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1. RESUMEN

El sindrome del intestino irritable (Sll), es un desorden gastrointestinal (Gl), con alta prevalencia en
Meéxico. El Sl se caracteriza por dolor abdominal y alteraciones en la frecuencia y tipo de
deposiciones. La etiologia del Sl es multifactorial. Entre los posibles factores que contribuyen al Sll
existen, la susceptibilidad genética, los desencadenantes ambientales, el sistema nervioso central,
el sistema nervioso entérico (SNE), sistema entero endocrino, el sistema inmune y la microbiota
intestinal. Por otro lado, el consumo de una dieta con alto contenido de FODMAPs (por sus siglas en
inglés Fermentable Oligosaccharides, Disaccharides, Monosaccharides, and Polyols), se ha sefialado
como un factor implicado en el desarrollo de los sintomas del Sll. La dieta baja en FODMAPs, ha sido
introducida como un tratamiento utilizado con la finalidad de reducir la severidad de los sintomas
que caracterizan al sindrome. Sin embargo, aunque la dieta ha demostrado ser efectiva al disminuir
la gravedad de los sintomas, existe una proporcion de estos pacientes que tiene nula o poca
respuesta a dicho tratamiento dieto-terapéutico.

El objetivo de este proyecto fue identificar a pacientes con Sll respondedores y no respondedores a
una dieta baja en FODMAPs (DBF) de cuatro semanas, mediante la determinaciéon de marcadores
inflamatorios séricos y la caracterizacion de la microbiota intestinal.

Se incluyeron 32 participantes con Sll, de los cuales 29 fueron mujeres (90.62%) y 3 hombres
(9.37%). Se clasifico a los participantes como respondedores o no respondedores de acuerdo con
los valores registrados en una Escala Visual Andloga para Sll, al término de la DBF. El 68.75% de los
participantes fueron respondedores (RP: n=22) y el 31.25 fueron No Respondedores (NR: n=10). Se
evalud la composicién de la microbiota fecal, mediante secuenciacion del gen 16S rRNA, usando la
metodologia de segunda generacidon de lllumina. Y se determinaron las concentraciones de
marcadores inflamatorios séricos mediante un ensayo multiplex con la tecnologia de perlas
magnéticas de Millipore.

Se encontraron cinco filotipos a nivel de género como posibles biomarcadores que permiten
distinguir la microbiota intestinal entre los pacientes RP y NR a la DBF. Cuatro de los filotipos
identificados en RP, fueron Clostridium, Haemophilus, y dos géneros no identificados de las familias
Pasteurellaceae y Lachnospiraceae. Por otro lado, en los sujetos NR se identificé al género Dorea.
Respecto a los marcadores inflamatorios se encontraron diferencias en la concentracion de IL-8, la
cual fue mayor en el grupo NR respecto al grupo de RP antes de la dieta baja en FODMAPs.

Los resultados indican que la composiciéon de la microbiota intestinal y el medio inflamatorio
mediado por citocinas, podria influir potencialmente al tipo de respuesta ante la restriccion de
FODMAPs en la dieta, y sugieren que la evaluacidon de la microbiota intestinal podria ser investigada
como una herramienta clinica para la identificacion de pacientes que respondan al manejo
nutricional/nutricio.



2. INTRODUCCION

El sindrome del intestino irritable, (SIl) es uno de los desérdenes gastrointestinales (GI) mas
comunes (1), afecta del 5 al 10% de la poblacién mundial (2) y su prevalencia en México, se
encuentra entre 16% vy 35% (3). Se caracteriza por dolor abdominal y alteraciones en la frecuencia y
tipo de deposiciones (4), se diagnostica segun los criterios de Roma 1V, actualizados recientemente
a partir de los criterios de Roma Il (5). Existen tres subtipos descritos: diarrea (SlI-D), constipacién
(SII-C) y mixto (SII-M). El SlI se presenta principalmente en adultos jovenes y se identifica con mayor
frecuencia en mujeres (6). Las discrepancias en su diagndstico y tratamiento se deben a la ausencia
de un mecanismo conocido que unifique y explique su etiologia y fisiopatologia y a Ia
heterogeneidad entre subtipos. Entre los posibles factores que contribuyen a la aparicién y
mantenimiento del SlI existen, la susceptibilidad genética, los desencadenantes ambientales, la
relacidon bidireccional del sistema nervioso central y entérico (SNE), alteraciones del sistema
enteroendocrino, del sistema inmune (4) y la microbiota intestinal (1). Para entender el papel de la
microbiota intestinal en la fisiopatologia del SlI, se han propuesto distintos mecanismos, uno de
estos sefiala, que las alteraciones en su composicidon y actividad metabdlica activan la respuesta
inmune en la mucosa intestinal, sumandose a la disfuncidn de la barrera epitelial e incremento en
la permeabilidad intestinal (7).

