 0.010) (-0.020, -0.010) (-0.010, 0.010) (-0.010, 0.010) (0.000, 0.010)
AOA (9) 0.000 0.010 0.010 0.020 0.010 0.000 0.010 0.000
(0.000, 0.000) (0.000, 0.020) * (-0.010, 0.020) (0.000, 0.040) * (0.000, 0.020) (-0.010, 0.020) (0.000, 0.020) (-0.010, 0.010)
Leguminosas (g) 0.000 0.000 0.000 -0.010 0.010 -0.010 0.000 0.010
(0.000, 0.000) (-0.010, 0.010) (-0.020, 0.010) (-0.030, 0.010) (-0.010, 0.020) (-0.020, 0.010) (-0.010, 0.010) (0.000, 0.020) *

Los valores son coeficientes B (95% IC). Todas las variables fueron ajustadas por la ingesta de energia (kcal/d) T Variables normalizadas con el logaritmo natural *Asociacion significativa

p<0.05. AOA: Alimentos de origen animal.
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7.4. ASOCIACION ENTRE LA MICROBIOTA Y LA
COMPOSISCION CORPORAL

Las familias Bacteroidaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae se asociaron
negativamente con el score Z de IMC para la edad, asi como con la circunferencia de
cintura, el indice cintura-estarura, la cantidad de grasa abdominal, el procentaje de
grasa abdominal, el cantidad de grasa corporal tota y el porcentaje de grasa coporal
total. En contraste, la familia Lactobacillaceae mostré una asociaciéon positiva con el
score Z de IMC para la edad, la circunferencia de cintura, la cantidad de grasa coproral
total y el porcentaje de grasa coporal total (Tabla 7). La circunferencia de cintura
presentd la mayor R? ajustada; 16% de la variacion en este indicador se explica por la
asociacion positiva con Lactobacillacea y negativa - con Bacteroidaceae-

Porphyromonadaceae-Prevotellaceae.

Tabla 7. Modelo lineal de la relacion entre las variables antropométricas y los
marcadores bioquimicos de acuerdo a cada familia bacteriana.

Bacteroidaceae-
Variables Porphyromonadaceae- Enterococcaceae Lactobacillaceae
Prevotellaceae

Lachnospiraceae-
Ruminococcaceae

Antropometricas’

IMC para la edad -0.19 (-0.32 , -0.05)* -0.04 (-0.11, 0.04) 0.09 (0.01, 0.16)* 0.01(-0.11,0.13)
Circunferencia cintura (cm) -1.46 (-2.46 , -0.46)* -0.46 (-1.02, 0.10) 0.75(0.19, 1.31)* -0.1(-1.01, 0.80)
indice cintura estatura -0.01 (-0.02/, 0.00)* 0.00 (0.00, 0.00) 0.01(0.00, 0.01)* 0.00 (-0.01,0.01)
Grasa abdominal (g) -274.01(-514.67 , -33.36)" -87.32 (-224.5 , 49.87) 210.88 (75.21 , 346.55)* 32.93 (-184.66 , 250.52)
Grasa abdominal (%) -0.98 (-1.94 , -0.02)* -0.12 (-0.67 , 0.42) 0.64 (0.10, 1.18)* 0.42 (-0.44 , 1.29)
Grasa corporal total (g) -546.19 (-1021.37 ,-71.01)*  -151.52 (-422.39, 119.35) 402.59 (134.71 , 670.47)* 80.54 (-349.1, 510.18)
Grasa corporal total (%) -0.76 (-1.53 , 0.02)* -0.01 (-0.45 , 0.43) 0.52 (0.08, 0.96)* 0.39 (-0.31, 1.1)
Bioquimicos2

Colesterol total (mg/dL) 0.46 (-2.59,3.51) 1.22(-0.43,2.87) -1.43(-3.13,0.27) 0.19 (-2.45,2.84)
Triglicéridos (mg/dl) -2.99 (-7.16,1.18) 0.95(-1.31,3.20) 1.77 (-0.55,4.09 ) 4,02 (0.40,7.63 )
HDL (mg/dL) -0.17 (-1.21,0.87) 0.01(-0.55, 0.57) -0.75(-1.32,-0.17 )* -0.61(-1.51,0.29)
LDL (mg/dl) 1.46 (-0.65 , 3.56 ) 0.36 (-0.78 , 1.50 ) -0.69 (-1.86,0.48 ) 0.77 (-1.05, 2.60 )
Glucosa (mg/dL) -0.14 (-1.03,0.74) -0.05 (-0.53,0.43) 0.07 (-0.42,0.57 ) -0.79 (-1.56 , -0.02))
Insulina (uU/ml) -0.23(-0.8,0.34) -0.25 (-0.55, 0.04 ) 0.07(-0.24,0.39) -0.12 (-0.60, 0.36 )
HOMA index -0.07 (-0.19, 0.06 ) -0.06 (-0.13,0.01) 0.01(-0.06 , 0.09 ) -0.05 (-0.16 , 0.06 )
Leptina (ng/ml)t -0.02 (-0.07 ,0.04) 0.00 (-0.03,0.03) 0.01(-0.02, 0.04) 0.01(-0.04,0.06 )
CRP (mgiL) 0.13(-0.11,0.37) 0.00 (-0.13,0.12) 0.03(-0.10,0.17)) 0.02 (-0.19,0.22)
TNF-a (pg/ml)t -0.06 (-0.12, 0.00 )* 0.00 (-0.03,0.03) -0.01(-0.04,0.02) 0.04 (0.00, 0.09 )
Interleucina 6 (pg/ml) -0.24 (-0.81,0.34) 0.01(-0.29,0.32) 0.01(-0.3,0.32) 0.19 (-0.28 , 0.66 )
Interleucina 10 (pg/ml) 0.50 (0.02, 0.98 )* 0.06 (-0.19,0.31) -0.13(-0.39,0.13) -0.04 (-0.44,0.36)

" Coeficiente B (95% IC) El modelo analizado incluy® las 4 familias bacterianas.

% Coeficiente B (95% IC) El modelo analizado incluyé las 4 familias bacterianas y el IMC para la edad.

1 Variables retransformadas luego de usar el logaritmo natural para normalizarlas. Todas las variables fueron ajustadas por la ingesta de
energia (kcal/d). Significancia p<0.05 en la prueba post hoc de Tuckey.
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7.5. ASOCIACION ENTRE LA ABUNDANCIA DE LAS
FAMILIAS BACTERIANAS Y FACTORES DE RIESGO
METABOLICO.

Las familias Bacteroidaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae se asociaron
negativamente con los niveles de TNFa (p=0.0034) y positivamente con los niveles de
IL-10 (p=0.043). La familia Lactobacillaceae se asocié negativamente con los niveles de
cholesterol HDL (p=0.012), mientras que las familias Lachnospiraceae-
Ruminococcaceae se asociaron positivamente con los niveles de triglicéridos (P=0.03)
(Tabla 7). El resto de las variables bioquimicas no se asociaron con ninguna de las

familias bacterianas.

