UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDOS
GRASOS OMEGA-3 SOBRE EL PERFIL DE LA
MICROBIOTA INTESTINAL EN ADOLESCENTES
OBESOS MEXICANOS

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO DE ALIMENTOS

PRESENTA
LUIS EDUARDO LLANOS MORENO

MEXICO, CDMX ANO 2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Dra. MARISOL LOPEZ LOPEZ
VOCAL: M. en C. LuciA CORNEJO BARRERA
SECRETARIO: Dr. SAMUEL CANIZALES QUINTEROS
ler. SUPLENTE: M. en C. MARTHA GILES GOMEZ

2° SUPLENTE: M. en C. TANIA GOMEZ SIERRA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: UNIDAD PERIFERICA DE
INVESTIGACION EN GENOMICA DE POBLACIONES APLICADA A LA SALUD.

ASESOR DEL TEMA: SAMUEL CANIZALES QUINTEROS

(nombre y firma)

SUPERVISOR TECNICO: BLANCA ESTELA LOPEZ CONTREAS

(nombre y firma)

SUSTENTANTE (S): Luis EDUARDO LLANOS MORENO

(nombre y firma)



INDICE

Contenido Pagina
Abreviaturas de termMiNOS.sasessesasesassasararassssasarassnsasasarassasasassnsasasassnsasasassnnass 1
RESUMEN . ussuassanssnnssansssnsssnssansssnsssnssanssnsssnsssnnssnnsssnsssnssnsssnsssnsssnsssnssnnnsnnnnnns 3
1. OBESIDAD.....ciicctiemmiammnnmmnasssnsssasssnsssssssnsssnsssnsssnsssnssnnssnnssnnssnnssnnssnnssnnnns 5
1.1 Prevalencia de la obesidad...cuicseririsisiarimsasirimsa i snsssnssasssassasnnsasnasas 6
1.1.10besidad en poblacidn adolescente.iiierarssserararsssnrarsssssnsarassssnsaranas 6
1.2 Causas de |a obesidad.iiasassarsesassarsssarsassnsassasassassasassasassassasassassasassnsnnss 7
1.2.1 Factores genétiCOS. iuumerarsrsmsararsrsnsararsssasarsssssnsassssnsnsnsassssnsasnsnnnnnns 8
1.2.2 Factores ambientales..iciciicraiiarisarisana i i sanas 8
1.3 Complicaciones metabdlicas asociadas a la obesidad..vcvrarsererersnrsnssnsans 9
2. PARTICIPACION DE LOS ACIDOS GRASOS OMEGA-3 EN LA
OBESIDAD.....ciiutiariamrasmammsnsnassasasssassassassssssnsssssnsasssssanssssnssssnssssnsssnnnssnnnnnns 12
2.1 ACIdOS GraSOS OMEGa-3urreesssrrennsssransssrrensssrsensssrssnsssssnnsssresnsssrsnnsssrens 12
2.2 Fuentes de 4cidos grasoS OMEQa-3uueuerersrsssarassssararsssnsasarsssssasansansnnnnnss 13
2.3 Efecto de los acidos grasos omega-3 en la obesidad .icuvrveversrnnserannannnses 14
2.4 Estudios de intervencidon con acidos grasos 0mMega-3.eicssesassasassasansassnss 16
3. MICROBIOTA INTESTINAL Y SU RELACION CON LA OBESIDAD Y LOS
ACIDOS GRASOS OMEGAS3......cccttemrimmmmmmnnssansssnsssnsssnssassssnnsssssnnsnsssannnnnnns 17
3.1 Microbiota intestinalivsesessssssasassanarassssasasasssnasasassssmsasassssnssnssnssnsnnnnnnes 17
3.2 Microbiota intestinal y obesidad..iicssasssansrsmsssansssnnsssansssansssansssansnnanns 17
3.3 Efecto de la dieta sobre la composicidn de la microbiota intestinal ........ 20
3.4 Microbiota intestinal y acidos grasos omega-3..icicrrerararararasasasasasasasasans 21
1. JUSTIFICACION E HIPOTESIS . uttsssssnrersssssnssssssnnssssssnnssssssnnssssssnsesssssnnes 23
2. OBJETIVOS.uttuussanssanssnnssansssnssnnssnnssanssnnssnsssnsssnsssnnssnnssnnssnsssnsssnsssnsnnnnss 24
3. MATERIALES Y METODOS ctstserresssssssssssssssssssssssssssssnnsssssssssssssssmssssssnnnns 24
4.1 Poblacion de eStUdiOwssesasesassasasasassasasasassnsasasassnsasassssnsasasassnsasasasnnnass 24



4.2 DiSEN0 eI ©StUTIOuuuuunnnnsssssnnnnnsssssnnnssssssnnssssssssnssssssssnssssssnnnssssssnnnnsnnns 25

4.2.1 ANtropOMeEtriauisesersssssararsssssararsrsssssarsssssasassssssasassssnssnssnssnsnnsnnnns 25
4.2.2 Parametros bioqUimMiCOS.uerarssssserarsrsasararsssssarsssssasasassssssasasssnnssnnas 25
4.2.3 Muestra de materia feCaliiaiiaraiarserasiarassasisn s sassansan s sannsnnsnnns 26
4.3 Intervencion dietaridasesssssrasssssrarasssssrarasssssrarasasasassssasasassssssasasasnnsass 26
4.3.1 Composicion del suplementO.iiieseseseseseraransrsnsasasansasansassnsansnsnsns 27
4.4 Extraccion de ADN bacterianOuiresessssasasassssarasassssarassssarasassssasasassssarannns 28
4.4.1 Calidad e integridad del ADNuaiitvasssersessasssassssnsssnsssnnsssansssnnsssnnnns 29
4.5 Amplificacion del gen 16S.iiiererrsssararsrssserarsssararsrsssassnssssssassssssnsasnsnnnns 29
4.6 Secuenciacién masiva para el estudio del gen 16s del ARNFcvaeverassaransas 31
4.6.1 Pir0SECUENCIACION . tararsarararassararassnsarasassssasassssssasassssnsasasassnsnsasanns 32
4.7 Analisis bioiNfOrMatiCOumararsmrarararsssararassssnrararassasarassssararassssssasasasnnsass 35
4.8 Analisis €5tadiStiCOmmarararsnrarararsnsararsssnsararassssasasassssnsassssnsnsasassnsnnnnanns 35
4., RESULTADOS ittersansanssmssmssassassasssnssnsanssnssnssnsssssasssnssnssnssnssnssnssnssnnsnnsas 36
5. DISCUSION . utesssersssersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssanssss 44
6. CONCLUSIONES  tasesssrarassssarasassssarassssasasassssasasassssasassssasasnssasasassssasanans 46
7. PERSPECTIVAS. ctttcttsaattssestssanssssassssssssssssmssssssssssssssnssssnssssnssssnnsssnnnnnns 47
8. BIBLIOGRAFIA..uttiicsssrersssnrssssssnrsssssnsssssssnnssssssnnesssssnsesssssnsssssssnsessnssnns 49

I11



ABREVIATURAS DE TERMINOS

e ADN.- acido desoxirribonucleico

e AGCC.- acidos grasos de cadena corta

e ALA.- acido alfa linolénico

e ALT.- alanina aminotransferasa

e ARN.- acido ribonucleico

e AST.- aspartato aminotransaferasa

e CDC.- Centers for Disease Control and Prevention

e DHA.- acido docosahexaenoico

e EPA.- acido eicosapentaenoico

e FTO.- fat mass and obesity-associated protein

e GF.- germ free

e GGT.- gama glutamil transpeptidasa

e GPR.-

e HDL.- lipoproteina de alta densidad



IMC .- indice de masa corporal

LDL.- lipoproteina de baja densidad

LPS.- lipopolisacarido

MC4R.- receptor melanocortin 4

PCR.- reaccion en cadena de la polimerasa

PPAR.- receptor activador de peroxisomas

PPY.-

SREBP.- proteina de unién a elemento regulador del esterol

TAG .- triacilgliceroles

VLDL.- lipoproteina de muy baja densidad


http://www.abbreviationfinder.org/es/acronyms/srebp_sterol-regulatory-element-binding-protein.html

RESUMEN

Introduccion.- La obesidad es una enfermedad compleja considerada
una pandemia y un problema de salud publica en México. La
prevalencia de sobrepeso y obesidad en adolescentes es de 35%. La
obesidad en edad infantil y adolescencia incrementa la posibilidad de
presentarla en la edad adulta por lo que su tratamiento y prevencion es
de gran importancia. Ademas, la obesidad aumenta el riesgo de
desarrollar otras enfermedades como diabetes mellitus tipo 2 vy
enfermedad coronaria, entre otras. Se ha observado que los &cidos
grasos omega-3 participan en la regulacion del metabolismo de lipidos y
glucosa, asi como en la regulacion de los procesos inflamatorios. Por tal
motivo, se utilizan en la prevencion y tratamiento de la obesidad y de
sus complicaciones metabdlicas.

Estudios recientes sugieren que los efectos de los acidos grasos omega-
3 son regulados por cambios en la microbiota intestinal. Se ha
observado que los omega-3 aumentan la abundancia de géneros
protectores contra la inflamacién y disminuyen la presencia de bacterias
asociadas con la endotoxemia metabdlica, protegiendo asi, el desarrollo
de complicaciones metabdlicas asociadas con la obesidad. Con base en
estos antecedentes, nuestro interés fue evaluar si la suplementacion
diaria con acidos grasos omega-3 genera cambios sobre la composicion
de la microbiota intestinal de adolescentes obesos, y si estos cambios
estan asociados con los parametros bioquimicos de los sujetos en
estudio.

