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"La vida es una unién simbidtica y cooperativa
que permite triunfar a los que se asocian.”
Lynn Margulis

(1938-2011)

"Para la primera mitad del tiempo geoldgico nuestros
antepasados eran bacterias. La mayoria de las criaturas todavia son
bacterias, y cada uno de nuestros billones de células
es una colonia de bacterias.”

Richard Dawkins
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Glosario de términos
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ADN: Acido desoxirribonucleico

AG: Acidos Grasos

AGL: Acidos Grasos Libres

AGCC: Acidos grasos de cadena corta

ARN: Acido ribonucleico

ARNTr: Acido ribonucleico ribosomal

ChBREP: Proteina de unién a elemento en respuesta a carbohidratos.

Disbiosis: Desequilibrio o alteracién en la composicién bacteriana de un nicho
ecoldgico.

DT1: Diabetes tipo 1

DT2: Diabetes tipo 2

ECV: Enfermedades Cardiovasculares

Enterotipo: Clasificaciéon de la comunidad de la microbiota intestinal humana en
tres grupos, en funcién de la obtencion de energia de los componentes de la dieta.
HA: Hipertension Arterial

HDL: Lipoproteina de alta densidad

LDL: Lipoproteina de baja densidad

LPL: Lipoproteina lipasa

LPS: Lipopolisacarido

Metabolomica: Estudio de los perfiles metabdlicos de la microbiota intestinal
Metagenoma: Genoma colectivo del conjunto de microorganismos que constituyen
una comunidad ecolégica

Metagenomica: Estudio del material genético de las muestras recuperadas
directamente de un determinado entorno biolégico para conocer su composicion
microbiana, evitando la necesidad de aislamiento y cultivo individual de sus
componentes

Metaprotedmica: Estudio de las proteinas de la microbiota intestinal
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Metatrasncriptomica: Estudio del ARN total transcrito producto de la microbiota
intestinal

Microbioma: Genoma colectivo del conjunto de simbiontes que colonizan un
animal anfitrion o un nicho bioldgico

MAPK: Proteina cinasa, activada por mitbgenos

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

pb: Pares de bases

PPAR: Receptor activador de los peroxisomas.

PPR’s: Receptores de reconocimiento de patrones

Prebiético: Sustancias no digeribles (fibra) que ejercen un efecto benéfico para el
consumidor por la estimulacion del crecimiento selectivo de un grupo de bacterias
Probiético: Preparacion de o un producto con contenido viable de
microorganismos en un numero suficiente para ejercer un efecto saludable en el
huésped

RI: Resistencia a la insulina

Sl: Sistema inmune

SM: Sindrome metabdlico

SREBP: Proteina de union a elemento en respuesta a azucares.

TG: Triglicéridos

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alpha
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RESUMEN

Introduccién: La obesidad, patologia compleja y multifactorial, es considerada uno de los
principales desafios sanitarios en México, la cual adquiere caracteristicas alarmantes si
consideramos que un 34.4% de la poblacién infantil mexicana presenta sobrepeso u obesidad. Aun
cuando la dieta y la actividad fisica han sido ampliamente reconocidas como los factores de riesgo
modificables mas importantes para el desarrollo de la obesidad y sus alteraciones metabdlicas,
éstas no explican en su totalidad la alta prevalencia de obesidad y comorbilidades. De manera
reciente, se ha demostrado la participacion de la microbiota intestinal como un factor ambiental
relevante asociado no sélo a la obesidad, sino también a complicaciones metabdlicas importantes
como la resistencia a la insulina y diabetes. La evidencia acumulada, sugiere que la microbiota
intestinal humana influye significativamente en el equilibrio energético, la absorcién de nutrientes, la
regulacion del sistema inmune y varias rutas metabdlicas del huésped. Esta compleja comunidad
bacteriana incluye mas de 1000 especies de bacterias de las cuales, los filos Bacteroidetes y
Firmicutes conforman el 90%. Estudios en humanos han mostrado diferencias en la composicion de
microbiota intestinal entre sujetos delgados y obesos, observandose una mayor proporcion de
Firmicutes y menor proporcién de Bacteroidetes en los sujetos obesos. De manera consistente,
estudios en modelos animales y en humanos muestran que la eficiencia en la extraccién de energia
depende de la microbiota intestinal, vinculando a la microbiota con la acumulaciéon de tejido
adiposo. Estos antecedentes sugieren que hay una fuerte asociacion entre la microbiota intestinal y
la obesidad. Debido a que a la fecha, no existen reportes de estudios de la microbiota en poblacion
mexicana, en este trabajo se plante6 identificar distintos perfiles de la microbiota intestinal
asociados con la obesidad y sus complicaciones metabdlicas en poblacion infantil mexicana.

Materiales y Métodos: En este estudio participaron 39 nifios mexicanos en edad escolar (6-12
afos), de los cuales se obtuvieron las muestras fecales de niflos obesos (n=13), obesos con
complicaciones metabdlicas (n=13) y delgados (n=13). Previamente se obtuvo un consentimiento
informado de los padres de los nifios estudiados donde se incluyd una historia clinica, cuestionarios
de frecuencia de consumo de alimentos y actividad fisica. Se obtuvo una muestra de sangre
periférica de cada voluntario para evaluar el perfil bioquimico. Se extrajo el ADN bacteriano de las
muestras fecales, se amplificé el gen 16S ARNr y posteriormente se analizd la composiciéon y
diversidad de la microbiota intestinal mediante pirosecuenciacion. El analisis estadistico se realizé
mediante el programa estadistico SPSS.

Resultados. A nivel de filo no se encontraron diferencias significativas en la abundancia relativa de
Firmicutes y Bacteroidetes asociadas a la obesidad. En contraste, se encontr6 una diferencia
significativa en la proporcion de Actinobacterias entre los nifios obesos con sindrome metabdlico y
los delgados (p=0.017). A nivel de género se observé una diferencia significativa en la cantidad de
Bifidobacterias (p=0.020) entre los dos grupos mencionados. De manera interesante, la proporcion
de Bifidobacterias mostré correlacién significativa y positiva con los meses de lactancia materna
(r=0.358, p=0.017), asi como una correlacién negativa con los niveles de triglicéridos (r=-0.341,
p=0.033). Por otra parte, se asocié el enterotipo de Prevotella a la presencia de sindrome
metabdlico.

Conclusiones: Nuestros resultados muestran una disminucion significativa en la cantidad de
Bifidobacterias en la composicion de la microbiota intestinal de infantes mexicanos con sindrome
metabdlico. Posiblemente la duracion de lactancia materna tenga un efecto protector contra la
obesidad y sus complicaciones. La alimentacién es uno de los principales factores que altera
significativamente las poblaciones bacterianas del intestino y contribuye de manera importante en
el desarrollo de obesidad y sus alteraciones metabolicas.
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. ANTECENDENTES

1. OBESIDAD.

La obesidad es una enfermedad comun, compleja y multifactorial que suele iniciar en la
infancia, causada principalmente por un desequilibrio de energia debido a factores genéticos,
alimentacion inadecuada y falta de actividad fisica, que ocasionan un aumento en los
depodsitos de grasa corporal con el consecuente aumento de peso. Sin embargo, la cadena
causal de la obesidad es mas compleja de lo que aparenta dada su etiologia multifactorial,
donde confluyen factores genéticos, ambientales, econdmicos, psicolégicos, sociales,
metabdlicos y endocrinos (Christakis, 2007; Angelakis et al, 2012). La obesidad actualmente
es conocida como la gran epidemia del siglo XXI, afectando indistintamente a mujeres y

hombres, nifios y adultos.

1.1 Prevalencia de obesidad.

La obesidad es considerada la enfermedad no transmisible mas prevalente en el mundo y ha
sido catalogada como epidemia (Bosch et al, 2010). Cada afio mueren, al menos 2.6 millones
de personas a causa de la obesidad y sus comorbilidades. De acuerdo a datos de la OMS,
la obesidad se ha duplicado desde 1980. Actualmente se estima que 1,000 millones de
adultos tienen sobrepeso y mas de 300 millones son obesos (OMS, 2013). Un andlisis
realizado en 199 paises sugiere que hay cada vez mayor prevalencia de obesidad en todas
las regiones del mundo, incluso en la mayoria de los paises de ingresos bajos y medios, con
los mayores incrementos en los paises de ingresos mas altos (Finucane et al, 2011). Se
estima que la prevalencia de obesidad es mas alta en mujeres que en hombres. La obesidad
y sus comorbilidades como el sindrome metabdlico (SM) y las enfermedades
cardiovasculares (ECV) consumen del 2 al 6 % de los costos del sector de salud en muchos
paises, afectando la productividad y el desarrollo econémico (Swinburn et al, 2011). En
México, se reportd una prevalencia de obesidad de 27% y 38% en hombres y mujeres
mayores de 20 afios, respectivamente. Actualmente nuestro pais ocupa el primer lugar
mundial en obesidad infantil y el segundo en obesidad en adultos, antecedido por EUA (FAO,
2013). Asi mismo, para el 2018, se pronostica que tendremos una prevalencia superior a
36% y 46% en hombres y mujeres, respectivamente (ENSANUT, 2012).
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1.1.1 Obesidad Infantil.

La obesidad infantil es uno de los problemas de salud publica mas severos del siglo XXI. El
sobrepeso en infantes es un factor condicionante de obesidad en la vida adulta. Los nifios
gue padecen sobrepeso u obesidad entre los 9 y 13 afios tienen un 70% de probabilidades
de ser adultos obesos (Flegal, 2005). La obesidad en la infancia se asocia a distintas
complicaciones metabdlicas (Velasquez-Mieyer et al, 2007). En nuestro pais se reportd que
la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en nifios fue de 34.4%, representando
alrededor de 5, 664,870 nifios mexicanos con sobrepeso u obesidad (grafica 1). A pesar de
las medidas preventivas, los programas de salud publica y el conocimiento sobre la

obesidad, es preocupante que del 2006 al 2012 la prevalencia de obesidad en nifios no haya

disminuido.
40
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Grafica 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en escolares de 5-11 ainos.

Adaptado de: ENSANUT, 2012

1.2 Causas de la Obesidad.
Se ha definido a la obesidad como una patologia compleja, multicausal y heterogénea donde
el balance de energia positivo que la caracteriza surge como resultado de la interaccion de

un gran namero de genes con factores ambientales, socioculturales y conductuales.
1.2.1 Factores genéticos.
Ademas de las alteraciones en la dieta y la baja actividad fisica, la predisposicion genética

contribuye a la obesidad y causa diferencias en el almacenamiento y gasto energético

10
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(Martinez-Romero, 2005). De acuerdo con distintos analisis, se ha sugerido que los genes
determinan del 40 al 70 % de la obesidad (Bell et al, 2005).

1.2.1.1 Obesidad poligénica.

Esta es la forma de obesidad mas frecuente y estudia la interaccion de los genes, hormonas
y proteinas con el medio ambiente segun la individualidad genética. La busqueda de los
genes que conducen a la obesidad consiste principalmente en la identificacion de mutaciones
y polimorfismos en genes candidatos, y el escrutinio del genoma completo para detectar
regiones cromosomicas ligadas con rasgos cuantitativos (QTL quantitative traits loci)
(Rankinen et al, 2006). Mediante estudios de asociaciéon se han identificado mas de cien
genes candidatos por su relacién significativa con variables como peso corporal, IMC,
distribucién de grasa corporal, lipdlisis en adipocitos, perimetro de cintura, entre otras. En los
Ultimos afios, uno de los hallazgos mas importantes fue el descubrimiento del gen FTO (fat

mass and obesity) y sus variantes alélicas (Ledn-Mimila et al, 2013).

1.2.2 Factores Ambientales.

El notable aumento en la incidencia de obesidad desde hace treinta afios a la fecha, sugiere
gue los cambios en el ambiente y en el estilo de vida, juegan el papel mas preponderante en
la génesis de la obesidad y sus comorbilidades (Swinburn, 2011). En nuestro pais, la
disminucion de la actividad fisica, los altos niveles de sedentarismo y la mala alimentacion,
son los factores mas relevantes que contribuyen a esta epidemia. Un estudio reciente
evidencid mayor prevalencia de obesidad en edad escolar, particularmente en nifias y
correlaciond positivamente con el nivel socioeconémico (Mercado y Vilchis, 2013). Varios
autores enfatizan la importancia del ambiente “obesogénico” en el desarrollo de la obesidad,
debido en gran medida a la comercializacién y disponibilidad de alimentos hipercal6ricos,
ricos en grasas e hidratos de carbono que son baratos y agradables al paladar (James,
2010).