Por otro lado, la interaccidn entre la dieta, la microbiota intestinal y la biologia del anfitrion puede
interpretarse como una importante base fisiopatoldgica para la generacidn de los sintomas. Los
hidratos de carbono de cadena corta fermentables (FODMAPs) que comprenden a los:
Fructooligosacdridos, Oligosacaridos, Disacdridos, Monosacaridos y Alcoholes Polihidricos se
asocian con la aparicién y la severidad de los sintomas del SlI, y su restriccion con su alivio (8). Se
sugiere que los FODMAPs modulan la composicion y la actividad metabdlica de la microbiota
intestinal, mediando cambios en la activacion de las células del sistema inmune. Anteriormente se
ha pensado que composicion de la microbiota intestinal en los pacientes con Sl podria estar

vinculada al grado de respuesta a la dieta baja en FODMAPs (9).



3.

3.1

MARCO TEORICO

Sindrome de Intestino Irritable

El Sindrome de Intestino Irritable (SII) es un Trastorno Intestinal Funcional (TIF), en el que aparece

dolor abdominal asociado a la defecacion y/o cambios asociados a los habitos intestinales (10) sin

signos de alerta como sangrado en heces o pérdida de peso (11).

El Sll es un trastorno intestinal funcional recidivante, definido por criterios diagndsticos basados en

sintomas, en ausencia de causas organicas detectables. El cuadro sintomatico no es especifico del

SlI, ya que sus sintomas pueden aparecer de vez en cuando en casi cualquier individuo, por lo tanto,

se ha subrayado la naturaleza crénica y con recaidas del Sll, proponiendo criterios diagndsticos

basados en la tasa de aparicion y duracién de los sintomas (10).

Los criterios de Roma para el diagndstico del Sll, con sus cuatro versiones diferentes (Roma |, II, lll y

IV) han sido ampliamente divulgados. Estos ultimos comprenden:

1)

2)

Aparicion de los sintomas 6 meses antes del diagnéstico y estar presentes durante los
ultimos 3 meses.

Dolor abdominal recurrente, al menos un dia por semana —en promedio- en los uUltimos 3
meses asociado con dos 0 mas de los siguientes criterios:

a) Relacionado con la defecacién.

b) Relacionado a un cambio en la frecuencia de las heces.

c) Asociado a un cambio de la forma (aspecto de las heces).

Para definir los diferentes subtipos de SlI, el profesional de la salud debe apoyarse en la Escala de

Bristol para la forma de las heces (ANEXO 1). Los subtipos definidos con dicha escala comprenden:

1)

2)

3)

SIl con predominio de estrefiimiento (SII-E): Mas de una cuarta parte (25%) de las
deposiciones tienen heces con forma tipo 1 o 2 de Bristol (deposiciones duras), y menos de
una cuarta parte, heces con forma 6 o 7 (deposiciones disminuidas en consistencia).

Sl con predominio de diarrea (SII-D): mdas de una cuarta parte (25%) de las deposiciones
tienen heces con forma tipo 6 o 7 de Bristol, y menos de una cuarta parte, heces con forma
lo2.

Sl con habito intestinal mixto (SII-M): mds de una cuarta parte (25%) de las deposiciones
tienen heces con forma tipo 1 o 2 de Bristol y mas de una cuarta parte, heces con forma 6

o7.