Materiales y métodos.- En este estudio participaron 16 sujetos, de
los cuales 8 finalizaron una intervencion por 3 meses con un suplemento
comercial de acidos grasos omega-3 (1.2 g/dia) y 8 con un placebo (1.0
g/dia de aceite de girasol). Todos los participantes proporcionaron una

muestra de materia fecal al inicio y al final de la intervencién, asi como



muestras de sangre periférica para la determinacién de parametros
bioquimicos. De las muestras fecales se extrajo ADN y se amplificd un
fragmento del gen 16s ribosomal que contiene las regiones
hipervariables V3-V9. Posteriormente, los amplicones fueron
secuenciados. La clasificacion taxonémica se realizd con el programa
QIIME. El andlisis estadistico se llevd a cabo en el programa SPSS V
15.0.

Resultados.- Los sujetos que consumieron el suplemento de omega-3
presentaron una reduccion significativa en los niveles séricos de alanina
transaminasa (P=0.012). Al evaluar los cambios en la microbiota
intestinal no se observaron diferencias significativas a ningun nivel
taxondmico, desde fila hasta género, tras finalizar la suplementacion.
CONCLUSIONES.- La suplementacion con acidos grasos omega-3 no
generdé cambios en la composicién de la microbiota intestinal de los
participantes. Sin embargo, si se observd una reduccién en los niveles
de alanina transaminasa. Por ello, podemos inferir que los cambios en
dicho metabolito no estuvieron asociados con la composicion de las
bacterias intestinales. Este estudio utilizé un tamafio de muestra
limitado, sin embargo, permitid estandarizar el protocolo experimental
para la pirosecuenciacidon, asi como el disefio de la intervencién que
permitira al laboratorio generar nuevos proyectos o ampliar el presente

estudio.



1. OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad compleja asociada con un desequilibrio
entre el gasto energético y el consumo caldrico. Es decir, se consume
mas energia de la que se gasta. Dicha energia es acumulada en forma
de grasa y en consecuencia las células del tejido adiposo aumentan
tanto en tamafio (hipertrofia) como en numero (hiperplasia) (Jo et al.,
2009). Esta patologia es considerada una enfermedad multifactorial,
debido a que en su desarrollo intervienen factores genéticos,
ambientales y socioecondmicos (Figura 1) (Bray, 1999; Bouchard, 2008;
Chan y Woo, 2010).

Factores Y :
Genéticos i Dieta ———
Factores A s
Socio- i - Baja actividad
econdmicos 8 fisica
: —— _,_‘){‘
Factores | OBESIDAD

fisioldgicos
Factores
psicolégicos

y ' Microbiota |
/ LY intestinal |
: Medicamentos I\

Horas de
suefio

Figura 1.- Factores involucrados en el desarrollo de la obesidad.

La obesidad esta asociada con diversos factores tales como la genética del
individuo, la dieta, la actividad fisica, las horas de suefio entre otros. El
conjunto de estos factores hacen que la obesidad sea considerada una
enfermedad compleja.



1.1 Prevalencia de la obesidad.

La prevalencia de la obesidad ha aumentado de manera importante a
nivel mundial por lo que es considerada un problema de salud publica.
Esta patologia es un factor de riesgo para presentar otros
padecimientos, tales como diabetes tipo 2, hipertension, enfermedad
coronaria, sindrome metabdlico y algunos tipos de cancer (Calle et al.,
2003).

Con base en la informaciéon de la Organizacion Mundial de la Salud
alrededor de 600 millones de personas adultas en el mundo padecen
obesidad (OMS, 2016), los cuales representan un gasto del 2 al 6% del
presupuesto destinado al sector salud de varias naciones. Estos costos
se ven reflejados en tratamientos médicos, campafas en medios

masivos y politica fiscal (Swinburn et al., 2011).

Durante los ultimos 40 ainos, el perfil epidemiolégico de la obesidad en
México ha cambiado de manera importante. Los problemas de salud con
mayor prevalencia antes de 1980 eran las enfermedades infecciosas y
las relacionadas a la desnutricion (Rivera et al., 2015). Sin embargo, a
partir de esa década se incrementaron de manera alarmante las
enfermedades relacionadas a la obesidad. En consecuencia, México
ocupa el primer lugar en obesidad infantil y el segundo en obesidad en

poblacién adulta, segun cifras de la OMS para el afio 2013.
1.1.1 Obesidad en poblacion adolescente.
Los datos recabados por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién del

ano 2012, informaron que la prevalencia combinada de sobrepeso y

obesidad en poblacién adolescente (12 a 19 afos) se triplico de 1988 a



2012 en nuestro pais. Actualmente, la prevalencia combinada de
sobrepeso y obesidad es de 35% (Figura 2) (Gutiérrez-Delgado et al.,
2012). Es decir que 3 de cada 10 adolescentes presenta sobrepeso u
obesidad. El control de esta patologia en la adolescencia es altamente
relevante debido a que aumenta la probabilidad de presentar obesidad y

sus co-morbilidades en la etapa adulta (Lifshitz 2008).

obesidad sobrepeso

Masculino Femenino Nacional
19.6 23.7 21.6
Masculino Femenino Nacional

14.5 12.1 13.3

Figura 2.- Prevalencia de sobrepeso y obesidad en adolescentes de
12 a 19 aiios en México. Adaptado de: ENSANUT 2012.

1.2 Causas de la obesidad.

Como ya se menciond, la obesidad es una patologia compleja y con
multiples factores que incrementan el riesgo de presentarla. Estos
factores se engloban en dos tipos: factores genéticos y factores

ambientales.



1.2.1 Factores genéticos.

Estudios en gemelos han permitido determinar que la genética juega un
papel importante en el desarrollo de la obesidad. Estos estudios han
observado que el peso corporal y la adiposidad presentan una mayor
concordancia entre gemelos monocigéticos en comparacién con gemelos
dicigdticos, lo que sugiere la participacidén de la genética en la regulacion
de dichas variables (Bouchard, 2008). Otro tipo de estudios que
establecen la asociacién entre la genética y el fenotipo de la obesidad
son los estudios en familias, los cuales han observado una agregacion
importante de individuos que padecen esta patologia dentro de un
mismo nucleo familiar (Feinleib et al., 1977; Stunkard et al., 1986;
Santos et al., 2005; Chaput et al., 2014). Se han realizado diversos
estudios para calcular la heredabilidad de la obesidad y se ha llegado a
un valor minimo de 0.40 y un valor maximo de 0.70, es decir que la
variaciéon del peso corporal puede ser explicado en al menos un 40% por

el componente genético (Bell et al., 2005; Maes, et al., 1997).

1.2.2 Factores ambientales

Dentro de los factores ambientales obesogénicos destacan los siguientes
(Hill y Peters 1998):

e El aumento de la disponibilidad de los alimentos. Hoy en dia se
tiene un mayor acceso al os alimentos, por lo que es mas

frecuente consumir mas cantidad de ellos.

e La alta densidad energética en la dieta. La industrializacién de los
alimentos ha generado productos con mayor cantidad de

nutrimentos altamente energéticos como las grasas y los azlcares



simples, lo que conlleva a un consumo de mas energia en menos

cantidad de alimento.

e La disminucién de la actividad fisica. Los avances en tecnologia y
transporte han llevado el estilo de vida hacia el sedentarismo y un
bajo gasto energético. Como consecuencia la cantidad de energia
consumida es mayor que la utilizada y se convierte en un factor
de riesgo para presentar obesidad.

Neel et al., 1962 propusieron una teoria llamada “genotipo ahorrador”
gue explica el desarrollo de la obesidad a partir de la interaccion entre la
genética humana y el ambiente. Esta teoria establece que los genes del
ser humano se adaptaron para aprovechar de manera eficiente el
consumo energético. Esta adaptacién permitid sobrevivir a la escasez
alimentaria en periodos largos de ayuno y a la demanda energética que
implicaba la caza y la recoleccidon. Sin embargo, con el aumento de la
disponibilidad de los alimentos y la disminucion del gasto energético, la
naturaleza “ahorradora” de nuestro genoma favorecid la conservacién
de la energia no utilizada en forma de depdsitos de grasa corporal,

propiciando el padecimiento de obesidad.

1.3 Complicaciones metabdlicas asociadas a la obesidad

El exceso de depdsitos de grasa puede ser almacenado en dos tipos de
tejido adiposo: el tejido adiposo subcutaneo y el tejido adiposo visceral.
Ambos tienen diferencias metabdlicas importantes, el tejido adiposo
subcutaneo se caracteriza por tener mayor capacidad de absorcidon de
acidos grasos libres, mayor sensibilidad a la insulina y se compone de
células con mayor capacidad de diferenciacion. En contraste, el tejido

adiposo visceral presenta mayores niveles de expresidon de citocinas



proinflamatorias, mayor produccion de radicales libres, menor capacidad
de absorcidén de acidos grasos libres y se compone de células con menor
capacidad de diferenciacién Se ha observado que en la obesidad el
tejido adiposo visceral aumenta al rebasar la capacidad del tejido
adiposo subcutaneo de almacenar mas depdsitos de grasa. Ademas, los
adipocitos presentan hipertrofia, lo que puede llegar a alterar la

funcionalidad de las células (Flores-Lazaro et al., 2011).

El tejido adiposo con alteraciones funcionales puede liberar acidos
grasos libres y adipocinas hacia el higado y otros tejidos a través del
torrente sanguineo, generando acumulacién de lipidos en ellos
(lipotoxicidad). Estas alteraciones aumentan la actividad inflamatoria y

el estrés oxidativo, desencadenando una disfuncién sistémica que

conlleva a la hiperglucemia, dislipidemia y resistencia a la insulina
(Figura 3) (Bays et al., 2008b; De Ferranti et al., 2008; Després et al.,
2008).