1.3 Fisiologia de la obesidad.

El desbalance energético entre la ingesta de alimentos y el gasto energético conduce a un
desorden metabdlico en el cual existe un exceso de grasa corporal que tiene efectos
adversos en la salud (Bouchard, 2008). El desequilibrio crénico en el aumento de almacenaje

11
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de energia produce hipertrofia e hiperplasia del adipocito, estrés del reticulo endoplasmico y
disfuncion mitocondrial (Ferranti et al, 2009).

1.3.1 Tejido adiposo.

Los adipocitos estan distribuidos en el organismo, bajo la piel, alrededor de los vasos
sanguineos y en el abdomen, son metabdlicamente activos y responden a estimulos
hormonales en coordinacion metabdlica con los tejidos periféricos. Cuando se eleva la
ingestion de glucidos, los azucares simples como la glucosa se transforma en acidos grasos
(AG), el cual se esterifica y forma triglicéridos (TG) que se almacenan en forma de grasa. Los
AG almacenados en el tejido adiposo son hidrolizados en respuesta a la accién de
noradrenalina, a través de la lipoproteinlipasa (LPL) en situaciones de requerimiento
energeético y son transportados, a través del torrente sanguineo, al masculo esquelético y al
corazén. En los humanos la mayor parte de la sintesis de AG ocurre en los hepatocitos
(Nelson, 2006).

1.3.2 Funcioén endocrina.

Se han descrito que multiples sefiales endocrinas mediadas por hormonas producidas por el
adipocito son relevantes en los estados de adiposidad excesiva, ya que desempefian un
papel clave en los mecanismos fisiopatolégicos de las alteraciones metabdlicas que
acompafan a la obesidad (Sanz, 2009). El tejido graso ademas de servir como el principal
reservorio energético, es un complejo 6rgano endocrino capaz de secretar diversas
hormonas e intermediarios quimicos que regulan el metabolismo de lipidos y glucosa en
distintos tejidos, influencian la accién de insulina, estimulan la sintesis y produccién de
citocinas inflamatorias liberadas por la grasa visceral, modulan el consumo de alimentos y el
equilibrio energético (Tilg, 2006). Adicionalmente los adipocitos participan en procesos como

angiogénesis, disolucion y reforma de la matriz extracelular (Medina-Gomez, 2009).

1.3.2.1 Regulacién de la Ingesta de alimentos.
La obtencion de energia de los alimentos se regula por mecanismos neuroendocrinos. En la
regulacién del apetito y el balance energético intervienen factores que inducen hambre

(orexigénicos) y factores que dan lugar a saciedad (anorexigénicos). A largo plazo son

12
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esenciales las sefiales que emanan del tejido adiposo (leptina) y del pancreas (insulina)
liberadas en respuesta a la ingesta (Manzur et al, 2010).

1.3.2.2 Hormonas intestinales.

El intestino se comunica con el hipotdlamo mediante vias neuronales y endocrinas que
regulan el balance energético. Las hormonas intestinales conocidas como “incretinas”
controlan el apetito y el peso corporal. Se liberan en las células endocrinas que estan
distribuidas en el epitelio del tracto gastrointestinal entérico considerado el érgano endocrino
mas grande del organismo (Breen et al, 2011). Las incretinas activan circuitos neuronales
gue comunican con el higado, musculo, pancreas y el tejido adiposo, ademas, potencian la
secrecion de insulina en respuesta a la glicemia. Las principales incretinas son los péptidos:
inhibitorio gastrico (GIP), el similar al glucagén tipo 1 (GLP1) y tirosina-tirosina (PYY) que
inducen saciedad, disminuyen la motilidad y el transito intestinal (Cani, et al, 2008; Samuel
et al, 2008; Greiner, 2011).

1.4 Complicaciones metabdlicas de la obesidad.

Las alteraciones metabdlicas que acompafian a la obesidad son factores de riesgo
importantes para el desarrollo de diversos tipos de cancer, enfermedades coronarias,
arterioesclerosis, higado graso no alcohdlico, problemas respiratorios, entre otras (Ferrante,
2007). Otras complicaciones metabdlicas de la obesidad, menos conocidas pero de interés,
son los fenotipos que corresponden a sujetos con peso normal pero metabdlicamente obesos
guienes presentan las complicaciones propias de pacientes obesos. A la vez, existen los
obesos metabdlicamente sanos. Estos individuos tienen IMC > 30, pero ninguna de las

alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad.

1.4.1 Sindrome metabdlico (SM).

El SM se ha definido como un conjunto de factores de riesgo cardiovascular, el principal de
los cuales es la resistencia a la insulina (RI), entre otras alteraciones metabdlicas que lo
caracterizan como la obesidad, hipertension, dislipidemia y DT2. Estas alteraciones
metabdlicas se asocian mas con la distribucién de la grasa que con el grado de obesidad
(Daniels, 2008). La grasa intraabdominal altera los mecanismos inflamatorios y promueve la
RI. Se ha sugerido que la Rl es el factor que desencadena distintos trastornos metabdlicos
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asociados a la obesidad. En poblacion adulta se han definido varios criterios para el
diagnéstico del SM. Actualmente las definiciones mas aceptadas son las que propone la
NCEP (Programa Nacional de Educacion del Colesterol) y la IDF (Federaciéon Internacional
de Diabetes) las cuales se caracterizan por la presencia de tres de los cinco rasgos de riesgo
cardiovascular;: obesidad abdominal, elevacién de la presiéon arterial (PA), triglicéridos (TG),
disminucion del colesterol HDL y RI o intolerancia a la glucosa (IG). Aun cuando el SM afecta
a mas del 30% de los nifios con obesidad y su prevalencia va en aumento, determinando un
mayor riesgo de DT2 y ECV en la vida adulta (Goran et al, 2003), no hay consenso para su
diagnéstico en infantes. No obstante, se han utilizado preferentemente los criterios de la IDF

por su facil manejo y porque la obesidad es el principal componente (Groner et al, 2006).

1.4.1.1 Resistencia a la Insulina y Diabetes tipo 2.

La alteracién genética o adquirida en la resistencia a la accién de la insulina en los tejidos
periféricos provoca hiperinsulinemia e hiperglucemia. Tanto la Rl como la hiperinsulinemia
son caracteristicas de la obesidad que pueden llevar a otras a complicaciones
cardiometabdlicas (Groner et al, 2006). Dichas complicaciones alteran el metabolismo de
glucosa y favorecen el acumulo de lipidos en el higado y en el tejido adiposo, que
contribuyen a la enfermedad de higado graso no alcohdlico (HGNA) (Snijder et al, 2003;
Weiss, et al, 2004).

. MICROBIOTA INTESTINAL

En el intestino humano habita una comunidad microbiana altamente densa y diversa, la cual
se encuentra en estrecha relacién simbiotica con su huésped, producto de cientos de miles
de afios de evolucion (Gotteland, 2013). La microbiota intestinal es un complejo ecosistema
donde coexisten una amplia variedad de poblaciones bacterianas, ademas de un gran
namero de levaduras, virus, arqueas, algunos parasitos y protozoarios. Se sabe que esta
microbiota tiene un efecto significativo en varios aspectos de la fisiologia incluyendo el
metabolismo energético, la absorcién de nutrientes y la regulacion del sistema inmune
(Backed et al, 2007; Guarner, 2003). Estas bacterias en conjunto, pueden ser consideradas
como un érgano mas del cuerpo humano el cual es dinamico, renovable, y tiene un papel

importante en la obtenciébn de energia a partir de la dieta, a tal grado que se le ha
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considerado equivalente al higado por su importancia metabdlica (Marathe et al, 2012; Qin et
al, 2010).

En personas adultas, el intestino puede llegar a albergar aproximadamente hasta 100
trillones de microorganismos comensales, es decir 10 veces mas bacterias que células
humanas y que colectivamente contienen 150 veces mas genes que el genoma humano (Qin
et al, 2010). A esta cantidad total del genoma bacteriano se le denomina microbioma, (3-4
millones de genes) (Gill et al, 2006). Este arsenal de genes provee un amplio rango de
actividades metabdlicas y bioquimicas que ayudan y complementan la fisiologia del huésped.
Esta biomasa de bacterias pesa de 1 a 2 kilogramos, se compone de 150 a 200 especies
bacterianas prevalentes y de aproximadamente 1,000 especies menos frecuentes (Qin et al,
2010; Turnbaugh et al, 2008). Los estudios metagendmicos en muestras fecales revelan que
la diversidad en la poblacién bacteriana intestinal esta representada en casi su totalidad (>90
%) por los filos Firmicutes y Bacteroidetes (figura 1). Mientras que los filos Actinobacteria y

Proteobacteria se encuentran en menor proporcion (Ley et al, 2006; Tagliabue y Elli 2013).

Nifios eu :‘m‘::i“' alta en grasas Mifios africanos dieta alta en fibra
Yylanibacter :I Bacieroidethe .:::‘l':'r:"m Bacteroidetes
® Acetitornacubum ® Acetitomaculum
o Faecalibacterium | Firmicutes u Fascalibacterium o
Subdoligranulum " Roseburia ] Fircle
Others Subdoligranulum

Others

Figura 1. Abundancia relativa a nivel de filo y género de la microbiota intestinal entre dos poblaciones
de nifios de Africa y Europa, las variaciones en la microbiota intestinal se atribuyen a diferencias en la
dieta, sin embargo en ambas poblaciones predominan los filos Firmicutes y Bacteroidetes.

Adaptado de: Fillipo et al, Impact of diet in shaping gut microbiota revealed by a comparative study in
children from Europe and rural Africa 2011. PNAS vol.107 no.33
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El filo Firmicutes es el mas abundante y comprende alrededor de 274 géneros que incluyen
Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus y Ruminococcus, existiendo gran variabilidad en su
filogenia (Eckburg et al, 2005). Los Bacteroidetes incluyen solo 20 géneros, donde Prevotella
y Bacteroides son los que se encuentran en mayor proporcion. Mientras que el filo
Actinobacteria comprende bacterias Gram-positivas siendo Bifidobacterium el género mas
significativo, ya que es ampliamente utilizado como probidtico (Greiner, 2011). Dentro del filo

Proteobacteria, se encuentran la familia de las Enterobacterias y Helycobacter pylori.

2.1 Composicion de la microbiota intestinal.

La microbiota del intestino difiere en cantidades y tipos de bacterias a lo largo del tracto
gastrointestinal y varia en funcién del pH, disposicion de nutrientes, la concentracién de
oxigeno, y a pesar de que existen diferencias geograficas e individuales importantes, existe
un patron de colonizacion comun para todas las personas (Guarner, 2003). EI nUmero de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) es alto en la boca, desciende de forma significativa
en el estbmago y el duodeno, y se incrementa paulatinamente en el yeyuno e ileo, para
alcanzar su nivel mas alto en el colon. De acuerdo a varios estudios, se han reportado
recuentos totales de 10%° — 102 UFC/g de heces (Eckburg et al, 2005; Marathe et al, 2012).
El tracto gastrointestinal tiene la mas alta densidad y diversidad bacteriana de todo el cuerpo
humano y de cualquier habitat en todo el mundo. Se estima que las bacterias anaerobias
(>95%) predominan en el intestino humano, debido al ambiente reductor (desprovisto de
oxigeno) del colon. Asimismo, el tiempo de transito en el colon es lento, lo cual facilita la
proliferacion de bacterias que fermentan los sustratos disponibles derivados de la dieta. En
las heces de adultos los Bacteroides son las especies mas comunes (10! UFC/g), (Kleesen,
2000; Guarner, 2003).

2.1.1Heces. El analisis de la composicién de la microbiota intestinal se realiza en las heces,
ya que la microbiota que se encuentra en las mismas, es muy semejante a la del colon,
siendo su recoleccion sencilla y no invasiva. Sin embargo, esta microbiota no representa
necesariamente a todas las bacterias residentes a lo largo del tracto gastrointestinal. Se debe
considerar que un inadecuado almacenamiento de la muestra puede ser decisivo a la hora
de detectar bacterias labiles como los anaerobios estrictos (Ottman et al, 2004). La
composicion de las heces se divide en 75 % agua y 25 % de sdlidos, de éstos ultimos el 60
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% son bacterias, lo restante se compone de residuos no digeribles de la dieta (Fibra) y
células descamadas del huésped. De manera importante, sélo el 30 % de las bacterias que
habitan en el intestino y colon humano son actualmente cultivables (Eckburg et al, 2005;
Kleesen et al, 2000; Guarner, 2007).