4) Sl no clasificable (SII-NC): pacientes con Sl cuyos habitos intestinales no satisfacen los
criterios para clasificarse dentro de las categorias anteriores (12). Sin embargo, debe
recordarse que los pacientes frecuentemente hacen una transicion entre los diferentes
subtipos. Los sintomas de diarrea y estreiimiento frecuentemente son mal interpretados
en los pacientes con Sll. Por ende, muchos pacientes con Sll que se quejan de “diarrea” se
refieren a deposiciones frecuentes de heces formadas, y en la misma poblacién de pacientes
“estrefiimiento” puede referirse a cualquiera de las variedades de quejas asociadas con
intentos de defecacién y no simplemente a movimientos intestinales infrecuentes. Ademas,
se deben evaluar los habitos intestinales sin utilizar antidiarreicos o laxantes.
Teniendo en cuenta el predominio de los sintomas de los pacientes y los factores precipitantes,
también se puede subclasificar al Sll en:

— Sll con disfuncidn intestinal predominante.

— Sll con dolor predominante.

— SlI con distensién predominante.

— Sl post-infeccioso (SII-PI).

— Sll Inducido por alimentos (inducido por las comidas).

— SlI Vinculado al estrés.
Sin embargo, con la excepcidn del SlI-Pl, que en general esta bien caracterizado, la pertinencia de
cualquiera de estas clasificaciones sobre el prondstico o la respuesta al tratamiento con SlI sigue

siendo indefinido (10).

3.11.  Aspectos epidemiologicos

El cuadro general de la prevalencia del Sl dista de ser completo, al existir varias regiones del mundo
en las que no se dispone de datos epidemioldgicos. A menudo es problematico hacer comparaciones
entre las regiones debido al uso de diferentes criterios diagndsticos. Ademas de otros factores como
la seleccidn de la poblacion, exclusién o inclusién de procesos comadrbidos y acceso a la atencion
médica. Sin embargo, estudios poblacionales estiman la prevalencia mundial entre 10-20% vy la
incidencia anual entre 1-2% (2). La prevalencia del Sl en Europa y América del Norte esta estimada
en 10-15%. La prevalencia informada del SIl en México varia del 4.4 al 35%. Esta amplia variacidn
en los resultados epidemioldgicos en nuestro pais podria explicarse fundamentalmente, por los

criterios empleados para definir la presencia del Sll. Algunos estudios han sefialado que los



cuestionarios de Roma lll en la comunidad parecen tener una baja sensibilidad para identificar casos
de SIl (13-15). Acorde con lo anterior, se ha informado una prevalencia del 4.4% utilizando los
criterios de Roma lll, que contrasta con prevalencias de 16% a 35% en estudios que usaron los
criterios Roma Il. Sin embargo, los datos disponibles sugieren que la prevalencia es bastante similar
en muchos paises, pese a importantes diferencias en el estilo de vida. En un estudio multicéntrico
en medicina particular, se estima la prevalencia de los diferentes subtipos de Sll y sus caracteristicas
clinicas. Concluyeron que, en México, de acuerdo con Roma lll, el subtipo mas frecuente es el SII-M
(48.4%) y se asocia con sintomas dispépticos, seguido del SII-E (43.0%) con sintomas del tracto de salida,
mientras que el menos frecuente es el SII-D (5.6%) con sintomas de incontinencia fecal, este ultimo con
mayor probabilidad que los demds, de presentarse en hombres. Finalmente, llama la atencién que en
este estudio las mujeres constituyeron 76.8%, para una relacién de 3.3:1 respecto a los hombres (16). La
primera presentacion de pacientes a un médico habitualmente es en el grupo etario de 30-50 afios.

La prevalencia es mayor en mujeres (10).

32 Fisiopatologia

El SIl es un desorden de patogénesis y fenotipo clinico heterogéneo en el que multiples factores
conllevan al riesgo de desarrollar o perpetuar el sindrome. Teorias tradicionales relacionadas a la
fisiopatologia del sindrome lo consideraban una anormalidad en las interacciones del eje cerebro-
intestino y lo visualizan como un complejo de tres partes, compuesto por alteraciones de la
motilidad gastrointestinal, hiperalgesia o hipersensibilidad visceral y psicopatologia o estresores
psicolégicos (17). Sin embargo, evidencia reciente implica otro grupo de factores como
potencialmente importantes para el desarrollo del SlI, incluyendo, alteraciones en la activacion
inmune, incremento en la permeabilidad intestinal y a la microbiota intestinal (18).