Consecuencias
metabolicas

Disfuncion del
tejido adiposo

Desbalance
energeético

Enfermedades

/Diabetes tipo 2 \

Mayor hipertrofia
_ VS menor -Estrés oxidativo Hipertension
hiperplasia sistémico Dislipidemia
-Inflamacion crénica de Ateroesclerosis
Mayor ingesta vs bajogrado Sindrome
menor gasto + —> -Hiperglucemia metaholico
energético -Hiperinsulinemia Esteatosis
- -Resistencia a la hepatica
Mayor deposito |ns.uI|na- . . Insuficiencia
visceral vs menor -leertrlglhce:_lcé)epla cardiaca
depo6sito TRLMENTD T
sub(?uténeo .Disminucion de HDL k /
- -Disfuncion endotelial

Figura 3.- Consecuencias metabdlicas de la obesidad. Tomado

de Flores, 2011. El desbalance energético de la obesidad altera las
funciones del tejido adiposo. Esta disfuncion genera complicaciones
metabolicas que aumentan el riesgo de presentar enfermedades como 1g
DMT?2, ateroesclerosis, esteatosis hepatica entre otros.



Esta disfuncionalidad sistémica puede conllevar a la presencia de
sindrome metabdlico. Esta condicion es un c onjunto de factores de
riesgo que predisponen a desarrollar co-morbilidades asociadas a la
obesidad, como la DT2 y la enfermedad coronaria.

El sindrome metabdlico es diagnosticado cuando se presentan tres de
cinco factores de riesgo que se enumeran a continuacion (National

Cholesterol Education Program, 2001):

1. Acumulacién de grasa abdominal incrementando asi Ia
circunferencia de cintura (obesidad).

2. Niveles altos de triglicéridos en sangre (hipertrigliceridemia).

3. Niveles bajos de colesterol HDL en sangre
(hipoalfalipoproteinemia).

4. Tension arterial alta (hipertension).

5. Niveles altos de glucosa sérica en ayuno (hiperglucemia).

Los puntos de corte de estos factores dependen de la edad de la
poblacién. Para el caso de poblacién infantil y adolescente existen
distintos puntos de corte sugeridos en la literatura. Uno de ellos son los
propuestos por De Ferranti et al., 2004 los cuales se ilustran en la Tabla
1.

Tabla 1.- Criterios de De Ferranti para el diagnostico de sindrome
metabdlico en niinos y adolescentes

Complicacion Punto de corte (De Ferranti)
Circunferencia de cintura (obesidad) Percentil >75%*
Hipertensién Percentil >90%**
Hiperglucemia >110 mg/dL
Hipertrigliceridemia >100 mg/dL
Hipolipoproteinemia HDL < 50 mg/dL

*El percentil esta calculado por edad y género. **El percentil esta calculado por
edad, género y talla.
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El crecimiento de los indices de mortalidad por enfermedades asociadas
con la obesidad, han dado pauta hacia el desarrollo de diversas
estrategias para combatir sus dafios. Desde finales del siglo pasado se
ha estudiado con gran interés el papel de los acidos grasos omega-3 en
el control de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas. Se ha
observado que estos acidos grasos participan en la regulacion del
proceso de inflamacion, metabolismo de lipidos, tensién arterial y
metabolismo de glucosa (Bays et al., 2008a; Cabo et al., 2012; Leslie et
al., 2015).

2. PARTICIPACION DE LOS ACIDOS GRASOS OMEGA-3 EN LA
OBESIDAD

2.1 Acidos grasos omega-3

Los acidos grasos son cadenas monocarboxilicas de naturaleza alifatica
gue en su mayoria se componen de un n uUmero par de atomos de
carbono. Estos pueden ser clasificados segln la cantidad de dobles
enlaces que contenga la cadena de carbono en: acidos grasos saturados,

monoinsaturados vy poliinsaturados.

Los acidos grasos omega-3 son poliinsaturados, y presentan un doble
enlace en el tercer carbono contando a partir del grupo metilo terminal.
Los acidos grasos omega-3 mas importantes debido a su actividad
biolégica son el acido a-linolénico (ALA), el acido docosohexaenoico

(DHA) vy el acido eicosapentaenoico (EPA) (Figura 4).
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0 acido o—linolénico

acido eicosapentaenoico

HO — — — — — — CH,

acido docosahexaenoico

Figura 4.- Estructura del ALA, EPA y DHA

Estos acidos grasos son componentes importantes de las membranas
celulares y son precursores de moléculas que participan en la
sefializacion celular, en la regulacidén de la expresiéon de genes y en la
regulacién del proceso de inflamacién (Simopoulos, 2002; Hou et al.,
2015; Vallée et al., 2016). Se consideran acidos grasos indispensables
debido a que no pueden ser sintetizados por nuestro organismo. por lo
tanto, la fuente principal de estos nutrimentos es a través de la dieta.
De acuerdo con la American Heart Association, la recomendacion de
consumo de DHA + EPA es de 0.5 a 1.8 g/dia (Kris-Etherton et al.,
2001).

2.2 Fuentes de acidos grasos omega 3.

Los acidos grasos omega-3 son liquidos a temperatura ambiente por ser
poliinsaturados. El ALA es el precursor de otros acidos grasos omega-3 y
se encuentra principalmente en alimentos de origen vegetal como la
chia, la linaza, las nueces, el aceite de canola y el aceite de soya. En el
caso del DHA y el EPA pueden encontrarse principalmente en el aceite

de pescado y de bacalao (Bézard, 1994).
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Tanto el DHA como el EPA pueden ser sintetizados endégenamente por
una enzima llamada A6-desaturasa a partir de ALA pero como se
menciond, el proceso de sintesis es ineficiente debido a que el ALA
compite con otros sustratos de 18 carbonos como el acido linoléico para
su conversién (Bézard, 1994) por ello, la fuente mas importante de

estos dos acidos grasos omega-3 es a partir de la dieta.

2.3 Efecto de los acidos grasosomega 3 en la obesidad y sus

complicaciones.

Se ha observado que el consumo de acidos grasos omega-3 esta
relacionado con el mejoramiento de complicaciones metabdlicas
asociadas con la obesidad. Los mecanismos por los cuales suceden estos
mejoramientos son a través de la regulacién de la funcién celular en tres

niveles:

1.-Los acidos grasos omega-3 DHA y EPA se incorporan a la membrana
lipidica de las células. Los dobles enlaces de estos acidos grasos le
proporcionan mayor fluidez a la membrana, permitiendo asi el correcto
funcionamiento de las proteinas de membrana que actian como

receptores, transportadores o enzimas de membrana (Kidd, 2007).

2.-Los acidos grasos omega-3 regulan la expresién de genes asociados
con la obesidad. Los eicosanoides provenientes de el EPA, asi como
concentraciones micromolares de acidos grasos omega-3 son
activadores del factor de transcripcion PPARa, el cual favorece la
entrada de acidos grasos tanto en la mitocondria como en los
peroxisomas, aumentando asi la oxidacién lipidica (Gani, 2008;
Kaplins'kyi et al., 2009).
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A su vez, los acidos grasos omega-3 son reguladores negativos de la
lipogénesis. Estos acidos grasos inhiben la actividad de las proteinas de
unidon a elementos regulatorios de esteroles (SREBP). SREBP tiene tres
isoformas, SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2 siendo las dos ultimas las
mas abundantes. Su funcidén es aumentar la transcripcion de mas de 30
genes utilizados en la sintesis de colesterol, acidos grasos, triglicéridos y
fosfolipidos en presencia de esteroles (Rodriguez-Cruz et al., 2005;
Jacobson et al., 2012).

Como se menciond, una de las consecuencias de la obesidad es el
aumento de citocinas proinflamatorias que alteran la funcion del tejido
adiposo y propician la resistencia a la insulina. El consumo de &cidos
grasos omega-3 activa el factor de transcripcion PPARy, el cual estd
implicado en la diferenciacién de preadipocitos a adipocitos maduros.
Esta diferenciacion genera una mayor cantidad de receptores para la
insulina, por lo tanto, disminuye la resistencia a esta hormona
(Rodriguez-Cruz et al., 2005).

3.- Los acidos grasos omega-3 regulan el proceso de inflamacién. El
consumo de acidos grasos omega-3 esta asociado a la disminucidon de
metabolitos proinflamatorios provenientes del metabolismo de los acidos
grasos omega-6 y al aumento de eicosanoides (resolvinas y protectinas)

gue regulan negativamente la cascada de inflamacién (Calder, 2015).
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2.4 Estudios de intervencion con acidos grasos omega-3.

Se han realizado estudios de intervencidn con acidos grasos omega-3
para observar si éstos conllevan a mejoramientos metabdlicos en los
pacientes. La mayoria de estos trabajos utilizan capsulas de aceite de

pescado como fuente de acidos grasos omega-3.

