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Resumen
La microbiota intestinal es un factor que durante la tltima década, ha sido relacionado con el

incremento de la masa grasa debido a su influencia sobre el control de la permeabilidad
intestinal, desconjugacion de las sales biliares, liberacion de hormonas intestinales e
inhibicion del factor de adiposidad inducido por ayuno (FIAF), condiciones que fomentan la
extraccion energética de la dieta, es asi que, la microbiota intestinal ha sido parte de los
estudios que relacionan los factores de cambio nutricional en el tratamiento del sobrepeso y
obesidad. No obstante, los estudios reportados no han sido determinantes en la relacién que
existe entre disbiosis y obesidad. Es por ello que el objetivo de este trabajo de investigacion
fue conocer la asociacion de la relacion Firmicutes/Bacteroidetes de la microbiota intestinal
con el porcentaje de grasa, glucosa, triglicéridos, colesterol total y c-HDL en 70
universitarios de entre 18 y 25 afios mediante un estudio observacional, transversal y
comparativo. Los participantes fueron seleccionados por muestreo estratificado y
caracterizados en 3 grupos de estudio: normopeso (29.5%), sobrepeso (27.4%) y obesidad
(43.2%), quienes presentaron cifras de glucosa (83.91+5.78) y colesterol (172.71£29.73)
total adecuados, mientras que llegaron a encontrarse con valores elevados de triglicéridos
(116.35£83.77) y disminuidos de c-HDL (57.74+11.56 para mujeres y 51.38+7.88 en
hombres). La relacién F/B encontrada fue de 1.05 + 0.90 para normopeso, 1.17 + 0.94 para
sobrepeso y para obesidad de 1.33 + 0.68. Finalmente, tras establecer asociacion mediante
un modelo de regresion lineal, entre la relacion F/B, indicadores metabolicos y porcentaje de
grasa, ésta resultd estadisticamente no significativa (p >0.05) con una fuerza de asociacion
baja (R <0.5), concluyendo que deben tomarse en consideracion factores como el tipo de
dieta, nivel de actividad fisica y salud cardiovascular para lograr establecer relaciones

significativas entre la disbiosis, composicion corporal e indicadores metabdlicos.

Palabras clave: microbiota intestinal, grasa corporal, indicadores metabolicos, universitarios



1. Marco Teorico

1.1 Antecedentes
La poblacion universitaria esta comprendida por jovenes de entre los 18 y 25 afios de edad

(1) misma que se caracteriza por estar expuesta a una serie de modificaciones fisioldgicas
propias de la juventud. Estos cambios fisioldgicos estan acompafiados de cambios sociales,
econdémicos y culturales, los cuales a su vez estan relacionados con el abandono del hogar,
debido al comienzo de los estudios universitarios e inicio de la vida adulta (2). Todo este
conjunto de factores impacta en el estilo de vida, favoreciendo la practica de malos habitos
tanto alimenticios como sociales (sedentarismo). Esto conlleva a condiciones que promueven

el desarrollo del sobrepeso y la obesidad (1).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), define al sobrepeso y la obesidad como “una
acumulacioén anormal o excesiva de grasa que supone un riesgo para la salud” (3) y surge
como consecuencia del desequilibrio entre la ingesta de alimentos y el gasto energético. La
presencia de estas condiciones, incrementa el riesgo de desarrollar diferentes tipos de
enfermedades no transmisibles como: hipertension, infartos, ciertos tipos de cancer,
depresion, disfunciones musculo-esqueléticas y trastornos respiratorios. Es por ello que se ha
considerado a estos padecimientos como un problema de salud publica, al ser causa de muerte
prematura en la poblacion mayor a 20 afios (4). Por ello es de suma importancia reconocer
los factores que conllevan a esta condicién fisioldgica y que derivan en el padecimiento. De
acuerdo con cifras reportadas en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
2018, el promedio de poblacion adulta que tiene un exceso de peso es del 75.2% en México
(4). Para el estado de Hidalgo la reportd que, en adultos mayores a 20 afios, el 41.5%y 27.4%
de las mujeres, presentan sobrepeso y obesidad, respectivamente; mientras que, en los
hombres, un 40.7% de estos padece de sobrepeso y el 19.1% obesidad (5). Por otro lado, en
un estudio realizado en 2014 por Gonzalez et al., en donde se evalud la prevalencia de
obesidad en jovenes universitarios (18-24 afios), se reportaron prevalencias del 28.4% de
sobrepeso y 11.1% de obesidad en los hombres; asi como, del 19% y 10.6% de sobrepeso y
obesidad, respectivamente, en el caso de las mujeres (1). En otro estudio realizado por
Gomez-Landeros et al en 2017, fueron evaluados estudiantes universitarios, con el objetivo
de determinar prevalencias de sobrepeso, obesidad y antecedentes de enfermedades no

transmisibles, se encontrd que el 56.16% de los hombres presentaba sobrepeso y el 29.23%



obesidad; en el caso de las mujeres el sobrepeso se presentd en 23.45% vy la obesidad en un

10.34% (6).

La evidencia actual sefiala a la microbiota intestinal como uno de los principales factores

involucrados en la acumulacion de grasa corporal. Esto en virtud de las funciones en la

regulacion metabolica, digestion, homedstasis energética e inflamacion que efectta en el

hospedero (7). De esta manera se ha demostrado que la composicion de la microbiota

intestinal se encuentra alterada en personas con sobrepeso y obesidad, en comparacion con

sujetos normopeso. Se ha comprobado que esta alteracion (disbiosis) esta relacionada

principalmente por una disminucion en el filo Bacteroidetes y un incremento en el filo

Firmicutes (8). Un resumen de los estudios realizados en este sentido se observa en la tabla

1.

Tabla 1. Resultados obtenidos en estudios previos sobre asociacion de microbiota intestinal
y composicion corporal.

) Tamarfio L
Tipo de Caracterizacion
Autores ) de Resultados
estudio de la muestra
muestra
Kasai et al. | Transversal 56 23 sujetos IMC La diversidad microbiana fue
2015 <20 kg/m? significativamente mayor en sujetos
33 sujetos con con obesidad, comparada con sujetos
IMC >25 kg/m? sin obesidad.
Se encontrd un nimero reducido de
Submuestra: 4 no Bacteroidetes y una elevada
obesos y 6 obesos | proporcion de F/B en sujetos obesos
comparada con sujetos no obesos
Haro et al. | Transversal 75 39 hombres y 36 La proporcién de F/B vario de
2016 mujeres, acuerdo con el IMC y el género

caracterizados en
3 grupos:
1) IMC <30
kg/m?

Hombres con IMC 33 kg/m?
presentaron mayor proporcion F/B;
mientras que los hombres presentaron

una proporcion F/B




2) IMC <33
kg/m?

3) IMC <33
kg/m?

significativamente menor que las
mujeres con IMC >33 kg/m?,
De manera general, en presencia de
IMC >33 kg/m?, los Bacteroidetes se
encontraron elevados en mujeres y

reducidos en hombres.

Linetal. | Transversal 659 Adultos chinos No se encontro asociacion entre la
2015 sanos poblacion bacteriana 'y el IMC
281 normopeso
304 sobrepeso
55 obesidad
Angelakis | Transversal 10 5IMC =20.7 Los grupos con mayor abundancia en
etal. 2015 kg/m? ambos grupos fueron Firmicutes y
5IMC =36.8 Actinobacterias.
kg/m? Los sujetos con obesidad presentaron
mayor proporcion de géneros
anaerdbicos y menos aerdbicos.
Murugesan | Transversal 190 190 nifios No se encontraron diferencias
etal. 2015 mexicanos (9-11 | estadisticamente significativas en la
anos) abundancia de los filos.
81 normopeso
29 sobrepeso
80 obesidad
Ignacio et | Transversal 84 Nifios (3-11 afios) | B. fragilis y Lactobacillus spp, fueron
al. 2016 30 normopeso encontrados en mayor concentracion

24 sobrepeso
30 obesidad

en nifios con sobrepeso y obesidad,
en comparacion con los normopeso,
por lo que se encontro una relacion
positiva entre el IMC y la proporcién
de bacterias.
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Hu et al.
2015

Transversal

134

Adolescentes
Coreanos (13-16

afos)

No se encontraron diferencias
significativas en las poblaciones de
Bacteroidetes, Firmicutes y
Proteobacteria entre adolescentes
normopeso y con obesidad. La
proporcion de Bacteroides fue mas
elevada en el grupo normopeso

(45%), mientras que en los obesos

fue del 25%.

Adaptado de: Castaner, O; Goday, A; Park, YM; Lee, SH; Magkos, F; Toh Ee Shiow, SA
and Schroder, H. The gut microbiota profile in obesity: A systematic review. International
Journal of Endocrinology; 2018, 1-9.

1. 2 Microbiota intestinal
La microbiota intestinal es un conjunto de microorganismos que colonizan el tracto

gastrointestinal y se encuentran en mayor proporcion que las células del cuerpo humano (9).
Diversos estudios sefialan que la microbiota estd directamente asociada con la salud del
hospedero. Pero también esta relacionada con algunas enfermedades debido a la diversidad
de microorganismos que la convierte en el agente ambiental mas importante en el cuerpo
humano (10). A pesar de las evidencias en la relacion de la microbiota intestinal y los
parametros de diversas enfermedades (11) es necesaria mas investigacion para evaluar otros
factores, reconociendo hasta el momento algunos como la interaccion entre la genética del

hospedero, la dieta y la regulacion del metabolismo (11).

La microbiota intestinal proporciona diversos beneficios y da resistencia a la colonizacion de
nuevas especies manteniendo una relacion simbiotica con el ser humano. Sin embargo, un
desequilibrio en esta comunidad tan compleja podria conducir a una recolonizacion por
microorganismos patdgenos, derivar en procesos inflamatorios y en la evolucion de diversas
enfermedades (12). Esto sugiere que la microbiota intestinal mantiene la homeostasis del
intestino humano (13) al brindar proteccion contra patogenos, digerir polisacaridos, regular
el almacenamiento de grasa, producir vitaminas esenciales y modular la respuesta inmune,

lo cual la convierte en un agente ambiental de gran importancia (14).
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En este sentido, la colonizacion del tracto gastrointestinal comienza durante el parto tras el
paso por el canal vaginal. Es ahi donde los lactantes estan expuestos a una poblacion
microbiana compleja y se ha puesto de manifiesto que la microbiota intestinal de los lactantes
y la microbiota vaginal de las madres guardan muchas similitudes. Esta evidencia esta
soportada por el hecho de que los bebés nacidos por cesarea difieren en la composicion

microbiana con aquellos nifios nacidos por parto natural (15).

Las primeras bacterias encargadas de colonizar en el momento de nacimiento, son bacterias
anaerobias facultativas, estreptococos y coliformes. Posteriormente predominaran las
bacterias anaerobias estrictas de los géneros Clostridium, Bacteroides y Bifidobacterium.
Siendo Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus y Lactobacillus, las cuales son las
bacterias colonizadoras durante las primeras semanas del nacimiento y que ademas coinciden
con los grupos bacterianos representativos en la leche materna (16). De tal manera que la
alimentacion del lactante también influye en la composicion de la microbiota intestinal I, ya
que la leche materna contiene oligosacaridos con funcion prebiética y un rol primordial en la
promocion del crecimiento de Bifidobacterias y Bacteroides, bacterias esenciales al inicio de
la alimentacion complementaria, permitiendo la estabilidad del tracto gastrointestinal durante

esta etapa (15)

De hecho, se ha evidenciado que aquellos nifios alimentados con leche materna tienen mayor
cantidad de bifidobacterias y menor cantidad de Clostridium difficile y Escherichia coli,
bacterias que se encuentran en mayor abundancia en los nifios alimentados con formula
lactea. Posteriormente, durante la nifiez, la microbiota intestinal se mantiene relativamente
estable, ya que sufre modificaciones minimas, mientras que en la pubertad y en la vida adulta
alcanza su mayor diversidad y complejidad, con cientos de especies principalmente

pertenecientes a los filos Firmicutes y Bacteroidetes (15).

Durante la etapa adulta, la diversificacion de la microbiota intestinal en cada individuo es
condicionada por factores ambientales, dieta, higiene, genotipo y el uso de antibidticos,
considerado como uno de los factores mas importantes en la modificacion bacteriana, pues
el uso excesivo de estos ha sido relacionado con el incremento de bacterias patogenas
resistentes que generan una alteracion en la microbiota intestinal una vez concluido el

tratamiento farmacoldgico (8,17). Adicionalmente, la composicion estard determinada
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también por los trastornos patoldgicos como infecciones gastrointestinales y sistémicas, asi
como el uso de agentes farmacoldgicos como antibidticos, laxantes, procinéeticos y

probidticos (18).

Ademas, durante la vejez, se ha observado que hay una reestructuracion en la microbiota
intestinal, Claesson y colaboradores observaron cambios significativos en sujetos mayores
de 65 afios de edad, especificamente un aumento en la abundancia de Bacteroidetes y
Proteobacterias (19). Se ha planteado la hipotesis de que las alteraciones en la microbiota al
Ilegar a la vejez se deben principalmente a cambios fisioldgicos en el tracto gastrointestinal,
tales como disminucion de las contracciones esofagicas y de los movimientos peristalticos,
alteracion en el revestimiento gastrico y fibrosis; la presencia de inflamacion crénica de bajo
grado y los habitos alimenticios (20). Los componentes de la microbiota intestinal se han ido
adaptando y conviviendo con el ser humano de manera simbiética. Esto se debe a que su
equilibrio ejerce funciones dentro del metabolismo de los nutrientes del huésped desde
mantenimiento estructural de la barrera de la mucosa intestinal y de inmunomodulacion hasta
proteccion contra agentes patdgenos (21). Por otro lado, los microorganismos obtienen del
hospedero los nutrientes y las condiciones adecuadas para su crecimiento (21). Sin embargo,
cuando esta la microbiota/huésped se altera (disbiosis) es posible que interfiera con las
funciones antes mencionadas y conduzca al desarrollo de enfermedades. Es por ello que la

disbiosis ha sido empleada como un marcador diagnostico (22).