Actualmente, se ha demostrado que la interaccion entre la microbiota intestinal y el anfitrion tiene
influencia sobre la manifestacién de los sintomas (9) y podria ser un importante factor implicado en
la etiologia del Sl (11). La evidencia mas sélida se deriva de observaciones clinicas y epidemiolégicas
donde un numero sustancial de pacientes con Sl informan del inicio de sus sintomas
gastrointestinales crénicos después de un episodio de gastroenteritis. Por otro lado, se han
reportado diferencias claras en la composicién de la microbiota intestinal entre pacientes con Sll y
controles sanos, caracterizadas por aumento en los taxones asociados con Firmicutes y una

disminucién en los taxones asociados con Bacteroidetes (19).



Teniendo en cuenta la complejidad del tracto gastrointestinal (TGl), padecimientos como el Sll son
probablemente afecciones multifactoriales y no son causadas por un solo mecanismo (Figura 1), lo
qgue podria explicar por qué se ha avanzado poco en revelar la etiologia y la patologia de esta

enfermedad y el desarrollo de opciones terapéuticas para el SlI.
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Figura 1. Factores periféricos involucrados en la fisiopatologia del SIl. Varios factores, como la alteracion de la composicion de la
microbiota intestinal, junto con el aumento de la permeabilidad intestinal, un cambio en el equilibrio del sistema entero enddcrino y el
sistema inmunitario en el intestino, contribuyen al desarrollo del Sll. Alteraciones en la composicién de microbiota intestinal podrian
conducir al desequilibrio de la barrera intestinal, y de los sistemas entero enddcrino e inmunitario, que, a través de las interacciones con
el sistema nervioso, pueden conducir a la generacidon de sintomas. Abreviaturas: TLR: Toll Like Receptor; LPS Lipopolisacarido; Treg:

Linfocito T regulador. SCFA Short Chain Fatty Acids 5-HT, 5-hidroxitriptamina; slgA, inmunoglobulina

3.3 Microbiotaintestinal humana

La palabra "microbioma" fue acufiada por primera vez por el bidlogo molecular, Dr. Joshua
Lederberg, para referirse a la comunidad ambiental y bioldgica de microorganismos comensales,

simbiodticos y patégenos que comparten el espacio del cuerpo humano (20).



La microbiota consiste en una comunidad microbiana de multiples especies, que viven en un nicho
particular, en mutua sinergia con el organismo anfitrion. Ademds de las bacterias, la microbiota
incluye hongos, arqueas y protozoos, a los que se agregan bacteriéfagos y virus, que parecen ser
incluso mas numerosos que las células bacterianas. La microbiota intestinal se compone
principalmente de los filos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Verrucomicrobia, vy
Proteobacteria (21).

En el estudio del ecosistema microbiano en el intestino, se acepta universalmente que para alcanzar
un estado de salud adecuado es necesario tener también una microbiota «sana». Los cambios en la
abundancia relativa de diversos microorganismos que residen en el intestino, tanto comensales,
como los que se consideran patégenos, se han asociado con una gran variedad de enfermedades
(22). Existe un numero creciente de asociaciones entre el desequilibrio de la microbiota y diversas

enfermedades, desde infecciones por patégenos, hasta desequilibrios mas dificiles de encontrar en

el contexto de enfermedades inflamatorias del intestino, sindrome metabdlico y Sl (22).

3.3.1 Disbiosisintestinal.

La forma en la que la microbiota intestinal interactia con el anfitrion humano es mutualista. La
literatura biomédica usualmente describe a los miembros del microbioma bacteriano intestinal
como comensales; sin embargo, esta relacién resulta mas compleja. Esta simbiosis es mutualista en
su mayoria (23), el anfitrion proporciona a las bacterias un nicho para crecer y a cambio, el
ecosistema bacteriano contribuye al mantenimiento de la homeostasis dentro el anfitridn,
modulando diversas funciones fisioldgicas como la respuesta inmunoldgica y la resistencia a
patdgenos, el control energético y metabolismo lipidico, asi como el desarrollo intestinal y
procesamiento de nutrimentos (24), esto ocurre cuando en las comunidades en la microbiota existe
balance inter-especies, a lo que se le conoce como eubiosis (25, 26). En el TGl numerosos factores
pueden llevar al colapso de la estructura y funcién de la comunidad microbiana. La perturbacion
desfavorable conocida como disbiosis, se ha asociado con diversas enfermedades, y entre estas,
trastornos gastrointestinales, incluido el SIl (1).