Se ha observado que el consumo de aceite de pescado rico en DHA y
EPA mejora la sensibilidad a la insulina y reduce marcadores de
inflamacién en sujetos con sobrepeso (Mori, 2004) y en sujetos obesos
con sindrome metabdlico (Lorente-Cebrian et al., 2013). De igual forma,
varios estudios de intervenciédn con &cidos grasos omega-3 han
reportado que las concentraciones séricas de triglicéridos y lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) disminuyen en sujetos con sindrome
metabodlico (Nestel et al., 2002; Ldopez-Alvarenga et al., 2010). En el
caso de las lipoproteinas, los resultados son muy variados. Algunas
intervenciones han observado aumentos importantes en las
concentraciones séricas de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en
sujetos con hipertrigliceridemia (Mori, 2004; Micallef y Garg, 2008). Sin
embargo, otros autores han reportado que las HDL aumentan pero no
de manera significativa en sujetos con hipertrigliceridemia y en sujetos
diabéticos (Kelley et al., 2007; Hartweg et al., 2008), después de una
intervencion con aceite de pescado rico en acidos grasos omega-3. Los
efectos de los acidos grasos omega-3 sobre parametros bioquimicos
parecen ser dependientes de diversas variables como la dosis ingerida,
el indice de masa corporal, el género, la edad y la actividad fisica.
(Glauber et al., 1988; Mostad et al., 2006; Moertl et al., 2011)

Estudios en roedores han observado que los acidos grasos omega-3

tienen la capacidad de modificar la composicion de la microbiota
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intestinal. Ademas, se ha sugerido que los efectos de los omega-3
pudieran estar regulados por estos microorganismos (Caesar et al.,
2015; Kaliannan et al., 2015).

3. MICROBIOTA INTESTINAL Y SU RELACION CON LA OBESIDAD
Y LOS ACIDOS GRASOS OMEGA-3.

3.1 Microbiota intestinal

La microbiota intestinal de un individuo se refiere a la poblacién de
bacterias, hongos, arqueas, virus y protozoarios q ue habitan vy
colonizan la regién intestinal (Sekirov et al., 2010). El intestino humano
es habitado por mas de mil especies de bacterias, las cuales estan
representadas principalmente por cuatro filas: Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria y Proteobacteria (Eckburg et al., 2005), donde los dos

primeros corresponden al 90% de la poblacidn bacteriana total.

La microbiota intestinal es considerada un “dérgano funcional” debido a
que lleva a cabo funciones importantes para el hospedero como:
metabolismo de nutrimentos, proteccidon contra patégenos y regulacién
de la integridad del intestino (Devillard et al., 2007; Cani et al., 2009;
Takeuchi et al., 2010).

3.2 Microbiota intestinal y obesidad

Se ha propuesto que la microbiota intestinal tiene un papel importante
en el desarrollo de obesidad y sus complicaciones metabdlicas. Estudios
recientes han utilizado roedores con sistema digestivo estéril para
estudiar la causalidad de la microbiota intestinal en el fenotipo de la

obesidad. Estos roedores son Ilamados gnotobidticos (GF por las siglas
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en inglés de Germ free). A continuacion se enumeran los hallazgos mas

importantes de estos estudios.

1.- Los ratones GF alimentados con una dieta alta en grasa no
desarrollan obesidad ni resistencia a la insulina, a diferencia de un ratén
convencional que si cuenta con microbiota intestinal y es alimentado con
la misma dieta (Backhed et al., 2007).

2.- Se observd un incremento significativo de grasa corporal y
resistencia al a insulina en roedores GF inoculados con microbiota
intestinal de roedores convencionales obesos (Turnbaugh et al., 2006,
2008).

3.- Se realizd un trasplante de microbiota intestinal de gemelos
discordantes (uno obeso y uno delgado) en roedores GF. Se observod
gue el roedor inoculado con la microbiota del gemelo obeso desarrolld
mayor adiposidad y masa corporal que el roedor inoculado con la

microbiota del gemelo delgado (Ridaura et al., 2013).

Los primeros estudios que se realizaron en humanos, buscaron
establecer diferencias entre la composicién de la microbiota intestinal de
sujetos delgados y sujetos obesos. Estos estudios observaron que los
sujetos obesos presentaban una mayor proporciéon de Firmicutes y una
menor proporcion de Bacteroidetes en comparacion con los sujetos
delgados (Bervoets et al. 2013; Ley et al., 2006) Sin embargo, estas
diferencias no son observables en todos los estudios (Duncan et al.,
2008; Jumpertz et al., 2011; Mejia-Ledn et al., 2014 ).

Se han propuesto diversos mecanismos que sugieren la participacion de

la microbiota intestinal en el desarrollo de la obesidad y sus
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complicaciones metabdlicas. A continuacion se describen brevemente

algunos de estos mecanismos:

Incremento de la capacidad de absorcion de energia de los
alimentos. La microbiota intestinal produce monosacaridos vy
AGCC a partir de los hidratos de carbono no digeribles por el
hospedero. Estos nutrimentos representan una fuente extra de
energia. Ademas, los AGCC son activadores de GPR41 y GPR43,
las cuales son proteinas G asociadas con la producciéon de PPY.
Esta hormona péptica disminuye la motilidad intestinal y en
consecuencia, aumenta la absorcién de nutrimentos (Erejuwa et
al., 2014).

Regulacion d el metabolismod elip idos. La microbiota
intestinal inhibe la produccion del factor adiposo inducido por
ayuno (FIAF por sus siglas en inglés). La inhibicidn de FIAF
incrementa la actividad de la lipoproteinlipasa, aumentando asi, el
almacenamiento de triglicéridos en los adipocitos (Backhed et al.,
2007).

Endotoxemia me tabodlica. El lipopolisacarido (LPS) es una
molécula pro-inflamatoria presente en la membrana externa de
bacterias Gram negativas (Manco et al., 2010). El aumento de los
niveles séricos de esta molécula esta asociado con dietas altas en
grasa tanto en humanos como en roedores (Amar et al., 2008;
Cani et al., 2006). El LPS activa la cascada de inflamacion a través
de los receptores TLR4 de los macrofagos. Dicho proceso deteriora
la funcidn de las células B-pancreaticas, lo cual genera resistencia

a la insulina e intolerancia a la glucosa (Cani et al., 2006).
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3.3 Efectod el adieta sobrela c omposicion d e la m icrobiota

intestinal.

La composicion de la microbiota intestinal puede ser modificada por
diversos factores tales como: el modo de nacimiento, lactancia, el uso

de antibidticos y los componentes de la dieta (Jandhyala et al., 2015).

La dieta es uno de los factores mas estudiados que se asocian con la
composicion de la microbiota intestinal. A continuacidon se mencionan

algunas de las conclusiones mas importantes de dichos estudios:

1. La microbiota intestinal humana responde rdpidamente a cambios
significativos en la dieta. David et al., 2014 analizaron la
composicion de la microbiota intestinal de diez voluntarios a los
cuales se les cambié la dieta durante tres periodos. El primer
periodo consistié en cinco dias con una dieta basada en alimentos
de origen vegetal exclusivamente. Después, los participantes
regresaron a sus dietas habituales durante cinco dias. Finalmente
los participantes iniciaron un periodo de cinco dias con una dieta
basada en alimentos de origen animal. Los resultados mostraron
gque la composicibn de la microbiota intestinal variaba
considerablemente tras transcurrir 48 horas después de cada

cambio de dieta.

2. A pesar de estas variaciones dindmicas asociadas con cambios
drasticos en la dieta, los habitos alimenticios de los individuos son
elementos dominantes en la determinacion de la composicion de la
microbiota intestinal (Sonnenburg y Backhed 2016). Un estudio
realizado por De Filipo et al., 2010, analizé la composicién de la

microbiota intestinal de niflos de dos poblaciones: una aldea
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africana y una ciudad europea. La alimentacion de la aldea
africana se basa principalmente en el consumo de hidratos de
carbono complejos mientras que la poblacién europea tiene una
dieta rica en proteinas de origen animal y grasas saturadas. Los
hallazgos mostraron una mayor abundancia del género Prevotella
y Xylanobacter en la poblacién africana y una mayor proporciéon
del género Bacteroides y la familia Enterobacteraceae en la

poblacidn europea.

. Un cambio particular en la dieta puede tener efectos variables
entre individuos. Cotillard et al., 2013 estudiaron el efecto de una
dieta alta en fibra y reducida en energia sobre la diversidad de la
microbiota intestinal. Para tal fin midieron el contenido de genes
microbianos en muestras fecales antes y después de la
intervencién. Los resultados mostraron un aumento importante en
la diversidad microbiana de los sujetos que comenzaron el estudio
con valores mas bajos en dicha variable. Por el contrario, los
sujetos que empezaron con una mayor diversidad no mostraron

cambios en la misma tras finalizar la intervencion dietaria.

3.4 Microbiota intestinal y acidos grasos omega-3

Existen pocos estudios que evaluan el papel directo de los acidos grasos

omega-3 sobre la composicion de la microbiota intestinal. Kaliannan et

al., evaluaron dos grupos de roedores con una dieta alta en omega-6:

un grupo silvestre y un grupo de roedores transgénicos fat-1. Estos

ultimos expresan un gen que tiene la capacidad de producir acidos

grasos omega-3 a p artir de acidos grasos omega-6 (Kaliannan, et al

2015). A continuacion se describen brevemente sus resultados.
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e Los roedores silvestres presentaron mayores niveles de
marcadores de inflamacion y endotoxemia en comparacién con
los ratones fat-1.

e Las diferencias en estos marcadores se pierden tras eliminar la
microbiota intestinal con una mezcla de antibidticos de alto
espectro.

e Se observd una mayor abundancia de la familia
Enterobacteraceae en el grupo silvestre. En el caso de los ratones
fat-1, éstos presentaron una mayor abundancia del género
Bifidobacterium.

e Al alimentar a los roedores silvestres con una dieta alta en
omega-3, los marcadores de inflamacion y endotoxemia, asi como
el perfil de la microbiota intestinal se asemejaron a los

observados en los roedores fat-1.