7.6. DIFERENCIAS EN LA MICROBIOTA DE ACUERDO A
CATEGORIAS DE RIESGO METABOLICO

El analisis de covarianza mostré que existen diferencias en la abundancia de las
familias bacterianas de la microbiota entre las categorias de peso normal, sobrepeso y
obesidad de acuerdo al score Z del IMC para la edad. Entre los nifios con obesidad, se
observd una menor abundancia de Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-
Prevotellaceae cuando se compard con los nifios de peso normal y con los nifios con
sobrepeso. Ademas los niflos con obesidad mostraron una mayor abundancia de
Lactobacillaceae cuando se compararon con los nifios de peso normal (Figura 7A). Los
ninos con relacién-cintura-estatura (>0.5) tuvieron significativamente menor abundancia
de Bacteroidaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae y mayor abundancia de
Lactobacillaceae (Figura 7B). Los nifios con un porcentaje de grasa abdominal por
arriba de la mediana (>24%) mostraron mayor abundancia de Lactobacillaceae (Figura
1C). En cuanto a los marcadores metabdlicos, los nifios con niveles de IL-10 por arriba
de la media (>3.45 pg/mL) tuvieron mayor abundancia de Bacteroidaceae-
Porphyromonadaceae-Provotellaceae (Figura 1D). No se encontré diferencia entre la
abundancia de las familias bacterianas entre las demas variables antropométricas y

bioquimicas.
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Figura 7. Comparacion de medias de la abundancia de las familias bacterianas de
acuerdo entre las variables antropométricas y bioquimicas. (A) Comparasion entre
nifios con peso normal, sobrepeso y obesidad de acuerdo al score Z del IMC para la
edad. (B) Comparasion entre los nifios con indice cintura-estatura igual o por debajo de
0.5 y nifios con indice' cintura-estatura por arriba de 0.5. (C) Comparacién entre el
porcentaje de grasa abdominal por debajo de la mediana y porcentaje de grasa
abdominal por arriba de la mediana. (D) Comparacién entre los niveles de IL-10 por
debajo de la mediana y los niveles de IL-10 por arriba de la mediana. IL-10 fue ajustado
por el score Z del IMC para la edad. *p<0.05. BPP, Bacteroidaceae—
Porphyromonadaceae—Provotellaceae; ECC, Enterococcaceae; LAC, Lactobacillaceae;
LRC, Lachnospiraceae—Ruminococcaceae.

62



©

ry
WV

DISCUSION

La dieta es el principal impulsor de los cambios en la estructura de la microbiota y
la composicion corporal. En nuestro estudio, no se encontraron diferencias estadisticas
en la composicion de la dieta entre los nifios con peso normal, sobrepeso y obesidad, ni
de acuerdo a su porcentaje de grasa. Este es un sesgo comun en muchos estudios, ya
que las herramientas de evaluacion de la dieta se basan en el autoinforme de los
participantes (Ma et al., 2009; Thedford et al., 1999). En este caso, los padres y
cuidadores probablemente estén subestimando el consumo de ciertos componentes de
la dieta como la energia, el azlcar y las grasas. Sin embargo, aun con esta limitacién
nuestros  hallazgos sugieren que la dieta se asocia de manera diferente con las
principales familias bacterianas del intestino segun el IMC para la edad. En nifios de
peso normal, la ingesta de fibra se asocia con una menor abundancia de
Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae. Estudios previos han
demostrado que los nifios con una dieta alta en fibra presentan una microbiota
dominada por Prevotella (De Filippo et al., 2010), y se ha han demostrado que un mayor
consumo de fibra se asocia con una alta riqueza bacteriana y cambios en la

composicion de la microbiota (Cotillard et al., 2013).
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En nuestro estudio, el consumo de fibra se asocia negativamente con la
abundancia de Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae, lo cual se
contrapone con los hallazgos de otros estudios. Esto puede deberse a que el consumo
promedio de fibra entre los nifios estudiados estuvo por debajo de la recomendacion de
25 g por dia (Institute of Medicine, 2005)y esto podria explicar por qué de la asociacion
negavtiva de fibra con Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae. Con
respecto a la asociacion positiva entre la ingesta de magnesio y Bacteroideaceae-
Porphyromonadaceae-Prevotellaceae, hasta donde sabemos, no existen estudios que
apoyen el mecanismo subyacente a esta relacion, pero cabe la posibilidad de que una
mayor ingesta de magnesio sea reflejo de un mayor consumo de alimentos de origen
vegetal como cereales integrales y oleaginosas (USDA, 2009). La ingesta de azucar se
asocia con menor abundancia de Enterococcaceae, esta familia tiene la capacidad de
obtener energia de diversas fuentes organicas como glicerol, acido lactico, acido malico,
acido citrico, a-cetoacidos y aminoacidos, lo que podria representar una ventaja para
este grupo bacteriano ya que pueden utilizar proteinas como fuente de energia, en lugar
de carbohidratos, especificamente azucar (Di Cagno et al., 2013). Esto también puede
explicar por qué la familia Enterococcaceae se asocia principalmente con la ingesta de
alimentos de origen animal y una menor ingesta de carbohidratos, como lo muestran
nuestros resultados.

En cuanto a micronutrimentos, el calcio y la riboflavina se pueden encontrar de
forma natural en la carne, . los huevos, el pescado y los productos lacteos y su
asociacion positiva con Enterococcaeae puede deberse a la ingesta de estos alimentos,
los cuales son categorizados como alimentos de origen animal. En nifios con sobrepeso
y obesidad, se encontraron nutrimentos diferentes asociados con familias bacterianas a
los encontrados en los nifios con peso normal. En este caso, la ingesta de vitamina A y
alimentos ~de origen animal se relacioné positivamente con la abundancia de
Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae. Un estudio coreano con
adolescentes encontré que aquellos que consumian una dieta occidental modificada,
caracterizada por una alta ingesta de alimentos de origen animal, exhibian una mayor
proporcién de Prevotellaceae (Jang et al., 2017). En nuestro estudio, la cuantificacion
de Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae juntas no nos permitid
distinguir cual de las tres familias se ve afectada por la ingesta de alimentos de origen
animal. Ademas, es importante abordar que la ingesta de vitaminas en los nifios obesos

podria ser mayor. Aunque no encontramos diferencias en la ingesta de nutrimentos
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entre los nifios con peso normal, sobrepeso y obesidad; los nifios con mayor peso
tienden a comer mas de todos los nutrimentos y grupos de alimentos en comparacion
con los nifios de peso normal.

La ingesta de fibra y leguminosas se asocié con una mayor abundancia de
Lachnospiraceae-Ruminococcaceae. Estas familias comparten un papel comin como
degradadores de plantas ya que ejercen propiedades fibroliticas, pudiendo digerir
celulosa y hemicelulosa. Estos compuestos se fermentan en &cidos grasos de cadena
corta (AGCC) (Biddle et al., 2013). Un estudio en nifios encontré concentraciones
significativamente mas altas de AGCC en nifios obesos que en nifios de peso normal
(Payne et al.,, 2011) ya que estos acidos grasos pueden proporcionar ‘una fuente
adicional de energia al huésped (Schwiertz et al., 2009). Por lo tanto, planteamos la
hipétesis de que las fuentes de fibra como las leguminosas, cuando son fermentadas
por las familias Lachnospiraceae-Ruminococcaceae, pueden contribuir a una mayor
extraccion de energia de la dieta y contibuir a un mayor'peso corporal.

Finalmente, la alteracién de la microbiota intestinal mediante una dieta alta en
grasas se ha sugerido como un mediador ‘de los trastornos relacionados con la
obesidad, la mayoria de ellos relacionados con la inflamacién sistémica de bajo grado
(Cani et al., 2008). En el presente estudio, la dieta alta en lipidos también disminuye la
abundancia de Enterococcaceae, un grupo bacteriano transitorio acido lactico que
desempefia una funcidn importante en la integridad del intestino (Pessione, 2012).
Cuando ocurre un desequilibrio, la permeabilidad del intestino aumenta, lo que conduce
a niveles mas altos de lipopolisacaridos en el plasma, que se han asociado con la
inflamacion crénica (Caesar et al., 2015; Cani, 2012). Nuestro estudio muestra que la
dieta puede tener una asociacion diferencial entre las poblaciones bacterianas entre
individuos con peso normal o sobrepeso y obesidad. Se requieren estudios
experimentales que permitan trazar la influencia de los cambios en la dieta sobre la
estructura de la microbiota en esta poblacion.