El equilibrio se obtiene una vez que los nutrientes son adquiridos a través de la dieta. Los
principales sustratos disponibles para la microbiota intestinal son hidratos de carbono
incluyendo: almidones resistentes, fibra dietética (celulosa, hemicelulosa, pectina, inulina),
azUcares no absorbibles, alcoholes de azlcar, proteinas provenientes de la dieta, proteinas de
enzimas pancreaticas, secreciones gastrointestinales, moco y células epiteliales descamadas
(22).Todos estos nutrientes son empleados para el desarrollo de la homeostasis y proteccion
contra patogenos, a tal punto que algunos investigadores la refieren como un “6rgano extra”
del huésped con elevada actividad metabolica, razon por la cual, se ha establecido una

asociacion de la microbiota intestinal con la homeostasis energética (23).

Se estima que dicha actividad metabdlica es equivalente a la del higado. Esto se debe en gran

parte porque los metabolitos encontrados a nivel circulante o en la orina son de origen
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bacteriano. Ademas, practicamente todas las moléculas que llegan al colon tanto las
enddgenas y las dietarias como las xenobidticas, pueden ser metabolizadas por la microbiota
intestinal gracias a la gran heterogeneidad que existe en las diversas actividades enzimaticas
derivadas de la heterogeneidad microbiana (24). En la figura 1 se esquematiza la variacién

existente en la composicion de la microbiota intestinal.

1.2.1 Principales bacterias presentes en el tracto intestinal
La distribucion de la microbiota intestinal a lo largo del tubo digestivo no es homogeénea, ya

que se coloniza en gradiente proximal-distal. Es decir, las concentraciones de
microorganismos son bajas en duodeno y aumentan paulatinamente en el yeyuno e ileon. Sin
embargo, la maxima concentracion se alcanza en el colon (25), siendo esta ultima porcion la

parte del tubo digestivo con mayor actividad metabdlica (8).

: Estomago : Intestino delgado : Intestino grueso (colon) :
I 1 ’ 1 I
| 1 | Duodeno Yeyuno fleo 1 |
: Desafio dcido : Desafio inmune : Biorreactor Actividad metabdlica importante :
'pH1.0-44 ! pH 55-7.0 pH 6.5-7.0 pH6.5-7.0 ' pH5.5-7.0 Acldosigrasaside cadend £orta :
1
| /\ /\ /\ P q 1
1 N \ ! p— n 1
\ / .‘ (\ > T
! ] D\ . J \ ) 7\? > !
| 4 1 1 4 -1 7 0 ~-1 R 11 _ 4012
tl <t0tg \/. 102-10%g 107 1000} G, 1© ‘1.or g
1 2 / 1
- \ 4 U \ U & /\W\\AM\/ .
1 - Clego p N ; I Recto
| Lactobacillaceae | Bacillaceae b & Y 8 Lachnospiraceae :
 Veilonellaceae | Streptococcaceae 02 \ N Bacteroidaceae ;
1 Helicobacterceae Actinomycinaeae g \ \ Prevotellaceae |
! 1 : T
quynebacler laceae Superficie epitelial Capa de moco : Lumen intestinal
Veilonellaceae Clostridium | Bacteroidaceae  Enterococcaceae
Lactobacillaceae 1 Bifidobacterit Clostridium
Enterococcaceae | Streptococcaceae Lactobacillacea
! Enterobacteriacea Ruminococcaceae

Figura 1. Variacion de la microbiota intestinal, composicion, cantidades a lo largo del tracto
gastrointestinal y caracteristicas que dan forma a la microbiota intestinal en las diferentes
regiones anatomicas del intestino. Adaptado de: Kovatcheva-Datchary, P. (24)

Complementariamente, se sabe que las bacterias cominmente encontradas en el intestino
corresponden a tres grandes filos: Firmicutes del 40-60% (Gram-positivos), Bacteroidetes

20-40% (Gram-negativos) y Actinobacterias >10% (Gram-positivos) (tabla 2).
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Tabla 2. Microorganismos predominantes en el tracto intestinal humano

Porcién del

tracto intestinal

UFC / g de contenido

intestinal

Filos de bacterias

Tipo de tincion

Duodeno 10°—10* UFC /g de Bacteroides (Filo: Gram-negativos
contenido intestinal Bacteroides)
Lactobacillus (Filo: Gram-positivos
Firmicutes)
Streptococcus (Filo: Gram-positivos
Firmicutes)
Staphylococcus (Filo: Gram-positivos
Firmicutes)
Yeyuno 10°- 10" UFC / g de Bacteroides (Filo: Gram-negativos
contenido intestinal Bacteroidetes)
Lactobacillus (Filo: Gram-positivos
Firmicutes)
Streptococcus (Filo: Gram-positivos
Firmicutes)
Bacillus (Filo: Gram-positivos
Firmicutes)
ileon 10’- 108 UFC /g de | Bacteroides (Filo: Gram-negativos

contenido intestinal

Bacteroidetes)
Clostridium (Filo:
Firmicutes)
Enterococcus (Filo:
Firmicutes)
Lactobacillus(Filo:
Firmicutes)
Veillonella (Filo:

Firmicutes)

Gram-positivos

Gram-positivos

Gram-positivos

Gram-negativos
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Colon 101°- 101 UFC /g de | Bacteroides (Filo: Gram-negativos

contenido intestinal Bacteroidetes)
Bacillus (Filo: Gram-positivos
Firmicutes) Gram-positivos

Clostridium (Filo:
Firmicutes) Gram-positivos
Enterococcus (Filo:
Firmicutes) Gram-positivos
Eubacterium (Filo:
Firmicutes) Gram-positivos
Peptostreptococcus (Filo:
Firmicutes) Gram-positivos

Ruminococcus (Filo:

Firmicutes) Gram-positivos
Streptococcus (Filo: Gram-positivos
Firmicutes)

Adaptado de: Tinahones, F. (17)

En estudios realizados se ha demostrado que entre los filos con mayor abundancia en el
intestino se encuentran Actinobasterias, Fusobacterias y Verrucomicrobia (26). Sin
embargo, en la microbiota intestinal saludable predominan los filos Firmicutes y
Bacteroidetes. Ademas, se ha observado que una alteracion en su relacion interviene en la

predisposicion a enfermedades (26).

1.2.1.1 Firmicutes
Los Firmicutes son un componente representativo de la microbiota intestinal y este conjunto

de microorganismos es el de mayor proporcion. Este filo, conformado por 26 familias y 223
géneros, comprende tres clases: Micoplasma, Bacillus y Clostridium (27). Las bacterias que
lo conforman son bacterias Gram-positivas e incluyen diferentes grupos filogenéticos,
predominando Clostridium,Eubacterium Roseburia y Ruminococcus. Dentro de ellos
Eubacteria rectale y Roseburia spp destacan como importantes productores de butirato. Estas

especies comprenden del 5 al 10% del total de la microbiota intestinal (24).
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Las bacterias pertenecientes a este filo poseen una pared celular rigida con acido muramico
en su composicion, se presentan en diversos fenotipos con caracteristicas especiales pudiendo
ser esféricas, helicoidales o filamentosas. Ademas, estructuralmente pueden o no contener
flagelos. Estos microorganismos son aerobios facultativos, algunos de ellos pueden ser
termofilos, productores de endosporas, resistentes a la desecacion y crecen mayoritariamente
en pH neutro (28). Es importante mencionar que este filo destaca por su eficacia en el proceso
de extraccion de energia, a partir de fibra insoluble que consecuentemente genera ganancia
de peso, debido a que el incremento de energia en las células periféricas favorece al proceso
de adipogénesis (23).

1.2.1.2 Bacteroidetes

Este filo esta conformado por bacterias Gram-negativas y se compone por 3 clases:
Bacteroides, Prevotella y Porphyromonas (24). No son formadoras de endosporas y pueden
ser anaerobias facultativas o aerobias estrictas (29).

Este grupo de microorganismos interviene en la activacion del sistema inmune, al producir
la activacion de respuestas mediadas por células T. Ademas, de controlar la colonizacion de
bacterias patdgenas también emplean polisacaridos y carbohidratos como sustratos
generando residuos que son reabsorbidos por el huésped para producir energia. Después de
este proceso fermentativo se generan acidos grasos de cadena corta entre los que se encuentra

el butirato, el cual ha sido relacionado a propiedades antineoplésicas (30).

1.2.2 Funciones de la microbiota intestinal
La microbiota intestinal mantiene una simbiosis con su hospedero, pues han sido establecidos

algunos procesos metabdlicos en los que ésta promueve benéficos para él. Dentro de estos
beneficios se encuentra principalmente la extraccion energética a partir de la fermentacion
de hidratos de carbono insolubles y procesamiento de xenobidticos (15). Este proceso se lleva
a cabo de “manera normal” y es por ello que se le ha clasificado como un 6rgano con
capacidad metabdlica independiente e importante. El filo Bacteroidetes es el encargado de

llevar a cabo esta fermentacion de los hidratos de carbono (26).

Gracias a las enzimas activas (CAZymes) contenidas en las bacterias de la microbiota

intestinal se puede llevar a cabo la fermentacion de polisacaridos complejos de la dieta, los
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cuales no son digeridos ni absorbidos por el intestino humano (30). Una vez fermentados,
estos carbohidratos son transformados en monosacaridos y acidos grasos de cadena corta
(AGCC) principalmente acetato, propionato y butirato. Tanto el acetato como el propionato
son rapidamente absorbidos por las células epiteliales intestinales y pasan a la circulacion
portal. Por su parte el butirato, el cual es producido principalmente por el filo Firmicutes, es
empleado por los colonocitos como fuente de energia. Estos AGCC pueden ser transportados
al higado para ser usados en la sintesis lipidica e incluso, se estima que las calorias resultantes
de esta digestion bacteriana conforman alrededor del 10% del total de la energia absorbida.
Ademas, parece ser que la microbiota intestinal es capaz de modular los genes que afectan la

disposicion de energia en los adipocitos (23).

Algunas bacterias coldnicas como: Bacteroides spp. y Ruminococcus spp., inician la
descomposicion de sustratos insolubles. Por otra parte, los oligosacaridos como los
fructooligosacéridos, galactooligosacaridos y la inulina, son preferencialmente fermentados
por Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp. Ademdas, un numero de bacterias
pertenecientes al grupo Clostridium conforman el grupo de productoras de butirato ya que su

mayor producto de fermentacion es el acido butirico (24).

Asi mismo, las bacterias del intestino participan en la depuracion de toxinas provenientes de
la dieta. EI metabolismo de estas bacterias deriva en la sintesis de micronutrientes como
vitamina K, vitamina B12 y &cido fdlico. De igual manera se incrementa la absorcion de
electrélitos y minerales (27) y se logra la sintesis de &cido linoleico conjugado con actividad

antidiabética, antiaterogénica e hipolipemiante (26).

1.3 Microbiota intestinal y estado nutricional
La microbiota intestinal ha sido considerada como un nuevo factor implicado en la regulacion

del peso corporal, especificamente por promover la acumulacion de grasa corporal. Esta
condicién se genera por el desequilibrio energético, el estado inflamatorio y la funcion de la
barrera intestinal. Todo ello es derivado del incremento de la extraccion de energia que una
vez absorbida pasa rapidamente a circulacion portal y participa en la lipogénesis de novo,
que a su vez promueve la acumulacion de grasa en higado y tejido adiposo (8). De igual

manera, ha sido asociada con diversas funciones fisioldgicas importantes del huésped. Entre

18



ellas se encuentra el metabolismo de los nutrientes, principalmente la fermentacion de fibras,
este proceso se ve afectado por cambios en el estilo de vida y la dieta, lo cual impacta
directamente sobre la composicion de la microbiota intestinal y repercute en procesos de

homeostasis energética (29).

Lo anterior ha sido demostrado por medio de ensayos controlados, en los que se ha
determinado que una mayor presencia de acidos grasos de cadena corta, producto de la
fermentacion de fibras, se correlaciona con una menor resistencia a la insulina. Asi mismo,
los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) participan como metabolitos en procesos como el
metabolismo de colesterol y lipogénesis en tejidos periféricos, esto es un factor a considerar
en el proceso de salud-enfermedad en la poblacion y por ende repercute en el estado

nutricional de la misma (31)

1.3.1 Composicion corporal y microbiota intestinal
El analisis de los tejidos es un recurso que ha sido utilizado desde hace mucho tiempo y ha

contribuido de manera importante al conocimiento actual de la fisiologia y el metabolismo
humano (32). Es asi que se ha puesto la composicion corporal como un indicador de la
acumulacion promedio de nutrientes y otras sustancias provenientes de los alimentos

consumidos (33).

En este sentido, se sabe que la grasa corporal constituye aproximadamente del 8 al 33% del
peso corporal en humanos en condiciones normales, variando de acuerdo con su estado de
nutricion (34). En la edad adulta, esta proporcion cambia y se pueden observar diferencias
en la proporcién de grasa entre mujeres y hombres (Tabla 3).

Tabla 3. Rangos normales de porcentaje de grasa en el cuerpo de acuerdo con género

Género Edad Saludable Alto en grasa Obesidad
Hombres 18-39 8-20% 20-25% >25%
Mujeres 18-39 21-33% 33-39% >39%

Fuente: Adaptado de Ladino Meléndez (34)

Los primeros estudios sobre composicion corporal humana fueron basados en el analisis
quimico de organos especificos. A partir de estas mediciones se definié el modelo de

compartimentalizacion del organismo, el cual subdivide al cuerpo en dos componentes
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principales: la masa grasa (MG) y la masa libre de grasa (MLG). Con estos dos valores se
conoce la masa corporal total (MCT) (32), a través de la siguiente ecuacion: MCT = MG +
MLG.

El modelo bicompartimental (2C), es el modelo bésico para determinar composicion
corporal, este ha sido utilizado desde hace poco mas de 50 afios y sigue teniendo un papel

importante en la investigacion de nuevas tecnologias para la evaluacién de la MG (35).

Por su parte, el tejido adiposo es un érgano fundamental en la regulacién de la homeostasis
energética al encargarse del almacenamiento de la energia excedente en el organismo. Esta
energia se almacena en forma de triglicéridos en los adipocitos, los cuales sufren de
hiperplasia e hipertrofia para incrementar la capacidad de almacenamiento y mantener un
reservorio energético (35). Esta energia almacenada, es movilizada para proporcionar acidos
grasos durante la produccién de energia. Esta funcién es similar a la que llevan a cabo el

higado y el musculo esquelético (36).

En individuos normopeso, gran parte de este tejido adiposo se concentra en los depositos
subcutaneos. Sin embargo, cuando se ve excedido este deposito se comienzan a generar
depdsitos en otros tejidos, principalmente en la zona visceral en la cual la grasa presenta una
elevada actividad metabdlica, incrementando el riesgo a desarrollar diversos padecimientos:

hiperinsulinemia, dislipidemias, arteriosclerosis y sindrome metabolico (36).