Otro estudio realizado en roedores evalud los efectos de una dieta alta
en grasa saturada y otra alta en omega-3 sobre marcadores de
inflamacidon del tejido adiposo (Caesar et al., 2015). Este estudio
observé mayores niveles de marcadores de inflamacion en los roedores
alimentados con grasa saturada. Al trasplantar la materia fecal de los
roedores alimentados con omega-3 en roedores alimentados con grasa
saturada, los resultados mostraron una reduccién en los marcadores de
inflamacién y en la adiposidad; lo cual demostr6 el papel de la
microbiota intestinal establecida por el consumo de Aacidos grasos
omega-3, en la regulacion de la inflamacidon del tejido adiposo. Al
analizar el perfil de la microbiota intestinal se reportd que el aceite de
pescado rico en acidos grasos omega-3 favorecia el crecimiento de
Akkermansia, Bifidobacterium vy Lactobacillus. Estas bacterias son

consideradas antiinflamatorias debido a g ue estadn asociadas con la
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regulaciéon de la permeabilidad del intestino y/o a la produccidon de

metabolitos que regulan el proceso de inflamacién (Caesar et al., 2015).

Estos estudios muestran que el consumo de acidos grasos omega-3
puede modificar la composicion de la microbiota intestinal y sugieren
gue la microbiota intestinal juega un papel en la regulacién de los

efectos que tienen los acidos grasos omega-3 en el hospedero.

II JUSTIFICACION E HIPOTESIS

La obesidad es un problema de salud publica tanto a nivel nacional como
a nivel mundial, representa un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades como diabetes, enfermedad coronaria; asi como algunos
tipos de cancer, entre otras. Diversos estudios han reportado que los
acidos grasos omega-3 tienen un impacto benéfico en el control de la
obesidad, debido a que participan en la regulacion del metabolismo de
lipidos, glucosa y de los procesos de inflamacion. Investigaciones
recientes sugieren también que la composicion de la microbiota
intestinal muestra asociacién con la obesidad y sus complicaciones
metabdlicas, y que ésta es regulada a su vez, por nutrimentos de la
dieta como los acidos grasos omega-3. Este trabajo busca evaluar si el
consumo de acidos grasos omega-3 modifica la composicién de la
microbiota intestinal de un gr upo de a dolescentes mexicanos con
obesidad. Los resultados generardan conocimiento que apoye el
desarrollo de nuevos estudios que contemplen a la microbiota intestinal
como una variable importante en las intervenciones dietarias, para

reducir las complicaciones metabdlicas asociadas con la obesidad.
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III OBJETIVO: Evaluar los cambios en el perfil de la microbiota
intestinal en adolescentes obesos que recibieron un s uplemento con

acidos grasos omega-3 durante 3 meses.

Objetivos particulares

« Evaluar las caracteristicas bioquimicas y antropométricas de la
poblacién de estudio antes y después de la intervencidn.

« Determinar la composicion de la microbiota intestinal de los
participantes del estudio antes y después de la intervencion.

» Analizar la asociacion entre el cambio en las variables metabdlicas

y la composicidon de la microbiota intestinal.

IV MATERIALES Y METODOS

4.1 Poblacion de estudio
El estudio se llevd a cabo en adolescentes obesos mexicanos con edades
de entre 12 a 18 afios. Para evaluar la presencia de obesidad se
utilizaron los criterios de la CDC, 2010: percentil de IMC > 95. Se conto
con el consentimiento informado firmado por los padres o tutores y el
asentimiento de los menores de edad.
CRITERIOS DE EXCLUSION

e Alergia al pescado.

e Diagnostico de diabetes mellitus tipo 2.

e Tratamiento farmacoldgico de tipo antiinflamatorio.

e Enfermedades cronicas inflamatorias.

e Uso de antibidticos o consumo de probidticos durante el estudio o

3 meses previos al estudio.

e Enfermedades gastrointestinales durante el estudio.
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4.2 Diseino del estudio

El presente trabajo cuenta con las siguientes caracteristicas: es un
ensayo clinico controlado, longitudinal, aleatorizado y doble ciego. El
estudio se dividid en dos etapas: la fase de intervencidon y la fase
experimental. La intervencién dietaria se disefié y realizé por personal
del Laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad de Investigacion
Médica en Nutricion en el Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk
Freund” del Centro Médico Nacional Siglo XXI. La realizacidon de la fase
experimental se llevé a cabo en las instalaciones de la Unidad Periférica
de Gendmica de Poblaciones Aplicada a la Salud de la Facultad de

Quimica en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica.

4.2.1 Antropometria

Las variables antropomeétricas fueron medidas por personal capacitado
del Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund” del Centro Médico
Nacional Siglo XXI. La talla, el peso corporal, la circunferencia de cintura
y de cadera fueron medidos segun los protocolos de Lohman, 1986 con

equipos estandarizados con las normas internacionales de calidad.

4.2.2 Parametros bioquimicos

A los participantes se les tomd una muestra de sangre periférica en
ayuno de 12 horas. Esta muestra fue almacenada en un tubo con un gel
separador para determinar sus parametros bioquimicos en suero. Los
parametros medidos fueron: niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol
total, C-HDL, C-LDL, VLDL y de transaminasas hepaticas ALT, AST y

GGT. Las determinaciones se realizaron en el laboratorio clinico del
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Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund” del Centro Médico

Nacional Siglo XXI de acuerdo con los protocolos internacionales.

4.2.3 Muestra de materia fecal

A los participantes se les proporciond un kit de recoleccidon que contenia
un recipiente y un abatelenguas de plastico estériles, una bolsa de
plastico, etiquetas de identificacién y una bolsa tipo ziploc con un
instructivo. Se evitd el contacto de la materia fecal con el agua del
inodoro por medio de la bolsa de plastico. Posteriormente el participante
tomd una muestra del tamano de una nuez con el abatelenguas y se
colocd en el recipiente. Esta muestra fue tomada y refrigerada con un
dia de anticipacion a su cita con el personal de salud. Las muestras
fueron almacenadas a -70°C, para extraer el ADN bacteriano

posteriormente.

La toma de muestra de sangre, de materia fecal y la antropometria, se
realizd al inicio del estudio (tiempo basal) y después de tres meses de

suplementacion (tiempo final).

4.3 INTERVENCION DIETARIA

Los pacientes se distribuyeron en dos grupos de manera aleatoria
utilizando el programa de Mahmood Aaghaui Rabdom Allocation
(software for parallel group randomized trials, BMC Medical Research
Methodology 2004). El primer grupo fue suplementado con 1.2 g/dia de
aceite de pescado encapsulado de la marca Merck (compuesto
principalmente por los acidos grasos omega-3 EPA y DHA). El segundo
grupo recibié el placebo que consta de 1.0 g/dia de aceite de girasol.

Ambos grupos consumieron dos capsulas diarias de su respectivo
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tratamiento durante tres meses. Para controlar el consumo del
suplemento se citd a los participantes en dias aleatorios para llevar a

cabo un conteo de capsulas.

Para controlar la cantidad de acidos grasos omega-3 ingeridos se pidio a
los participantes no incluir algun otro suplemento que pudiera ser una
fuente adicional de acidos grasos poliinsaturados, ademas se les
proporcion6 una lista de alimentos con alto contenido de acidos grasos
omega-3 que debian evitar. Una vez transcurridos los tres meses de
intervencion se volvié a citar a los participantes para realizarles
antropometria y tomar una segunda muestra de sangre periférica y de

materia fecal.

4.3.1 Composicion del suplemento

El suplemento de acidos grasos omega-3 es un producto comercial de
nombre Pulse 600 de la marca Merk. La dosis diaria de EPA y DHA fue

de 400 mg y 200 mg respectivamente. A continuacién se muestra la

informacion nutrimental del suplemento (Tabla 2).

27



Tabla 2.- Composicion del suplemento de acidos grasos omega-3.

Nutrimento mg/capsula

Grasas totales de las cuales: 1000
Grasa saturada 150.0
Grasas poliinsaturadas de las cuales: 800.0
Acido eicosapentaenoico 400.0
Acido docosohexaenoico 200.0
Grasa monoinsaturada 50.0
Colesterol 0.24
Proteinas 250

Hidratos de carbono 0.0

Sodio 0.0

4.4 Extraccion de ADN bacteriano.

La extraccién de ADN bacteriano se llevé a cabo con el kit QIAamp Fast
DNA Stool Mini Kit de QIAGEN®. A continuacion se describe brevemente
la metodologia. Las muestras se mantuvieron en hielo seco para evitar
favorecer el crecimiento de algunas bacterias resistentes a bajas
temperaturas. Se tomd un fragmento de muestra de 0.18g a 0.23g, vy
se colocd en un microtubo. Se le agregaron 200 pL de amortiguador
InhibitEX que contiene detergentes que lisan las membranas celulares y
se agitd vigorosamente hasta homogeneizar totalmente la muestra.
Posteriormente, se incubd a 95°C por 5 minutos para lisar las paredes

celulares de las bacterias Gram negativas.
A continuacién se centrifugd y se tomé el sobrenadante para afadir 15

ML de proteinasa K y 200 pL de amortiguador AL. Después se incubd la

mezcla a 70°C durante 10 minutos para eliminar la mayor cantidad de
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proteina posible. Una vez terminada la incubacion, se afiadieron 200 pL
de etanol grado biologia molecular para precipitar el ADN, se agité para
homogenizar y se colocd en un tubo que contiene una columna de silica
para separar el ADN. A continuacidon se centrifugd a 13000 rpm, y se
conservo la columna de silica. Después se realizaron dos lavados con los
amortiguadores AW1 Y AW2 para eliminar impurezas. Finalmente se
agregaron 200 pL de amortiguador ATE que atrapa el ADN de la
columna de silica, quedando esta vez en el filtrado. El ADN extraido se

almacend a -20°C para su uso posterior.