En cuanto a la composicién corporal, los nifios con obesidad tuvieron una menor
abundancia de Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae y una mayor
abundancia de Lactobacillaceae. Se observé un patréon similar con los marcadores de
riesgo metabdlico, donde la resistencia a la insulina, altos niveles de TNF-a y bajos
niveles de interleucina 10 se asociaron con una menor abundancia de Bacteroideaceae-

Porphyromonadaceae-Prevotellaceae, mientras que niveles bajos de HDL vy triglicéridos
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altos asociados con una mayor abundancia de Lactobacillaceae y Lachnospiraceae-
Ruminococcaceae, respectivamente.

La menor abundancia de Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae
en nifios con obesidad y exceso de grasa corporal es similar a otros estudios
transversales en nifios. Un estudio reciente encontré que los nifios obesos tenian una
abundancia menor de Bacteroides-Prevotella-Prohyromonas spp. y una abundancia
mayor de Firmicutes cuando se compara con nifios de peso normal (Bervoets et al.,
2013). De forma similar, se ha descrito una disminucion en la familia Bacteroidaceae en
nifos con obesidad segun el puntaje Z de IMC para la edad (Riva et al., 2017).

En la obesidad, una disminucion de la abundancia de Bacteroidetes parece estar
asociada con una mayor permeabilidad intestinal y, por lo tanto, con un-aumento en la
absorcion de lipopolisacaridos (LPS) (Caricilli & Saad, 2013; Chakraborti, 2015; Saad et
al., 2016). Se sabe que la obesidad esta asociada con la inflamacion subclinica crénica
(McArdle et al., 2013) y se ha informado que el LPS derivado de bacterias Gram
negativas intestinales esta involucrado en el desarrollo de la obesidad y la resistencia a
la insulina (Patrice D. Cani, Amar, et al.,, 2007).. La microbiota contiene un gran
reservorio de bacterias Gram negativas, como el grupo Bacteroideaceae-
Porphyromonadaceae-Prevotellaceae (Moreira et al., 2012). ElI LPS producido por estas
bacterias tiene una accion inmunomoduladora e induce tolerancia a endotoxinas
(Vatanen et al.,, 2016). En nuestro estudio, los nifios con menor abundancia de
Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae tuvieron un mayor riesgo
cardiometabdlico en concordancia con los estudios mencionados anteriormente.

Se observéo ademas una gran abundancia de Lactobacillaceae en nifios con
obesidad visceral, bajo HDL y alto TNF-a. Un estudio que comparé pacientes obesos,
de peso normal y anoréxicos mostré que el grupo obeso tenia una microbiota
enriquecida en Lactobacillus (Armougom et al., 2009). De manera similar, se encontré
una gran abundancia de especies de Lactobacillus en los nifios obesos en otro estudio
(Bervoets et al., 2013). Un metaanalisis mostré que algunas especies de Lactobacillus
como L. acidophilus, L. ingluviei y L. fermentum estan asociadas con el aumento de
peso, mientras que L. gasseri y L. plantarum estan asociadas con la pérdida de peso
(Million et al., 2012). Estas diferencias se encuentran en el contenido de genes entre las
especies. Los lactobacilos vinculados al aumento de peso carecen de enzimas
implicadas en el metabolismo de la fructosa y albergan enzimas implicadas en el

metabolismo lipidico, mientras que las especies asociadas a la pérdida de peso tienen
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enzimas implicadas en el metabolismo de fructosa, manosa, almidén y sacarosa (Drissi
et al.,, 2017). Ademas, la familia Lactobacillaceae es un grupo heterogéneo con
diferentes propiedades inmunomoduladoras. Algunas cepas de Lactobacillus son
fuertes inductores de IL-12 y TNF-a, mientras que todas las cepas de Lactobacillus
mejoran la produccién de IL-10 en diferentes grados (Zeuthen et al., 2006).
Adicionalmente, la suplementacion con Lactobacillus ha mostrado resultados mixtos
respecto a su efecto sobre los perfiles lipidicos (Y. A. Cho & Kim, 2015; Gary D.-Wu et
al., 2014). En conjunto, la evidencia empirica disponible indica que no todos los
miembros de la familia Lactobacillaceae son beneficiosos para la salud humana. En
nuestro estudio, se evalué un amplio espectro de la familia Lactobacillaceae, que
muestra que un aumento en esta familia se asocia con la obesidad y-las alteraciones
metabdlicas. Se necesitan mas estudios para definir qué miembros particulares de
Lactobacillaceae contribuyen al desarrollo de la obesidad y las alteraciones
metabdlicas, y cuales pueden usarse como probidticos en el tratamiento de la obesidad.

La interaccidon observada entre las familias ‘Lactobacillacea y Bacteroideaceae-
Porphyromonadaceae-Prevotellaceae parece ‘ser una consecuencia de la disbiosis
observada en la poblacion con obesidad y riesgo cardiometabdlico. Mientras que una
alta abundancia de Lactobacillaceae se asocié, por ejemplo, con la circunferencia de la
cintura, se detectdé una menor abundancia de Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-
Prevotellaceae. Esto podria ser parte de una sucesion secundaria en el ecosistema
intestinal causada por una variedad de factores como el uso de antibidticos, estados
inflamatorios o cambios en-la dieta (Lozupone et al., 2012). El consumo de una dieta
occidental tipica (alta-en grasas y alta en azucar) se ha asociado con una disminucion
en el phylum de Bacteroidetes (Peter J. Turnbaugh et al., 2009) y esto también puede
ocurrir en el grupo Bacteroideaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae. El aumento
de la secrecién biliar como consecuencia de una dieta alta en grasas también se ha
asociado_con la composicién de la microbiota. La actividad antimicrobiana de los acidos
biliares podria conducir a una menor abundancia de Bacteroideaceae-
Porphyromonadaceae-Prevotellaceae y el ambiente acido resultante podria ser
favorable para el establecimiento de una mayor abundancia de Lactobacillaceae (Sun et
al.,, 2016). Es necesario realizar mas estudios sobre el efecto que una dieta alta en
grasas puede tener en la abundancia de estos grupos familiares para probar esta

hipoétesis.
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Nuestros datos muestran que la composicion de la microbiota fecal a nivel familiar
es una forma mas precisa y accesible de identificar las diferencias entre las
caracteristicas antropométricas, bioquimicas y de la dieta de los individuos. Los
estudios publicados sobre la abundancia de Firmicutes y Bacteroidetes han arrojado
resultados inconsistentes debido a la variabilidad observada dentro de cada phylum.
Como informamos aqui, no todos los Firmicutes mantienen una gran abundancia en la
obesidad. Lactobacillaceae, como una familia transitoria representativa del intestino
humano, parece estar afectando la abundancia global de Firmicutes observada en
algunos estudios. Ademas, observamos una asociacidn consistente entre una mayor
abundancia de Bacteroidaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae como’ grupo, con
marcadores antropométricos mas adecuados. Los estudios futuros deben considerar la
cuantificacion de estas tres familias de forma independiente para garantizar un analisis

mas detallado de la comunidad.
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CONCLUSION