2.2. Factores que modifican la microbiota intestinal.

La microbiota es muy variable incluso entre sujetos sanos y cada persona presenta un perfil
bacteriano Unico, el cual se configura por factores genéticos y en mayor medida por factores
ambientales. Se ha descrito que la microbiota de mellizos monocig6ticos criados en
ambientes distintos se asemeja mas que las personas no relacionadas (Parks et al, 2013). La
dieta, la via de nacimiento, la edad y el tipo de lactancia asi como el uso de antibiéticos
provocan diferencias importantes en las poblaciones bacterianas del intestino. Aunque se ha
revelado que una vez establecida la microbiota en un individuo, es estable a lo largo de la
vida, solo sufrird cambios transitorios causados por estrés, ejercicio, cirugias, modificaciones
importantes en la dieta, prebiéticos y probiéticos (Adlerberth et al, 2006; Guarner, 2007).
Cabe mencionar que la maduracion del sistema inmune y endocrino esta influenciada por la

colonizacién bacteriana.

2.2.1 Evolucién de la microbiota intestinal con la edad.

Los cambios mas drasticos en la composicidbn bacteriana intestinal tienen lugar en los
primeros afos de vida, donde predominan los filos Proteobacteria y Actinobacteria. En los
primeros dias de vida, la microbiota se caracteriza por su inestabilidad y poca diversidad.
Después la microbiota se estabiliza durante la lactancia. Los siguientes grandes cambios se
producen tras la introduccién de la alimentacion sélida (Icaza-Chavez, 2013). Es a partir de
los 2 afios de edad, que la microbiota es estable, caracterizada por mayor diversidad donde
dominan los filos Firmicutes y Bacteroidetes, y los grandes grupos bacterianos permanecen
constantes durante toda la vida, con mayor abundancia de Bacteroides. A lo largo de la vida
la composicion del microbioma aumenta en diversidad y llega a su maximo desarrollo en el
adulto. Sin embargo el envejecimiento y el patron alimenticio afectan la composicién de la
microbiota en los ancianos, que se distingue por un incremento de Clostridium mientras que

Bifidobacterium y la biodiversidad bacteriana disminuyen, a nivel de filo se aprecia una
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reduccion de Bacteroidetes y un aumento de Firmicutes (figura 2) (Nicholson et al, 2012;
Turnbaugh et al, 2009; Eckburg et al, 2005; Thompson-Chagoyan et al, 2004).

alimentos 5ﬂ|u$|b|E
solidos - i _ saludable
_ 1 65-80 afios
farmula | obeso u
¢ " -
b
'I,'II ——

>100 afios

—

amamanta - e
C | antibidtico
¥ 1

Firmicutes
Bacterobdetes
B actinobacteria
B Protectacteria
others

neonato Bebe Miifio Adulto Anciano

Figura 2. Evolucién de la composicion microbiana intestinal con la edad a nivel de filo. Las
caracteristicas de la microbiota intestinal cambian a través del tiempo y se modifica en respuesta a las
diversas condiciones ambientales.

Adaptado de; Ottman et al, 2012, the function of our microbiota; who is out there and what do they do?
Frontiers in Cellular and infection microbiology.

2.2.2 Tipo de Nacimiento.

Aunque se ha considerado que el tracto gastrointestinal es estéril antes del nacimiento,
recientes evidencias ponen en duda esta creencia, ya que se ha encontrado ADN bacteriano
y estructuras celulares de bacterias intestinales en la placenta (Satokari et al, 2009). Un
hallazgo constante es que todos los bebés son colonizados por E.coli y Streptococcus ssp.,
gue son responsables del ambiente reductor favorable para el establecimiento de bacterias

anaerobias.

Nacimiento natural: La colonizacién se inicia durante el parto por exposicidon del recién
nacido a la microbiota fecal y vaginal de la madre. Esta condicion favorece la colonizacion
con Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus y Prevotella (Ravel et al, 2011).

Nacimiento por cesarea: Por el contrario, los bebes que nacen via cesarea no reciben
contribuciones de la microbiota vaginal (bacterias anaerobias) y su primer contacto

bacteriano se produce en el ambiente intrahospitalario o bien por la microbiota de la piel de la
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madre. En estos nifios, la colonizacién anaerobia es retardada, en cambio hay un predominio
de Staphylococcus, y Clostridium, y una baja prevalencia de Bacteroides y Bifidobacterias
(Adlerberth et al, 2006; Dominguez-Bello et al, 2010; Mandar 1996). Otros factores que
alteran la microbiota intestinal de los neonatos son las medidas de higiene, la hospitalizacion
y la edad gestacional (Walker, 1998).

2.2.3 Tipo de lactancia.

El tipo de lactancia es muy relevante en la composicién bacteriana intestinal a lo largo de
toda la vida. La leche materna contiene una mezcla compleja de oligosacaridos
(oligofructosa) y particularmente nutrientes inmunoreguladores (IgA) que se cree inhiben la
union de bacterias patdgenas, estimulan el crecimiento de bacterias benéficas, regulan la
inflamacion y favorecen la maduracion del sistema inmune. En los bebés que reciben este
tipo de lactancia predominan los Lactobacillus y Bifidobacterium (Bjorksten, 2001). En
contraste, los nifios alimentados con férmulas lacteas adquieren una microbiota bastante
heterogénea, con mayores cantidades de Enterobacterias y Staphylococcus. Ademas de un
incremento importante de Clostridium y Streptococcus. Se ha reportado que un 50-60% de
los niflos que reciben férmula tienen presente Clostridium difficile (patdgeno), contra 6-20%
de los que reciben lactancia materna (Martin et al, 2004). Aunque a medida que avanzan en
edad la cantidad Clostridium difficile disminuye y se parece mas a la del adulto. Por otro lado,
se ha observado que los nifios que reciben lactancia materna presentan menor riesgo de
obesidad y una mejor regulaciéon del apetito en comparacién con los alimentados con
formula, sugiriendo que el tipo de lactancia pudiera afectar a la microbiota e impactar

directamente en el fenotipo del individuo en la edad adulta (Hediger et al, 2001).

2.2.4 Antibiéticos

Es bien sabido que el consumo indiscriminado de antibidticos causa aberraciones en la
composicion de la microbiota, afecta la diversidad y el metabolismo bacteriano, ademas de
producir resistencia bacteriana e infecciones por Enterobacterias y patdgenos oportunistas
como “C. difficile”. Un ciclo de administracion oral de ciprofloxacina de 5 dias disminuyo
considerablemente la diversidad de la microbiota natural intestinal (Dethlefsen, et al 2010).

Asi mismo, se ha demostrado que la disminucion en la prevalencia de “H. pylori” en las
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poblaciones occidentales se debe al elevado uso de antibiéticos incrementando la incidencia
de asma y sus enfermedades asociadas (Anderson, 2005; Banatvala et al, 1993).

2.2.5 Dieta.

La dieta es el factor ambiental mas significativo que influye en la composicién de la
microbiota y contribuye a su diversidad. Los cambios en los habitos alimenticios pueden
explicar hasta el 57% de la variacion de la microbiota intestinal (Brown et al, 2012).
Numerosos estudios han enfatizado la asociacion entre la dieta y distintos perfiles
microbianos (Tabla 1). La cantidad y calidad de los nutrientes ejercen un profundo impacto
en la microbiota, particularmente las proteinas e hidratos de carbono van a determinar la
cantidad de alimento no digerido que llega al intestino, condicionando el metabolismo, la

proliferacién y el predominio de algunas bacterias sobre otras.

Tabla 1. Algunos estudios que evaluan la influencia de la dieta sobre la microbiota intestinal
y la salud del huésped.

Dieta Microbiota Efecto en el huésped Referencia
Rica en polisacéridos Incremento de Tiempo de transito Wu et al, 2011
derivado de plantas Bacteroidetes intestinal mas rapido De Fillioo et al
Disminucion de Firmicutes | comparado con una dieta P ’
alta en proteinas y grasa 2011

animal
Obesidad inducida por la

Dieta Occidental, alta Incremento Firmicutes y Turnbaugh et al,

proteinas y grasa
animal

Bacteroides, disminucion
de Firmicutes

las calorias consumidas

en grasas e hidratos Proteobacterias dieta. Incrementa el tejido 2009
de carbono Reduccioén de adiposo
Bacteroidetes
Basada en productos Aumento de diversidad Disminucion del peso David et al,
animales, alta en bacteriana, incluyendo independientemente de 2013

Cambio de una dieta
vegetariana a una
dieta basada en

Disminucién de Prevotella,
aumento de Bacteroides

No reportado

Cleason et al,
2009

productos animales.
Adaptado de: Beneficial modulation of the gut microbiota, CJ Wash et al. Elsevier FEBS Left. 2014.

3. MICROBIOTA INTESTINAL Y OBESIDAD.

Los factores ambientales y genéticos estan bien caracterizados en el desarrollo de la
obesidad pero ambos no explican en su totalidad, la alta incidencia de esta patologia y sus

comorbilidades. En afios recientes, numerosas investigaciones han sugerido a la microbiota
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intestinal como un nuevo factor que contribuye de manera importante al aumento de peso, la
obesidad y sus desordenes metabdlicos asociados debido a su influencia en las funciones
inmunolégicas y metabdlicas del huésped. Recientes estudios tanto en humanos, como en
animales, describen un aumento en la proporcion Firmicutes/Bacteroidetes en sujetos
obesos (Dibaise et al, 2008; Raoult, 2008; Béackhed et al, 2007). En ratones obesos
genéticamente modificados (lep ob/ob) se ha visto que la proporcién de Firmicutes esta
aumentada y la de Bacteroidetes disminuida, en comparacion con los ratones delgados (Ley,
2005). Otro estudio demostré que después de trasplantar la microbiota intestinal de un ratén
normal a uno libre de bacterias (GF por sus siglas en inglés), el raton receptor desarrollé Rl y
un aumento significativo en la grasa corporal, a pesar de la reduccién de la ingesta calérica
(Backhed et al, 2007). En consecuencia, el fenotipo obeso puede trasplantarse entre
organismos a través de la microbiota. En este mismo modelo, se observé que el consumo de
una dieta alta en grasa y en azlcar incrementaba la proporcion de Firmicutes. De manera
interesante, la disminucion de peso a través de una dieta baja en calorias incrementan la
proporcion de Bacteroidetes, sugiriendo que esta fila puede responder a la dieta (Turnbaugh
et al, 2008). Igualmente, en un estudio en ratones se observd que el microbioma del raton
obeso estaba empobrecido con genes involucrados en motilidad (flagelina y quimiotaxis) y
enriquecido con genes que codifican enzimas que desdoblan polisacaridos complejos
(glucosido hidrolasas). Asi mismo, en ratones obesos se ha descrito un aumento de las
arqueas metanogénicas, que se asociaron con una baja presion de hidrogeno y mayor
velocidad de fermentacion bacteriana (Murphy et al, 2010; Turnbaugh et al, 2006). En
ratones alimentados con una dieta rica en grasa, se observo que Akkermansia muciniphila
restaura la capa de moco (mucinas) y se correlaciona de manera inversa con el peso

corporal, incluso mejora el perfil metabdlico (Everard et al, 2013).

3.1 Funciones metabdlicas

El genoma de la microbiota intestinal, conocido como microbioma, excede ampliamente la
complejidad del genoma humano, el cual codifica numerosas funciones metabdlicas que son
Unicas y no pueden ser realizadas por el huésped. De tal forma que la interacciéon metabdlica
entre el humano y su microbiota se consideran en la actualidad como un supra organismo
(Hooper, 2002). En esta relacion de mutualismo y en el ambiente intestinal se dan diversas
actividades benéficas entre el genoma humano y los genes microbianos que mediante
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sefales quimicas provocan cambios en los respectivos genomas, a tal nivel que se considera

que forman un genoma comun, llamado “hologenoma” (Ley et al, 2005).

Por su parte, la microbiota intestinal es eficiente en la extraccién de energia de la dieta y
contribuye en gran medida en la salud y nutricion del huésped (Macfarlane et al, 2012).
Ademas impacta significativamente en la fisiologia humana y su metabolismo mediante la
transformacion de la fibra dietética en azucares simples, la produccion de acidos grasos de
cadena corta (ACGG), vitaminas y acido folico, la regulacién del metabolismo de acidos
biliares y colina, desintoxicacion de compuestos xenobidticos o0 cancerigenos e
interesantemente puede afectar el metabolismo farmacologico (Droege, 2008).
Adicionalmente, la microbiota aporta nuevos nutrientes y afecta vias bioquimicas concretas
gue modulan el metabolismo lipidico, de hidratos de carbono y de aminoacidos (Guarner et
al, 2003; Duncan et al, 2007).