4.4.1 Calidad e integridad del ADN

Para determinar la concentraciéon de ADN extraido y su calidad, se utilizd
un analisis espectrofotométrico a 280 nm para evaluar posible
contaminacion por proteina, y a 230 nm, para contaminantes de
naturaleza fendlica. Para tal fin se utilizé un equipo NanoDrop 2000c de
Thermo Scientific®. La integridad del ADN se analizé por medio de una
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE (Tris-
HCL 0.9 M, pH=7, acido acético, Na,EDTA*2H,0 2mM). El fluordforo
utilizado fue EvaGREEN® de la marca Jena Bioscience®, asi como el
marcador de peso molecular de 100 pb. Para revelar el gel se utilizé el

fotodocumentador Universal Hood III de Bio-Rad Laboratories®.

4.5 Amplificacion del gen 16s.

Para amplificar el gen 16s se realizd6 una PCR de punto final en el
termociclador GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystems. Para

la reaccion se utilizaron los reactivos Platinum® PCR SuperMix High

Fidelity de Invitrogen. El Master Mix contiene DNA polimerasa; Tris-SO4
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66 mM pH= 8.9; (NH4)>S04 19.8 mM; MgSO4 2.4 mM y 220 UL de
DNTPs.

El objetivo de esta primera reaccién de PCR fue amplificar un fragmento
del gen 16s que abarca las regiones hipervariables V3-V9, y la adicion
de un codigo de barras a cada muestra para posteriormente identificar
su procedencia. Estos codigos de barras se disefiaron en el
oligonucledtido Forward (F), por lo que contamos con 2 oligos F
diferentes para cada individuo, uno para el tiempo basal y otro para el
tiempo final. Tabla 3 (ANEXO). La composicion de cada reaccidon se
muestra en la Tabla 4. Las condiciones para la reaccién de PCR se
encuentran en la tabla 5. La etapa de alineamiento se realizé en 25

ciclos en la primer PCR y en 5 ciclos en la segunda PCR.

Tabla 4.- Componentes de la reaccion de PCR

Master Mix 22.5 uL

Oligonucledtido Forward [10 uM] 0.5 pL

Oligonucleotido Reverse [10 uM] 0.5 pL

ADN [ 50 ng/pL] 2.0 uL

Tabla 5.- Condiciones de la reaccion de PCR

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
Desnaturalizacidon 94 3:30
Alineamiento 56 0:30
Elongacion 68 6:30
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Para determinar la integridad y el tamafio del fragmento se realizd una
electroforesis con las condiciones descritas anteriormente. Los
amplicones fueron purificados con perlas magnéticas de la marca
AMPure XP de Beckman Coulter®. Estas perlas magnéticas fijaron el
ADN el cual pasé por diferentes fases de lavado. A continuacidon se midié
la concentracion de ADN por analisis fluorométrico en QUBIT® para
conocer la concentracion de amplicon de cada muestra. Después se
prepard una mezcla equimolar que incluyd todas las muestras para

realizar una segunda PCR.

La segunda PCR tuvo como objetivo agregar a los amplicones un
adaptador necesario para la PCR en emulsién de la pirosecuenciacién. Al
igual que la primer PCR, se verificd la integridad y el tamano de los
amplicones contenidos en la mezcla en un gel de agarosa, se purificd
dicha mezcla y se mididé su concentracion por QUBIT® para realizar una
dilucién la cual fue secuenciada en el equipo 454® de Roche. A
continuacion se describe el fundamento de la técnica de

pirosecuenciacion y su utilidad en el estudio del gen 16s ribosomal.

4.6 Secuenciacion masiva para el estudio del gen 16s del ARNr

Se utilizé el gen 16s ribosomal como marcador genético para la
clasificacion taxondmica de la microbiota intestinal. Dicho marcador
cuenta con las siguientes caracteristicas (Rajendhran y Gunasekaran
2011):

1.- Es una molécula antigua y se encuentra presente en todas las
bacterias que se conocen en la actualidad. Por tal motivo se considera

un blanco universal para el estudio de bacterias.
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2.- La estructura y la funcién del gen 16s ribosomal ha cambiado poco
con el tiempo, por lo que es posible determinar qué tan cercano o

alejado esta un microorganismo de otro en un arbol filogenético.

3.- A pesar de que la estructura de su secuencia ha sido relativamente
constante, cuenta con las suficientes variaciones para poder diferenciar

un individuo de otro (regiones hipervariables).

4.- Debido al gran numero de estudios que utilizan al gen 16s
ribosomal, se cuenta con numerosas bases de datos g ue se

complementan y actualizan dia con dia.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
v v w ww v vl w

aplicaciones inespecificas.
Regiones hipervariables.- aplicaciones de identificacién taxonémica

Figura 5.- Estructura del gen 16s ribosomal. Tomado de “Alimetrics
DNA s equence analysis”. El gen 16s es un gen conservado que cuenta
con regiones hipervariables que permiten clasificar filogenéticamente a los
microorganismos.

4.6.1 Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacién es una técnica de secuenciacion masiva que utiliza
la sintesis de ADN mediante una PCR y la generacidon de luz después de
incorporar los nucleétidos a la nueva cadena de ADN. De acuerdo con
Siqueira et al., 2012 la pirosecuenciacidén en general se puede dividir en

tres etapas:

32



1.-Unién de adaptadores. La cadena de ADN a secuenciar es
fragmentada, ligada a dos adaptadores y separada en hebras sencillas.
Uno de los adaptadores es para anclar la cadena molde a una picoesfera
gue contiene oligonucledtidos complementarios a dicho adaptador. El

segundo es complementario a los cebadores utilizados en la PCR.

2.- Clonacién mediante PCR en emulsién. Las picoesferas son solubles
en agua, se colocan en una emulsidn y se agita vigorosamente. Este
proceso genera miles de gotitas de agua, las cuales contienen los
compuestos necesarios para llevar a cabo una clonacion por PCR dentro
de ellas. Mediante el método de dilucion limite se calcula la cantidad de
picoesferas necesarias para que cada gotita de agua contenga una sola
picoesfera con ADN anclado. A continuacién el fragmento de ADN es

clonado dentro de la fase acuosa, generando multiples copias de éste.

3.- Secuenciacién por sintesis. Una vez terminada la amplificacién clonal
por PCR se rompe la emulsién y las microesferas son colocadas en una
placa con picopozos capaces de contener una sola picoesfera a la vez. A
continuacién se lleva acabo la sintesis de nuevas cadenas de ADN a
partir de las cadenas clonadas en la picoesfera. Cada vez que un
nucleétido es afadido a la cadena nueva se libera un pirofosfato que
desencadena una serie de reacciones de quimioluminiscencia, que puede

ser medida mediante deteccion luminométrica.
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Preparacién de los fragmentos
de ADN

\

PCR en emulsion

\

Pirosecuenciacion

.Sulfurilasa
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Luaferm .Luciferasa

Programa
OX|IUC|fer|na
deteccmn

N

Apirasa

dNTP dNDP + fosfato

ATP AMP + fosfato

Figura 6.- Fundamento de la técnica de pirosecuenciacion 454.
Adaptado de (Siqueira et al., 2012)
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4.7 Analisis bioinformatico

Para la determinacion taxondmica de la microbiota intestinal se utilizo el
software Qiime (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). El primer
paso fue eliminar las secuencias de mala calidad y posibles errores.
Después se buscaron los “cddigos de barra” para asignar las secuencias
que corresponden a cada muestra. Posteriormente, las secuencias se
agruparon en unidades taxondmicas operacionales (OTUs). A
continuacién se identificaron las secuencias obtenidas comparandolas
con las de la base de datos GreenGenes. Los OTUs se asignaron con el
97% de similitud con la secuencia de referencia. Aquellas secuencias
que compartieron menos de 50% de similitud se consideraron como

desconocidas.

4.8 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd en software SPSS V 15.0 (SPSS
Chicago, IL, USA). Debido al bajo niumero de muestras se realizaron
pruebas no paramétricas en todos los analisis. Para comparar los valores
basales de los parametros bioquimicos y la microbiota intestinal del
grupo suplementado con placebo con los del grupo suplementado con
acidos grasos omega-3, se utilizd la prueba de U de Mann-Whitney. En
el caso de las comparaciones de los valores basales con los valores
finales de las variables estudiadas se realizé una comparaciéon de dos
muestras relacionadas mediante la prueba W de Wilcoxon. En todas las

pruebas el valor p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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V.- RESULTADOS

En este estudio se evalud si el consumo diario de un suplemento de
acidos grasos omega-3 (1.2 g/dia) modifica la composicidon de la
microbiota intestinal de adolescentes obesos y si dichas modificaciones
se asocian con cambios en los parametros bioquimicos de los
participantes. Se utilizaron muestras fecales basales y finales de 16
adolescentes que terminaron un estudio de suplementacién con acidos
grasos omega-3 realizado por el personal del Hospital de Pediatria del
Centro Médico del IMSS (8 recibieron placebo y 8 el suplemento de

acidos grasos omega-3).