Estudios realizados en los ultimos diez afios, han sugerido que la microbiota que coloniza el
intestino humano desempefia un papel significativo como nuevo factor implicado en la
obesidad y a sus enfermedades asociadas como la diabetes. Ademas, se ha reconocido como
un factor que une genes, medio ambiente y sistema inmunoldgico al intervenir en la
extraccion energética de los alimentos, el metabolismo de &cidos grasos, la sintesis de
hormonas intestinales involucradas en la homeostasis energética y la regulacion de los

depdsitos corporales de tejido adiposo (37).

Todo esto se debe a que en el sobrepeso y la obesidad se desarrolla un estado de disbiosis
que interviene en la sefializacion hormonal y que controla el apetito. Esto es derivado a la
induccion de cambios en los niveles plasmaticos de GLP-1y PYY, quienes afectan al ndcleo
arqueado hipotaldmico y con ello modulan el apetito. También ha sido observado que la

20



microbiota intestinal afecta las concentraciones de leptina y ghrelina (38). La leptina se ve
incrementada en razén de un incremento de bacterias pertenecientes al filo Firmicutes;
mientras que la ghrelina se encuentra incrementada con la abundancia de bacterias

pertenecientes al filo Bacteroidetes (40).

Asi es que, la obesidad ha sido asociada con el incremento en la presencia elevada de
bacterias pertenecientes al filo de los Firmicutes y reducciones proporcionales en la presencia
de Bacteroidetes (31). Incluso se ha observado que las proporciones de bacterias tienden a
modificarse al presentarse una pérdida de peso, siendo consistente incluso en modelos
animales (24). Se ha establecido que, en los individuos con obesidad, la microbiota aumenta
la extraccion de los nutrientes, promoviendo el almacenamiento de esta energia excedente en
forma de triglicéridos en los adipocitos. Esto es debido a que se suprime la expresion del
inhibidor de la lipoprotein-lipasa (LPL). Esta LPL es un importante regulador en la liberacion
de 4cidos grasos de las lipoproteinas ricas en triglicéridos, por lo que al verse incrementada
su actividad, se genera una mayor absorcién de &cidos grasos con su consecuente

acumulacion en tejido adiposo (40).

Algunos autores han descrito que la microbiota intestinal de “tipo obeso” se encuentra
asociada tanto al exceso de peso como a la presencia de sindrome metabélico. Esto provoca
un incremento de la razén Firmicutes/Bacteroidetes. Adicionalmente, se sabe que las
Bifidobacteria y Bacteroides spp tienden a ser protectoras contra el desarrollo de la obesidad
(8). Un estudio determiné una pérdida de peso en voluntarios obesos quienes recibieron una
dieta hipocalorica durante un afio. El estudio dio seguimiento a través de la composicién de
la microbiota intestinal y se mostro que a medida que los sujetos pierden peso, la proporcion
de Firmicutes (grupos Clostridium histolyticum, Clostridium lituseburense y Eubacterium
rectale-C. coccoides) disminuye mientras que aumenta la de Bacteroidetes (Bacteroides-
Prevotella y Lactobacillus) favoreciendo a la pérdida de peso durante un afio de intervencion
(22, 41). No obstante, se requiere indagar mas sobre el tema, pues no se puede generalizar la
informacion debido a la gran variedad de factores que intervienen en la variabilidad de la

microbiota intestinal, principalmente por el tipo de dieta.

Otra molécula importante en el metabolismo y que se ve modificado por la microbiota es la

proteina quinasa activada por AMP (AMPK). Esta molécula induce a la oxidacion de &cidos
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grasos para la obtencién de energia al detectar una reduccion de esta en las células. De esta
manera la AMPK activa, propicia el uso directo de los acidos grasos como fuente de energia
en lugar de emplear energia para llevar a cabo procesos como la lipogénesis y sintesis de
esteroles. La AMPK se ve regulada por los AGCC producidos por la microbiota intestinal y
a su vez, la produccion de estos AGCC se encuentra aumentada en sujetos obesos, siendo 1os

Firmicutes los principales productores (40).

Entonces, aquellos sujetos con obesidad presentan mayor potencial de extraccion energética
a partir de la dieta, de esta manera producen AGCC, contradictoriamente, estos acidos grasos
inducen al apetito y a la acumulacion de triglicéridos en tejido adiposo. Sin embargo, se
produce al mismo tiempo pérdida de peso a través de la AMPK, por lo que se requiere de
mas estudios para esclarecer su intervencidn en el proceso obesogénico. Similarmente, los
acidos grasos de cadena corta (propionato, butirato y acetato), que son producto de la
fermentacion de carbohidratos complejos por parte de la microbiota intestinal, estimulan
receptores de acidos grasos libres acoplados a la proteina G. Por ejemplo, el acetato activa
receptores que estan implicados en la regulacién del apetito y del metabolismo energético,
en este ultimo el acetato participa en el proceso de lipogénesis, mientras que el propionato lo
hace en la gluconeogénesis hepatica e intestinal (22). Ademas, tanto el propionato como el
butirato aumentan la sensacion de saciedad por lo cual podrian contribuir al control del

apetito.

La actividad metabolica de la microbiota intestinal también puede contribuir a la generacion
de compuestos perjudiciales para la salud, como se da en el caso de la degradacion bacteriana
de las proteinas que pueden generar algunos metabolitos como amonio, aminas, indoles y
fenoles (6).

1.3.2 Alteraciones metabolicas y microbiota intestinal
La microbiota intestinal eleva el uso de polisacaridos indigeribles, incrementa el ingreso de

la glucosa en el intestino y la fermentacion de hidratos de carbono hasta AGCC en el intestino
distal. Estos acidos grasos de cadena corta son los principales metabolitos de la microbiota
intestinal, participando como intermediarios entre esta y la regulacion de diversos procesos

afectando directamente al estado de salud del huésped (42).
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La disbiosis, también ha sido descrita en sujetos con Diabetes Mellitus tipo 2, los cuales en
términos generales tendrian menor abundancia de Bifidobacterium spp y Faecalibacterium
prausnitzzi, conocidos por tener actividad antiinflamatoria (43). Tras la formacién de AGCC
por fermentacion de los hidratos de carbono causada por la microbiota intestinal, se estimula
la sintesis di novo de triglicéridos en higado (40). Por otro lado, de los AGCC resultantes el
propionato es mejor absorbido que el acetato por el colon humano y puede actuar como
sustrato para la gluconeogénesis en el higado (24). Ademas, este acido acttia como inhibidor
de la produccion de acidos grasos y, en menor grado, interviene reduciendo la inflamacion
intestinal (23). Por otro lado, el acetato representa un sustrato preferencial para la
gluconeogenesis y la sintesis de colesterol y triglicéridos lo que incrementa el proceso de

adipogeénesis (22).

La microbiota intestinal interviene en el metabolismo de los &cidos biliares mediante su
desconjugacion e hidrolisis. Esta hidrdlisis se lleva a cabo en la zona terminal del ileon
reduciendo la solubilidad, transporte y absorcion de lipidos. De esta manera es que ha sido
planteada la regulacién de los niveles de lipoproteinas y colesterol séricos (33). Es asi que la
lipogénesis aumentada se relaciona con mayor produccion de lipoproteinas de muy baja
densidad, las cuales transportan triglicéridos al tejido adiposo para su almacenamiento (40).
Sin embargo, no ha sido evaluada la asociacion de la microbiota intestinal con niveles de c-
HDL y c-LDL.

1.3.3 Dieta y microbiota intestinal
La dieta forma parte de los factores que modifican la composicion de la microbiota intestinal.

Se ha visto que una dieta occidental, caracterizada por ser alta en proteina y grasas animales,
promueve un incremento en la proporcion de Firmicutes y Proteobacterias. Al contrario, una
dieta predominantemente vegetariana, caracterizada por ser rica en hidratos de carbono, fibra
y proteina vegetal, tiene un efecto sobre la mayor proporcion de Actinobacterias y
Bacteroidetes. Estas bacterias cuentan con la capacidad de digerir fibra, lo que mejora la
habilidad del huésped de extraer calorias de polisacaridos indigeribles (15). Debido a ello, la
composicion de la dieta se ve reflejada en la variabilidad de la microbiota intestinal, puesto
que aquellos componentes de la dieta que no pueden ser absorbidos por el organismo son
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empleados como sustratos en la actividad metabolica de la microbiota intestinal. Es asi que
se podrian presentar alteraciones en la produccion de determinados compuestos que

repercuten en la salud del individuo (42), lo que promueve la disbiosis.

La investigacion realizada por Gotteland (22), indica que el contenido de grasa de la dieta 'y
no el fenotipo obeso del individuo, es el factor determinante en los cambios de la microbiota
intestinal. Estas dietas altas en grasa también disminuyen la expresion de las estrechas
uniones en las células epiteliales intestinales, lo que aumenta la permeabilidad intestinal y
asi del lipopolisacarido, que a su vez incrementa sus concentraciones en la circulacién portal.
Incluso, se ha evidenciado que la microbiota intestinal, puede influenciar en el
comportamiento del huésped y en sus preferencias dietéticas, observandose asi que no sélo
la dieta del individuo tiene efecto en la composicion de la microbiota intestinal, sino que

también se da a la inversa (26).

Las modificaciones en la microbiota intestinal por la dieta, pueden presentarse de manera
aguda, alterando la variabilidad de los microorganismos que la componen en las primeras 24
h tras la ingesta de alimentos. Es por ello, que se ha incrementado el interés de la
modificacidn de la dieta en funcién de realizar cambios en las proporciones de la microbiota
intestinal (44). También se ha determinado que ciertos alimentos parcialmente digeridos,
pueden favorecer a bacterias especificas con funciones beneficas sobre el organismo, entre

ellos se encuentran los prebioticos y probidticos (41).

En lafigura 2, se observa como la degradacion de los polisacaridos (xilano, pectina, almidén,
manano e inulina) en la mucina del huésped, genera productos intermediarios (lactato,
succinato, etc.), gases (dioxido de carbono, hidrégeno y metano), etanol, acido lactico y
AGCC que incluyen al acetato, butirato y propionato, los cuales representan la principal

fuente de energia de los coloncitos (43).
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Figura 2. Esquema de las principales rutas metabdlicas de poli y oligosacaridos en el
ecosistema gastrointestinal. Modificado de: Santacruz-Lo6pez, 2012 (43).
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2. Problema de investigacion
La acumulaciéon anormal de grasa corporal condiciona el estado de salud general de la

poblacion, al incrementar el riesgo de aparicién de comorbilidades tales como: resistencia a
la insulina, hipertension arterial o dislipidemias, incrementando el riesgo de muerte
prematura y que jovenes universitarios (18-24 afios), cuenta con prevalencias de hasta el
28.4% de sobrepeso y 11.1% de obesidad en hombres, asi como del 19% y 10.6% de
sobrepeso y obesidad, respectivamente, en mujeres. Es por ello que es necesario identificar
aquellos factores que puedan ser modificados mediante intervencion nutricional, como la

microbiota intestinal, que sean incidentes en el incremento de la grasa corporal.

Aunado a lo anterior, la investigacion sobre la relacidn de la microbiota intestinal en el riesgo
del desarrollo de sobrepeso y obesidad en poblacion juvenil mexicana es escaza; ademas, en
los escasos estudios realizados en poblacion mexicana se ha empleado el IMC como
indicador de grasa corporal, que méas bien resulta ser funcional para establecer la relacion
entre el peso corporal y la talla, mas no de la cantidad de grasa corporal per se, siendo

condiciones que pudieran interferir en los resultados que han sido obtenidos.

Asi mismo, si bien la evidencia actual plantea que la Microbiota Intestinal de “tipo obeso”,
se caracteriza por la presencia de mayor proporcion de bacterias pertenecientes al filo de los
Firmicutes y menor de las bacterias pertenecientes al filo Bacteroidetes, los resultados han
sido poco concluyentes puesto que estos varian significativamente de una poblacion a otra.

A razon de lo antes mencionado, resulta de interés evaluar la posible presencia de la
“Microbiota intestinal de tipo obeso” en universitarios, comparando la relacion Firmicutes /
Bacteroidetes en jovenes caracterizados por su porcentaje de grasa corporal en tres grupos
de estudio: normopeso, sobrepeso y obesidad, para con ello identificar el filo bacteriano en
la Microbiota Intestinal, que pudiera ser agente causal del incremento del porcentaje de grasa
corporal. Planteando como pregunta de investigacion: ;La relacion Firmicutes/Bacteroidetes
de la microbiota intestinal esta asociada con alteraciones en el porcentaje de grasa e
indicadores metabdlicos como glucosa, triglicéridos, colesterol total c-HDL en jovenes

universitarios con normopeso, sobrepeso u obesidad?
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3. Hipotesis
HO: El aumento en la relacién Firmicutes/Bacteroidetes de la microbiota intestinal esta

asociado con un mayor porcentaje de grasa corporal, niveles de glucosa, triglicéridos,

colesterol total y c-HDL en jovenes universitarios.

H1: El aumento en la relacion Firmicutes/Bacteroidetes de la microbiota intestinal carece de
asociacion con un mayor porcentaje de grasa corporal, niveles de glucosa, triglicéridos,

colesterol total y c-HDL en jovenes universitarios.
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4. Justificacion
La investigacion en nutricion ha buscado identificar factores que puedan modificarse a partir

de intervencidn nutricional para la disminucion de la grasa corporal excedente; por lo que en
la ultima década, la microbiota intestinal ha cobrado relevancia como un nuevo factor a
considerar en la alteracion de la composicion corporal, al promover el incremento de tejido
adiposo, debido a su capacidad para extraer energia a partir de polisacaridos no digeribles,
resultando en una fuente extra de energia para el huésped. Asi mismo, la microbiota intestinal
tiene la capacidad de regular genes del hospedero relacionados con el consumo y
almacenamiento energético, procesos que resultan no solo en el incremento de peso corporal,
sino que también en la modificacion de la composicion corporal si no también en desarrollo

de resistencia a la insulina y dislipidemia.