3.1.1 Extraccién de energia de la dieta.

El hecho de que la microbiota es relevante para la extraccion de energia, ha sido
demostrado en estudios en ratones libres de bacterias que no adquieren su microbiota
intestinal al nacimiento y que son resistentes a la obesidad inducida por la dieta debido a que
muestran una mayor tasa de oxidacion de AG en su musculo esquelético. A pesar del
incremento en la ingesta, los ratones GF necesitaron ingerir 30% mas de energia que los
ratones convencionales para mantener su peso normal, revelando que la microbiota ayuda a
extraer el maximo valor energético de la dieta. Los ratones GF se asociaron con menor
almacenamiento de energia en el higado y en el musculo (Backhed et al, 2007; Tremaroli et
al, 2010; Hooper, 2002). Asimismo, se ha descrito que la microbiota intestinal modula la
capacidad de obtencion de energia de la dieta, representando hasta un 10% de los
requerimientos energéticos (Balamurugan, 2010), ademas mejora la capacidad de
almacenamiento de energia en los adipocitos, a través de la modificacion en la expresion de
algunos genes que influyen en el metabolismo de lipidos y glicidos. En ratones GF, la
adquisicion de una microbiota intestinal convencional produce aumento de factores de
transcripcion ChBREP y SREBP-1 asi como un aumento de acetil-CoA carboxilasa y
sintetasa de acidos grasos favoreciendo una mayor sintesis de AG (Backhed, et al, 2004). En
ratones colonizados por Bacteroides thetaiotaomicron, se observé que la actividad de la
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fucosyl-transferasa por los colonocitos favorece la absorciéon de monosacéridos y AGCC, que
son utilizados a nivel hepatico para sintetizar lipidos de novo (Hooper, 2001). Algunos
autores proponen gue la disbiosis de la microbiota intestinal contribuye a la obesidad a través
del incremento de la fermentacion de la fibra, lo que implica una mayor produccién de AGCC
gue son acumulados como triacilgliceroles en el higado y tejido adiposo (Béckhed et al,
2004). Estas evidencias sugieren que la obesidad y la ingesta pueden afectar de manera

importante la composicion de la microbiota intestinal (Santacruz et al, 2009).

3.1.2 Enterotipos.

Un estudio publicado por el consorcio Europeo MetaHIT sugiere que aungue la variacion en
la composiciéon de la microbiota es interindividual, predominan solo tres grupos bacterianos
denominados “enterotipos” (Arumugam, et al, 2011). Cada enterotipo se distingue por las
vias metabdlicas a partir de las cuales obtienen energia de los nutrientes disponibles y por
las diversas vitaminas que sintetizan. El primer enterotipo se caracteriza por la abundancia
de Bacteroides, que obtiene energia de la fermentacion de proteinas y grasas de origen
animal. Mientras que Prevotella se ha asociado a una dieta rica en hidratos de carbono. El
tercer enterotipo es rico en Ruminococcus, que se distingue por degradar mucinas y la
celulosa presente en la pared de los tejidos vegetales. De manera interesante, la distribucion
de estos enterotipos no esta relacionada aparentemente con caracteristicas fenotipicas
como: sexo, edad, IMC y nacionalidad. Se especula que esta agrupacion en enterotipos
pudiera estar asociada con patrones dietéticos de larga evolucion (Lozupone et al, 2012; Wu
et al, 2011).

3.1.3 AGCC.

La microbiota fermenta polisacaridos no digeribles a acidos grasos de cadena corta: acetato,
butirato y propionato, su produccién en una relacion molar es de 60:20:20, respectivamente.
Los AGCC son absorbidos, oxidados y permiten el rescate adicional de energia (Icaza-
Chavez, 2013). Ademas de mejorar y regular la respuesta inmune del huésped, los AGCC
también son la principal fuente de energia de los colonocitos, reducen el consumo energético
y modulan el metabolismo de lipidos (figura 3), por ejemplo se ha descrito que el acetato es
captado por el higado que sirve como sustrato para la sintesis de colesterol y triglicéridos
(Maslowski y Mackay, 2011; Schwiertz et al, 2009). Por otra parte, se sabe que los individuos
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obesos tienen niveles elevados de AGCC y menor energia residual de la dieta en las heces
(Vrieze et al, 2010).

Polisacaridos complejos

v

microbiota intestinal

colonocitos e Rl " o sistema inmune
T, AGCC D
(i i _-G\\‘ =4z
.._I|J'J, / \ -._e__._ __ﬁ%
T T S
Disminuye el dafo oxidativo del ADN Produccion de citocinas
Mantiene la funcién de barrera Induccion de apoptosis
Principal fuente de energia Mayor fagocitosis

Mejora la produccion de ERO

Figura 3. Funciones de los AGCC en el huésped.

Adaptado de: Maslowski KM, Mackay CR. Diet, gut microbiota and immune responses. Nat Immunol.
2011; 12:5-9.

3.3 Microbiota, Obesidad y complicaciones metabdlicas.

Evidencias recientes sugieren una fuerte asociacion entre las enfermedades metabdlicas y la
composicion de la microbiota del intestino. Algunos autores han sefialado un aumento de la
relacion Firmicutes/Bacteroidetes en la microbiota como biomarcador de predisposicion a la
obesidad, DT2 y sindrome metabdlico (Roberfroid, 2010). En sujetos con DT2, se ha visto
gue la microbiota intestinal se caracteriza por una menor abundancia de Bifidobacterium spp.
y Faecalibacterium prausnitzii, conocidos por tener actividad anti-inflamatoria (Gotteland,
2013; Furet et al, 2010). Por otra parte, Larsen et al, reportaron una reduccion significativa en
la proporciéon de Firmicutes (clase Clostridia) en adultos con DT2. Un estudio en gemelos
reveld que los gemelos obesos tenian diferente composicién bacteriana intestinal comparada
con los hermanos delgados, incluyendo una marcada reduccién de Bacteroidetes y menor
diversidad bacteriana (Turnbaugh et al, 2008). En mujeres embarazadas se asocio el
sobrepeso con aumento en la cantidad de S.aureus y E.coli (Santacruz et al, 2009). En
sujetos obesos se ha descrito una mayor cantidad de la familia Prevotellaceae y arqueas

metanogénicas (Zhang, et al 2009). Por otro lado, en pacientes obesos después de la
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pérdida de peso, se observé un descenso en las poblaciones de Enterobacterias y bacterias
sultato-reductoras (Desulfuvibrio) y un aumento en la concentracién de B.fragilis (Angelakis
et al, 2012). De patrticular interés han sido los estudios de la microbiota en poblacién infantil,
los cuales muestran asociacion de distintos géneros bacterianos con la obesidad. Un estudio
realizado en nifios caucasicos mostr6 que una menor concentracion de Bifidobacterium y
mayor de Staphylococcus aureus durante el primer afio de vida puede ser (til para predecir
obesidad a los 7 afios de edad, lo que sugiere que la composicion de la microbiota intestinal
sobre la obesidad se puede observar desde edades tempranas (Kalliomaki, 2008). En nifios
de una comunidad rural en la India, el género Faecalibacterium prausnitzii mostré6 mayor
proporcion en los nifios obesos (Balamurugan et al, 2010). En contraste, hay estudios que no
observan diferencias significativas en las poblaciones de Bacteroidetes y Firmicutes entre
sujetos obesos y delgados (Duncan et al, 2008; Zhang et al, 2009). Incluso algunas
investigaciones han reportado resultados contradictorios (Schwiertz et al, 2009; Nadal et al,
2009) lo cual puede explicarse en parte por las cohortes pequefias en cada estudio, las
distintas poblaciones estudiadas y los diferentes métodos utilizados. Cabe sefialar que auln
no se ha determinado claramente si las alteraciones de la microbiota son causa o

consecuencia de la obesidad.

3.3.1 Microbiota intestinal e inflamacion.

La obesidad es considerada un estado de inflamacion de bajo grado y esta asociada a
niveles plasmaticos elevados del Lipopolisacarido (LPS), un componente de la pared celular
de bacterias Gram-negativas (Sun, 2010). Se sabe que el LPS es un potente
desencadenante de la respuesta inmune innata y estd fuertemente vinculado con la
adiposidad, sintesis de novo de triglicéridos y RI. Recientemente, se ha evidenciado que el
consumo de una dieta alta en grasas y en proteinas, asi como baja en fibra, incrementa
fuertemente la permeabilidad intestinal y aumenta los niveles plasmaticos de LPS (Cani et al,
2007). La circulacién de LPS en la sangre refleja el paso de fragmentos bacterianos a través
del intestino, ya sea mediante la absorcién por los enterocitos o transporte de LPS
dependiente de quilomicrones (Griffiths, 2004). Este fendmeno es conocido como
“endotoxemia metabdlica” y se asocia con la pérdida de Bifidobacterium, bacteria implicada
en el mantenimiento e integridad de la barrera intestinal. Otro mecanismo que se ha
propuesto para explicar la endotoxemia es que el elevado contenido de grasa de la dieta

reduce la expresion de dos genes que codifican proteinas (ZO-1 y ocludina) que mantienen
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uniones fuertes entre las células epiteliales del intestino. En este contexto se ha demostrado
gue tanto los LPS de las bacterias como los AG de la dieta pueden activar el receptor toll tipo
4 (TLR4) e inducir la sintesis de citosinas inflamatorias como: TNF-a IL-6, IL-1B, con la
induccién de RI, ademas el incremento de LPS en plasma tiene un efecto deteriorante en el
metabolismo de glucosa. Se ha descrito que el TNF- a contribuye en el desarrollo de la
resistencia a la insulina mediante un aumento excesivo en la fosforilacion de serina en el
sustrato receptor de la insulina intracelular-1 (IRS-1), inhibiendo la sefalizacion intracelular
de la insulina, lo que conduce a un excesivo almacenamiento de lipidos en el tejido adiposo y
hepatico (Cani et al, 2007; Ruan, 2007).

4. TECNICAS MOLECULARES BASADAS EN EL ESTUDIO DEL GEN ARNr 16S

Durante los ultimos afios, el conocimiento sobre la composicién y la funcion de la microbiota
intestinal se ha ampliado considerablemente debido al progreso de técnicas moleculares
independientes de cultivo de microorganismos, las cuales se basan en el analisis de la
secuencia del gen que codifica la subunidad pequefia del ARN ribosomal (16S ARN). Esta
molécula es habitualmente la mas utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacteriana,
y permite analizar poblaciones de microorganismos sin necesidad de aislarlos y cultivarlos
(Woese, 1987). La secuenciacion del gen ARNr 16S se enfoca principalmente en cepas cuya
identificacion por métodos fenotipicos resulta imposible, dificil o requiere mucho tiempo,
incluyendo bacterias no cultivables, o muy complicadas de cultivar ya sea por su crecimiento
lento o por sus requerimientos nutricionales. En estas condiciones, la caracterizacion
molecular basada en el ARNr 16S representa una ventaja tanto en tiempo como en precision
(Amaral-Zettler et al, 2008).

41 ARNr 16S: Es un polirribonucleétido de aproximadamente 1.500 nucleétidos (nt),
codificado por el gen rrs, el cual presenta nueve regiones variables que estan flanqueadas
por regiones altamente conservadas en la mayoria de las bacterias que permiten el disefio
de oligonucledtidos o primers especificos mediante la técnica de PCR, para cuantificar
microorganismos y estudiar su diversidad (figura 4) (Claesson et al, 2010). El 16S ARNr
presenta caracteristicas peculiares por las cuales fue considerado como cronémetro
molecular (Woese, 1987). Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las
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bacterias, cuya estructura y funcién han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado. Las diferencias en las secuencias de nucle6tidos entre dos organismos distintos,
reflejan la distancia evolutiva existente entre ellos. Dada la longitud de la secuencia del gen
resulta relativamente facil secuenciar los fragmentos de 16S ARNr. En la actualidad existen
amplias bases de datos en continuo crecimiento como el Ribosomal Database Project, el
GenBank y el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL) las cuales contienen miles

de secuencias de ARNTr, pertenecientes a un gran nimero de microorganismos.

b, S e ARNr 16sS

Figura 4. Estructura secundaria del ARN ribosomal 16S bacteriano. Se muestran las nueve regiones
variables y altamente conservadas entre especies de bacterias.

Adaptado de: Rodicio MR, et al. Identificacion bacteriana mediante secuenciacion del ARNr 16S:
fundamento, metodologia y aplicaciones en microbiologia clinica

4.1 Secuenciacion

Histéricamente hay dos métodos de secuenciacion de ADN. La secuenciacion quimica
desarrollada por Gilbert y Maxam, y el método de Sanger que usa dideoxinucletidos. En los
ultimos afos, los rapidos avances en las tecnologias de secuenciacion han permitido
secuenciar e identificar un gran nidmero de bacterias mediante el analisis del gen ARNr 16S,
de manera mas rapida y con un costo menor que la secuenciacion tipo Sanger. Ademas,

estas técnicas evitan el paso previo de clonacién y/o cultivo, permitiendo que las
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comunidades bacterianas puedan ser evaluadas con una mayor resolucion e identificando

especies menos abundantes (Maccaferri, 2011).