El presente estudio sugiere que tanto la dieta como la composicion coporal y los
marcadores bioquimicos se asocian a fluctuaciones en la abundancia de las familias
bacterianas. La ingesta de energia, grasa, fibra, leguminosas, productos animales y
lacteos se relaciona de manera diferente con la abundancia de las principales familias
bacterianas de la microbiota intestinal en nifios en edad escolar de acuerdo a su IMC
para la edad. El analisis de la microbiota a nivel de familia nos permitié identificar cémo
a pesar que que el reporte de la dieta era igual entre los nifios con peso normal,
sobrepeso u obesidad, la asociacion entre los nutrimentos y la abundancia de las
familias bacterianas fue-diferente para cada grupo. La informaciéon obtenida sobre
composicion coporal 'y valores bioquimicos, dio informaciéon mas contundente de cémo
la una baja abundancia de Bacteroidaceae-Porphyromonadaceae-Prevotellaceae y una
mayor abundancia de Lactobacillaceae se asocian con mayor IMC para la edad, mayor
circunferencia de cintura, porcentaje de grasa y TNF-a, mientras que la proporcion
invesa de estas familias favorecio los nievles de IL-10 y colesterol HDL. El analisis de la
microbiota a nivel de familia es una forma precisa y accesible de identificar las
variaciones en las comunidades bacterianas y determinar su asociacién con la dieta, la

obesidad y los marcadores de riesgo cardiometabdlico.
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12.1 Carta de aprobacidén de Comité de Bioética

oNey
Universidad Auténoma de Querétaro _ Facultad de Ciencias Naturales § Tt

- <
Sowdn Ao Quatars: RY

Querétaro, Qro, 10 de abril de 2014

Dra. Olga P. Garcia O.
Investigadora
Facuitad de Ciencias Naturaies

Estimada Dra. Garcia:

Nos permitimos hacer de su conocimiento que el Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Naturales dio |a siguiente resolucion del proyecto de
Investigacion del cual usted es responsable:

Titulo ~ [Resolucién
Caracterizacion de la microbiota Aprobado
intestinal, marcadores de inflamacion
intestinal, y su relacién con la
composicion corporal de nifios escolares

| de una zona rural de Querétaro

Sin méas por el momento, quedamos a sus érdenes para cualquier aclaracién o
duda.

Atentamente,
Dra. Beatriz Rangel Peniche

Comité de Bioética
Facultad de Ciencias Naturales

96




12.2. Carta de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

INTRODUCCION:

Se ha invitado a su hijo(a) a participar en un proyecto de investigacion. Antes de aceptar es importante que entienda
claramente de que se trata el estudio. Este documento puede contener palabras o términos que usted no comprenda; por
favor pida a la persona que le esta entrevistando le explique cualquier duda. No firme este documento hasta que todas
sus dudas le sean aclaradas y ademas esté convencido de querer que su hijo(a) participe en este estudio.

PROPOSITO Y DESCRIPCION DEL ESTUDIO:

Los parasitos intestinales como las amibas son los causantes de muchos problemas estomacales, y pueden tener
consecuencias en la salud, como falta de crecimiento, deficiencia de vitaminas y minerales, y también se ha relacionado
con mayor riesgo de sobrepeso y obesidad. El propésito del estudio es evaluar si los nifios tienen estos parasitos y-si
estan afectando a la la salud de sus hijos.

PROCEDIMIENTOS

Se le tomara una muestra de sangre del brazo (15mL), aproximadamente 2 cucharadas soperas. La toma se realizara de
la misma manera que en un laboratorio, utilizando material esterilizado y nuevo para cada nifio(a). Con esta muestra se
realizara el analisis de hemoglobina para diagnosticar anemia, glucosa para conocer riesgo de tener diabetes. Se pedira
una muestra de heces (popo) para determinar la presencia de parésitos, la muestra del tamafio de una nuez serd
depositada en un frasco el cual se les dara previamente y se entregara el dia de la muestra de sangre.

EVENTOS ADVERSOS Y MOLESTIAS:

Puede ser que la toma de muestra de sangre le cause un poco.dolor a su hijo(a) o que se presente un pequefio moreton
(esto depende de la sensibilidad de la piel). No a todos les pasa; estas molestias son normales.

BENEFICIOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO:

Todos los procedimientos del estudio se proporcionaran sin ninglin costo para usted. Usted recibira los resultados de los
andlisis de laboratorio que incluyen diagnéstico de anemia, evaluacion de peso, estatura y los resultados de parasitos.

Con la participacién de su hijo(a) en este estudio contribuird a la generacion de informacién cientifica para tratar
problemas relacionados con la infeccion de parasitos.

CONFIDENCIALIDAD:

Su participacion en este estudio sera confidencial, es decir, no se hara referencia de usted, de su hijo o de su familia por
su nombre en ningln reporte del estudio. Se asigna un nimero de caso y las iniciales para cada participante. Sélo los
investigadores y médicos del estudio contaran con sus datos completos.

INFORMACION DE CONTACTO:

En caso de que usted quiera ampliar la informacion acerca del proyecto o en caso de una emergencia, llame al nimero
(442) 192-12-00 extension 5351, o al nextel (442) 341-9519 con la Dra. Olga Garcia Obregén de la UAQ, responsable
del estudio, o al (442) 192-1200 extension 5346 con la Dra. Beatriz Rangel Peniche, representante del Comité de
Bioética de la UAQ.

Cualquier informacion reciente que pueda afectar en su decision de continuar participando en el proyecto se le
comunicara inmediatamente.
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EL CONSENTIMIENTO A PARTICIPAR:

“Yo entiendo que la participacion de mi hijo(a) es voluntaria y que tengo el derecho de no aceptar que participe mi hijo(a)
en el proyecto si esta es mi decision. Entiendo que puede retirarse mi hijo(a) del estudio en cualquier momento. Yo he
leido 0 me han leido esta informacion y se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas sobre el estudio. Las
respuestas a mis preguntas fueron resueltas de manera satisfactoria y se me ha dado una copia de este consentimiento.
He recibido la explicacion del estudio y sus términos. Libremente y sin presion alguna doy mi consentimiento para que mi
hijo(a) participe en este estudio”.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARTICIPANTE
NOMBRE DEL PARTICIPANTE

Nombre de la madre, padre o tutor:

Domicilio
No. Telefénico:
Firma de la madre, padre o tutor Fecha
Dia mes afio
TESTIGO 1
Nombre del testigo
Domicilio
No telefonico:
Firma del testigo Fecha |
dia mes afo
TESTIGO 2
Nombre del testigo
Domicilio
No telefénico:
Firma del testigo Fecha
dia mes afio

DECLARACION DEL INVESTIGADOR
Yo o mi representante hemos discutido con el participante la naturaleza y propésito del estudio, asi como los

posibles riesgos y-beneficios de su participacion. Considero que el participante ha recibido la informacion completa
con un lenguaje comprensible y apropiado, ademas de haberle contestado sus dudas.

Nombre del investigador o representante

Firma del investigador Fecha de Ia

firma dia mes aiio

No. Caso
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12.3.

Historia clinica

No. Registro

Llénese sélo con tinta azul
Cédigo de identificacion del sujeto Fecha

Iniciales Dia Mes Aiio

HISTORIA CLINICA

Nombre de la escuela

Afios Meses

Edad [ | |
Grado y grupo I:I:l

1. Sexo I: 1) Femenino  2) Masculino

2. Domicilio:

3. Comunidad:

4. ;Con quién vive el nifio? [ | 1) Ambos padres 2) Solo Mama 3) Solo Papa 4) Otros (abuelos, etc.)