En seguimiento a las modificaciones metabdlicas ocasionadas por la disbiosis, las bacterias
intestinales influyen también en indicadores metabolicos debido a su intervencion en el
incremento del consumo y almacenamiento energético. Ademas, participan en la modulacion
de las concentraciones sanguineas de lipopolisacarido (LPS) el cual es un mediador sistémico
de la inflamacion cronica. esta Ultima predispone al desarrollo de obesidad y resistencia a la
insulina, lo cual deriva en una relacion positiva entre la presencia de ciertos filos bacterianos
y alteraciones en indicadores metab6licos como la glucosa y el perfil lipidico (triglicéridos,
colesterol total, c-HDL y c-LDL).

La identificacion del filo de bacterias predominante en sujetos con normopeso, sobrepeso y
obesidad, abriria paso a investigaciones, en las que se podria incrementar el nimero de
poblacion evaluada o incluso, a ensayos clinicos enfocados en la modificacion de la
microbiota intestinal. Todo ello con el fin de disminuir la acumulacion excesiva de grasa
corporal, promoviendo asi el disefio de intervenciones nutricionales con impacto sobre la
composicion corporal mas que en el peso. Estos estudios impactarian de mejor manera en la
prevencion de enfermedades no transmisibles o incluso en la prevencién de comorbilidades,
en aquellos casos donde las enfermedades ya han sido desarrolladas, generando una mejora
en la calidad de vida de las personas que padezcan sobrepeso u obesidad.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General
Establecer la asociacion de la relacion Firmicutes/Bacteroidetes de la microbiota intestinal

con el porcentaje de grasa e indicadores metabolicos como glucosa, triglicéridos, colesterol
total y c-HDL en jovenes universitarios entre 18 y 25 afios del Instituto de Ciencias de la
Salud de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo divididos por porcentaje de grasa

en normopeso, sobrepeso y obesidad, mediante un estudio transversal comparativo.

5.2 Objetivos Especificos
Evaluar la composicién corporal de los sujetos de estudio por impedancia bioeléctrica para

realizar la caracterizacion de los grupos de estudio en normopeso, sobrepeso y obesidad de

acuerdo con su porcentaje de grasa.

Establecer cifras de glucosa, triglicéridos, colesterol total y c-HDL en la poblacion de estudio
a partir de muestras sanguineas, para detectar posibles alteraciones en dichos indicadores

metabolicos.

Determinar los filos Firmicutes y Bacteroidetes de la microbiota intestinal de los
universitarios mediante la purificacion y extraccion de DNA en muestras de heces para

establecer la relacion Firmicutes/Bacteroidetes.

Determinar la correlacion de Pearson de la relacion Firmicutes/Bacteroidetes con el
porcentaje de grasa e indicadores metabolicos para establecer asociaciones entre las

variables.
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6. Disefio Metodoldgico

6.1. Tipo de estudio
Se emple6 un estudio observacional, transversal y comparativo debido a que se realiz6 una

correlacion entre el porcentaje de grasa corporal, glucosa, triglicéridos, colesterol total y c-
HDL con la relacion Firmicutes/Bacteroidetes, en los grupos de estudio (normopeso,

sobrepeso y obesidad) para establecer asociaciones entre dichas las variables.

6.2. Poblacion y muestra
Para el presente estudio fueron evaluados hombres y mujeres entre 18 y 25 afios de edad,

quienes fueron reclutados del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autdbnoma
del Estado de Hidalgo. Debido a la escasez de datos sobre prevalencias y/o proporciones que
indique cifras de referencia, se partié de un estudio realizado en 2015, por Hu y colaboradores
en adolescente coreanos, donde fueron evaluados 134 adolescentes entre 13 y 16 afios, 67
normopeso y 67 con obesidad y en el que se realizaron mediciones similares a las que para

el presente fueron realizadas.

6.2.1 Célculo de muestra
El célculo de tamario de los grupos a evaluar, se realizd mediante la siguiente formula:

Nx* Za’ xp*q
d?«(N—=1)+ Za’xpxq

n=

Donde:
e N = Total de la poblacién (134)
e Za?=1.962 (seguridad del 95%)
e p = proporcidn esperada (45% = 0.45)
e g=1-p(0.55)

e d = precision (3%)

134 % 1.96° * 0.45 = 0.55
n =
0.03° « (134 = 1) + 1.96° * 0.45 % 0.55
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_359.05
2.76

n =130

COMPARACION DE DOS PROPORCIONES (Comparacion de diferencia entre
poblaciones)

Tipo de test UNILATERAL
Nivel de confianza o seguridad 95%
Poder estadistico 80%
P1 (Proporcion en el grupo de referencia) 45%
P2 (proporcidn en el grupo del nuevo 25%
tratamiento, intervencion o técnica)

TAMARNO MUESTRAL (n) 69

TAMARNO MUESTRAL AJUSTADO POR PERDIDAS

Proporcion esperada de pérdidas (R) 10%
MU ESTRA AJUSTADA A LAS 7
PERDIDAS

Si bien a partir de este tamafio de muestra calculada se realiz6 un muestreo estratificado de
hombres y mujeres del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma del
Estado de Hidalgo, y aleatoriamente evaluaron 130 individuos, tomando en consideracion
los criterios de inclusion, exclusion y eliminacion que a continuacion se enlistan y por

cuestiones técnicas ajenas al estudio, fueron analizados 70 sujetos.

6.2.2 Criterios de inclusion
e Hombres y mujeres de entre 18 y 25 afios de edad

e Que presenten diagndstico por porcentaje de grasa de: normopeso, sobrepeso u

obesidad

e Sin tratamiento con antibi6ticos, actual o de 2 semanas previas a la evaluacion
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Que estuvieran de acuerdo con lo establecido en el consentimiento informado (Anexo

1) y hagan firma de este.

6.2.3 Criterios de exclusion

Fuera del rango de edad considerado para jovenes universitarios

Que se encontraran bajo tratamiento con antibidticos actualmente o hasta 2 semanas
previas a la toma de muestra de heces fecales

Mujeres que estuvieran cursando en periodo menstrual, en periodo de gestacion o
lactancia

Con diagnostico de alguna patologia base que condicione a obesidad, dislipidemias,
resistencia a la insulina, diabetes tipo 1 6 2, enfermedad inflamatoria intestinal
(enfermedad Celiaca, enfermedad de Crohn, diverticulosis).

Que no estuvieran de acuerdo y/o no firme el consentimiento informado

Con ayuno menor a 8 hrs.

6.2.4 Criterios de eliminacion

Sujetos con porcentaje de grasa por debajo de los parametros de normalidad
Inasistencia a la cita de evaluacion

No proporcionaron muestra de materia fecal
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6.2.5 Diagrama del estudio

T

muestra
tokal

Grupos de
esn{dio

Alumnos del ICSa
— _ — de la UAEH Criterios de exclusidn;
Criterios de inclusidn: M= 7,266 -=18 afios, =25 afios de edad

-Hombres y mujeres -Consuma de antibicticos
-18-25 anos de edad muestren -Enfermedades diagnosticadas (dislipidemias,
-Con % de grasa en normopeso, sobrepeso "‘—eﬁtrualEiﬁEada_.' resistencia a la insulina, diabetes, enfermedes

. u abesidad o intestinales infalamatorias)
-5in consumo de antibidticos -En periodo menstrual, gestacién o lactancia

-De acuerdo y firma del consentimiento -No esten de acuerno ni firmen el
informadao consentimiento informado

Criterios da eliminacidn:
=% de grasa < a normalidad
- Inansistencia a la cita
-Sin muestra de materia fecal
(n = -60)

=24 Normopesa
-18 sobrepeso
-28 obesidad

Figura 3. Diagrama de la poblacion de estudio y etapas de seleccion de muestra

6.3. Variables

Tabla 4. Operacionalizacién de variables

Variable Definicion conceptual Definicién operacional TIp-O de
variable

Edad Tiempo que ha vivido una | 18 - 25 afios Confusora /
persona, en afos. cuantitativa

Género Condicién organica, Masculino Confusora /
masculina o femenina, de Femenino cualitativa
los seres vivos.

Peso Representa la masa Peso en kg Confusora /
corporal total, es decir, la cuantitativa
suma de todos los Agregar
compartimientos corporales IMC

(32)

Porcentaje de

grasa

Indicador de la
acumulacion promedio de

nutrimentos y otras

Porcentaje de grasa corporal
en hombres:

- Normopeso: 8-20%

Dependiente /

cuantitativa
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sustancias provenientes de
los alimentos consumidos,
tomando como referencia
el modelo
bicompartimental, que
considera porcentaje de
grasa corporal y masa libre
de grasa (33).

- Sobrepeso: 20-25%
-Obesidad >25% (45)

Porcentaje de grasa corporal
en mujeres:

- Normopeso: 21-33%

- Sobrepeso: 33-39%
-Obesidad >39% (45)

Glucosa

Triglicéridos

Colesterol Total

Permiten determinar
cambios en la reserva de
algun nutriente, antes que

se presenten signos o

sintomas clinicos;

utilizados para confirmar

70-100 mg/ dL (32)

Dependiente /

cuantitativa

<150 mg/ dL (32)

Dependiente /

Cuantitativa

<200 mg/ dL (32)

Dependiente /

cuantitativa

c-HDL un diagnostico nutricional | Hombres: >40 mg/ dL (32) Dependiente /
(32). Mujeres: >50 mg/ dL cuantitativa

Microbiota Ecosistema bacteriano Ratio F/B: 0.4 - 0.6 (47) Independiente /

intestinal complejo que habita en el cuantitativa y

tubo digestivo (46)

cualitativa

6.4 Procedimiento e instrumentos de recoleccidén de informacién
Informacion General. EI género y edad se obtuvieron por interrogatorio directo, para

determinar el cumplimiento de los criterios de inclusion y la informacion fue capturada en

una base de datos en Excel.

Peso. La determinacion del peso se realizd mediante el InBody® 270, solicitando al sujeto

de estudio que colocara las plantas de los pies descubiertos alineados sobre los electrédos

presentes en la base del equipo y se mantuviera inmdvil hasta que el equipo hasta que éste

arrojara el resultado en pantalla para ser capturado de inmediato en la base de datos.

Composicion corporal. Una vez que el InBody® 270 daba a conocer el peso del sujeto en

cuestion, se introdujeron el sexo, talla y edad de la persona, y se le indicaba al participante
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que tomara los electrodos para las manos, colocando el dedo pulgar en el electrodo superior
y el resto de los dedos en el electrodo inferior, también se mencionaba que permaneciera con
los brazos completamente extendidos, evitando que estos rozaran su torso y con los muslos
sin tocarse, hasta que el dispositivo mostrara los resultados en la pantalla, datos que fueron

capturados en una base de datos en Excel.

Indicadores metabdlicos. Los participantes acudieron a la cita de evaluacion con 8 horas de
ayuno para la determinacion de glucosa, triglicéridos, colesterol total y c-HDL, a partir de
una muestra de sangre. Esta muestra fue extraida con ayuda de un médico quien, tras colocar
en el brazo la ligadura y ubicar la vena cubital, introdujo la aguja en dicha vena para colocar
en su otro extremo un tubo Vacutainer de tapa roja. Una vez obtenida la sangre suficiente
(5ml), se retird el tubo y la aguja. Se rotuld el tubo con el folio del sujeto evaluado.
Posteriormente los tubos con muestras sanguineas fueron centrifugados por 10 minutos a
3400 rpm en una centrifuga marca Cole Parmer para finalmente transportarlos en frio al

laboratorio ELI S.A. de C.V. ubicado en Mineral de la Reforma, para su analisis.

Microbiota intestinal. Los sujetos de estudio proporcionaron una muestra de materia fecal,
de la primera evacuacion del dia de su cita de evaluacién. Esta fue recolectada en un
recipiente estéril con tapa de rosca, mismo que les fue previamente proporcionado. Una vez
recibidas las muestras, se etiquetaron con el folio del sujeto de estudio y fueron almacenadas

a -18°C hasta su procesamiento. El protocolo utilizado fue el siguiente:

-Extraccion y purificacion de DNA. Las muestras de materia fecal fueron procesadas
siguiendo el protocolo del Genomic DNA Extraction Kit de Bio Basic® (Anexo 2) y

almacenadas en viales a -18°C.

-Determinacion de integridad y pureza de DNA. Una vez procesadas todas las
muestras de heces hasta la obtenciébn del DNA, este fue analizado por
espectrofotometria en un Nanodrop, con el fin de determinar la integridad y pureza
del DNA extraido, previo a su amplificacion por PCR, para ello, se consider6 un C-
DNA >10 ug/ml como sefializador de integridad y un C-Pro entre 1.0 - 2.0 ug/ml

como indicador de pureza de la muestra.
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-Amplificacion del DNA. Una vez que se corroboro la integridad y pureza del DNA

extraido, este fue amplificado empleando un termociclador marca Eppendorf, modelo

Mastercycler pro, utilizando la rampa presentada en la figura 4.

DESMATURALIZACION
958 ¢ 958 ¢
Smin 15seg
AN ALINEAMIENT O
N\ 61.52 ¢
AN 15seg
30 ciclos

POLIMERIZACION
728 T8¢
30seg 5min

Figura 4. Condiciones de amplificacion para muestras de DNA extraido

Para la amplificacion se us6 una Tag-Polimerasa Tagq-& LOAD 5xC marca MP, agua

libre de nucleasas, y en la mezcla de reaccion se adicionaron los primers para

Firmicutes, Bacteroidetes y Universal bacterial 16s rRNA en las cantidades que se

muestran en la tabla 5. Los primers fueron disefiados de acuerdo a (14):

Bacteroidetes: 798CFBf AAACTCAAAKGAATTGACGG (Forward) y

cfb967R GGTAAGGTTCCTCGCGCTAT (Reverse).

Firmicutes:

928F-firm TGAAACTYAAGGAATTGACG (Forward) y
1040fIRMr ACCATGCACCACCCTGTC (Reverse)

Tabla 5. Reactivos empleados para la amplificacion del DNA por PCR

REACTIVO CANTIDAD
Master mix 12.5 ul
Agua libre de nucleasas 55ul
Primer Forward 1 ul
Primer Reverse 1wl
DNA 1 ul
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-Determinacion de la relacion Firmicutes / Bacteroidetes (F/B). Finalmente, el
amplificado del DNA fue sometido a electroforesis a 35 V por 10 minutos en un gel
de agarosa al 1%, para ser revelado en el Gel Doc™ EZ Imager, Marca Bio Rad,
empleado el software Image Lab version 3.0 para determinar la relacion de cada filo

bacteriano de acuerdo al calculo de concentraciones arrojadas por el software.