4.1.1 Pirosecuenciacion.

La primera aproximacién a la secuenciacibn masiva en paralelo esta basada en la
pirosecuenciacion, donde la cantidad de reactivos requeridos se minimiza al maximo
(nanoreacciones), se abarata el coste por base leida y se obtiene informacion taxondmica de
alta fidelidad que permite la investigacion simultanea de varias muestras por corrida. El
primer equipo comercial de secuenciacién masiva (Secuenciador GS 20™) fue desarrollado
por la empresa Roche, que tenia una capacidad para secuenciar 20 millones de bases por
corrida en 4 horas. En el 2007, mejorando la cinética de secuenciacién aparecié el modelo
GS-FLX capaz de producir hasta 100 millones de bases en un tiempo similar y produce
alrededor de 400.000 lecturas (Droege y Hill, 2008). Actualmente, las dos plataformas de
secuenciaciéon masiva mas utilizadas son el sistema 454 de Roche (Wang et al, 2012), el cual
permite obtener secuencias de un tamafo de 600 pb y la plataforma lllumina (Lazarevic et al,
2009), la cual proporciona lecturas de secuencias mas cortas de aproximadamente 150 pb,
con una mayor profundidad (nimero de lecturas) y a un menor costo (Qin et al, 2010,
Shokralla et al, 2012).
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I JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Aun cuando la dieta y la actividad fisica han sido ampliamente reconocidas como los
factores de riesgo modificables mas importantes para el desarrollo de la obesidad y sus
complicaciones metabdlicas (Rivera et al, 2012), éstas no explican en su totalidad la alta
prevalencia de obesidad y la presencia de complicaciones metabdlicas. Por ello, otros
factores como el desequilibrio de la microbiota intestinal (disbiosis) han sido recientemente
propuestos para contribuir en el desarrollo de la obesidad, resistencia a la insulina y otros
rasgos de riesgo cardiometabdlico. Diversos estudios han mostrado que un aumento en la
relacion de las filas Firmicutes/Bacteroidetes se asocia a la presencia de obesidad y podria
ser un marcador de predisposicion de complicaciones metabdlicas. Sin embargo, ha sido la
caracterizacion mas fina a nivel de género y/o especie la que ha permitido obtener los
resultados mas interesantes en los distintos grupos de estudio, observandose diferencias en

género y/o especie dependiendo del origen de la poblacion y del fenotipo estudiado.

Considerando que poblacion infantil mexicana presenta una de las prevalencias mas altas
de obesidad y comorbilidades asociadas (Gutiérrez-Delgado et al, 2012), es de gran
importancia identificar factores de riesgo modificables adicionales a la dieta y el ejercicio que
permitan proponer medidas preventivas integrales mas eficaces para prevenir, controlar y/o
disminuir la incidencia de obesidad y sus complicaciones metabdlicas en escolares. Por ello,
en este estudio se propone primeramente caracterizar la microbiota intestinal asociada a la

obesidad y/o a sus complicaciones metabdlicas en poblacién infantil.

Debido a que a la fecha no existen reportes que describan la estructura y composicion de la
microbioflora intestinal de la poblacibn mexicana esta estrategia permitira un mejor
entendimiento de los perfiles de la microbiota intestinal que pudieran condicionar a un mayor
riesgo de obesidad y/o complicaciones metabdlicas desde la infancia, generando
conocimientos potencialmente Utiles para el disefio de tratamientos dietarios que permitan
modificar la composicién de la microbiota intestinal hacia un estado de equilibrio protector
contra uno de los principales problemas de salud publica en México, como es la obesidad y

sus alteraciones metabdlicas
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Il OBJETIVOS

General

- Evaluar la asociacion de la microbiota intestinal con la obesidad y/o sus

complicaciones metabdlicas en poblacion infantil mexicana

Especificos

- Identificar perfiles de microbiota intestinal relacionados con el desarrollo de

obesidad y/o complicaciones metabdlicas en poblacion infantil.

- Caracterizacion bacteriana a nivel de filo (Firmicutes y Bacteroidetes) como a nivel

de género mediante secuenciacion masiva.

- Evaluar la interaccion de la microbiota intestinal con los componentes de la dieta,

asi como su asociacion con la obesidad y sus complicaciones metabdlicas.

- Determinar la composicion de la microbiota intestinal de nifios con peso normal,
nifios obesos sin complicaciones y niflos obesos con complicaciones metabdlicas y

correlacionar los resultados con variables bioquimicas y antropométricas.
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IV MATERIALES Y METODOS

5.1 Diseno del estudio

Se realiz6 un estudio de casos y controles para identificar:

1) Perfiles de la microbiota intestinal asociados a la presencia de obesidad
(comparando nifios con peso normal vs. nifilos con obesidad sin complicaciones
metabdlicas)

2) Perfiles de la microbiota asociados a las complicaciones metabdlicas de la
obesidad (niflos con obesidad sin complicaciones metabdlicas vs. nifios con

obesidad con complicaciones metabdlicas).

Para ello, se analizaron las regiones hipervariables de la V3 a la V9 de los genes 16S
rRNA mediante pirosecuenciacion, lo que permiti6 un analisis detallado de la diversidad
microbiana intestinal. Por lo cual, un punto esencial del trabajo fue obtener de los nifios

participantes una muestra de materia fecal.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Nifios con peso Nifios con obesidad Nifios con obesidad
normal sin complicaciones con complicaciones
metabdlicas metabdlicas

Muestra
sanguinea

Hecess Muestra

sanguinea

Muestra Hecess

sanguinea

Figura 5. Disefo experimental del estudio de la microbiota intestinal mediante pirosecuenciacion.

5.2 Poblacion de estudio

El estudio se llevd a cabo en nifios mexicanos mestizos en al menos tres generaciones
con edades de entre 6-12 afios que asistieron a la Convivencia Infantil del Sindicato
Nacional de Trabajadores de la Secretaria de Salud del 2013, provenientes de distintas

delegaciones del Distrito Federal y municipios del Estado de México.
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Los criterios de exclusién para seleccionar a los participantes del estudio fueron: uso de
antibiéticos o probiéticos dos semanas antes del estudio, enfermedades gastrointestinales
cronicas (ej. Enfermedad de Crohn), diagnostico de enfermedades infecciosas agudas y

enfermedades que alteren de manera importante el peso corporal.

Previamente, se obtuvo el consentimiento informado de los padres o responsables de los
nifios asi como el asentimiento de los infantes para participar en el Proyecto “Estudio de la
asociacion de la microbiota intestinal con la obesidad y sus complicaciones en poblacion
mexicana”. Por otro lado, los padres contestaron un cuestionario en donde se recolecto
informacién referente al nivel socioecondmico, historia clinica, antecedentes
heredofamiliares patoldgicos o no patolégicos, cuestionarios de frecuencia de consumo de
alimentos, recordatorio de 24 horas, uso de medicamentos y actividad fisica. Con el
recordatorio se procesaron los datos de las caracteristicas y cantidades de distintos
alimentos mediante el software NutriKcal®VO. Con la informacion de los equivalentes de
azucar, carne, cereal, fruta, grasa, leche, leguminosas, verduras, bebidas se obtuvieron las

kilocalorias totales y las proporciones de los macro nutrientes.

5.3 Mediciones y recoleccion de muestras

Las mediciones antropométricas como peso, talla, circunferencia de cintura, cadera y
mufieca se tomaron de acuerdo a la técnica de Lohman con equipos que cumplen con las
normas de calidad establecidas internacionalmente. Se determiné la composicion de grasa
corporal mediante impedancia bioeléctrica (BIA Akern-RJL Systems). Posteriormente se
obtuvieron las muestras de sangre periférica en un ayuno de 8 horas de todos los nifios
participantes, se separ6 el suero de las muestras y se realizé la determinacion del perfil
bioguimico. Por otra parte, a cada participante se le proporcioné el material necesario con
las instrucciones adecuadas para recolectar una muestra de materia fecal. Después de la
recoleccion, las heces fueron etiqguetadas y almacenadas a — 70 °C, hasta su uso posterior
para la extraccion de ADN bacteriano.

Determinaciones bioquimicas; se utilizaron distintos métodos enzimaticos para medir los
siguientes parametros bioquimicos: niveles séricos de glucosa, insulina, triglicéridos,
colesterol total, HDL, LDL y transamisas. Se estimé la Rl mediante el indice HOMA y se

midié la proteina C reactiva de cada muestra. Todas las mediciones bioquimicas se
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realizaron en colaboracion con el Departamento de Endocrinologia y Metabolismo de
Lipidos del INCMNSZ.

De un total de 750 nifios (6-12 afos) que se incluyeron en el estudio se captaron 650
muestras fecales. Para el presente trabajo se seleccionaron y analizaron las muestras de 39
nifios agrupados como se mencioné previamente. Al final se eligieron intencionadamente 13
nifos por cada grupo pareados por edad, IMC, y sexo que cumplieran los criterios de
inclusion. Para definir el sindrome metabdlico los infantes debian cumplir con al menos tres

de los cinco rasgos descritos en la tabla 2.

Obesidad | Triglicéridos HDL Presién arterial Glucosa
(Cintura

abdominal)

> P 75 por > 100 mg/di < 50 mg/dI > P 90 por edad, |> 110 mg/dI

edad y género y talla

género

Tabla 2. Criterios de Ferranti para definir el Sindrome metabdlico en poblacién infantil.

5.4 Extraccion de ADN bacteriano.

Para la extraccion de ADN de las muestras fecales se us6 el QlAamp DNA Stool Mini kit-
Qiagen (Alemania) de acuerdo a las instrucciones especificadas por el fabricante. La muestra
fecal se manipulé6 en todo momento en hielo seco para evitar la contaminacion de
crecimiento de bacterias por efecto de la temperatura. Se disgregé de 0.18 a 0.22g de
muestra fecal en 1.4mL de Buffer ASL (detergente) y se calenté durante 5 minutos a 95 °C
para provocar la ruptura de la pared bacteriana. Posteriormente se centrifugd a maxima
velocidad durante 1 min y se afiadié 1 tableta de Inhibitex con el objetivo de inhibir sustancias
gue interfieren con la técnica por PCR. Después se agreg6 15 pL de proteinasa K y se incub6
a 70 °C durante 30 min. Enseguida se adicion6 200 pL de etanol frio para precipitar el ADN.
Para finalizar, se realizaron dos lavados con buffer para limpiar impurezas y por ultimo, se
eluyo el ADN y se traspas6 a un nuevo tubo. EI ADN extraido se almacend a -20 °C hasta

Su uso posterior.
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5.5 Calidad e integridad del ADN.

Para evaluar la pureza y concentraciéon del ADN por uL de buffer de cada una de las
muestras, se realiz0 un analisis espectrofotométrico mediante lecturas a 260 y 280
nandmetros empleando el equipo Nanodrop 2000c (Thermo Scientific®). Se considerd que
las relaciones entre 1.8 y 2.0 unidades de D.O. son las 6ptimas. Para corroborar la integridad
del ADN se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, previamente tefiido con bromuro
de etidio, utilizando TAE 10X como amortiguador (Tris-HCI 0.9 M (pH=7), Acido acético,
Na;EDTA*2H,O 2mM); se utilizd6 azul de bromofenol (1uL) al 0.05% como colorante. La
migracion se efectué a 70 volts por 30 min, y se observé en un transiluminador de luz UV
(Sambrook et al, 1990).

5.6 Amplificacion del gen 16S ARNTr.

Para la amplificacion de ADN bacteriano se empleé un termociclador (GeneAmp PCR
System 9700, Applied Biosystems) en un sistema de microplaca de 96 pocillos. El volumen
total de todas las reacciones fue de 25 pL. Para la mezcla se utilizo el kit Platinum® PCR
SuperMix, High Fidelity (enzima DNA polimerasa; 66 mM Tris-SO4 (pH 8.9); 19.8 mM
(NH4)2S04; 2.4 mM MgS04; 220 uM dNTPs) (Invitrogen) 2 uL de DNA (1ng/ pL) y 0.5 pL de
cada oligonucledtido (10mM) (Forward y Reverse51)

5.7 Pirosecuenciacion

El sistema GS-FLX Titanium (Roche, Alemania) fue empleado para analizar la composicion
bacteriana intestinal. Una vez amplificado el gen ARNr 16S como paso previo a la
pirosecuenciacion, se purific6 el ADN con el kit Agencourt® AMPure® XP, que mediante
unas perlas magnéticas se fij6 el ADN de la muestra. A continuacion, se cuantificd la
cantidad y calidad del ADN mediante QUIBIT y después se hizo un pool equimolar con el
amplicén purificado de cada una de las muestras. En total se realizaron dos corridas, una

para las muestras de los nifios y otra para las nifias.