Continuamente estamos expuestos a factores que pueden influir en la composicidn de la microbiota.
El nivel de estos cambios viene definido no solo por la naturaleza, la fuerza y la duracidn de la
alteracion, sino también por la composicién y la estabilidad de cada microbiota, asumiendo que

cada una es Unica para cada persona.



Infecciones bacterianas, uso de antibidticos y la dieta son factores que pueden alterar la
composicion de la microbiota intestinal (9). En algunas ocasiones, la naturaleza de la perturbacién
es tan fuerte que condiciona alteraciones en su composicién o en su funcionamiento alcanzando un
estado de disbiosis. La disbiosis puede producirse en cuestidon de dias, particularmente tras la
ingesta de antibidticos, pero también puede ser consecuencia de otras acciones a mas largo plazo,
fundamentalmente relacionadas con la dieta (27). Cuando existe, se afecta la inmunotolerancia y el
sistema inmune puede reaccionar contra componentes propios, o variar en intensidad de su
respuesta, siendo esta exacerbada o deficiente (25).

La disbiosis puede conducir potencialmente al desarrollo de enfermedades infecciosas y no
infecciosas, cada una con firmas especificas en su microbiota, que puede desencadenar eventos

fisiopatoldgicos en diferentes érganos (25).

3.3.2. Interaccion bacteria-anfitrion.

Desde el nacimiento existe una relacién simbidtica entre la microbiota y las células del anfitridn
humano, que evoluciona y se adapta a lo largo del tiempo. Por su capacidad metabdlica, se ha
considerado a la microbiota como imprescindible para la vida (28)

Dentro de las funciones metabdlicas de las bacterias intestinales se encuentra la sintesis de acidos
grasos de cadena corta (SCFA, por sus siglas en inglés Short Chain Fatty Acids), proveniente de la
fermentacién en gran parte de los hidratos de carbono y en menor medida de las proteinas que si
bien contribuye parcialmente en la produccién de SCFA, este proceso libera una mayor variedad de
productos finales como hidrégeno, didxido de carbono, amoniaco, tioles, aminas, indoles y fenoles,
y muchas de estas sustancias son consideradas tdxicas y con efectos cancerigenos (29).

Los tres principales SCFA encontrados en el cuerpo son butirato, propionato y acetato, en una
proporcién aproximada de 1: 1: 3. Aproximadamente el 95% -99% de los SCFA producidos en el
intestino son absorbidos (30). El butirato, representa una fuente vital de energia para los
colonocitos, y hasta el 70% de sus necesidades energéticas pueden satisfacerse a través de los
productos de la fermentacién (31). Los SCFA contribuyen sustancialmente al suministro de energia,
sin embargo, ademas de ser fuentes de energia desempefian un papel en el sistema inmunoldgico

y la respuesta inflamatoria.



3.3.3. Gen ribosomal 165 rRNA y su utilidad en la identificacion de bacterias y

comunidades microbianas

La identificacidon de las comunidades microbianas es una importante tarea para microbiologia y la
exploracién de diversos ecosistemas. Sin embargo, nuestra comprension sobre el reino de las
bacterias sigue siendo limitada debido a que muchas de ellas no se pueden aislar o cultivar en
condiciones de laboratorio. En las ultimas décadas, se han utilizado diversas técnicas para el estudio
de las comunidades bacterianas, dentro de estas se encuentran la electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE), el polimorfismo de longitud de fragmento de restriccidon terminal (T-RFLP)
(32), la hibridacién in situ fluorescente (FISH), Genechipsy la secuenciacion de alto rendimiento (33).
Recientemente, los métodos metagenédmicos han facilitado la expansién del conocimiento con
respecto a las bacterias no cultivables. La secuencia del gen 16S rRNA utilizada por primera vez en
1985, contiene regiones altamente conservadas para el disefio de cebadores, y regiones
hipervariables para identificar las caracteristicas filogenéticas de las bacterias. Su secuencia tiene
una longitud de aproximadamente 1550 pb, siendo lo suficientemente largo para discriminar entre
distintas especies y cuenta con suficientes polimorfismos interespecificos para proporcionar
mediciones distintivas y estadisticamente validas (34).

La eleccién de cebadores para flanquear ciertas regiones del gen 16S rRNA es crucial para la
obtencidn del perfil taxonédmico bacteriano. Se ha encontrado una mayor diversidad a y riqueza
revelada por los cebadores V3-V4 y V4 y se ha indicado un inmenso impacto de los cebadores con
respecto a la amplificacidn de los taxones bacterianos (35).