Caracteristicas de la poblacion al inicio del estudio

En la tabla 6 se encuentran los valores de las variables demogréficas,
bioquimicas y antropométricas del grupo con placebo y del grupo con
omega-3, antes de la suplementacion. No se encontraron diferencias
significativas entre los valores basales de dichas variables, excepto en
los niveles de ALT en suero, los cuales fueron mayores en el grupo con

omega-3.
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Tabla 6.- Caracteristicas antropomeétricas y bioquimicas al inicio

de la suplementacion

Placebo Omega-3 p
Basal Basal

Mujeres (%) 75 75
Edad 13 (13.00-17.25) 12 (11.25-13.75) 0.095
Peso (kg) 78.20 (68.68-91.73) 74.60 (70.13-81.13) 0.529
Talla (m) 1.61 (1.57-1.64) 1.56 (1.53-1.60) 0.113
Percentil IMC 97.50 (96.25-98.00) 98.00 (98.00-98.75) 0.063
Percentil Presion 31.70 (6.20-63.93) 53.60 (23.68-93.63) 0.294
Sistolica
Percentil Presion 65.00 (46.23-80.23) 78.25 (71.15-95.03) 0.083
Diastolica
Glucosa (mg/dL) 94.19 (86.95-98.13) 88.55 (81.91-90.72) 0.074
Triglicéridos (mg/dL) 121.54 (87.51-196.85) 185.76 (107.03-234.94) 0.141
VLDL (mg/dL) 28.70 (17.70-39.30) 37.16 (21.40-46.99) 0.294
Colesterol (mg/dL) 165.38 (144.80-173.80) 169.31 (153.37-184.03) 0.529
HDL (mg/dL) 45.36 (37.79-53.50) 42.57 (41.46-43.94) 0.674
LDL (mg/dL) 85.38 (76.44-100.24) 85.76 (83.56-97.72) 0.674
ALT UI/L 26.32 (22.37-32.21) 40.55 (32.83-59.33) 0.036
AST UI/L 33.03 (28.55-43.55) 30.68 (26.60-42.07) 0.674
GGT UI/L 15.53 (13.28-19.24) 18.63 (16.29-25.55) 0.115

Tabla 6.- Los datos se muestran en medianas y rangos intercuartiles. Los datos fueron
ajustados por percentil de IMC. La comparacion se realizé mediante una U de Mann-

Whitney para muestras independientes (p<0.05).
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Cambios en las variables metabolicas

En la Tabla 7 se presentan las determinaciones metabdlicas del grupo
con placebo y del grupo con omega-3, antes y después de las
intervenciones. En el grupo con placebo, se observd una disminucién
significativa en los niveles de glucosa y colesterol después de Ila
intervencion (p<0.05). En cuanto al grupo con el suplemento de acidos
grasos omega-3, solo se observd disminucion significativa en los niveles

séricos de ALT después de la intervenciéon (p<0.05).
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Tabla 7.- Caracteristicas antropométricas y bioquimicas al inicio y al final de estudio.

Variable Placebo p Omega-3 p
n=8
Basal Final Basal Final

Percentil Presion

el 31.70 (6.20-63.93) 24.75 (16.10-69.63) 0.866 53.60 (23.68-93.63) 58.80 (24.15-69.08) 0.779
Percentil Presion

e 65.00 (46.23-80.23) 70.80 (44.40-86.08) 0.866 78.25 (71.15-95.03) 73.35 (68.50-92.23) 0.327
Glucosa (mg/dL) 94.19 (86.95-98.13) 82.45 (76.08-86.50) 0.012 88.55 (81.91-90.72) 79.79 (77.00-85.33) 0.123
Triglicéridos (mg/dL) 121.54 (87.51-196.85) 97.28 (72.07-153.67) 0.208 185.76 (107.03-234.94) 155.11 (116.83-170.87) 0.093
VLDL (mg/dL) 28.70 (17.70-39.30) 19.46 (14.41-30.73) 0.123 37.16 (21.40-46.99) 31.42 (27.54-37.52) 0.161
Colesterol (mg/dL) 165.38 (144.80-173.80) 146.72 (140.26-152.10) 0.017| 169.31 (153.37-184.03) 164.59 (147.98-183.75) 0.161
HDL (mg/dL) 45.36 (37.79-53.50) 41.59 (33.78-52.61) 0.674 42.57 (41.46-43.94) 43.68 (39.89-44.91) 0.484
LDL (mg/dL) 85.38 (76.44-100.24) 77.80 (70.59-89.33) 0.575 85.76 (83.56-97.72) 97.13 (83.56-97.72) 0.484
ALT UI/L 26.32 (22.37-32.21) 27.51 (10.21-46.08) 0.575 40.55 (32.83-59.33) 25.96 (14.46-37.26) 0.012
AST UI/L 33.03 (28.55-43.55) 28.30 (16.72-47.17) 0.327 30.68 (26.60-42.07) 23.62 (19.94-34.68) 0.263
GGT UI/L 15.53 (13.28-19.24) 20.55 (15.91-28.25) 0.050 18.63 (16.29-25.55) 20.85 (16.63-23.47) 0.674

Tabla 7.- Los datos se muestran en medianas y

comparacién se realizé mediante una W de Wilcoxon para muestras relacionadas (p<0.05).

rangos intercuartiles. Los datos fueron ajustados por percentil de IMC. La
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Resultados de la pirosecuencacion

En la Figura 7 se presentan los productos de la amplificacién por PCR de
las regiones hipervariables V3 a V9 del gen 16s ribosomal. Como se
esperaba, los tamafos de los amplicones fueron cercanos a 1500 pb. Al
evaluar la calidad de dichos amplicones por espectrofotometria se
corroboré que éstos cubrian los requerimientos para proceder con la

pirosecuenciacion.

Composicion de la microbiota intestinal a nivel de fila

El andlisis taxondmico de la microbiota intestinal mostré que los fila con
mayor abundancia relativa en ambos grupos al inicio del estudio, fueron
Bacteroidetes y los Firmicutes. Las Proteobacterias y las Actinobacterias
presentaron valores menores de abundancia relativa (figura 8). Los
valores de abundancia relativa no mostraron diferencias significativas al
comparar el grupo con omega-3 y el grupo con placebo, antes de

comenzar la intervencién (tabla 8).

Los Bacteroidetes y los Firmicutes continuaron siendo los fila mas
abundantes tanto en el grupo con omega-3, como en el grupo con
placebo, después de la intervencion (figura 8). La composicion de la
microbiota intestinal a nivel de fila no presentd diferencias significativas
tras finalizar el estudio, tanto en el grupo con omega-3 como en el

grupo con placebo (tabla 8).
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1500 pb

Figura 7. Electroforesis en gel d e ag arosa al 1. 5% d e | os p roductos

obtenidos por PCR.

A Inicio de la suplementacion B Final de la suplementacion

riacepo vmega-3 riaceno vmega-s3

- Otras - Actinobacteria - Bacteroidetes - Firmicutes - Proteobacteria

Figura 8 .- Abundancia relativa de los principales fila al inicio y al final de la suplementacién. A
Valores basales B Valores después de 3 meses de suplementacion.
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Tabla 8.- Abundancia relativa de los fila al inicioy al final de la

suplementacion.

Variable Placebo Omega-3
n=8 P n=8 P o
Basal Final Basal Final
Actinobacteria 0.57 1.14 0.833 0.46 0.82 0.362 0.345
Bacteroidetes 69.54 74.79 0.327 | 75.40 78.63 0.779 0.294
Firmicutes 27.73 21.98 0.327 | 2243 17.44 0.674 0.248
Proteobacteria 1.38 1.35 0.575 1.10 2.53 0.674 0.328

Tabla8 .- Abundancia relativa de los principales fila al inicio y al final de la suplementacién. La
comparacioén se realiz6 mediante una W de Wilcoxon para muestras relacionadas (p<0.05). p*= la
comparacién entre tiempo basal del grupo con placebo y el grupo suplementado con omega-3. Esta
prueba se realiz6 mediante una U de Mann-Whitney para muestras independientes (p<0.05).

Composicion de la microbiota intestinal a nivel de género.

En la Tabla 9 se observan los valores de abundancia relativa de los
géneros mas representativos de los fila analizados anteriormente. No se
observaron diferencias significativas entre los valores del grupo con

omega-3 y los del grupo con placebo, al inicio de la suplementacion.

Después de la intervencion, tampoco se observaron cambios
significativos en los valores de abundancia relativa a nivel de género
tanto en el grupo con omega-3 como en el grupo con placebo. (Tabla
9).
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Tabla 9. Abundancia relativa de los géneros identificados en el grupo con placebo

y el grupo con omega-3 antes y después de la intervencion.

Grupo Placebo

Grupo Omega-3

Género £
n=8 P - p p
Basal Final Basal Final

Bifidobacterium 0.0038 (0.0013-0.0060) 0.0027 (0.0008-0.0069) 0.889 0.0081 (0.0026-0.0177) 0.0020 (0.0010-0.0050) 0.327 0.294
Bacteroides 0.2867 (0.0953-0.5257) 0.1688 (0.1006-0.5479) 0.401 0.2403 (0.1594-0.4441) 0.3006 (0.0904-0.5592) 0.401 0.834
Prevotella 0.1827 (0.0106-0.6616) 0.4916 (0.0095-0.6937) 0.484 0.3965 (0.0563-0.6279) 0.4961 (0.0086-0.6407) 0.889 0.674
Faecalibacterium 0.0728 (0.0391-0.1278) 0.0596 (0.0287-0.1000) 0.263 0.0614 (0.0535-0.0753) 0.0687 (0.0300-0.1568) 0.575 0.462
Ruminococcus 0.0325 (0.0158-0.0425) 0.0188 (0.0079-0.0417) 0.263 0.0171 (0.0064-0.0326) 0.0102 (0.0020-0.0013) 0.208 0.294
Suterella 0.0028 (0.0018-0.0045) 0.0027 (0.0016-0.0044) 0.889 0.0027 (0.0013-0.0123) 0.0057 (0.0042-0.0085) 0.484 0.756
Enterobacteraceae

0.0025 (0.0014-0.0076) 0.0009 (0.0005-0.0023) 0.327 0.0019 (0.0004-0.0051) 0.0013 (0.0006-0.0145) 0.327 0.345
Haemophilus 0.0003 (0.0001-0.0014) 0.0001 (0.00001-0.0015) 0.484 0.0004 (0.0002-0.0011) 0.0001 (0.0001-0.0015) 0.093 0.875
Bilophila 0.0019 (0.0010-0.0027) 0.0009 (0.0001-0.0018) 0.263 0.0010 (0.0006-0.0015) 0.0010 (0.0006-0.0014) 0.674 0.172

Tabla 9.- Abundancia relativa de los principales géneros identificados por pirosecuenciacion al inicio y al final de la
suplementacién del grupo placebo y el grupo omega-3. Los datos se expresan en mediana y valores intercuartiles..
La comparaciéon del tiempo basal vs el tiempo final se realizé mediante una W de Wilcoxon para muestras relacionadas.
p<0.05. p*= la comparacion entre tiempo basal del grupo con placebo y el grupo suplementado con omega-3. Esta prueba se
realizé6 mediante una U de Mann-Whitney para muestras independientes (p<0.05).
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VI.- DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que los acidos grasos omega-3
pueden ser utilizados en el control de complicaciones metabdlicas
relacionadas con la obesidad. Se ha reportado que tienen la capacidad
de regular la presidon arterial, el metabolismo de la glucosa, el
metabolismo de lipidos (Jacobson et al., 2012; Kim et al., 2016, Leslie
et al., 2015), y que pueden mejorar marcadores de dafio hepatico como
las ALT, AST y GGT (Wu et al., 2012; Janczyk et al., 2013).