Inicialmente el ADN del pool se fragmenté en fracciones de 200 a 700 pb aproximadamente,
mediante un proceso llamado “nebulizacion” y se afiadieron dos secuencias adaptadoras a
cada fragmento de ADN (adaptador A y B). A continuacion, se realizé6 una amplificacion
mediante unas microperlas en una emulsién de agua y aceite de tal forma que cada perla

guedo6 dentro de una gota con todos los reactivos y enzimas necesarias para la PCR. Se
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amplificaron en cada microperla un gran nimero de secuencias. El siguiente paso fue cargar
las microperlas en una placa conocida como “PicoTiterPlate” la cual tenia mas de un millén
de pocillos de 44um de diametro, de tal manera que al ingresar una perla por cada pozo,
permitié realizar una reaccion de secuenciacion individual. Después de agregar las perlas
con ADN y enzimas, el “PicoTiterPlate” se introdujo en el secuenciador. El equipo automatizé
la secuenciacioén, la captura de graficas e imagenes y la interpretacién. En cada pocillo, la
incorporacion de cada nucleétido durante la polimerizacion de ADN, libera una molécula de
pirofosfato (PPi), que al interaccionar con algunas enzimas como la luciferasa produce una
sefial quimioluminiscente que es capturada por una camara de deteccién de fotones con la
ayuda de un potente programa de computo. La intensidad del haz de luz es directamente
proporcional al nucleétido que esté leyendo, lo cual permite determinar el orden de
nucledtidos en la secuencia de ADN. El esquema del procedimiento de la pirosecuenciacion
se detalla en la figura 6.

Fragmentacion del ADMN Se une el ADM a la perla

. —— pOT Medio de un
“% e @@ ptador
g 3o e S
3 , :

PCR en emulsion

Amplificacidn de ADMN

se cargan las microperlas en i
placa (PicoTiter)

Se adicionan las enzimas

]

polimerasa
# dNTPs

PPi | W o

. flujograma

"~ T
|ucifﬁraﬁa-_+_J luciterina |/ 4] A1) 101 !Ii ‘!Ii!f. | HTTHR
exiluciferina + luz .ﬂ

Figura 6. Procedimiento general del fundamento de pirosecuenciacion 454 que se utilizé para
secuenciar el ADN bacteriano.

Adaptado de: Future Virol 2011.
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5.8 Analisis bioinformatico

El andlisis de la composicion y diversidad bacteriana intestinal fue realizado mediante el
software bioinformatico QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). Inicialmente se
obtuvieron las secuencias crudas. Como paso previo a analizar las secuencias, se eliminaron
posibles errores y secuencias de mala calidad. Estas secuencias anémalas pueden generar
errores en el analisis de diversidad. Mediante el programa QIIME se identificaron “los cédigos
de barra” para ubicar las muestras y se agruparon las secuencias similares en unidades
taxondmicas operacionales (OTUs). A continuacion, se idéntico la taxonomia de las
secuencias usando la base de datos GreenGenes como referencia. Las OTUs se asignaron
con 97% de similitud con la secuencia de referencia y se consideraron como desconocidas
aquellas secuencias que compartieron menos de un 50% de similitud con las existentes en la

base de datos.

5.9 Analisis estadistico.

Para evaluar las diferencias en la composiciéon de la microbiota intestinal asi como su
asociacion con la obesidad entre los distintos grupos de estudio se utiliz6 el Programa
estadistico SPSS v15.0 (SPSS Chicago, IL, USA). Para la comparacién entre los grupos de
estudio se utilizo el test de ANOVA para las variables con distribuciéon normal. Se utilizé la
prueba de U Mann-Whitney para comparar las diferencias de las variables sin esa
distribucién y la prueba de Kruskal-Wallis para comparar las diferencias entre grupos
independientes. Asi mismo se empleé la prueba de Spearman para un andlisis de
correlacion. En todos los casos el valor de P <0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.

5.10 Diferencias en la composicion de la microbiota intestinal entre los grupos de
estudio.

En la figura 7 se ilustra la metodologia utilizada en este estudio. Para la caracterizacion de la
microbiota intestinal, empleamos la plataforma de pirosecuenciacion para secuenciar los
amplicones del gen 16S ARN a partir del ADN extraido de las heces de cada uno los nifios
incluidos en el estudio. De esta forma se pudo conocer la composicion bacteriana intestinal
de nifios delgados (controles) y compararla con la microbiota de nifios obesos sin

complicaciones metabdlicas y nifios con sindrome metabdlico. Cabe destacar, que un paso
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importante en el trabajo fue el andlisis computacional realizado para manejar y analizar las
grandes cantidades (millones de secuencias) de datos bioldgicos obtenidos de la

secuenciacién masiva.
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Figura 7. Esquema general de la metodologia utilizada en el estudio de la microbiota intestinal

Adaptado de: Microbiologia ambiental CENPAT-CONYCET
http://lwww.cenpat.edu.ar/fisicambien/LabMicroAmb.htm

V.RESULTADOS

6.1 Descripcion de parametros antropomeétricos y bioquimicos

En la tabla 4 se presenta una descripcion de las principales caracteristicas antropométricas y

bioguimicas de la poblacién incluida en el estudio comparando los tres grupos de estudio:

nifos delgados, obesos sin complicaciones metabdlicas y obesos con complicaciones
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metabdlicas. Como se esperaba, las principales diferencias se observaron en los parametros
relacionados a la obesidad (peso, cintura, porcentaje de grasa corporal, presion arterial
sistélica y diastélica e IMC), asi como en algunos parametros bioquimicos incluyendo niveles
de triglicéridos, GGT, HDL y el indice HOMA-IR.

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de la poblacién infantil.

Delgados Obesos sin Obesos con
Variables n=13 complicaciones complicaciones P

n=13 n=13 ANOVA
Edad ( afios) 9+1.9 8.5+1.33 9.7+1.8 0.293
Peso (kg) 31874 418*7.5 53.4%+8.4 < 0.001"
Cintura (cm) 61.1+7.2 741%73 82.7%+8.2 < 0.001"
IMC kg/m? 16.9+1.2 226*2.6 25.7+ 21 <0.001
Z-score de IMC 0.1%£0.1 1.7 £04 19204 <0.001
P.A. Sistélica (mmHg) 95+5.3 98.3 8.9 1108 7.8 <0.001
P.A. Diastolica( mmHg) 63+7.8 67.8%+5.4 7943 < 0.001"
% de Grasa 30.7+3.9 42.7+5.2 46.6 £4.9 < 0.001"
Glucosa mg/dl 88.7+5.9 90.2+55 937 0.211
Triglicéridos mg/di 63.9%14.2 74.6 £16.7 185.2 +55.6 <0.001
GGT UIL 127+ 2.8 16.2+2.7 20.2 ¥9.5 0.011
AST UIlL 30.7£5.9 31.8+6.3 30.8+12.2 0.942
ALT UI/L 18.7£ 6 231+6.7 30.7 £20.3 0.067
Colesterol mg/dl 164.3 £ 20.5 1875+£27.1 170.1 £ 24.6 0.053
HDL 59.3+ 8.6 62.8+8.2 39.1%6.1 <0.001
LDL 92 +£12.7 109.7 £ 26 97.3+215 0.099
Acido Urico mg/dl 4.6+0.7 5.3+0.9 59+1.3 0.121
Creatinina mg/dl 0.5+0.1 047+0.1 0.55+0.1 0.069
Proteina C reactiva 439%2.7 1.76 £ 0.6 1.18+0.8 0.557
HOMA-IR 09+04 1.22+£0.6 3.34 £1.47 < 0.001"

* Diferencias significativas
Los datos se presentan como medias * Desviacion estandar

38


http://www.novapdf.com/

6.2. Amplificacién de productos por PCR.

En la figura 8 se incluyen las fotografias de los productos de PCR mediante la amplificacion
de las regiones variables del gen ARN16s. Se observan los amplicones de algunas de las
muestras secuenciadas y algunos productos que no amplificaron, en estos casos se repitio
la amplificacion por PCR. Se obtuvieron los tamafios esperados (1500pb) y posteriormente
se procedid a la pirosecuenciacion. En general se obtuvo una buena calidad del producto

amplificado esperado.

1500 pb

500 pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos obtenidos por PCR, tefnido con
bromuro de etidio y documentado en un transiluminador con luz UV. (M)= marcador de peso molecular.

6.3 Analisis Bioinformatico.

Tras aplicar los filtros de control de calidad de un total de 1, 434,707 lecturas, se obtuvieron
1, 030,778 lecturas del ARNr 16S. Los niveles de clasificacion taxonémica y el porcentaje de
OTUs determinados con el programa QIIME de las dos corridas realizadas en la grafica 2.
Cabe mencionar que para la corrida de las nifias se obtuvo mayor diversidad con respecto a
los niflos, se detectaron familias y géneros bacterianos que no estuvieron presentes en los

ninos.
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Grafica 2. Comparacion de los niveles de clasificacion taxonémica de las dos corridas obtenidas de la
secuenciacion

En el andlisis filogenético de la microbiota intestinal no se encontraron diferencias
significativas en la diversidad bacteriana entre los grupos de estudio, sin embargo se aprecia
mayor diversidad en la microbiota de nifilos delgados y obesos sin complicaciones
metabdlicas con respecto a los obesos con complicaciones metabdlicas (grafica 3). Los
principales filos analizados fueron Actinobacterias, Bacteroidetes, Firmicutes vy

Proteobacterias, los cuales estaban constituidos por las familias bacterianas representadas
en la tabla 4.
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Grafica 3. Comparacion entre la diversidad filogenética y secuencias por muestra entre los distintos
grupos de estudio.

Tabla 4. Familias de bacterias identificadas por pirosecuenciacion.

Actinobacterias Bacteroidetes Firmicutes Proteobacterias
Bifidobacteriaceae Bacteroidaceae Christensenellaceae Alcaligenaceae
Barnesiellaceae Clostridiaceae Desulfovibrionaceae
Odoribacteraceae Erysipelotrichaeae Enterobacteriaceae
Paraprevotellaceae Lachnospiraceae Succinivibrionaceae

Phorphyromonadaceae Ruminococcaceae
Prevotellaceae Streptococcaceae

Rikenellaceae Veillonellaceae

Al analizar la composicion de la microbiota intestinal de los voluntarios estudiados a nivel de
filo, se observé un mayor predominio de los filos Bacteroidetes y Firmicutes como se aprecia
en la grafica 4. Se observd un aumento de Bacteroidetes en los nifilos con sindrome
metabolico con respecto a los nifios con peso normal Por el contrario, los filos Actinobacteria
y Proteobacteriase detectaron en menor cantidad. Otros filos no incluidos en la grafica 4 pero
presentes en muy baja proporcion fueron Verrucomicrobia y Lentisphaerae (<0.02 %).
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Grafica 4. Abundancia relativa a nivel de filo de la composicion microbiana intestinal entre los grupos
analizados.

abundancia relativa

Al comparar los valores de las medianas de los filos entre los grupos de estudio, no se
observaron diferencias significativas en las proporciones de Bacteroidetes, Firmicutes y
Proteobacterias. Cuando comparamos las medianas en la abundancia relativa de
Bacteroidetes, esta aumenté y la de Firmicutes disminuyé en los nifios obesos con
complicaciones metabdlicas en comparacion a los controles (grafica 5). Cabe sefalar que
tanto la proporcion de Firmicutes como de Bacteroidetes en los nifios delgados y los obesos
sin complicaciones fue muy similar. De manera interesante, se observé una diferencia
estadisticamente significativa en la abundancia relativa de Actinobacterias en los nifios
obesos con complicaciones metabdlicas en comparacion a los controles (p=0.017),
notandose una marcada disminucién en los grupos con obesidad. Por otro lado, la mediana
de la abundancia relativa de Proteobacterias aumento en los controles en comparacion a los

dos grupos de nifios obesos, que presentaron niveles similares en este filo (grafica 6).
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Grafica 5. Proporcion de Bacteroidetes y Firmicutes
Los datos se presentan como medianas * Desviacion estandar

Grafica 6. Proporcion de Actinobacterias y Proteobacterias
Los datos se presentan como medianas * Desviacion estandar ** diferencias significativas.