El uso de secuencias del gen 16S rRNA para estudiar la filogenia bacteriana y la taxonomia ha sido
el marcador genético mas comunmente utilizado por varias razones. Incluyendo: 1) Su presencia en
casi todas las bacterias, donde existe a menudo como una familia multigénica u operones; 2) Su
funcién se ha mantenido a lo largo del tiempo, lo que sugiere que los cambios de secuencia
aleatorios son una medida mds precisa de cambios evolutivos dados en funcion del tiempo; y 3) el
gen 16S rRNA (1,500 pb) es lo suficientemente grande para fines informaticos (36). El aumento en
el nimero de taxones reconocidos a través del 16S rRNA es directamente atribuible a la facilidad en
el desempeiio de los estudios de secuenciacion del gen (37).

Los métodos basados en cultivo, a pesar de ser rapidos, sensibles y especificos, dificilmente detectan
desequilibrios de la microbiota intestinal, es decir, proporciones o cocientes aberrantes de multiples

microorganismos no patégenos asociados a la salud en el contexto de enfermedades crdnicas. Por



tanto, se ha propuesto que, para diagnosticar con mayor precision las condiciones de salud, los
médicos podrian beneficiarse de ensayos moleculares independientes de cultivo, para la

cuantificacion de estos microorganismos en el contexto de un rango de referencia saludable.

3.4. Sistemainmuneenel TG/,

El TGl realiza la digestién y captacidn de nutrimentos a la par que se encarga del mantenimiento de
la homeostasis inmunoldgica, al estar densamente habitado por microorganismos y expuesto a una
contundente carga de antigenos microbianos y dietarios diariamente.

Esto es posible por la presencia de una barrera mucosa, que se divide fisicamente en; 1) barrera
epitelial intestinal, 2) Lamina Propia (LP) y 3) Tejido Linfoide Asociado al Intestino (TLAI), que a su
vez se compone de; 1) las Placas de Peyer (PP), 2) Foliculos Linfaticos Aislados (FLA) y 3) Ganglios
Linfaticos Mesentéricos (GLM), juntos componen el érgano linfatico mas extenso del organismo (38)
(Figura 2).

La capa sencilla de Células Epiteliales Intestinales (CEl), que comprenden enterocitos, células
membranosas o micropliegues (células M), células caliciformes (células de globet) y células de
Paneth (39), se organiza en criptas y villi (40) formando una barrera fisica y bioquimica entre el
lumen y la LP. Las CEl forman una linea de defensa, que es a la vez selectivamente permeable para
permitir la absorcién de nutrimentos, cuya selectividad se mantiene por una red de proteinas de
unién estrecha, que vinculan a las células epiteliales adyacentes y sellan los espacios intercelulares
(41).

Las células caliciformes y de Paneth, regulan la produccion de mucina y la produccién de Péptidos
Anti-Microbianos (PAMs), incluyendo defensinas, catelicidinas, fosfolipasa secretora A2 y lisosomas,
teniendo accién disruptiva sobre las paredes celulares bacterianas (42).

Existen linfocitos intraepitelilales (LIE) dispersos entre las células epiteliales adyacentes a lo largo
del TGI, en inmediata proximidad a los antigenos intestinales, son esencialmente células T,
pertenecientes a los linajes TCRyS (predominantes en el intestino humano) y TCRap, y deben su
retencién en el epitelio intestinal a la interaccién de la integrina aEB7 (también CD103), con la E-
caderina expresada en la superficie basolateral de células epiteliales (43).

La LP es la capa de tejido conectivo bajo el epitelio, cuenta con irrigacion sanguinea, drenaje
linfatico, sistema nervioso para la mucosa y representa un importante sitio efector de la respuesta

inmune, pues alli residen la mayoria de las células inmunes intestinales, que se comprenden
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poblaciones de linfocitos T CD4+, CD8+ y reguladores (Treg) y células plasmaticas, productoras de
Inmunoglobulina A polimérica (plgA) (44) y poblaciones de células inmunes innatas, incluyendo
Células Dendriticas (CDs), macrdfagos, células cebadas, eosindfilos y Células Linfoides Innatas (CLIs)
(45), (44).