4 (a). Mencione el parentesco

5. Si es el caso, motivo por el que el nifio no vive con los padres

6. (Quién cuida al nifio la mayor parte del dia? [} 1)Mama 2) Abuela 3) Tia 4) Hna. Mayor 5) Otro

7. ¢El nino acudio6 al preescolar?

8. ¢ Tipo de preescolar?

L]} 1sr2no
D 1) Publico 2) Privado

DATOS DE LOS PADRES

DATOS DE LA MADRE DATOS DEL PADRE
Edad (en afios) 9. 10.
Ocupacion 11. 12.
Escolaridad 13.* 14.*
Discapacidad fisica y/o 15. 16.
Enfermedad crénica

*Para los reactivos 13 (13 a)y 14

1) No asisti6 a la escuela

7) Carrera técnica (computacion, secretariado, inglés,
etc.)

2) No asisti6 a la escuela, pero sabe leer y escribir

8) Bachillerato incompleto

3) Primaria Incompleta

9) Bachillerato completo

4) Primaria Completa

10) Licenciatura incompleta

5) Secundaria incompleta

11) Licenciatura (Titulado)

6) Secundaria completa

12) Postgrado (diplomados, especialidades, maestria, etc.)

Si el nifio es cuidado por otra persona y no por la madre o padre proporcione los datos de la persona que lo

cuida.

DATOS DE QUIEN CUIDA AL NINO
Edad (en afios) 9 a.
Ocupacion 11 a.
Escolaridad 13 a.*
Discapacidad fisica 15 a.

Enfermedad Crénica

Pagina 1 de 4
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| bATOS DE EMBARAZO Y PARTO [

17. ¢ Usted queria embarazarse? I: 1) SI 2)NO

18. ¢ Cuantos embarazos ha tenido incluyendo el del nifio? I:
(contar embarazos no terminados, abortos)

19. ¢ Sufrié la madre alguna enfermedad o traumatismo durante el embarazo? D 1)SI 2)NO
(caidas, golpes, etc.)

19 (a). Si es el caso, mencione ¢Cual? o ¢Cuales?

20. ;Existieron problemas durante el desarrollo fetal del nifio? D 1)SI 2) NO
(Ej. amenaza de aborto)

20 (a). Si es el caso, mencione ¢Cual? o ¢ Cuales?

21. ;La madre consumié bebidas alcohélicas durante el embarazo? I: 1) Sl 2)NO
22. ;La madre fumé durante el embarazo? D 1)SI 2)NO

23. ;Edad gestacional? D 1) Prematuro (meses) 2) Término (9 meses)
(tiempo de embarazo)

24. ; Cual fue el peso del nifio al nacer?

25. ¢ Cual fue la talla del nifio al nacer?
26. ¢El nifio fue amamantado? D 1)Sl 2)NO

26 (a). ¢ Cuanto tiempo? (meses)

DATOS DE HERMANOS [

27. ¢ Cuantos hermanos tiene el nifio en total? (no incluya al nifio) I:b

28. Lugar que ocupa el nifio dentro del orden de nacimiento I:
(1°. 2°. etc.)

[ ANTECEDENTES FAMILIARES DE SALUD [

29. De las siguientes enfermedades mencione cuales existen o existieron en la familia de los padres.
(Abuelos, tios, hermanos, suegros, cufiados, etc.)

ENFERMEDAD 1) SI 2) NO ENFERMEDAD 1) Sl 2) NO
a) Diabetes [ Cl g) Problemas cardiacos Cl O
b) Alcoholismo Cl Cl h) Violencia (fisica 6 verbal) [ 1
c) Drogadiccién [t Cl i) Asma Cl
d) Cancer Cl 1 j) Hipertensién arterial Cl
e) Epilepsia Ol [l || k) Otra [
f) Alteraciones mentales O ] ¢Cual?
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Llénese sélo con tinta azul
Cédigo de identificacién del sujeto Fecha

No. Registro Iniciales Dia Mes

| DESARROLLO GENERAL DEL NINO

30. {Qué enfermedades ha tenido el nifio?

ENFERMEDAD 1) Sl 2) NO ENFERMEDAD 1) Sl 2) NO
a) Sarampién [ i) Problemas digestivos Cl [
c) Paperas [ 1 |1)) Varicela 1 1
d) Hepatitis [ Cl K)Se orina en la cama Cl [
e) Anemia Cl [ 1) Crisis convulsivas Cl ’
f) Problemas visuales [ m) Problemas dermatolégicos ()
g) Problemas auditivos [ n) Discapacidad fisica [
h) Alergias e intolerancias** [ o) Otros [ Cl
¢ Cuales?
31. ¢ A que es alérgico y/o intolerante el nifio?
1) SI 2) NO Especifique cudles Sintomas
a) Alimentos
o 2
b) Medicamentos
: ! !
c) Otro
J J
32. ;Se ha enfermado en las dos ultimas semanas? D 1)SI 2)NO
32 (a). Especifique de qué
33. ¢El nifio come bien? [} 1)SI 2)NO (conteste 33(a)
33 (a) ¢Especifique porqué no?
34. ¢Dio al nifio algin medicamento en las 2 tltimas semanas? D 1)SI 2)NO
34 (a). Especifique cual
35. ¢El nifio esta tomando algun suplemento de vitaminas y/o minerales? I: 1)SI 2) NO
35 (a). Especifique cual
35 (b). ¢ Desde cuando?
35 (c). ¢ Quién lo recet6?
36. ¢El nifio controla esfinteres? I: 1) SI 2)NO
37. ¢El nifio ha requerido hospitalizaciones? D 1)SI 2)NO
38. ¢ Por cuanto tiempo estuvo hospitalizado?
39. ¢ Cual fue la causa de la hospitalizacion?
40. ;El nifio ha tenido golpes fuertes en la cabeza? I: 1) SI 2) NO
Pagina 3 de 4
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41. ¢ A que edad el nifio sufrié el golpe el la cabeza?

42. ;El nifio perdié el conocimiento? L1 ns 2no
43. ¢ Qué tipo de atencién recibi6 el nifio? I:
1) Atencién médica  2) Atencion de la mama 3) No recibi¢ atencién

44. ;Cual es el lado dominante del nifio? D 1) Diestro  2) Zurdo ~ 3) Ambidiestro

PROBLEMAS INTESTINALES [

45. ¢ El nifo ha presentado diarrea en las ultimas 4 semanas? D 1)SI 2)NO
46. Duracion de la diarrea D 1)<1semana 2)>1semana 3)>4semanas 4)Interrumpidamente
47. Severidad de la diarrea I: 1) Menos de 3 evacuaciones por dia 2) de 3 a 7 evacuaciones por dia 3) Mas de 7 evacuaciones por dia

48. ; Cuando fue la ultima vez que el nifio fue desparasitado?

49. ; Con qué medicamento?

ESQUEMA DE VACUNACION [

50. ¢ El nifio tiene todas las vacunas? I: 1) Sl 2) NO

Indique las vacunas que han sido aplicadas a su hijo desde el nacimiento hasta el dia de hoy.