Estudios en adolecentes obesos han reportado una disminucién
significativa en los niveles de glucosa y triglicéridos después de tres
meses de suplementacién con acidos grasos omega-3 en dosis de 1.2 a
1.8 g/dia (Dangardt et al., 2012; Juarez-Ldpez et al., 2013). En nuestro
estudio, los sujetos suplementados con omega-3 no presentaron
cambios significativos en los niveles séricos de lipidos y glucosa. Es
probable que el tamafio tan limitado de la muestra no permita ver
cambios significativos en estas variables. Sin embargo, si se observd
una tendencia a disminuir los niveles de triglicéridos (p=0.093) en el
grupo que consumio el suplemento de acidos grasos omega-3, por lo
tanto, sera necesario ampliar el tamafo de muestra para determinar si

esta tendencia alcanza significancia.

En los niveles séricos de ALT se observd una disminucion significativa en
el grupo que consumid el suplemento de &cidos grasos omega-3.
Diversos estudios han presentado que los acidos grasos omega-3
reducen marcadores de dafio hepatico incluyendo los niveles de ALT,
tanto en adultos como en nifios y adolescentes (Di Minno et al. 2012;
Janczyk et al., 2013; Zelber-Sagi et al. 2007). Se ha propuesto que este

efecto se debe a que los acidos grasos omega-3 reducen los niveles de
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moléculas inflamatorias como TNF-a, asi como la expresién de genes
asociados con la lipotoxicidad como SREBP (Howell et al. 2009; Spadaro
et al. 2008).

En el grupo con placebo se observé un aumento significativo en los
niveles de GGT. Es probable que estos cambios estén asociados con
variaciones en la dieta o en la actividad fisica de los participantes
(Ferolla et al., 2015; Pour et al., 2014).

Al analizar la composicion taxondmica de la microbiota intestinal, se
encontrd que el filo con mayor abundancia relativa tanto al inicio como
al final del estudio fue el de Bacteroidetes seguido por el de Firmicutes.
Entre estos dos fila representaron mas de 95% de las bacterias
intestinales, tal como se ha reportado en trabajos previos sobre la
microbiota intestinal humana (Tremaroli y Backhed 2012). Los estudios
pioneros sobre microbiota intestinal y su relacion con la obesidad,
reportaron que los Firmicutes se encontraban en mayor proporcién en
sujetos obesos en comparacidn con sujetos delgados (Bervoets et al.
2013; Ley et al., 2006). No obstante, estudios realizados en nifios y
adolescentes mexicanos, han observado una mayor abundancia relativa
de Bacteroidetes, tanto en sujetos delgados sanos como en sujetos
obesos, e incluso en sujetos con diabetes tipo 1 (Mejia-Ledn et al.,
2014; Ramirez, 2014).

Trabajos en roedores han observado que el consumo de acidos grasos
omega-3 aumenta la presencia de bacterias protectoras contra la
inflamacién como Bifidobacterium, Akkermansia y el cluster IV y XIVa de
Clostridium (Caesar et al., 2015; Kaliannan et al., 2015). Estos ultimos
estan compuestos por bacterias asociadas con la produccion de butirato.

En nuestro estudio no se observaron diferencias significativas en la
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composicion de la microbiota intestinal, después de tres meses de
suplementacién. Aun cuando el nimero reducido de sujetos estudiados
podria explicar estos resultados, no se puede excluir el efecto de la dieta
de los participantes, como un factor determinante de la composicion de
la microbiota (Sonnenburg y Backhed 2016). Aunque en este estudio se

les indicé que no modificaran su dieta durante el estudio.

Los efectos de los acidos grasos omega-3 sobre el metabolismo aln no
son del todo claros, ya que se han observado reacciones antagonistas
entre distintas poblaciones (Muley et al., 2014), sugiriendo que el papel
de la genética también condiciona los efectos de dichos acidos grasos. El
estudio de la interaccidon entre los componentes de la dieta y la
microbiota intestinal, proporciona datos nuevos para el entendimiento
de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas. Es importante
contemplar que la obesidad y sus complicaciones metabdlicas
representan entidades complejas, por lo que las estrategias planeadas
para su control deben integrar el papel de los factores genéticos,
dietarios, fisioldgicos; asi como los relacionados con la microbiota

intestinal.

VII.- CONCLUSIONES

Los participantes que consumieron el suplemento de acidos grasos
omega-3 mostraron una reduccion significativa en los niveles de ALT
séricos tras completar el estudio. Debido a que no se encontraron
diferencias significativas en la composicion de la microbiota intestinal
asociadas con la suplementaciéon, es probable que la reduccidon en los
niveles de ALT se deban a los efectos antiinflamatorios de los acidos

grasos omega-3.
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Si bien el tamafio de la muestra fue la mayor limitante de nuestro
trabajo, este estudio nos permiti6 estandarizar los protocolos
experimentales utilizados en la extraccion de ADN vy en |la
pirosecuenciacion para ser utilizados en futuros proyectos del
laboratorio. De igual manera, nos permitié establecer tanto las variables
a controlar como las variables de respuesta para disefar una
intervencion dietaria que pueda implementarse en las instalaciones del

laboratorio.

El uso de las intervenciones dietarias que tienen como blanco a la
microbiota intestinal es una estrategia emergente para el control y
prevencion de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas. El interés
principal de nuestro estudio fue conocer si el consumo de acidos grasos
omega-3 modifica la composicion de la microbiota intestinal en una
poblacidén de adolescentes con obesidad. El analisis de la microbiota fue
nuestra herramienta para contestar dicha pregunta; sin embargo, no
responde qué interacciones existen entre el hospedero y las bacterias
intestinales. El estudio funcional del microbioma intestinal en humanos
mediante metagendmica y metatranscriptomica ayudard a un me jor
conocimiento de cdmo los microorganismos intestinales interaccionan

con los nutrimentos de nuestra dieta, el metabolismo y la genética.

VIIl.- PERSPECTIVAS

Como complemento para este estudio seria interesante analizar
marcadores de inflamacién como IL-6, TNF-a, IL-1B, LPS etc., para
tener una mejor comprension sobre el impacto del los acidos grasos
omega-3 en la inflamacion de bajo grado caracteristica de la obesidad, y

analizar la posible asociacidon con el perfil de la microbiota intestinal.
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Otro factor importante para una intervencion es el control de la mayor
cantidad de variables posibles como la dieta y la actividad fisica. Toda
vez que ambos factores influyen directamente en la composicion de la
microbiota intestinal. La inclusién de informacion de los diarios de
alimentacion ayudara a ajustar los datos por consumo de
macronutrimentos y a evaluar si los resultados obtenidos estan siendo

influenciados por alguno de ellos.

La microbiota intestinal es un factor que estd cobrando mucha
relevancia debido a que cada vez se encuentran mas asociaciones con
diferentes enfermedades complejas como el cancer, la diabetes, la
obesidad y enfermedades autoinmunes. Por tal motivo, el uso de
técnicas mas finas de secuenciacion masiva se ha convertido en el
estandar de oro para su estudio; asi como las llamadas ciencias
“Omicas” que tratan de explicar el universo huésped-hospedero de

manera integrada.
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ANEXO

Tabla 3.- Secuencias de los oligos forward y los oligos reverse.

Descripcion de
la secuencia

Secuencia

Primer PCR

454-V1-V9-F1

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGAGTGCGTCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F2

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGCTCGACACCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F5

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCAGACACGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F6

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATATCGCGAGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F7

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTGTCTCTACCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F8

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTCGCGTGTCCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F9

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGTATCAGCCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F10

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTCTATGCGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F11

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGATACGTCTCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F12

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACTGAGCTACCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F13

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCATAGTAGTGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F14

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGAGAGATACCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F15

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATACGACGTACCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F16

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCACGTACTACCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F17

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTCTAGTACCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F18

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTACGTAGCCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F19

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGTACTACTCCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F20

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGACTACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F21

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTAGACTAGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F22

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACGAGTATGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F23

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACTCTCGTGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F24

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGAGACGAGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F25

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGTCGCTCGCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F26

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACATACGCGTCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F27

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGCGAGTATCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F28

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACTACTATGTCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F29

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACTGTACAGTCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F30

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGACTATACTCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F31

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCGTCGTCTCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F32

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGTACGCTATCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F33

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATAGAGTACTCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-F34

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCACGCTACGTCCTACGGGNGGCWGCAG

454-V1-V9-R51

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGCAAGGCCCGGGAACG

Segunda PCR

454-F-UNIV

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

454-R-UN1IV

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG
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