Las PP en el ileon distal, se consideran el sitio inductor primario para la respuesta inmune en la
mucosa, no estan encapsuladas y carecen de linfaticos aferentes y son ricas en foliculos de células
B, con pequefias areas de células T CD4+ y CD8+ interpuestas en domos sub-epiteliales (DSE),
separados del lumen por una capa Epitelio Asociado a los Foliculos (44) con pocas enzimas
digestivas, donde las células M regulan la captura y transporte de antigenos luminales vy
microorganismos, dirigiéndolos a Células Presentadoras de Antigenos (CPAs) como DCs, (46). Otro
sitio inductor son los GLM, son ricos en linfocitos y macréfagos y son los ganglios linfaticos mas
extensos del cuerpo, filtran la linfa del intestino y ahi se inician las respuestas inmunes contra
antigenos circulantes o transportados por CPAs provenientes de la LP, que interactian con linfocitos

virgenes y de memoria para iniciar su activacién y diferenciacion (44).}

3.5.  Inflamacion intestinal cronica en pacientes con Sl/

Para entender la funcidn de la microbiota en la fisiopatologia del SlI, se han propuesto distintos
mecanismos, dentro de estos uno sefiala que las alteraciones en su composicién y actividad
metabdlica, activan la respuesta inmune en la mucosa intestinal, creciente evidencia implica que la
inflamacién de bajo grado y disfuncion del sistema inmune innato, ocasionan disfuncién de la
barrera epitelial e incremento en la permeabilidad (7). Aunque algunos resultados son
contradictorios, mastocitos (MC), eosinéfilos y otras células inmunes clave, y sus mediadores
parecen jugar un papel importante en subgrupos de pacientes con Sll. Desequilibrio de citocinas en
la circulacidn sistémica y en la mucosa intestinal también caracterizan al Sll y los receptores tipo Toll
(TLRs) y su en el reconocimiento de patégenos también han destacado recientemente, ya que se ha
informado que existe desregulacién en pacientes con Sll (47). Se ha informado que del 12% a 50%
de los pacientes con Sll tienen alteraciones de la permeabilidad intestinal. Mecanismos subyacentes
al aumento de la permeabilidad en el Sl no se han establecido completamente, aunque se cree que
la alteracidn en las uniones epiteliales cerradas y las proteinas asociadas a la unién de adherencia

estan involucradas en el incremento en la permeabilidad. Por ejemplo, se ha observado menor
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expresion de la proteina de unidn estrecha zénula ocludina 1 (TJP1) y E-caderina en pacientes SII-D,
lo que se ha asociado con dolor abdominal en este subgrupo de pacientes (48, 49).

Por otro lado, los pacientes con SlI tienen una mayor densidad de células T de la ldmina propia,
linfocitos intraepiteliales, mastocitos de la mucosa y células enteroendocrinas, que promueven un
medio proinflamatorio a través de la produccién de mediadores solubles (50, 51). La histamina y la
triptasa como mediadores de MC, pueden alterar la funcidon nerviosa sensorial visceral nociceptiva
y causar estimulacién e hipersensibilidad. Ademas, la triptasa puede disminuir la expresion de la
unién molécula de adhesién-A (JAM-A) in vitro y, por lo tanto, aumentar la permeabilidad del
epitelio permeabilidad en el Sl (47) . Secrecion aumentada de triptasa e histamina ha sido
documentada en biopsias de duodenal, colon de recto en algunos estudios de Sl que se yuxtapone
a los nervios entéricos, contribuye a la hipersensibilidad visceral y se asocia al agravamiento de los
sintomas (51). La infiltracion de leucocitos, se acompafia de la generacién de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno, otro factor que amplifica la disbiosis, promoviendo el crecimiento de taxones
bacterianos especificos, disminuyendo la diversidad y ejerciendo una accién antimicrobiana contra
bacterias estrictamente anaerdbicas, susceptibles a la intoxicacién por oxigeno (24).