6.5 Plan de anélisis estadistico
Se realizaron pruebas de analisis univariado como frecuencias, valor minimo, valor maximo,

media y desviacion estandar (DE) para la estadistica descriptiva, utilizando el paquete
estadistico SPSS V25. Respecto a la estadistica inferencial, se realizd una un modelo de
regresion lineal con coeficiente de determinacién y correlacion de Pearson para los datos que
cumplieron con la prueba de normalidad, correlacion de Spearman para los que no
cumplieron con la prueba de normalidad para determinar la asociacion entre las variables en
los diferentes grupos de estudio, empleando Kolmogorov Smirnov para determinar la
normalidad de los datos mediante el paquete estadistico jamovi version 2.3.21.0 y un analisis

por componentes, para graficar la dispersion de los datos empleando Origin Pro 2017.

6.6 Aspectos éticos de la investigacion
El presente estudio implico riesgo minimo, de acuerdo con lo estipulado en el titulo quinto

de la Ley General de Salud, Investigacion para la Salud, al comprender el desarrollo del
conocimiento sobre problemas de salud. En este caso, relacionados con la promocion de una
composicion corporal adecuada, que mejore el estado nutricional del paciente y por
consiguiente, su estado de salud. Ademas, las mediciones y muestras fueron realizadas por
profesionales de la salud en instalaciones adecuadas y equipadas para realizar dichos
procedimientos sin que esto implica riesgo alguno sobre la salud o la vida de los sujetos de
estudio. Cabe destacar que no se realizd ninguna medicion o toma de muestra a la persona,
sin que previamente hubiese leido y firmado el consentimiento informado (Anexo 1), donde
ademas de hacerle de su conocimiento dichos procedimientos, le fue aclarado que los datos

fueron utilizados de manera confidencial, Gnicamente con fines del presente estudio.
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Por lo anterior, el presente documento fue aprobado por parte del Comité de Etica del
Instituto de Ciencias de la Salud, de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, con

namero de aprobacién 202-14 (Anexo 3) para corroborar la viabilidad del mismo.
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7. Resultados

7.1 Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

De los 107 alumnos evaluados, 95 cumplieron con todos los criterios de inclusién, no obstante,

finalmente fueron analizados solamente los datos de 70 sujetos de estudio debido a situaciones

técnicas ajenas al estudio. Sin embargo, este nimero de individuos fue suficiente para tener los datos

que soportan las conclusiones del proyecto.

Los datos presentados en la tabla 6, muestran el analisis descriptivo de la poblacion de estudio, la edad

con mayor frecuencia fue de 23 afios, con un 22.9%, mientras que la de menor frecuencia fue de 18

afios con un 1.4%. Con respecto al género, de los 70 universitarios evaluados, el 55.7% fueron

pertenecientes al género femenino y el 44.3% restante masculino. Finalmente, al clasificar a los

participantes de acuerdo con su IMC el grupo normopeso contd con 43 sujetos (61.4%), el de

sobrepeso con 18 (25.7%) y el de obesidad con 9 (12.9%). Por otro lado, al realizar la misma

caracterizacion, pero por porcentaje de grasa, el grupo normopeso estuvo conformado por 24 (34.3%)

sujetos, el grupo de sobrepeso con 18 (25.7%) sujetos y el grupo obesidad con los 28 (40%) restantes.

Los datos se encuentran desglosados en la tabla 6.

Tabla 6. Frecuencia de edad, género y grupos de estudio

Variable Frecuencia Porcentaje (%)

Edad 18 1 1.4
19 2 2.9

20 4 5.7

21 12 17.1

22 15 21.4

23 16 22.9

24 11 15.7

25 9 12.9

Género Femenino 39 55.7
Masculino 31 44.3

Grupos de estudio por Normopeso 43 61.4
IMC Sobrepeso 18 25.7
Obesidad 9 12.9

Grupos de estudio por Normopeso 24 34.3
porcentaje de grasa Sobrepeso 18 25.7
Obesidad 28 40.0
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7.2 Determinacion de IMC y grasa corporal

En las figuras 5y 6 se muestra la distribucion de los grupos por IMC y porcentaje de grasa corporal.
Los analisis demostraron que el IMC superior se encontré en los individuos con normopeso (61.4
%). En contraste a aquellos con obesidad, los cuales tuvieron el valor mas bajo (12.9 %). De esta

manera se observo que la relacion de IMC estaria asociada con la cantidad de grasa corporal.

61.4%

60

40

Porcentaje

20

Normopeso Sobrepeso Obesidad
Diagnastico IMC

Figura 5. Frecuencia de grupos por IMC
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Es asi que se observo que, al realizar la caracterizacion de los grupos por porcentaje de grasa corporal,
aquellos con obesidad tuvieron el mayor porcentaje (40 %). Mientras tanto aquellos individuos con
normopeso tuvieron un porcentaje de grasa corporal significativamente superior (34.4 %) a aquellos
con sobrepeso (25.7 %). De esta manera se observd que solo el grupo con obesidad comparte la

relacion de menor IMC con el mayor porcentaje de grasa corporal.

40%

40

30

20

Porcentaje

Normopeso Sobrepeso Obesidad

Figura 6. Frecuencia de grupos por Porcentaje de Grasa Corporal

7.3 Analisis de parametros metabdlicos

En cuanto a los resultados de indicadores metabdlicos y como se observa en la tabla 7, la media para
la glucosa fue de 83.91 ( 7.78), 116.35 (+ 83.77) para triglicéridos y 172.71 (£29.73) para colesterol
total. En cuanto a c-HDL la media encontrada fue de 57.74 (£11.56) y 51.38 (+£7.88) para mujeres y
hombres respectivamente.

Tabla 7. Analisis descriptivo para indicadores metabdlicos

Variable Glucosa Triglicéridos  Colesterol Total c-HDL c-HDL
Mujeres Hombres

Mediana 83.91+578 116.35+83.77 172.71+29.73 57.74+11.56 51.38+7.88

Rango 70-95 31-518 105 - 247 35-79 38-70
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Como se puede observar los valores encontrados para glucosa, colesterol total y c-HDL estan dentro
de los pardametros normales para una persona sana, mientras que, para triglicéridos, se encontraron

cifras por arriba de los 150 mg/ dL.
7.4 Extraccion de DNA de heces

La extraccion de DNA se realizé de las elusiones resultantes del proceso de extraccion y purificacion
de las heces. Las muestras fueron analizadas mediante electroforesis empleando agarosa al 1% y todas

dieron positiva a la presencia de material genético (Figura 7).

Figura 7. Prueba de electroforesis de las elusiones obtenidas a partir de la extraccion y purificacion
de DNA de heces de jovenes universitarios. De arriba hacia abajo y de izquierda a derecha: muestras
de los individuos 1 hasta el 42.
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Una vez confirmada la presencia de DNA en las elusiones obtenidas, se realizo la cuantificacion y

determinacion de la pureza e integridad de las mismas mediante espectrofotometria. De esta manera

se preciso la viabilidad para la posterior amplificacion por PCR. Los resultados arrojados por el

Nanodrop tanto para concentracién como para la integridad y pureza (medida como ratio) se presentan

en la tabla 8. En todos los casos la pureza estuvo por encima de 1.0 lo que es un valor suficientemente

alto para confiar en la presencia del material genético para su amplificacion.

Tabla 8. Pureza e integridad de los extractos de DNA

C-DNA C-DNA
muestra (ug/dl) muestra (ug/dl)
001 60.3 1.88 039 147.5 1.63
003 11.19 1.46 040 328.8 1.70
004 79.29 1.87 041 123.7 1.80
005 39.82 1.65 042 143.7 1.82
006 15.18 1.61 043 48.8 1.79
008 77.90 1.85 044 67.7 2.10
009 27.0 1.35 045 24.2 1.85
010 13.3 1.97 046 5.12 1.03
011 9.7 1.57 047 9.71 131
012 64.9 2.20 048 117.4 2.09
013 135 1.81 049 73.14 2.10
014 62.84 1.93 050 72.3 2.14
015 173.1 2.06 051 544.6 2.10
016 185.8 1.89 052 17.8 2.35
017 204.9 1.89 053 165.0 2.04
018 37.90 1.69 054 11.2 2.01
019 436.6 1.59 055 12.0 242
020 316.8 1.63 056 12.0 242
021 41.6 1.48 057 3.78 13.1
022 119.7 2.01 059 22.5 231
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023
024
026
027
028
029
030
031
031
032
033
034
035
036
037
038

22.64
103.3
29.05
41.08
62.31
297.8
28.28
205.8
205.8
447
114.9
11.59
44.84
162.2
9.88
306.6

1.30
1.62
2.03
1.71
1.94
2.00
1.85
1.65
1.65
2.09
1.88
1.43
1.66
2.09
1.86
1.85

061
062
063
064
065
066
067
068
069
070
071
072
073
082
083
084

92.0
43.5
7.8
110.8
115.9
85.1
17.2
53.3
120.7
47.1
182.4
429.0
37.7
161.5
103.2
10.7

1.36
1.99
1.16
1.70
1.47
1.46
2.22
1.67
1.96
2.13
1.73
1.99
2.16
1.61
1.86
1.79

44



7.5 Volumen de Firmicutes y Bacteroidetes por grupo de estudio

De acuerdo con los datos obtenidos por el analisis de imagen arrojado por el software GelDoc sobre
el volumen de Firmicutes y Bacteroidetes (anexos 4 y 5), se determinaron las medias y desviaciones

estandar reportadas en la tabla 9 para cada uno de los grupos de estudio.

Partiendo de este analisis se puede observar que, si bien las desviaciones estandar son amplias, la
relacion Firmicutes/Bacteroidetes esta ligada directamente a la concentracion de ambos filos, ya que
se encontrd un incremento en la media del volumen de Firmicutes y Bacteroidetes con el aumento

tanto del peso como del porcentaje de masa grasa.

Tabla 9. Medias y desviacion estandar del volumen de banda del amplificado de Firmicutes y
Bacteroidetes por grupos de estudio

IMC % MG
Grupo Normopeso Sobrepeso Obesidad Normopeso Sobrepeso Obesidad
Firmicutes 152.24 + 160.18 + 20491+ |8215+7536 19154+ 170.70 +
169.31 119.28 178.30 217.08 138.52
Bacteroidetes 177.50 + 204. 132.67 + 173.43 £ 175.57 £ 166.63 + 191.72 +
53 103.61 173.39 246.98 113.35 249.07
Ratio F/B 0.85 1.20 1.18 0.46 1.14 0.89

Para complementar las medias y desviaciones estandar, se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal -
Wallis para realizar la comparacion de las medias, debido a que los datos no cumplieron con la
normalidad, efectuando los analisis de manera independiente tanto para la clasificacion por IMC como
para % de masa grasa se pudo observar que no existen diferencias significativas en las medias para
ninguna de las relaciones ensayadas, tanto por filo como entre grupos de estudio, como se muestra en
la tabla 10.
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Tabla 10. Comparacion de medias del volumen de Firmicutes y Bacteroidetes de los grupos de
estudio clasificados por IMC y % de masa grasa

Grupo IMC  %MG

Firmicutes 0.406 0.124

Bacteroidetes | 0.672 0.538

7.6 Relacion F/B por grupo de estudio

Las medias y rangos de la relacion Firmicutes/Bacteroidetes en los grupos de estudio, clasificados
tanto por IMC como por porcentaje de grasa corporal se presentan en la tabla 11. Se observd un

incremento en la media de la relacion F/B al aumento tanto de peso como de masa grasa.

Tabla 11. Medias y rangos de la relacién Firmicutes/Bacteroidetes por IMC y porcentaje de masa
grasa

Clasificacién IMC % MG

Grupo Normopeso Sobrepeso Obesidad Normopeso Sobrepeso Obesidad
Medias 1.05£0.90 1.17 £0.94 1.33£0.68 0.68 £0.32 1.27 £0.95 1.39+£1.03
Rangos 0.35 - 4.80 0.70 - 4.45 0.69 - 2.78 0.70-1.76 0.56 - 4.69 0.45 - 4.80

7.7 Asociacion de la relacion F/B con parametros bioquimicos y porcentaje de grasa en grupos
clasificados por porcentaje de grasa

En el caso de las asociaciones de los grupos de estudio caracterizados por porcentaje de grasa con la
relacion F/B son presentadas en la tabla 12. Tras realizar la correlacion de Pearson y Spearman la
fuerza de asociacion entre la relacion F/B con indicadores metabdlicos y porcentaje de grasa fue baja

con un modelo estadistico no significativo, al presentar valores de p>0.05 en todos los casos.
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Tabla 12. Coeficientes de correlacion y determinacion entre la relacion F/B, indicadores metabolicos
y porcentaje de masa grasa en grupos normopeso, sobrepeso y obesidad, clasificados por porcentaje
de masa grasa.

Variable Normopeso Sobrepeso Obesidad
R R? R R? R R?

Glucosa 0.033 0.001 0.070 0.004 0.063 0.003
Triglicéridos  0.200* 0.039 0.087 0.006 0.122* 0.001
Colesterol  0.223 0.049 0.178 0.031 0.132 0.017
total

c-HDL 0.105 0.011 0.263 0.069 0.065 0.004
%MG 0.149* 0.004 0.080* 0.051 0.259 0.066

En todos los casos, el modelo de regresion lineal no fue estadisticamente significativo (p>0.05).
*Coeficiente de correlacion de Spearman

7.8 Asociacion de la relacion F/B con parametros bioquimicos y porcentaje de grasa en grupos
clasificados por IMC

Para las asociaciones entre los grupos de estudio clasificados por IMC, el modelo estadistico no fue
significativo ya que se obtuvieron valores p>0.05 en todos los casos. En cuanto a la fuerza de
asociacion, se observo una asociacion débil entre el porcentaje de grasa y la relacion F/B en los grupos
sobrepeso y obesidad, con un coeficiente de relacion 0.38 para sobrepeso y 0.33 para obesidad, no
obstante, para el resto de las variables, la fuerza de asociacion oscil6 entre valores de 0.000 y 0.251,
como se detalla en la tabla 13.
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Tabla 13. Coeficientes de correlacion y determinacion entre la relacién F/B, indicadores metabdlicos
IMC en grupos normopeso, sobrepeso y obesidad clasificados por IMC.

Variable Normopeso Sobrepeso Obesidad
R R? R R? R R?