Nombre de la Vacuna ¢Le fue aplicada la vacuna? Reacciones adversas
BCG (Tuberculosis) 1 S! LI NO
Polio sl NO
DPT (difteria, tos ferina y tétanos) Sl NO
Anti Haemophilus influenzae Clsl NO
Hepatitis B ] sl L] NO
Triple viral (SRP) sl LINO
Otro 1Sl 1 NO

Observaciones

Aplicador: ‘:I:I:l

Iniciales

Firma del Investigador Principal :l:l:]

Dia Mes Afio
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12.4. Cuestionario Socio-Econdmico

Llénese sélo con pluma negra

SEP-2004-48183/FNN Namero de Caso: ‘ ‘ | | ‘

Iniciales(nombre del sujeto): ‘ ‘ | | ‘

Fecha de aplicacién: ‘ | | ‘

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Facultad de Ciencias Naturales, Escuela de Nutricion

Proyecto Leptina-Antioxidantes

Nombre:

—

Edad: I:I:I Fecha de nacimiento: | |
Aiios Meses

CUESTIONARIO SOCIOECONOMICO

1. ¢Cuantas personas viven en la casa? (incluya si es el caso, tios, primos, abuelos etc.)

¢Cuantas personas duermen en la casa?

¢Cuantas personas comen en la casa?

Numero total de habitaciones (total de cuartos en la casa incluyendo cocina, bafio, recamaras, sala, comedor)

¢Cuantos cuartos utilizan como dormitorios en la casa?

e e w8 b

¢(En donde se encuentra la cocina?

1 Dentro de la vivienda, independiente de los dormitorios.
2 Dentro de la vivienda, sélo hay 1habitacion para todo.
3 Fuera de la vivienda.

7. Numero de familias que viven en el terreno, y comparten algunas habitaciones
®  (como la cocina)
8. ¢Cuenta con agua entubada?
1 8Si
2 No

ol tobbod

8a ¢Como obtiene agua para la vivienda?
1 Obtiene el agua de una llave publica
2 Existe tuberia fuera de la vivienda pero dentro del terreno
3 Existe tuberia dentro de la vivienda (lavabo, tarja)
4 Otras

9. ¢Cuenta con bafo?
1 Si
2 No

1

9a ¢Como esta construido el bafio?
1 Fosa (letrina)
2 Drenaje

Pagina 1 de 2
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Llénese sélo con pluma negra

SEP-2004-48183/FNN Namero de Caso:

10.

1.

12.

13.

14.

Iniciales(nombre del sujeto):

Fecha de aplicacion:

CUESTIONARIO SOCIOECONOMICO

¢El material de la mayor parte de las paredes de la casa es de?
1 Lamina.

2 Cartén

3 Madera

4 Adobe (bloques de lodo)

5 Tabique o similares (bloc)

6 Otros
7 Piedra

¢(El material de la mayor parte de los pisos es de?
1 Tierra

2 Cemento firme

3 Loseta

4 Otros

¢El material de la mayor parte del techo de la casa es de?

1 Teja.

2 Lamina de carton

3 Lamina de asbesto

4 Madera

5 Cemento o loza

6 Tabique rojo (listoncillo)
7 Otros

¢A quién pertenece la vivienda?
1 Rentada.

2 Es casa propia.

3 Otros.

¢ Cual es el medio de transporte que utiliza con mayor frecuencia?
1 Bicicleta

2 Motocicleta

3 Automovil

4 Transporte publico

5 Otros
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Llénese sélo con pluma negra

SEP-2004-48183/FNN

Namero de Caso:

Iniciales(nombre del sujeto): ‘

Fecha de aplicacion:

CUESTIONARIO SOCIOECONOMICO

15. Lista de objetos con los que se cuenta en la casa

a Estufa s ] [no
b  Maquina de coser sl NO
c Teléfono Sl NO
d Celular Sl NO
e Bicicleta sl NO
f Motocicleta sl NO
g  Automovil sl NO
h Luz eléctrica (marque con un asterisco si no existe medidor) Sl NO
i Radio o grabadora (modular, toca cintas) Sl NO
j Television sl NO
k  Refrigerador s NO
| Videocasetera Sl NO
m DVD sl NO
n TV por cable (cablevision, sky, etc) s NO
A Horno de microondas Sl NO
o Computadora sl NO
p Videojuegos sl NO

OBSERVACIONES:

Pagina 3 de 2
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12.5. Cuestionario de Seguridad Alimentaria

Llénese sélo con pluma negra

Cédigo de identificacion del sujeto Fecha
No. ID Iniciales Dia Mes Afio

CUESTIONARIO SOBRE SEGURIDAD ALIMENTARIA

Ahora le voy a hacer algunas preguntas que tienen que ver con su alimentacién de cuando
usted era nifia; “por favor piense en aquella época”.

1 ¢Usted tiene la necesidad de dar a su hijo ciertos alimentos que usted no tuvo cuando era nifia?
Q st O no O NS/NR

2 ¢Su familia comia los mismos alimentos diariamente porque no habia suficiente dinero o recursos para
otros alimentos?
Q sI O no O NS/NR

3 ¢Habia ocasiones en el mes o el afio cuando su familia daba poco alimento?

(porciones pequeiias)

O st O nNo O NS/NR

Usted tuvo que dividir en pequefias cantidades la racion de carne para todos los miembros de la

familia, porque no tenia suficiente para cada uno?
O st NO O NS/NR

5 ¢éUsted, cuando era nifia trabajo para ayudar a su-familia.a comprar alimentos?

Q sI O nNo O NS/NR
6 ¢Cuando usted era nifia, habia ocasiones en que sus padres no tenian suficiente para comer?
Q sI O no O NS/NR

7 ¢Cuando usted era nifia, habia ocasiones en que usted no tenia suficiente para comer?
O st O No (O NS/NR

Ahora voy a hacerle preguntas sobre su alimentacion, la alimentacion en su hogar y de sus
nifios durante el mes pasado; por favor ahora piense en lo que pasoé en los Ultimos 30 dias.

En el dltimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢Usted se preocupd de que la comida se

1 acabara?
Q st O no QO NSs/NR
En el Ultimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢éSe quedaron sin comida?
2 Q st O No O NS/NR

En el Ultimo mes, alguna vez éSe quedaron sin dinero o recursos para obtener una alimentacion sana
3y variada?

Q st O nNo QO NS/NR
En el Ultimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez éUsted o algln adulto en su hogar tuvo
4 una alimentacién basada en muy poca variedad de alimentos?

Q st O nNo O NS/NR
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CUESTIONARIO SOBRE SEGURIDAD ALIMENTARIA

5  En el Ultimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez éUsted o algin adulto en su hogar dejo
de desayunar, comer o cenar?
QO s1 O nNo O NS/NR

6  En el Gltimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢Algun adulto en su hogar comié menos
de lo que usted piensa debia comer?
Q st O nNo O NS/NR
7  En el dltimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez éUsted o algin adulto de este hogar sintio
hambre pero no comi6?

Q st O nNo O NS/NR
8  En el Ultimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢Usted o algln adulto en su hogar solo
comid una vez al dia o0 dejo de comer todo un dia?
Q st O nNo O NS/NR

9  En el Ultimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢Tuvieron que hacer algo que hubiera
preferido no hacer para conseguir comida, tal como mendingar (pedir limosna) o mandar a los nifios a

trabajar?
Q st O nNo O NS/NR
10 ¢En este hogar viven nifios o nifias menores de 18 afios? ¢Cuantos? CUANTOS MENORES DE 18 ANOS

(0) No, no hay menores, de por terminada la entrevista

11 En el Ultimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢Algan menor de 18 afios en su hogar
dejo de tener una alimentacion sana y variada?
Q srI O nNo O NS/NR
12 En el Ultimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢Algin menor de 18 afios en su hogar
tuvo una alimentacion basada en muy poca variada de alimentos?
QO s1 O nNo O NS/NR

13 En el Gltimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez éAlgiin menor de 18 afios en su hogar
comidé menos de lo que debia?
Q st O nNo QO NS/NR