Cuando analizamos a nivel de género la composicion de la microbiota intestinal, no se
encontraron diferencias significativas para los géneros mas prevalentes entre los grupos de
estudio, sin embargo la cantidad de Bacteroides predominé en la microbiota intestinal de la
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mayoria de las muestras analizadas como lo ilustra la grafica 7. El segundo género mas
prevalente fue Prevotella. Ademas se encontré mayor cantidad de otros géneros bacterianos
en el grupo de los delgados que en los obesos. Estos géneros detectados en muy baja
proporcion en todas las muestras fueron: Bifidobacterium, Blautia, Coprococcus, Clostridium,
Dorea, Lachnospira, Odoribacter, Oscillospira, Parabacteroides, Paraprevotella,
Phascolartobacterium, Roseburia, Streptococcus, Succinivibrio y Sutterella. Dentro de la
familia  Ruminococcaceae se observd un género indefinido en cantidad pequefia pero
considerable en todas las muestras. Tanto Ruminococcus como el género indefinido

disminuyeron en el grupo de nifios obesos con complicaciones con respecto a los otros dos
grupos.
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Grafica 7. Abundancia relativa de los géneros mas predominantes en la composicién microbiana
intestinal entre los grupos analizados. GI= genero indefinido

Dentro de las Actinobacterias, que fue el filo que mostré una diferencia significativa entre los
nifios con sindrome metabodlico y los delgados, a nivel de género, se encontrd una
disminucion estadisticamente significativa en la cantidad de bifidobacterias en el grupo de los
obesos con complicaciones metabdlicas en comparacion a los controles (p=0.020)(gréafica 8).
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Cabe mencionar, que las Bifidobacterias representaron casi toda la poblacion de
Actinobacterias. Por otra parte, la proporcién de Bifidobacterias mostré una correlacion
negativa y significativa con el percentil de IMC (r=-0.364, p=0.023), Z-score del IMC (r=-
0.333, p=0.023) y los niveles de trigliceridos (r=-0.341, p=0.033) (tabla 5). De manera
interesante, se encontrd una correlacion positiva y significativa con los meses de lactancia
materna (r=0.385, p=0.017).

Grafica 8. Diferencias en la proporcion de Bifidobacterias entre los grupos de estudio. La grafica se
presenta en diagrama de cajas. ** Diferencias significativas

Tabla 5. Correlacion entre proporcion de Bifidobacterias, parametros bioquimicos y antropométricos.

Variables | | P (Rho) | | P valor
Colesterol -0.156 0.341
Triglicéridos mg/dl| -0.341 0.033*
HDL 0.021 0.897
Acido Urico mg/dl -0.267 0.099
Insulina U.l. -0.266 0.106
IMC kg/m? -0.202 0.218
Z-score de IMC -0.333 0.038*
Percentil de IMC -0.364 0.023*
% de Grasa corporal -0.225 0.178
Lactancia Materna (meses) 0.358 0.017*

Correlaciones significativas *, p (Rho) Spearman
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6.4 Enterotipos

Como se menciond previamente los géneros bacterianos que estuvieron presentes en mayor
proporcion fueron Bacteroides (39-43%) y Prevotella (19-31%) en los tres grupos analizados.
La prevalencia de estos géneros también denominada como enterotipos fue consistente en
las muestras analizadas. En la grafica 9 se representa la distribucion de los enterotipos entre
los grupos de estudio. En los niveles de Bacteroides no se observaron cambios importantes
entre los tres grupos. En contraste, la cantidad de Prevotella aumenté gradualmente en los
niflos con sindrome metabdlico respecto a los controles, sin embargo, esta diferencia no fue
significativa. Por otra parte, Ruminococcus fue el enterotipo menos prevalente. Cuando se
realiz6 un analisis de componentes principales para todas las muestras secuenciadas, se

observaron dos agrupaciones que corresponden a los enterotipos 1y 2 (figura 9).
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Grafica 9. Abundancia relativa de enterotipos en los grupos estudiados.
Los datos se presentan como medianas * Desviacion estandar
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m

Figura 9. Comparacion entre todas las muestras secuenciadas (puntos) mediante un Analisis de
Componentes Principales. Los circulos muestran el agrupamiento de las muestras en funciéon del
género bacteriano: Bacteroides (Enterotipo 1) y Prevotella (Enterotipo 2).

En este apartado se estimé el efecto de la dieta sobre la composicién de la microbiota
intestinal con los nutrimentos especificos a partir del recordatorio de 24 horas. Los resultados
se muestran en la tabla 6 para los tres grupos analizados. Cabe mencionar que de todas las
muestras secuenciadas se obtuvo la informacién completa del recordatorio de 24 horas de 14
nifos. De manera interesante, la energia procedente de hidratos de carbono aument6 en el

grupo con alteraciones metabdlicas sin alcanzar significancia estadistica.

Tabla 6. Comparacién de la ingesta dietaria entre los grupos de estudio.

Delgados Obesos sin Obesos sin P
n=4 complicaciones complicaciones ANOVA
metabdlicas n=5 metabdlicas n=5
% Energia de 34.2+10.8 34.1+4.4 30.1+2.7 0.550
proteinas
% Energia de 16.7+0.4 212+4.1 164+1.9 0.103
lipidos
% Energia de 49.1+7.7 447+5.9 535+2.1 0.082
hidratos de
carbono

Los datos se presentan como medias * Desviacion estandar
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VI .DISCUSION

La posibilidad de prevenir o tratar la obesidad a través de modificaciones en la composicion
de la microbiota intestinal ha estimulado un gran nimero de intensas investigaciones en este
campo. Dado el gran interés por estudiar la microbiota y su asociacién con la salud y la
fisiologia humana, durante la ultima década se han publicado numerosos estudios que
sugieren que la microbiota intestinal contribuye de manera importante no sélo al desarrollo de
obesidad sino también a complicaciones metabdlicas importantes como la resistencia a la
insulina y diabetes. Las diferencias en la composicién bacteriana intestinal y su eficiencia
metabdlica pueden ser responsables de la predisposicion de un individuo a ganar peso y
almacenar mas cantidad de grasa. Los primeros estudios al respecto, evidenciaron que al
trasplantar el microbioma de ratones normales a ratones libres de bacterias, estos Ultimos
aumentaban significativamente su grasa corporal sin un aumento en su ingesta calérica
(Gordon et al, 2004). Por consiguiente el microbioma de los ratones trasplantados
incrementaba la cantidad de energia extraida a partir de misma cantidad de alimento, este
perfil metabolémico podria contribuir a un fenotipo patoldgico en el huésped. Igualmente en
ratones, la obesidad causada por una mutacién del gen que codifica leptina se asocio a
perfiles alterados de la microbiota intestinal; aumento de Firmicutes y la consiguiente
disminucion de Bacteroidetes. Con base a estos antecedentes, se buscé extrapolar los
mismos resultados en humanos, aunque los primeros resultados parecian congruentes, al
confirmar con estudios posteriores se encontraron resultados heterogéneos y contradictorios,
debido tal vez a la complejidad del estilo de vida humano comparado con modelos en

animales.

En humanos, la obesidad ha sido asociada con alteraciones en la composicion de la
microbiota intestinal (disbiosis), asi como con una reducida diversidad microbiana. La
disminucion en la diversidad bacteriana presente en las muestras analizadas de los sujetos
obesos es consistente con estudios previamente reportados (Turnbaugh et al, 2008; Li et al,
2011), aungue no hubo diferencias significativas entre los grupos de estudio, si una marcada
reducciéon de biodiversidad microbiana entre obesos y delgados, en concordancia con
nuestros datos, una microbiota sana se ha definido por una alta diversidad. A pesar de que
la diversidad bacteriana en individuos obesos es reducida se distingue por mayor capacidad
de extraccion de energia de la dieta. A su vez, estos resultados concuerdan con un estudio
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donde se reportdé un aumento en la diversidad bacteriana intestinal después de la pérdida de
peso mediante cirugia bariatrica (Li et al, 2011). Por otra parte y como era de esperar, la
composicion filogenética de todas las muestras secuenciadas confirma que Bacteroidetes y
Firmicutes constituyen los filos dominantes de la mayor parte de las poblaciones bacterianas
del intestino humano (Ley, et al 2006; Furet et al, 2010). El género mas abundante en la
mayoria de las muestras analizadas fue Bacteroides que pertenece al filo Bacteroidetes,
cabe mencionar con respecto a la edad, que este filo se ha reportado como mayormente
predominante en la infancia (Monira et al, 2011).

Los primeros andlisis de heces sobre la microbiota intestinal humana, describieron que
existia una mayor proporcion de Firmicutes y menor de Bacteroidetes en individuos obesos
gue en delgados (Ley et al, 2006; Turnbaugh et al, 2009). No obstante, las proporciones de
estos filos en sujetos obesos no se han demostrado de manera consistente en los analisis
realizados posteriormente. Algunos autores no han observado diferencias en la proporcion de
Bacteroidetes y Firmicutes entre individuos delgados y obesos (Duncan et al, 2008;
Balamurugan et al, 2010), incluso se ha reportado una mayor abundancia de Bacteroidetes
en sujetos obesos mediante PCR en tiempo real (Schwiertz et al, 2009; Collado et al, 2008) y
por pirosecuenciacion (Zhang et al, 2009), lo cual es consistente con nuestros resultados,
aungue no se encontraron diferencias significativas en los niveles de Bacteroidetes con la
obesidad, se observdé un aumento de Bacteroidetes en los nifios obesos con alteraciones
metabdlicas con respecto a los controles. En concordancia con este dato, hay un estudio en
una poblaciéon del norte de México que refiere una mayor proporciéon de Bacteroidetes sobre
Firmicutes en nifilos y adolescentes (Mejia-Leon, et al 2014). Con respecto a la diferencia
significativa encontrada en las Actinobacterias en los nifilos con sindrome metabdlico
(p=0.017; prueba de U Mann-Whitney) se reporté un resultado similar en la caracterizacion
de la microflora intestinal en sujetos con higado graso no alcohdlico (Zhu, et al 2013). Cabe
mencionar que en los grupos analizados se observé una baja proporcion de Actinobacterias
(0-2 %) en comparacion a otras poblaciones (3 %). Es preciso sefialar que no se conoce la
importancia y el papel fisiolégico de las poblaciones bacterianas minoritarias que podrian ser
determinantes en estados de enfermedad como la obesidad.

En relacion a la poblacion de Firmicutes, ésta fue menor en los dos grupos de nifios obesos

gue en los controles. Estos datos coinciden con lo reportado mediante el analisis de heces
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por PCR en tiempo real en sujetos obesos (Schwiertz et al, 2009; Armougom et al, 2009) y
por pirosecuenciacion en individuos con DT2 (Larsen et al, 2010). Sin embargo, dichos
resultados contrastan con la mayoria de los estudios que refieren que la proporcion de
Bacteroidetes disminuye y Firmicutes aumenta en el fenotipo obeso, reflejando la gran
discrepancia de resultados (Ley et al, 2006; Armougom et al, 2009; Furet el al, 2010;
Bervoets et al, 2013), sugiriendo que la asociacion entre la obesidad y la microbiota es mas
compleja que la simple relacion de los filos: Firmicutes/Bacteroidetes identificada

inicialmente.