Glucosa 0.140 0.019 0.038 0.001 0.311 0.096
Triglicérido 0.201* 0.003 0.000* 0.002 0.214* 0.045

S

Colesterol ~ 0.251 0.063 0.017 0.003 0.071 0.005
total

c-HDL 0.189 0.035 0.056 0.003 0.088 0.007
%MG 0.045 0.002 0.385 0.001 0.330 0.109

En todos los casos, el modelo de regresion lineal no fue estadisticamente significativo (p>0.05).
*Coeficiente de correlacion de Spearman

Si bien las asociaciones entre la relacion F/B, indicadores metabdlicos y porcentaje de grasa
encontradas (tanto en los grupos clasificados por porcentaje de grasa como por IMC) fueron bajas,
los coeficientes de correlacion estuvieron ligeramente incrementados para glucosa y % MG en
sobrepeso y obesidad en los grupos clasificados por IMC. Sin embargo, en los grupos clasificados
por porcentaje de grasa se obtuvieron coeficientes de correlacion mayores para triglicéridos,

colesterol total y c-HDL.

Finalmente, en los graficos presentados en las figuras 8, 9 y 10, se observa la distribucién de los
valores de la relacion F/B, glucosa, triglicéridos, colesterol total y c-HDL, para normopeso,
sobrepeso y obesidad respectivamente. En estas gréaficas se observd que si bien las fuerzas de
asociacion fueron bajas, hay algunas variables que guardan cierta relacion, ya que su distribucion

se da hacia un mismo cuadrante.
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De acuerdo con los resultados presentados en la figura 8, se pudo observar que en el grupo Normopeso
existe, como es de esperar, una relacion entre la concentracion de glucosa, colesterol y c-HDL.
Ademas, hay una relacién cercana, pero débil, entre la relacion F/B y triglicéridos toda vez que la

dispersion se encuentra en el mismo cuadrante de la grafica.

. oIV
Colesterol

Triglhiceridos

Figura 8. Analisis por componentes del grupo Normopeso
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En el caso del grupo Sobrepeso, la figura 9 muestra una relacion cercana, pero con baja fuerza de
asociacion (R = 0.263) entre %MG y c-HDL. Adicionalmente el contenido de triglicéridos y colesterol
es cercano Yy estas dos se encuentran relacionadas con la relacion F/B, aunque la relacion es cercana

es débil (R =0.087 y 0.178 respectivamente).

Cuolesterol

Figura 9. Andlisis por componentes del grupo Sobrepeso
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Finalmente, en el grupo Obesidad es en el cual se encuentra una relacion mas cercana entre la relacion
F/B y el contenido de colesterol, aunque también con una fuerza de asociacion débil (R = 0.132). Este
ultimo factor se relaciona con el contenido de triglicéridos al encontrarse sobre el mismo cuadrante.
Otra relacion interesante es la que guarda él %MG y c-HDL, debido a que pueden observarse de igual

manera, sobre el mismo cuadrante de relacion, como puede observarse en la figura 10.

Triglicaidos

L Colesterol

Figura 10. Analisis por componentes del grupo Obesidad
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8. Discusion

8.1 Evaluacion antropométrica
Los resultados obtenidos tras la caracterizacion de la poblacién por IMC, donde el 61.4% se

encontraron con sobrepeso, 25.7 con sobrepeso y 12.9% contrastan con los reportados por el estudio
de Cruz-Rodriguez et al, quienes encontraron al 40% de su poblacién total con normopeso, 22%
sobrepeso y el 38% restante con obesidad (48); no obstante son similares a los referidos por Ramos et
al, quienes tras realizar un estudio exploratorio en Colombia con 378 estudiantes universitarios el
72.5% fue caracterizado con normopeso, 19.8% con sobrepeso y 2.5% con obesidad (49); de igual
manera, Deossa Restrepo et al, quienes realizaron un estudio descriptivo en 583 estudiantes de
nutricion y dietética en universidades de Colombia (439) y México (144), quienes, de 144 alumnos
universitarios mexicanos, encontraron al 68.2% en normopeso, 19.6% con sobrepeso y 3.8% con
obesidad (50).

Asi mismo, tras la caracterizacion de los estudiantes universitarios, considerando su porcentaje de
grasa, el 34.3% se encontraron en normopeso, 25.7% con sobrepeso y 40% restante con obesidad;
estos resultados contrastan con lo los resultados obtenidos en el estudio realizado por Lorenzini et al
en estudiantes universitarios de la Universidad Autonoma de Yucatan, quienes tras evaluar 178 sujetos
mediante impedancia bioeléctrica, caracterizaron al 48.87% de la poblacion con sobrepeso y obesidad
y el 49.44% con normopeso (51); de igual forma, los resultados obtenidos en esta investigacion,
difieren con los de Alvarez et al., quienes tras determinar el porcentaje de grasa corporal de 970
universitarios, fueron caracterizados 68.4% con normopeso, 6% con sobrepeso y 3.5% con obesidad
(52); de igual forma los resultados de esta investigacion contrastaron con los de Cruz-Rodriguez et
alquienes de acuerdo con su porcentaje de grasa determinado por impedancia bioeléctrica,

caracterizaron al 40% con normopeso, 22% con sobrepeso y 38% con obesidad (48).

8.2 Evaluacion bioquimicos
Si bien los resultados en los indicadores metabolicos de la poblacion evaluada mostraron valores para

glucosa, colesterol total y c-HDL dentro de los parametros de normalidad para poblacién sana, los
triglicéridos llegaron a encontrarse con cifras por arriba de los 150 mg/ dl; la evidencia sigue siendo
inconsistente, especialmente en personas jovenes y sanas. Solo unos pocos estudios epidemiologicos

han demostrado asociacion entre algunos factores bioquimicos y relaciones F/B (53).

Desde 2009, un estudio transversal reveld que dietas que incluye cereales, pescado pequefio, galletas
saladas, frutas, vegetales y aceite de oliva estaba relacionado con un perfil de riesgo de enfermedad
cardiovascular beneficiosa, en contraste con dietas altas en dulces, carne roja, margarina, nueces con
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sal y queso, las cuales estaban relacionados con un perfil de riesgo desfavorable en adultos (54). Un
metaandlisis determiné que dietas altas en fibra tienen efectos positivos en los biomarcadores
asociados con la adiposidad, la resistencia a la insulina y especialmente con la inflamacion en adultos
(55). Ademas, en un estudio con individuos de multiples ciudades, se ha encontrado una asociacién
con concentraciones plasmaticas reducidas de Apo B, colesterol total y colesterol LDL. En contraste
los autores encontraron que una dieta occidental, caracterizado por una mayor ingesta de huevos,

pasteleria, pizza, bocadillos, granos refinados, carne roja, aceites vegetales y aves de corral no (56).

Los adultos mexicanos han tenido un aumento en la hipercolesterolemia, la hipertriacilgliceridemia 'y
las bajas tendencias de colesterol HDL desde las Gltimas décadas (57), siendo la anomalia lipidica
mas comun baja HDL colesterol, una condicion que promueve los factores de riesgo cardiovasculares
para lamorbidez y la mortalidad ademas de la Carga de enfermedades cronicas en México (58). Segun
la dltima encuesta nacional de salud y nutricién realizada en 2018 (59), la prevalencia de obesidad
abdominal en adultos mexicanos fue de 65.4% para los hombres y de 87.7% para las mujeres. Estos
resultados son correspondientes a los obtenidos en nuestro estudio y son cercanos a los reportados

para relaciones entre obesidad y diabetes (60).

8.3 Relacion F/B
De acuerdo con los resultados obtenidos en las medias, se logro observar que el volumen de Firmicutes

y Bacteroidetes incrementa al aumento tanto del peso como del % de masa grasa, comportamiento

que corresponde con el observado en la relacion Firmicutes/Bacteroidetes.

Diversos estudios han dado cuenta que la disbiosis esta relacionada con una concentracion mayor de
Firmicutes, sin embargo, estos estudios no son concluyentes en el sentido que se han encontrado
resultados que difieren con esta afirmacion; por su parte autores como Duan et al han referido aumento
en el filo Bacteroidetes y disminucion de Firmicutes en condicion de obesidad, manteniendo
diferencias significativas en la especie de bacterias mas alla del filo, ya que 12 especies pertenecientes
al filo Firmicutes disminuyeron en el grupo de obesidad (61).

Por su parte Qadir et al y Palmas et al, si bien refieren incremento en Firmicutes con detrimento de
Bacteroidetes en el grupo con obesidad, el primero se reporta sin diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.054) y el segundo establece que hay especies particulares de cada filo que se ven
modificadas con el aumento de peso, lo que pudiera generar la variacion de los resultados entre los

diferentes estudios realizados en ese campo (62, 63).
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Con respecto a los valores de la relacion F/B, en un estudio realizado por Vaiserman et al (64) con
una poblacién de 1,550 ucranianos sanos se encontré un aumento en el filo Firmicutes al incremento
de la edad, reportando una mediana en la relacién F/B de 1.07 con un rango intercuartil de 0.42-2.06
en el grupo de 10 a 19 afios y una media de 0.9 con rango intercuartil de 0.48 a 1.8 para la poblacion
de entre 20 y 29 afios. Otro estudio realizado en una poblacion Qatari con 36 sujetos normopeso y 37

con obesidad, fue reportada una relacion F/B de 1.76 + 0.58 y 2.25 + 1.85, respectivamente (65).

Por su parte Mariat et al (66), determinaron una relacion F/B de 10.9 para poblacion adulta
atribuyendo dichos resultados a los cambios frecuentes en la dieta y a la eficiencia en la fisiologia

digestiva de este grupo de edad.

En el caso de estudios en poblacion mexicana, se ha asociado la comunidad microbiana intestinal de
infantes de CDMX y Oaxaca, con obesidad e insulina plasmatica en ayunas. La relacién F/B se asocio
positivamente con triglicéridos en Oaxaca (P = 0.003). Los filos Firmicutes y Bacteroidetes se
asociaron positiva y negativamente con la obesidad de CDM y triglicéridos de la poblacion de Oaxaca.
En Oaxaca, Verrucomicrobia se asocié negativamente con la obesidad (P = 0.004). En CDMX, los
géneros bacterianos Fusicatenibacter, Romboutsia, Ruminococcaceae, Ruminiclostridium, Blautia,
Clostridium, Anaerostipes e Intestinibacter se asociaron con obesidad e insulina plasmatica, mientras

que, en Oaxaca, Bacteroides, Alistipes y Clostridium se asociaron con triglicéridos (70).

Para el caso del presente estudio y tras determinar la relacion F/B en los grupos clasificados por IMC,
se obtuvieron valores de 1.05 £ 0.90 para los sujetos normopeso, 1.17 + 0.94 en el grupo sobrepeso y
1.33 + 0.68 en los sujetos con obesidad. Mientras que, tras realizar la caracterizacion de los grupos
por porcentaje de grasa, se encontraron valores de 0.68 £ 0.32 en normopeso, 1.27 £ 0.95 en sobrepeso
y 1.39 + 1.03 para obesidad. Tomando como referencia los estudios mencionados con anterioridad,
los valores obtenidos son similares a los reportados tanto por clasificacion de grupo de estudio por
IMC como por edad. Si bien los reportes difieren de los presentados por Mariat et al. (66), no debe
dejarse de lado el hecho que la relacién F/B tiende a presentar variaciones significativas relacionadas
con condiciones como la edad, peso corporal, factores ambientales, genéticos y tipo de analisis de
determinacion (64, 66). Es por ello que se puede establecer que los resultados obtenidos respecto a
los valores de la relacion F/B fueron confiables para el analisis de asociacion, ya que se mantuvieron

en cifras cercanas a las reportadas por Vaiserman et al y Stojanoc et al.

Sin embargo, actualmente existe un debate en la aplicacion de la relacion F/B como indicador de
obesidad y sus comorbilidades. Esto es debido a la falta de correlacion entre los resultados reportados
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en diferentes estudios. Se ha encontrado que el incremento en el filo Firmicutes junto con disminucién
en el filo Bacteroidetes tiene relacion en sujetos con obesidad, pero también hay relacion en
concentraciones elevadas de Bacteroidetes en personas con sobrepeso y obesidad y en la disminucién
de este mismo filo tras la pérdida de peso (67). Esto ha conducido a plantear la carencia de una relacion
especifica de la obesidad y la falta de técnicas concisas en los estudios realizados (68). Sin embargo,

se pueden establecer relaciones positivas con algunos marcadores bioquimicos.

8.4 Interaccion glucosa y relacion F/B
La microbiota intestinal y los niveles de glucosa mantienen una relacion bidireccional ya que la

provision y demanda de este monosacarido determina la colonizacion bacteriana al ser el sustrato
principal (68). En este sentido, al comparar la microbiota de sujetos normopeso con sujetos con
obesidad se ha encuentrado una reduccién en el filo Firmicutes, especificamente de especies como
Faecalibacterium prausnitzii. Incluso se ha determinado un incremento positivo de la relacién

Bacteroidetes / Firmicutes con la glucosa en ayunas, lo cual no tiene relacion con el IMC (69).

En contraparte, autores como Qin et al. (70) postulan que la disbiosis se presenta moderadamente en
sujetos con diabetes. Esta afirmacion, segln los autores, es debida a que la modificacion en la
abundancia de bacterias se genera de manera aislada. Es decir, los cambios que se han identificado
suelen ser por especie mas que por filo bacteriano. Sobre todo, se ha observado cambios de
concentracion de aquellas especies productoras de butirato como Akkermansia muciniphila y
Faecalibacterium prausnitzii, las cuales tienden a reducir su concentracion a la par que disminuye la
tolerancia a la glucosa. Incluso, se ha logrado atribuir al butirato cierto efecto protector hacia la
tolerancia a la glucosa ya que favorece la expresion de genes que promueven la proteccion de la

barrera intestinal y limitan la translocacion bacteriana (71).

Un estudio en el que se analiz6 la microbiota intestinal de 121 sujetos divididos en grupos de acuerdo
con su estado de tolerancia a la glucosa: tolerancia normal, prediabetes y Diabetes Mellitus tipo 2;
reportaron que si bien los filos predominantes fueron Firmicutes y Bacteroidetes, especies como los
Clostridium, Dorea, Prevotella y Collinsella se encontraban en proporciones elevadas en el grupo con
diabetes, comparado con el grupo con tolerancia normal y prediabetes. Por otro lado, los géneros
Prevotella y Megamonas fueron més elevados en el grupo prediabetes, comparado con el grupo con

tolerancia normal. Asi mismo, al realizar pruebas de asociaciones ajustadas por IMC, edad y sexo,
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hubo una asociacién positiva (p = 0.045) entre las concentraciones de glucosa en ayunas y la

microbiota intestinal (72).