14 En el Ultimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢tuvieron que disminuir la cantidad
servida en las comidas a algin menor de 18 afios del hogar?
Q st O no O NS/NR

15 En el Ultimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢Algin menor de 18 afios sintié hambre
pero no comid?

Q st O No O NS/NR
16 En el Gltimo mes; por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢éAlgin menor de 18 afios se acostd con
hambre?
Q st O nNo O NS/NR

En el dltimo mes, por falta de dinero o recursos, alguna vez ¢Algin menor de 18 afios solo comid una
vez al dia o dejé de come r todo un dia?
QO st O nNo O NS/NR

Realizo: | | Verifico |

Fecha de Verificado

Dia Mes Afio
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12.6. Frecuencia de alimentos

Liénese s6lo con tinta azul
Cédigo de identificacion del sujeto Fecha de Aplicacién
[ L[] | | [ ] ] |
1D Iniciales Mes Afio
FRECUENCIA DE ALIMENTOS
VERDURAS Y FRUTAS N
Namero de veces al En
ALIMENTO o Semana Mos Ao Nunca temporada CODIGO

1 |Betabel
2 | Brocoli
3 | Calabacitas
4 | Cebolla
5 | Champifién
6 | Chayote
7 | Chicharo
8 |Chilaca
9 | Chile poblano
10 | Col
11 | Coliflor
12 | Ejotes
13 | Elote
14 | Huitlacoche
15 | Jitomate
16 |Lechuga
17 | Nopales
18 | Pepino
19 Pimient_o morrén rojo, verde, amarillo,

anaranjado
20 |Rabano
21 | Verdolaga / acelga/ quelites/ espinaca
22 | Zanahoria
23 | Salsaverde
24 | Salsa roja
25| Durazno
26 |Fresa

Pagina1de5
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Namero de veces al En
ALIMENTO PR P R e Nunca temporada CODIGO
27 | Garambullo
28 | Guayaba
29 |Jicama
30 |[Lima
31 |Limén
32 |Granada
33 |Higos
34 | Ciruela
35 | Mandarina
36 | Mango
37 |Manzana
38 | Meldn
39 | Naranja
40 |Papaya
41 |Pera
42 | Pifa
43 | Platano
44 | Sandia
45 |Toronja
46 |Tuna
47 |Uvas
.. LEGUMINOSAS
Niamero de veces al
ALIMENTO " — Nunca CODIGO
Dia Semana Mes Ao

48 | Frijoles

49 | Habas

50 |Lentejas

51 |Soya texturizada

52| Garbanzo
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109




Llénese sélo con tinta azul

Cédigo de identificacion del sujeto Fecha de Aplicacién
Iniciales Dia Mes Aiio
LACTEOS
Namero de veces al
ALIMENTO Nunca CODIGO
Dia Semana Mes Aio

53 | Leche fresca entera (carton)

54 | Leche bronca

55 | Leche en polvo

56 |Leche descremada (light)

57 | Queso, panela, ranchero y oaxaca

58 | Queso manchego, asadero, amarillo,

59 |Yogurt con frutas (sabor)

60 | Danonino

61 |Yakult
\d
CARNES ~
Namero de veces al
ALIMENTO Nunca CODIGO
Dia Semana Mes Afio

62 | Carne de res, bistec, molida, trozos

63 | Carne de cerdo, bistec,trozos

64 | Carnitas

65 | Higado de res

66 | Menudo

67 | Barbacoa de borrego

68 | Pollo

69 | Menudencia de pollo

70 |Huevo

71 | Pavo o guajolote

72 | Atun

73 | Sardina

74 | Pescado, filete (pieza 6 en caldo)

75 | Caldo de camardn

Céctel de mariscos (Camaron, pulpo,

78 ostiones)
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EMBUTIDOS

Niamero de veces al
ALIMENTO - — Nunca CODIGO
Dia Semana Mes Ao
77 |Jamoén
78 | Salchicha
79 | Mortadela
80 | Queso de puerco
81 |Longaniza / Chorizo
ALIMENTOS PREPARADOS
Namero de veces al
ALIMENTO — - Nunca CODIGO
Dia Semana Mes Ao
82 | Arroz rojo, blanco, amarillo
83 | Sopa de pasta, seca y aguada
84 | Sopa instantanea
85 | Camote
86 | Papa
87 |Avena cocida o instantanea
88 | Galletas dulces
89 | Galletas saladas
90 | Cereal de caja (zucaritas, corn flakes)
91 | Pan dulce
92 | Pastelitos, gansito, pingliinos
93 | Barras de cereal
94 | Pan integral bimbo, wonder
95 | Pan blanco bimbo, wonder
96 | Bolillo
97 | Tortilla de harina
98 | Tortilla de maiz
99 | Gorditas queso, migajas
100 | Sopes
101 | Pizza
102 | Hot dogs, hamburguesa
103 | Tacos al pastor, bistec, etc
104 | Tamales de carne, queso, dulces
105 | Frituras (Churritos, papas)
106 | Palomitas
Pagina4 de 5
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Llénese sélo con tinta azul

Cédigo de identificacion del sujeto

Fecha de Aplicacién

G

Iniciales Dia

RASAS

ALIMENTO

Namero de veces al

Dia

Nunca

Semana Mes

CODIGO

107

Aceite vegetal

108

Aguacate

109

Cacahuate, almendra, nuez, semillas

110

Crema

111

Manteca

112

Mantequilla

113

Mayonesa

114

Chicharrén de cerdo

115

Mole verde, rojo

AZUCARES

ALIMENTO

Namero de veces al

Dia

Nunca

Semana Mes

CODIGO

116

Azlcar

117

Chocolate en polvo

118

Chocolate en barra

119

Dulces (paletas)

120

Mermelada

121

Miel

122

Helado (crema)

123

Nieve (agua)

124

Catsup

" .BEBIDAS

ALIMENTO

Namero de veces al

Dia

Nunca

Semana Mes

CODIGO

125

Agua de fruta natural

126

Bebidas con saborizante (Tang, Frisco,
Clight, Kool-Aid)

127

Gatorade

128

Atole (Harina y.leche)

129

Atole (Harina y agua)

130

Refrescos (coca, manzana)

131

Jugo natural, naranja, zanahoria

132

Jugo embotellado

133

Café

134

Té

OBSERVACIONES

Realizo:

Verifico:

Fecha de verificacion: |
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12.7. Recordatorio de 24 horas

Uiénese s6lo con tinta azul

Cédigo de identificacién del sujeto

Fecha de Aplicacién

[ ]

| ‘ D]ia

l Al[lﬂ l

D Mes
RECORDATORIO DE 24 HORAS
1 2 ) )
Semana Fin de Semana Namero de Recordatorio
Tiempo | @) £Qué comié el dia de ayer? " " i &Qué cantidad de la Equivalencia
e £Qué cantidad de alimento | breparacion familiar consumié | por unidad de | Cjave @)
comida | p) Anote el nombre de cada platillo incluy6 en la el p 2 medida alimento
Preparacion Ingredientes Cantidad Unidad Cantidad Unidad gomL
Tiempo | @) £Qué comié el dia de ayer? & canti " £Qué cantidad de la Equivalencia
e £Qué cantidad de aliment® | preparacién familiar consumié | por unidad d Slave cel
comida | p) Anote el nombre de cada platillo fncluyo en la preparacion? el participante? medida alimento
Preparacion Ingredientes Cantidad Unidad Cantidad Unidad gomL