Se ha determinado que los cambios en la microbiota observados en individuos obesos estan
mas asociados a alteraciones en la dieta. Si bien los estudios en roedores sugieren a la
microbiota como un factor causal de obesidad, los resultados en humanos no permiten definir
si las alteraciones de la microbiota son causa o0 consecuencia de la obesidad. Las
fluctuaciones en la dieta asi como el tipo de nutrimentos cambian profundamente la
composicion de la microbiota intestinal, provocando modificaciones en la cantidad y tipo de
poblaciones de bacterias, en la prevalencia de ciertos géneros y en la transcripciéon de sus
genes. En este contexto, se ha descrito que los polimorfismos genéticos del huésped
explicarian el 12 % de la predisposicion a padecer sindrome metabdlico (Brown et al, 2012),
indicando que el ambiente y particularmente una alimentacién inadecuada como el principal
factor en el desarrollo de obesidad y sus alteraciones metabdlicas. Se considera que las
dietas caracterizadas por un consumo excesivo de grasa/energia y baja en fibra provocan
perturbaciones en la estructura y la funcionalidad de la microbiota del intestino favoreciendo
una disminucién en la diversidad bacteriana (De Wit et al, 2011). El contenido de grasa en la
dieta contribuye en la disrupcion de la barrera intestinal y aumento de la permeabilidad
intestinal. Se ha descrito que la via del factor nuclear Kappa (NF-kB) induce la transcripcion
de citosinas inflamatorias que promueven la infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo
condicionando un estado de inflamacién de bajo grado, que finalmente seria un factor
importante en la aparicién de resistencia a la insulina, DT2, esteatosis hepética y estrés
oxidativo. Por tanto, la dieta, la microbiota y la endotoxemia juegan un papel relevante en el
desarrollo y evolucion de las enfermedades metabdlicas asociadas a la obesidad. Vale la
pena sefalar que la disbiosis inducida por la dieta, se ha implicado en el desarrollo de
enfermedades gastrointestinales como la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), el sindrome

del intestino irritable (Sll) y cancer colorrectal (CRC).
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Sin duda, uno de los hallazgos mas importantes e interesantes de este estudio fue la
disminucion en la cantidad de Bifidobacterias en la microbiota de nifios con alteraciones
metabdlicas con respecto a los controles (p=0.017; prueba de U Mann-Whitney). Ademas,
este género bacteriano correlacion6 con algunos parametros bioquimicos y antropométricos
propios de la obesidad, sugiriendo que esta bacteria pudiera tener un efecto protector contra
las complicaciones metabdlicas. Este resultado es consistente con varios estudios que
reportan menor cantidad de Bifidobacterias en sujetos obesos (Schwiertz et al, 2009;
Santacruz et al, 2010). Por otra parte, Cani et al. (2007) mostré que tras la administracion de
oligofructosa en ratones, los Lactobacillus y Bifidobacterium ssp. alivian y mejoran el estado
inflamatorio mediante un mecanismo dependiente de la produccion del péptido-2 similar al
glucagoén (GLP-2), el cual reduce la permeabilidad intestinal de LPS, mejora la integridad de
la mucosa y disminuye el impacto de la endotoxemia inducida por una dieta alta en grasa. El
GLP-2 es un péptido de 33 aminoacidos con conocida actividad intestinotropica que induce
saciedad, el cual es co-secretado con GLP-1 por las células enteroendocrinas-L. Estos
hallazgos muestran la importancia de la microbiota intestinal en la regulacion hormonal

intestinal y en el equilibrio energético.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran por primera vez la participacion de la
microbiota intestinal en particular, el género de las Bifidobacterias en la obesidad y sus
complicaciones metabdlicas en poblacion infantil mexicana, lo que demuestra la presencia de
un componente bacteriano en la patogénesis de la obesidad y sus consecuencias
metabdlicas. En este sentido, los resultados que asocian significativamente una menor
concentracion de Bifidobacterias en individuos obesos, parecen ser mas consistentes, que
los resultados obtenidos para los filos Firmicutes/Bacteroidetes asociados a la obesidad.

En la poblacién infantil analizada, los géneros bacterianos mas abundantes en la microbiota
intestinal fueron Bacteroides y Prevotella presentes en los tres grupos de estudio, los cuales
corresponden a los enterotipos 1 y 2 descritos en la literatura (Arumugam et al, 2011; Wu et
al, 2011). Con respecto a los enterotipos, en el grupo de los nifios con sindrome metabdlico
se observé un aumento en la cantidad de Prevotella con respecto a los controles. Aunque
este incremento no fue estadisticamente significativo, debido posiblemente al bajo nimero de

muestras (n=13). No obstante, en un andlisis realizado mediante pirosecuenciaciéon, se
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reportd que la familia Prevotellaceae estaba significativamente enriquecida en la microbiota
intestinal de sujetos obesos (Zhang et al, 2008).

Es probable que Prevotella esté jugando un papel importante en el metabolismo de los nifios
con sindrome metabdlico, ya que como se ha descrito, obtiene energia de la fermentacién de
los hidratos de carbono de la dieta. En relacion a ello, el enterotipo 2 en el grupo de obesos
con alteraciones metabdlicas coincidié con un aumento de energia procedente de hidratos de
carbono sin alcanzar significancia estadistica. A este respecto, se ha propuesto que algunos
géneros bacterianos incluido Prevotella maximizan la extraccién metabdlica de la ingesta de
polisacéaridos de las plantas (fibra) y que esta capacidad bacteriana pudo haber conferido una
ventaja evolutiva que permitia aprovechar al maximo los alimentos en épocas ancestrales
cuando era dificil conseguir comida (Filippo et al, 2010), lo cual puede resultar
contraproducente en condiciones de sobre aporte energético, favoreciendo la ganancia de
peso y el almacenamiento de grasa. De tal manera que la microbiota intestinal podria ser otro
factor adicional asociado al fenotipo ahorrador. En este sentido, un mecanismo que se ha
propuesto para explicar el aumento en el consumo energético en personas obesas es la
transferencia de hidrogeno (H,) entre especies de arqueas-bacterias, particularmente la
relacion de sintrofia entre ciertas bacterias productoras de H, (Prevotellaceae) y arqueas
metanogénicas que utilizan H,, las cuales mejoran la eficiencia en la fermentacion de los
polisacaridos de la dieta y por tanto incrementan su conversion a AGCC resultando en mayor
acumulacion de tejido adiposo (Zhang et al, 2008). Nuestros resultados sugieren que la
microbiota intestinal de los nifios con sindrome metabdlico es diferente comparada con los
controles y se caracteriza por mayor cantidad de Prevotella que es mas eficiente en la
extraccion de energia de la dieta, la cual posiblemente seria responsable de las alteraciones

metabdlicas en estos nifios.

Considerando lo anterior, los resultados que asocian un grupo de bacterias especificas con
el desarrollo de obesidad no son concluyentes, por lo tanto se requieren mas estudios
prospectivos para confirmar los resultados en poblaciones mas grandes. En este escenario,
algunos autores argumentan interpretar cautelosamente los diversos resultados. Las causas
de resultados contradictorios y discordantes en la composicion intestinal de la microbiota
probablemente sean las limitaciones mismas de las diversas metodologias utilizadas y las

condiciones de estandarizacion, asi como los disefios de los experimentos, ya que al
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momento de caracterizar la microbiota existen multiples variables confusoras inherentes a la
poblacion de estudio tales como la edad, el género, poblaciones étnicamente heterogéneas,
tamafo de la muestra, actividad fisica, estado fisiolégico e inmune, componente genético, via
de nacimiento, hospitalizacién, ubicacién geografica, uso de antibidticos, y parece ser que en
mayor medida la dieta y el tipo de lactancia. Aunado a ello, parece claro que la lactancia
materna tiene un papel relevante en la nutriciéon y salud del infante, ya que aporta una
microbiota compleja con altos recuentos de bacterias vivas mas nutrientes especificos
(oligosacaridos) que permiten el crecimiento selectivo de bacterias benéficas. La
composicion de la leche materna depende del estado inmunoldgico y metabdlico de la
madre. En relacion a ello, nuestros resultados sugieren que la cantidad de Bifidobacterium
ssp. se correlaciona con la duracion de lactancia materna, confirmando el efecto protector
contra la obesidad. Aunque se debe considerar que el microbioma de la leche materna
durante la lactancia de madres obesas alberga grupos de bacterias diferentes y menos
diversas con respecto a la leche de madres de peso normal. En un estudio puntualmente se
reporté que leche de madres con obesidad contenia mayores niveles de Lactobacillus y
Staphylococcus ssp. y menos cantidades de Bifidobacterium spp. con respecto a la leche
materna de madres con peso normal (Cabrera-Rubio et al, 2012).

En este contexto, se requieren extensos estudios epidemiolégicos para mejorar la
caracterizacion de la microbiota, un mejor entendimiento de como la variabilidad y la cantidad
de ciertas bacterias pueda favorecer el desarrollo enfermedades concretas es importante
para tomar posibles estrategias terapéuticas y en este caso poder frenar la creciente
incidencia de obesidad y sus comorbilidades asociadas. En este sentido, se necesitan
estudios adicionales para esclarecer la variabilidad de las comunidades bacterianas de
poblaciones geograficamente diversas, ya que como se ha visto en algunos estudios la dieta
y el ambiente impactan en la composicion del microbioma (Filippo et al, 2010), lo que puede
explicar en parte la gran discrepancia de los resultados reportados en la literatura. Asi
mismo, se requieren estudios integrales y globales que analicen la diversidad y los cambios
de las poblaciones microbianas en un rango de tiempo mas grande, que evallen la
interaccion entre la microbiota, el huésped y el ambiente que en conjunto producen un
fenotipo especifico. Estos hechos, indican que se requieren estudios futuros orientados en
elucidar la interaccion de bacterias entre si y también la interaccion de la microbiota con los
nutrientes de la dieta.
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Con base en los datos presentados, se deben considerar estrategias para modificar la
composicion del microbioma con la finalidad de mejorar la cantidad de Bifidobacterias en la
lactancia y embarazo posiblemente con el uso de prebidticos y prebibticos, ya que son
etapas criticas y blancos de las intervenciones destinadas a reducir el riesgo de desarrollar
sobrepeso en generaciones futuras. Aunado a ello, la teoria de la programaciéon metabdlica
considera que la salud esta determinada por eventos de la vida temprana en el Utero y
durante la primera infancia, donde el entorno nutricio impacta significativamente en la
estructura del organismo y por consiguiente en la microbiota intestinal, contribuyendo en el
desarrollo del metabolismo y el sistema inmune. La madre transmite informacién ambiental al
feto a través de la placenta o bien a su bebé mediante la lactancia. Dicha programacién
metabdlica incluye el estado de peso y de salud de la madre (desnutricibn o sobrepeso),

alteraciones en la dieta, la composicion de la microbiota y la via de nacimiento.

Por ultimo, el progreso en las tecnologias de secuenciacion las hace idéneas para el estudio
de habitats tan complejos el ecosistema bacteriano intestinal humano. Una limitante
importante de la pirosecuenciacion sigue siendo su elevado costo a pesar de que esta
disminuyendo con rapidez. En contraste, esta metodologia revela la presencia de un mayor
namero de taxones identificando nuevas especies a diferencia de otros métodos, por lo que
ha sido catalogada como el estdndar de oro para el estudio de las comunidades bacterianas,
no solamente para caracterizar la microbiota intestinal, sino también se ha utilizado
frecuentemente para estudiar poblaciones bacterianas procedentes de animales, suelos y
océanos. Un factor determinante en la secuenciacion masiva es la eleccion de las regiones
variables del gen 16s ARN (V1, V2, V4 y V6), debido a que el analisis individual puede
subestimar la abundancia de diversas poblaciones bacterianas. Debido a ello, se ha

recomendado la secuenciacion de fragmentos largos que incluyan varias regiones variables.

En conjuncion, el andlisis de la microbiota intestinal es interesante y ha abierto un campo
extenso de investigacion fascinante en pleno desarrollo y con ramificaciones importantes.
Los avances en la comprension del papel de la microbiota intestinal en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas importantes como la obesidad y la diabetes prometen potenciales

aplicaciones terapéuticas.
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VII.CONCLUSIONES

e Los nifios delgados presentaron mayor diversidad bacteriana en su microbiota

intestinal que los nifios obesos, aunque esta diferencia no fue significativa.

e No se encontraron diferencias significativas en los filos Firmicutes/Bacteroidetes

asociadas a la obesidad.

e Se encontr6 una disminucién estadisticamente significativa en la cantidad de
Bifidobacterias entre los nifios con complicaciones metabdlicas con respecto a los

delgados.

e La abundancia relativa del enterotipo 2 (Prevotella) fue mayor en los nifios con

sindrome metabdlico, sin alcanzar significancia estadistica.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Es importante considerar que el analisis metagendmico de muestras fecales no incluye las
interacciones moleculares que ocurren en el intestino humano. Ademas es importante
evaluar que la metagendmica provee informacion basada en el contenido de
microorganismos vivos o0 muertos, por lo que otras metodologias como la
metatranscriptomica y metaproteémica son necesarias para disponer de un analisis
funcional mas profundo de los componentes de la microbiota (Karlsson, 2013). Algunos
autores han propuesto que estas ciencias pueden ser de gran utilidad para evaluar el
metabolismo bacteriano y su efecto en el huésped (Turnbaugh et al, 2009). De particular
interés han sido los analisis de metatranscriptomica, mediante este enfoque seria
interesante dilucidar redes y vias metabodlicas complejas, e identificar perfiles de expresion
transcripcional de la microbiota intestinal asociados a las complicaciones metabdlicas de la
obesidad en poblacién infantii mexicana. El analisis y la caracterizaciéon funcional del
metatranscriptoma de microorganismos viables de la microbiota en combinacion con
estrategias bioinformaticas, permitiran un mayor entendimiento de la importancia de la
microbiota intestinal en los trastornos metabdlicos como la obesidad y la diabetes altamente

prevalentes en nuestra poblacion.

Por otra parte, seria de interés la caracterizacion de la microbiota intestinal de sujetos
obesos en poblacién mexicana pero de diversas localizaciones geograficas, ya que como se
ha venido mencionado la composiciéon de la microbiota varia en funcién del ambiente y
dadas las grandes diferencias genéticas regionales (mestizaje) en la poblacion mexicana
seria interesante identificar perfiles de la microbiota intestinal asociados a la obesidad en

otros grupos poblacionales de nuestro pais.
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