Asi mismo algunos autores (73), coinciden en que la relacion entre la microbiota intestinal y la glucosa
es mas consistente con géneros y especies que en filos. Esta afirmacion se da tras encontrar una
asociacion inversa de la glucosa con géneros como Prevotella, Bacteroides y Alistipes (pertenecientes

al filo Bacteroidetes) y Akkermansia y Akkermansia muciniphila (pertenecientes al filo Firmicutes).

Si bien los resultados obtenidos para la asociacion entre los niveles de glucosa y la relacion F/B
mostraron una fuerza de asociacion débil (0.140 en normopeso, 0.038 en sobrepeso y 0.311 para
obesidad) debe considerarse que el presente estudio estuvo dirigido a evaluar poblacion sin
diagndstico previo de comorbilidades propias de la obesidad. Asi es que, todos los sujetos evaluados
presentaron niveles de glucosa en ayunas dentro de los parametros saludables (70 - 100 mg/ dl). Esto
limito la posibilidad de evaluar las diferencias entre poblacién en condiciones de normoglucemia e
hiperglucemia. Por otro lado, como fue descrito anteriormente, la asociacion entre la microbiota
intestinal y glucosa presenta mayor precision al analizar especies bacterianas y no filos, lo que permite
plantear la posibilidad de evaluar las concentraciones de especies como Akkermansia muciniphila y

Faecalibacterium prausnitzii para marcadores del control glucémico, mas alla de la relacion F/B.

8.5 Perfil lipidico y relaciéon F/B
Se ha demostrado que las concentraciones de los lipidos en la sangre son dependientes de la regulacion

ejercida por la microbiota intestinal. Asi es que se ha determinado que la disbiosis presentada en
condiciones de obesidad esta relacionada con una reduccion en la concentracion de Bacteroidetes y
un aumento en la de Firmicutes. Aunque esta alteracion no ha logrado ser uniforme en estudios
humanos (74), por el contrario, han sido establecidas correlaciones de mayor fortaleza al realizarla
por especies bacterianas como Akkermansia, Christensenellaceae y Tenericutes. En especifico se ha
relacionado a la obesidad con las concentraciones de triglicéridos, c-HDL e IMC. En cambio, especies
como Eggerthella, Pasteurellacea y Butyrucumonas mantuvieron asociaciones tanto con IMC como
con triglicéridos y c-HDL. Ademas, las concentraciones de colesterol total y c-LDL han mantenido
asociaciones débiles con la disbiosis, lo que plantea que la afeccion en el metabolismo lipidico afecta

a lipoproteinas especificas (75).

Cotillard et al (76) tras analizar genes bacterianos en sujetos con sobrepeso y obesidad, demostraron

una elevada incidencia de hipertrigliceridemia en individuos con un menor recuento bacteriano.
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Adicionalmente, otro estudio (77) que analizé el DNA bacteriano de heces en sujetos con obesidad y
de individuos no obesos, reportd aumento en la concentracion de triglicéridos sérico. Asi mismo, este
estudio demostro que se ejerce una disminucién en c-HDL debido albajo recuento bacteriano. Sin
embargo, Karlson et al (78) mediante secuenciacion metagendémica en 145 muestras de heces, reportd

una correlacion negativa entre Clostridium con triglicéridos séricos y positiva con c-HDL.

En contraste, en un estudio con 893 individuos, se realizd un andlisis de Unidad Taxondmica
Operativa (OTU) y se establecio una correlacion positiva con la alteracion en las concentraciones
séricas de c-HDL. Sin embargo, para el caso de la correlacion con el nivel de triglicéridos esta relacion
no fue tan clara. Aun asi, este estudio destaco la asociacion de géneros como Clostridiaceae y
Lachnospiracease con la alteracion en c-LDL, pero no asi con el IMC. Por otro lado, el género
Eggerthellase fue asociado con condiciones de hipertrigliceridemia y disminucion en la concentracion

de c-HDL y finalmente Butyricimonas se asocid con bajos valores de triglicéridos (79).

Desde otra perspectiva Rebolledo et al (80), a partir de un analisis con electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizante en un grupo control y otro grupo con dislipidemia, afirman la influencia de
la microbiota intestinal en el desarrollo de dislipidemias tras establecer una correlacion entre la
disminucion en la diversidad bacteriana y el incremento en las concentraciones séricas de triglicéridos,

colesterol total y c-LDL.

Con respecto al presente, tras realizar la correlacion de la relacion F/B con el perfil lipidico
(triglicéridos, colesterol total, c-HDL) se presentaron correlaciones débiles con un modelo
estadisticamente no significativo entre los grupos clasificados por %MG porcentaje de grasa y los
clasificados por IMC, en el grupo Normopeso (Triglicéridos R = 0.20, Colesterol total R = 0.25y R
=c-HDL 0.18) y Obesidad (Triglicéridos R = 0.21, Colesterol total R =0.71 y c-HDL R = 0.88). Sin
embargo, al ser clasificados por IIMC la fuerza de asociacion fue superior. Por otro lado, el grupo
Sobrepeso resulté con fuerza de asociacion mayor al ser caracterizado por porcentaje de grasa
(Triglicéridos R = 0.08, Colesterol total R = 0.17 y c-HDL R = 0.26).

Ademas, también debe considerarse que los sujetos evaluados presentaron valores dentro de los rangos
de normalidad de colesterol total. a cifra més alta obtenida fue de 247 mg/ dL. Esto no se observé en
indice de triglicéridos, los cuales llegaron a encontrarse en valores de hasta 518 mg/ dL. Por otro lado,
los valores de c-HDL se encontraron en valores de hasta 35 mg/ dL en mujeres y de 38 mg/ dL en
hombres. Estos valores reflejan que las concentraciones de cada uno de los marcadores bioquimicos
no se encuentran relacionados del todo con la relacion F/B encontrada.
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8.6 IMC, porcentaje de grasa y relacion F/B
Debido a que la microbiota intestinal estd conformada en un 90% por especies bacterianas

pertenecientes a los filos Firmicutes y Bacteroidetes (81), siendo el filo Firmicutes el de mayor
diversidad en cuanto funcionalidad relacionada con la modificacién en la masa corporal (82), la

relacion F/B ha sido propuesta como biomarcador de disbiosis en obesidad.

Esta relacion ha sido estudiada en su interaccion con el IMC mediante secuenciacion de RNAr 16s de
muestras fecales en 21 sujetos control y 21 sujetos con obesidad chinos, fue encontrada una diferencia
significativa entre ambos grupos. En el grupo con obesidad se observé una menor diversidad y
uniformidad bacteriana. En este grupo de individuos se presenté un aumento en la abundancia de
Bacteroidetes y un decremento en el de Firmicutes. Ademas, los autores reportaron que 16 géneros
mantuvieron diferencias significativas entre ambos grupos (10 pertenecientes al filo Firmicutes), 4
aumentaron (Megamonas funiformis, Prevotella copri y Fusobacterium mortiferum) y 12
disminuyeron en el grupo con obesidad. Dentro de los microorganismos localizados se encuentran:
Faecalibacterium prausnitzi, Barnesiella intestinihominis, Alistipes putredinis, Bacteroides

uniformis, Parabacteroides distasonis y Fusicatenibacter saccharivorans (61).

En contraste, en un estudio realizado con 108 iranies divididos en 32 individuos normopeso, 32
sobrepeso y 44 con obesidad, en quienes la microbiota fue determinada a partir de la purificacion de
DNA en muestras de saliva humana y posteriormente analizada por PCR se reportaron diferencias
aungue sin significancia estadistica (p = 0.054). Entre los individuos con obesidad y normopeso se
present6 un incremento en Firmicutes y disminucién en Bacteroidetes. La relacion fue muy similar
entre los grupos sobrepeso y normopeso, en los que se encontré una abundancia menor de
Bacteroidetes en el grupo sobrepeso, aunque sin diferencia estadisticamente significativa (p= 0.57)
(62).

Por su parte, Palmas et al (63) compararon 46 individuos con sobrepeso/obesidad con 46 individuos
control en normopeso de origen italiano. Analizando la microbiota intestinal mediante secuenciacion
de RNAr 16s considerando condiciones de dieta, actividad fisica y presencia de sindrome metabdlico,
los autores encontraron una disminucion significativa en Bacteroidetes, especialmente las especies
Flavobacteriaceae, Porphyromonadaceae, Shpingobacteriaceae, Flavobacterium, Rikenella spp.,
Pedobacter spp. Parabacteroides spp. Bacteroides spp en el grupo sobrepeso/obesidad.

Adicionalmente, determinaron un significativo incremento de Firmicutes como Lachnospiracear,

58



Gemellacear, Paenibacillaceae, Streptococcaceae, Thermicanaceae, Gemella, Mitsuokella,
Streptococcus, Acidaminococcus spp, Eubacterium spp., Thermicanus, Megasphaera spp Yy
Veillonella spp. También lograron correlacionar positivamente el grupo Firmicutes con la grasa

corporal y negativamente con la masa muscular y el nivel de actividad fisica.

En un estudio por meta-analisis con 32 estudios transversales sobre secuenciacion de alto rendimiento
de microbiota intestinal en adultos con y sin obesidad, Pinart et al (83) encontraron un aumento
significativo de Firmicutes con un descenso de la concentracion de Bacteroidetes en 6 estudios. Por
otra parte, en 6 estudios mas se revel6 un significativo aumento en Firmicutes sin disminucion
significativa de la concentracion de Bacteroidetes. A nivel de género Bifidobacterium y Eggerthella
se encontraron en baja proporcion con abundancia elevada Acidaminococcus, Anaerococcus,
Catenibacterium, Dialister, Dorea, Escherichia-Shigella, Eubacterium, Fusobacterium. Megasphera,
Prevotella, Roseburia, Streptococcus y Sutterella en sujetos con obesidad. En conclusion, los autores
determinaron que a pesar de las diferencias en la composicion de la microbiota intestinal, en las que
persiste la disminucion en la diversidad bacteriana en sujetos obesos, la heterogeneidad en los
resultados dificulta establecer una relacion clara. Adicionalmente, ellos sugieren una
homogeneizacion en la extraccion de DNA, en los métodos de amplificacion o de secuenciacion de

alto rendimiento y en la clasificacién taxondémica.

Tras la evaluacion de 32 estudios mediante una revision sistematica, en la cual se determinaron las
diferencias de la microbiota intestinal en poblacion obesa y no obesa. Se ha reportado una baja relacion
F/B en poblacion con obesidad, mientras que seis mas presentaron resultados opuestos al encontrar
una relacion F/B mayor en sujetos obesos. En tanto que, a nivel de género, los individuos con obesidad
presentaron una mayor proporcion de Lactobacillus reuteri, Clostridium cluster 1V y XIV,
Clostridium leptum, Acidaminococcus intestine, Actinomyces meyeri, Atopobium parvulum,
Bacteroides vulgates, Eubacterium hadrum, Lkebsiella pneumonia, Roseburia faecies, Bacteroides
fragilis, Blautia wexlerae, Escherichia coli y Bifidobacterium bifidum. Adicionalmente se observo
una menor abundancia en Akkermansia muciniphila, Clostridium leptum, Ruminococcus flavefaciens
spp.,  Clostridium  perfringens, Lactobacillus  paracasei, Lactobacillus  plantarum,
Methanobrevibacter smithii, Bifidoacterium animalis, Escherichia coli, Ruminococcus lactaris,
Rothia mucilaginosa, Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Clostridium coccoides, Clostridium leptum, Clostridium ramosum, Clostridium citroniae,
Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium desmolans, Eubacterium fissicatena, and Haldemania

filiformis. De esta manera se establecid que, si bien la obesidad se ve fuertemente influenciada por la
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microbiota intestinal, la complejidad en el estudio de esta requiere el desarrollo de técnicas que
permitan tomar en cuenta factores no controlables como la dieta, nivel de actividad fisica, sexo y el

lugar de origen (84).

Todos estos resultados reportados tienen una correlacion con los resultados obtenidos durante esta
investigacion. Si bien la relacion F/B mostrd un incremento en las medias tanto en los grupos
clasificados por porcentaje de grasa como por IMC, tras realizar la correlacion entre ambas variables
las fuerzas de asociacion fueron débiles. Estos resultados se contraponen a los obtenidos en poblacion
china, en quienes la abundancia de Bacteroidetes fue mayor en el grupo con obesidad, no obstante,
tienen relacion con los resultados del estudio realizado en poblacién irani. A pesar de que en este
altimo reporte la extraccion de DNA fue a partir de muestras de saliva y no de heces, la relacion F/B
fue mayor en el incremento del peso. Tampoco presentaron diferencias estadisticamente
significativas, pero se ha propuesto considerar condiciones como la dieta y nivel de actividad fisica

para realizar los estudios de correlacion.

Adicionalmente, los reportes de meta-analisis son mas reveladores en cuanto a las asociaciones de
relaciéon F/B con enfermedades como obesidad o sobrepeso. Se deberia de colocar como un punto de
metodologia de los meta-analisis tanto la fuente de DNA como el disefio de cebadores para la
amplificacion. De igual manera los analisis bioinformaticos son el acercamiento mas proximo para el
disefio de metodologias que permitan establecer las relaciones entre poblaciones microbianas de la
microbiota intestinal con marcadores bioquimicos. Esto debido a que son pocos los estudios que
consideran factores relacionados al estilo de vida como el tipo de dieta, nivel de actividad fisica e
incluso salud cardiometabdlica, condicion con la que se ha logrado observar una mayor diferencia en

la abundancia microbiana. (85).
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9. Conclusion
Fueron evaluados 70 jovenes universitarios, a quienes se clasificoO en tres grupos de estudio

(normopeso, sobrepeso y obesidad) de acuerdo con su IMC el grupo normopeso cont6 con 43 sujetos
(61.4%), el de sobrepeso con 18 (25.7%) y el de obesidad con 9 (12.9%), mientras que, al realizar la
misma clasificacion, pero por porcentaje de grasa, el grupo normopeso estuvo conformado por 24
(34.3%) sujetos, el grupo de sobrepeso con 18 (25.7%) sujetos y el grupo obesidad con los 28 (40%)
restantes; mismos que se encontraron con valores en parametros de normalidad para glucosa,

colesterol total y c-HDL, mientras que para triglicéridos, hubo quienes superaron los 150 mg/ dl.