OBSERVACIONES

Claves para llenado de formato: Llenar la columna de tiempo de comida con: DES, desayuno; COM, comida; CEN, cena; COL1, colacién 1; COL2, colacién 2; etc.
Llenar la columna de unidad con: C1, cuchara grande de servir (peltre), C2, cuchara mediana de servir (peltre), C3, cuchara sopera (peltre), G4, cuchara cafetera (peltre), C5, cuchara sopera
(cubierto), C6, cuchara cafetera (cubierto), TZA, taza de 240 mL, Piezas 6 unidades. a)= alimento con ingredientes b)= alimento individual

Realiz6: Verifico:

Fechadeverificacion: | | | | | | | |
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12.8. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA
PowerlLyser Power Soil DNA isolation kit
(MoBio)

14. CENTRIFUGAR-RECUPERAR DNA
* 30segall,000rpm
* Desechar la columna

A

* ETANOL (Tratamiento previo)

Pesar 0.3 g de muestra de heces*

Afadir 500 ul de etanol y vortex brevemente
Centrifugar 5 min a 14,000 rpm

Retirar todo el etanol con una pipeta

v

. BEAD TUBES

Pesar 0.25 g de muestra o transferir la
muestra lavada con etanol al tubo beads*
Anadir 750 ul de Bead Solution

Pasar por Vortex brevemente

v

13. TRANSFERIR Y SOLUCION C6

¢ Transferir la columna a un nuevo tubo
¢ Adicionar 100 ul de C6

* Incubar 1 min a temp. ambiente

¢

12. CENTRIFUGAR-DESCARTAR-CENTRIFUGAR
* 1mina 10,000 g
¢ Descartar liquido
* 1mina 10,000 g

T

11. SOLUCION C5
¢ Agregar 500 ul de C5

10 minutos a 42C
2 mina 10,000 g

10 minutos a 4eC
3 mina 10,000 g

2. SOLUCION C1

* Afadir 60 ul de C1

* Pasar por Vortex brevemente** 10. CENTRIFUGAR

* Incubar por 3 min * 1minal0,000g

‘1’ * Descartar liquido
3. BEAD BEATING ﬂr
* Homogenizar 45 seg a 4,000 rpm Repetir 3 VECES 9. SPIN FILTER

* Tomar aprox. 675 ul de

JL sobrenadante y
4. CENTRIFUGAR Eﬁ:ﬁﬁfﬂfs enla
* 10 minutos a 10,000 g

— N

A 4

5. SOLUCION C2 7. SOLUCION C3 9. SOLUCION C4 (agitar)

* Transferir de 400-500 ul * Transferir no mas de ¢ Transferir no mas de
de sobrenadante a un S 600 ul de sobrenadante N 750 ul de sobrenadante
tubo nuevo al un nuevo tubo al un nuevo tubo

. Agregar 250 ul de C2 * Adicionar 200 ul de C3 * Adicionar 1,200 ul de C4

. Vortex brevemente * Votex brevemente * Vortex brevemente

) )
6. INCUBAR-CENTRIFUGAR 8. INCUBAR-CENTRIFUGAR

*Limpiar espatula con etanol
**5 segundos
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12.9. Protocolo RPOB

CURVA ESTANDAR (Dilucién 1:5 seriada Vol: 100 ul)
Pool Dilucién 1 Dilucién 2 Dilucién 3 Dilucién
20 ul pool 20 ul D1 20 ul D2 Tomar
80 ul agua PCR | 80 ulagua PCR | 80 ul agua PCR Completar
11.000 2.200 0.440 Concentracion final
55 ng/ul Dilucion 4 Dilucion 5 Dilucion 6 Dilucién
20 ul D3 20 ul D4 20 ul D5 Tomar
80 ulagua PCR | 80 ul agua PCR | 80 ul agua PCR Completar
0.088 0.002 0.001 Concentracion final
REACTIVO LOTE BASE TOTAL MM UNIDAD
H20 1.05 105 ul
Sybr Green Mix 7.5 750 ul
Primer F 0.6 60 ul
Primer R 0.6 60 ul
BSA 2.25 225 ul
DNA 3 X ul
TOTAL 12 ul 15 1200 ul
gPCR Mixture 15 ul Reacciones 93 100
PASO TEMP TIEMPO CICLOS
DN inicial 95°C 2 min
DN 95°C 45 seg
Alineacion 55°C 1 min x 35 ciclos
Extension 72°C 1 min
Extensién final 72°C 5 min

115



12.10. Protocolo Familias

CURVA ESTANDAR (Dilucién 1:5 seriada Vol: 100 ul
Pool Dilucién 1 Dilucién 2 Dilucién 3 Dilucién
20 ul pool 20 ul D1 20 ul D2 Tomar
80 ul agua PCR | 80 ul agua PCR | 80 ul agua PCR Completar
10.900 2.180 0.436 Concentracion final
54.5 ng/ ul Dilucion 4 Dilucion 5 Dilucion 6 Dilucién
20 ul D3 20 ul D4 20 ul D5 Tomar
80 ul agua PCR | 80 ul agua PCR | 80 ul agua PCR Completar
0.087 0.017 0.003 Concentracion final
REACTIVO LOTE BASE TOTAL MM UNIDAD
H20 21 210 ul
Sybr Green Mix 71 710 ul
Primer F 0.7 70 ul
Primer R 0.7 70 ul
BSA 14 140 ul
DNA 3 X ul
TOTAL 12 ul 15 1200 ul
gPCR Mixture 15 ul Reacciones 93 100
PASO TEMP TIEMPO CICLOS
DN inicial 95°C 3 min
DN 94°C 45 seg
Alineacion 55°C 30 seg x 35 ciclos
Extension 72°C 30 seg
Extension final 72°C 5 min
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ANEXOS

12.11. Curvas: amplificacién, estardar y disociacion.
LOTE 1 RPOB
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ANEXOS

LOTE 1 ECC
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ANEXOS

LOTE 1 LRC
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ANEXOS

LOTE 2 BPP
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ANEXOS

LOTE 2 LAC
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ANEXOS

LOTE 3 RPO
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ANEXOS

LOTE 3 ECC
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ANEXOS

LOTE 3 LRC
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ANEXOS

LOTE 4 ECC
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ANEXOS

LOTE 5 RPO
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ANEXOS

LOTE 5 ECC
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ANEXOS

LOTE 5 LRC
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ANEXOS

LOTE 6 BPP
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ANEXOS

LOTE 6 LAC
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ANEXOS

LOTE 7 RPO
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ANEXOS

LOTE 7 ECC
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ANEXOS

LOTE 7 LRC

Lo By S ary

12.12. Eficiencia de las reacciones de qPCR.

# LOTE

MUESTRAS

24

25

25

25

20

gPCR

Eficiencia
2
R

Eficiencia
2

R

Eficiencia
o 2
R
Eficiencia
2
R
Eficiencia
2
R
Eficiencia
2
R
Eficiencia
2

R

RPO =14 4
90.2% 90.3%
0.986 0.990
J 90.8% 91.6%
0.953 0.996
90.2% 99.0%
0.980 0.994
90.6% -
0.985 -
90.9% 102.1%
0.981 0.997
90.3% 100.9%
0.988 0.999
91.3% 100.0%
0.982 0.999

ECC
90.1%
0.990
92.7%
0.904

90.8%
0.980

95.5%
0.988

90.0%
0.980

100.7%
0.992

90.6%
0.966

LAC
90.4%

0.976
91.4%
0.998

90.1%
0.987

90.1%
0.998

90.6%
0.977

96.9%
0.997

92.6%
0.991

LRC
90.8%
0.915
91.2%
0.959

94.1%
0.979

90.0%
0.980

96.9%
0.913

90.2%
0.972
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