Por otro lado, aun cuando se encontrd un incremento en la relacién F/B entre los diferentes grupos de
estudio, la fuerza de asociacion entre esta, los indicadores metabdlicos y el porcentaje de grasa fue
débil, con esto se confirmd la hipotesis alterna propuesta. Los resultados obtenidos en este estudio
permiten conocer el comportamiento esperado en la distribucion de la microbiota intestinal en
poblacion mexicana de adultos universitarios jovenes. Ademas, también se determinan las futuras
consideraciones que deben tomarse para lograr establecer la relacion que guardan las bacterias
involucradas en la disbiosis con la obesidad. Todo ello con el objetivo de plantear estrategias para el
control de enfermedades a partir de intervenciones dirigidas ya sea al incremento de especies

simbidticas o al control de especies patogenas.

Para ello, debe contemplarse la realizacion de andlisis en los que mas alla de la identificacion de filos,
sean identificados géneros especificos de bacterias. Dentro de ellos la presencia y concentracién de
Akkermansia muciniphila y Faecalibacterium prausnitzii, que, al ser especies altamente productoras
de butirato, promueven mejoras significativas sobre la salud de su hospedero tanto a nivel del control

de la glucosa, lipidos séricos y peso corporal.

En cuanto al disefio metodoldgico, el empleado para el presente, concuerda con diversos estudios en
la parte de la extracciébn de DNA a partir de muestras de material fecal, en la recoleccion,
almacenamiento y procesamiento de las muestras de heces. Incluso, el método de extraccion de DNA
tiene correlacion directa con los estudios reportados, sin embargo, se sugiere el uso de un
termociclador en tiempo real, en lugar del termociclador en punto final como el que fue utilizado, para

realizar una determinacion de mayor precision en la cuantificacion microbiana.

Finalmente, y como se menciond con anterioridad, también debe ser considerada la determinacion del

tipo de dieta, nivel de actividad fisica y salud cardiovascular para lograr establecer relaciones
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significativas entre la modificacion de la abundancia bacteriana y el control metabdlico en los

individuos.
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ANEXOS
Anexo 1. Carta de consentimiento informado

Carta de consentimiento informado

San Agustin Tlaxiaca, Hgo., a de de 2021

La Maestria en Nutricion Clinica del Area Académica de Nutricion del Instituto de Ciencias de la Salud perteneciente a
la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, esta realizando un proyecto de investigacion clinica, con el objetivo de
establecer la asociacion de los filos Bacteroidetes y Firmicutes de la microbiota intestinal con la composicion corporal e
indicadores metabdlicos en adultos jovenes de entre 18 y 25 afios de edad, para determinar si la composicion de la
microbiota intestinal tiene influencia en la alteracion de la composicion corporal e indicadores metabdlicos.

Su participacién consistira en:

1) Permitir la toma de talla, por medio de un estadimetro (2 min), toma de peso, masa grasa y masa libre de grasa mediante
el BOD-POD (15 min), para el cual debera presentarse con ropa ligera (licra y/o top o traje de bafio) e ingresar al
dispositivo, permaneciendo sentado, sin moverse; 2) Permitir la extraccion de 5 mL de sangre plasmatica (1 cdita) para la
medicién de glucosa, colesterol total, c-HDL, c-LDL y triglicéridos (15 min), 3) Proporcionar una muestra fecal contenida
en un frasco esterilizado (que le ser& previamente proporcionado) (10 min). Presentarse en ayuno minimo de 8 horas, pero
no mayor a 10 horas para todas las mediciones y 4) Responder una serie de preguntas en relacién a sus horarios de
alimentacion y alimentos consumidos (15 min).

Su participacion no implicara costo alguno para usted, y recibira los resultados de su evaluacion, por correo electrénico,
si usted asi lo solicita, y hacemos de su conocimiento que el personal a cargo de este proyecto queda en entera disposicion
de resolver dudas sobre todos los procedimientos a realizar, antes mencionados y usted tiene la libertad de retirar su
consentimiento en cualquier momento con previo aviso.

La intervencion no genera ningun riesgo para su salud o integridad, quizas se puede presentar un hematoma al momento
de la extraccion sanguinea, en caso de que se mueva pero desapareceria en un par de dias sin mayor complicacion. La
informacion proporcionada, sera de caracter CONFIDENCIAL vy utilizada Gnicamente con fines de investigacion.

Yo autorizo mi participacion en el estudio antes mencionado, teniendo pleno
conocimiento del procedimiento a seguir,

Firma

RESPONSABLES DE LA INVESTIGACION

L.N Ana Teresa Nez Castro. Area Académica de Nutricion. Instituto de Ciencias de la Salud. Universidad Auténoma del
Estado de Hidalgo.

Tel: 771-110-8669 anateresanez@outlook.es

M.en N.C. Arianna Omafia Covarrubias. Area Académica de Nutricién. Instituto de Ciencias de la Salud. Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo.

Tel: 771-71-72-000 ext 4321y 4322 aomana@uaeh.edu.mx
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Anexo 2. Protocolo de extraccion y purificacion de las muestras de heces con el Rapid Genomic
DNA Extraction Kit

Contenido del Kit:
e Buffer TBP (40 ml)
Buffer Universal de digestion (10 ml)
Buffer PR (4 ml)
Proteinasa K (1.2 ml)
Buffer TE (50 ml)

Procedimiento:

1. Mezclar con 5 ug de heces con 100 ul de H20d mediante vortex por 5 minutos

2. Transferir 200 ul (cortando la punta con filtro ligeramente) de la mezcla anterior a un tubo de
1.5 ml, afiadir 600 ul de Buffer TBP, mezclar con vortex e incubar 1 minuto a temperatura
ambiente.

3. Centrifugar a 12,000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente, desechar el sobrenadante
cuidadosamente.

4. Agregar 500 ul de Buffer TE suspendiendo el pellet, centrifugar a 12,000 x g por 1 minuto a
temperatura ambiente y descartar cuidadosamente el sobrenadante

5. Afadir 180 ul de Buffer Digestion y 20 ul de proteinasa K, mezclar minuciosamente e incubar a
56 °C por 20 minutos

6. Agregar 60 ul de Buffer PR, mezclar invirtiendo de 5-10 veces, incubar a 20°C por 20 minutos.

7. Centrifugar a 12,000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Transferir 300 ul de
sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 ml.

8. Agregar 300 ul de isopropanol a la solucion anterior, mezclar invirtiendo 5 veces el tubo e
incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. Centrifugar a 12,000 x g por 5 minutos y
descartar cuidadosamente el sobrenadante.

9. Agregar 1 ml de etanol al 75% previamente enfriado, mezclar invirtiendo el tubo 10 vecesy
centrifugar a 12,000 x g por 1 minuto y descartar el sobrenadante.

10. Repetir paso 9.

11. Dejar secar el pellet a temperatura ambiente con el tubo destapado por 5 minutos

12. Agregar 50 ul de Buffer TE para disolver el pellet, almacenar a -20° C hasta ser analizado.
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Anexo 3. Dictamen del comité de ética

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
Instituto de Ciencias de la Salud
Comité de ética e investigacion
Ethics and research committee
San Agustin Tlaxiaca, Hidalgo a 16 de Agosto del 2020
_ Oficio Comiteei.icsa 2020/14
Asunto: DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA E INVESTIGACION.

Mtra. Arianna Omarfia Covarrubias
Investigadora Principal

Titulo del Proyecto: Asociacion de los filos Firmicutes y Bacteroidetes del
microbioma con la composicion corporal e indicadores metabodlicos en
adultos jovenes universitarios.

Codigo asignado por el Comité: CEI-2020-014

Le informamos que su proyecto de referencia ha sido evaluado por el Comité y las
opiniones acerca de los documentos presentados se encuentran a continuacion:

Decision Numero de aprobacion
APROBADO 2020-14

Este protocolo tiene vigencia del 16 de agosto de 2020 al 15 de julio de 2021.
En caso de requerir una ampliacién, le rogamos tenga en cuenta que debera

enviar al Comité un reporte de progreso de avance de su proyecto al menos 60
dias antes de la fecha de término de su vigencia.

Atentamente

Dr. José Socrates Lopez Noguerola
Presidente del Comité

Para la validacion de este documento, informe el siguiente cédigo en la seccion Validador de documentos del sitio web del

comite: LC?k48TBy-#uRy[

https:/sites.google.com/view/comiteei-icsa/validador-de-documentos

Circuito ex-Hacienda La Concepcién s/n Carretera
Pachuca-Actopan, San Agustin Tlaxiaca, Hidalgo.
Meéxico. C.P. 42160

Teléfono: +52(771) 71 72000 ext.4300
comiteei.icsa@gmail.com

www.uaeh.edu.mx
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Anexo 4. Volumenes de Firmicutes, Bacteroidetes y relacion Firmicutes/Bacteroidetes por
grupos de estudio clasificados por IMC

Normopeso
No. de sujeto Volumen de Volumen de Relacion
Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes/Bacteroidetes
1 8.178 16.994 0.481
3 12.122 34.22 0.354
4 27.27 34.365 0.794
5 15.95 32.103 0.497
6 47.366 71.253 0.665
9 10.136 15.907 0.637
10 88.16 110.52 0.798
14 172.492 105.125 1.641
15 288.057 440.597 0.654
18 97.295 141.665 0.687
19 121.017 122.612 0.987
20 61.596 76.966 0.800
21 51.997 84.68 0.614
22 198.51 205.53 0.966
23 98.339 117.972 0.834
24 584.669 1,291.83 0.453
26 392.858 321.6 1.222
29 188.935 221.496 0.853
32 756.32 490.883 1.541
35 37.666 71.108 0.530
40 91.62 131.167 0.698
41 76.589 116.986 0.655
42 185.629 303.572 0.611
43 170.441 186.963 0.912
45 159.048 162.052 0.981
46 136.532 77.72 1.757
47 703.569 149.901 4.694
48 102.801 88.566 1.161
50 102.275 86.507 1.182
54 286.44 198.418 1.444
55 43,181 44.341 0.974
60 42.137 95.41 0.442
63 105.605 139.838 0.755
65 150.779 147.291 1.024
66 76.067 196.388 0.387
67 86.362 154.425 0.559
68 87.812 45.559 1.927
70 97.092 288.608 0.336
71 34.626 49.387 0.701

72 22.082 320.682 0.069



73 118.291 165.743 0.714

82 253.592 250.56 1.012
84 155.187 225.243 0.689
SOBREPESO
No. de sujeto Volumen de Volumen de Relacion
Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes/Bacteroidetes
8 52.432 103.501 0.507
11 42.34 48.856 0.867
13 190.124 112.375 1.692
27 94.264 68.574 1.375
30 181.337 65.25 2.779
31 223.96 194.735 1.150
33 224.576 475.136 0.473
36 200.535 45.037 4.453
37 38.251 49.967 0.766
38 373.104 238.689 1.563
44 242.962 194.996 1.246
49 82.216 68.614 1.198
53 471.325 98.136 4.803
59 40.745 70.006 0.582
61 55.158 91.408 0.603
62 92.858 194.039 0.479
64 148.053 127.136 1.165
83 129.175 141.645 0.912
OBESIDAD
No. de sujeto Volumen de Volumen de Relacion
Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes/Bacteroidetes
12 13.311 8.874 1.500
16 356.195 213.576 1.668
17 180.888 176.015 1.028
28 260.488 202.213 1.288
34 42.25 22.011 1.919
39 199.962 182.091 1.098
51 143.056 129.224 1.107
57 66.774 42.485 1.572

69 581.337 584.408 0.995



Anexo 5. Volumenes de Firmicutes, Bacteroidetes y relacion Firmicutes/Bacteroidetes por
grupos de estudio clasificados por % de masa grasa

Normopeso
No. de sujeto Volumen de Volumen de Relacion
Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes/Bacteroidetes
1 8.178 16.994 0.481
3 12.122 34.22 0.354
4 7.27 34.365 0.212
5 15.95 32.103 0.497
6 7.366 71.253 0.103
8 52.432 103.501 0.507
9 1.136 15.907 0.071
15 288.057 440.597 0.654
18 97.295 141.665 0.687
19 121.017 122.612 0.987
20 61.596 76.966 0.800
22 198.51 205.53 0.966
29 188.935 1221.496 0.155
35 27.666 71.108 0.389
45 159.048 162.052 0.981
46 136.532 77.72 1.757
55 43,181 44.341 0.974
60 42.137 95.41 0.442
66 76.067 196.388 0.387
70 97.092 288.608 0.336
71 34.626 49.387 0.701
72 22.082 320.682 0.069
73 118.291 165.743 0.714
84 155.187 225.243 0.689
SOBREPESO
No. de sujeto Volumen de Volumen de Relacidn
Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes/Bacteroidetes
13 190.124 112.375 1.692
14 172.492 105.125 1.641
23 98.339 117.972 0.834
26 392.858 321.6 1.222
32 756.32 490.883 1.541
37 38.251 49.967 0.766
41 76.589 116.986 0.655
42 185.629 303.572 0.611
43 70.441 186.963 0.377
47 703.569 149.901 4.694
50 102.275 86.507 1.182
54 286.44 198.418 1.444

59 40.745 70.006 0.582



61 55.158 91.408 0.603
65 50.779 147.291 0.345
67 86.362 154.425 0.559
68 87.812 45.559 1.927
82 53.592 250.56 0.214
OBESIDAD
No. de sujeto Volumen de Volumen de Relacion
Firmicutes Bacteroidetes Firmicutes/Bacteroidetes
10 88.16 110.52 0.798
11 42.34 48.856 0.867
12 13.311 8.874 1.500
16 356.195 213.576 1.668
17 179.888 176.015 1.022
21 51.997 84.68 0.614
24 584.669 1,291.83 0.453
27 94.264 68.574 1.375
28 260.488 202.213 1.288
30 181.337 65.25 2.779
31 223.96 194.735 1.150
33 224.576 475.136 0.473
34 42.25 22.011 1.919
36 200.535 45.037 4.453
38 373.104 238.689 1.563
39 199.962 182.091 1.098
40 51.62 131.167 0.394
44 242.962 194.996 1.246
48 102.801 88.566 1.161
49 82.216 68.614 1.198
51 143.056 129.224 1.107
53 471.325 98.136 4.803
57 66.774 42.485 1.572
62 92.858 194.039 0.479
63 50.605 139.838 0.362
64 48.053 127.136 0.378
69 181.337 584.408 0.310
83 129.175 141.645 0.912
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