La activacién de TLRs, receptores tipo NOD (NLRs) y otros receptores de Reconocimiento de
Patrones (PRRs) ocurren a través de su interaccion con Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
(PAMPs) (52). Un nimero no regulado de bacterias podrian activar continuamente los TLRs e inducir
la expresion de citocinas proinflamatorias, conduciendo a una inflamacién intestinal crénica y dafio
epitelial (24). Se ha demostrado que la expresién de los TLRs 2, 4y 5, esta aumentada en la mucosa
coldnica, y a su vez, su presencia correlaciona positivamente con el tiempo de progresién del
sindrome. TLR2 y TLR4 censan la presencia de bacterias Gram +y Gram - respectivamente y la union
a sus ligandos puede desencadenar activacidn de sefiales intracelulares llevando a la produccion de
citocinas proinflamatorias. Entre las diferencias encontradas en pacientes con Sll, comparados con
sujetos sanos se encuentran concentraciones elevadas en suero de IL-1B, IL-6, IL-8, IFN-y y TNFa
(53) incremento de las quimiocinas CCL2, MIP-1B y CXCL16 y disminucion de la citocina
antiinflamatoria IL-10 (54). Un estudio transversal realizado en pacientes mexicanos con SlI, reveld
que la disminucidn de esta ultima interleucina es un biomarcador candidato, reflejo de la alteracién

en la regulacion inmune (55).
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3.6. Abordaje dieto-terapéutico en el Sl/

Las intervenciones dietéticas forman parte de las opciones basicas para el tratamiento del SllI.
Basado en las recomendaciones dietéticas del National Institute for Health and Care Excellence
(NICE) y la Asociacién Dietética Britanica, el plan de alimentacién recomendado para los pacientes
con Sll, promueve comidas regulares y porciones reducidas, bajas en grasas y cafeina, sugiere evitar
el alto consumo de fibra, bebidas gasificadas y alimentos inductores de gas como la cebolla, los
frijoles y el brécoliy limita el consumo de tabaco (9).

La mayoria de los pacientes con Sl (70% -89%) informan que alimentos especificos (ej., qué
contienen leche o trigo) (56) exacerban los sintomas y, en consecuencia, muchos pacientes limitan

o excluyen algunos alimentos de su dieta habitual.

3.6.1 FODMAPs

Recientemente, el consumo de hidratos de carbono fermentables de cadena corta, o bien
oligosacaridos, disacaridos, monosacaridos y polioles fermentables (FODMAPs) han sido sugeridos
como factor generador de los sintomas en pacientes con Sl (9).

Hace mucho tiempo se reconocié que HC especificos (p. ej., fructosa, lactosa) y posteriormente que
los FODMAPs pueden provocar una exacerbacién de los sintomas gastrointestinales en sujetos con
SlI (57-59).

Los FODMAPs se pueden encontrar en una amplia variedad de alimentos, principalmente aquellos
provenientes del trigo, leguminosas, algunas verduras, frutas, lacteos y derivados, productos
industrializados con alto contenido de fructosa, y productos con edulcorantes no caldricos que
contengan alcoholes polihidricos (ANEXO 2).

La digestibilidad de los hidratos de carbono (HC) varia debido a la ausencia o disminucidn de enzimas
hidrolasas para su digestion. Los HC no digeribles incluyen polisacaridos no almidéon (PNA),
almidones resistentes, oligosacaridos y algunos polioles (60). Ademas de estos HC, algunos
disacdridos y monosacaridos no se absorben completamente en el intestino delgado. Se sabe que
aproximadamente 40g/dia de HC no digeribles y/o no absorbidos ingresan al colon (61)y los
polisacaridos de cadena larga que incluyen, PNA como celulosa, hemicelulosas y pectina, psilio y

almidones resistentes contribuyen sustancialmente a estos HC.
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En el colon, los HC con un alto ndmero de mondémeros (grado de polimerizacion, DP> 10, ej., inulina)
se fermentan mas lentamente y producen un volumen de gas menor que aquellos con menos

mondmeros (DP <10, por ejemplo, oligofructosa) (62).

3.6.2. Mecanismo de accion de los FODMAPs

Los FODMAPs cuentan con tres caracteristicas: 1) Son mal absorbidos en el intestino delgado; 2)
Fermentados rdpidamente por bacterias coldnicas y; 3) Su alta actividad osmdtica aumenta el
contenido de agua el lumen intestinal (Figura 3). Estas caracteristicas han sido asociadas a la
promocién de la sintomatologia del SI.

Uno de los mecanismos propuestos por los cuales los FODMAPs pueden provocar los sintomas en
el Sll es el aumento del agua del intestino delgado. El aumento en el agua luminal puede inducir
dolor abdominal e hinchazén en aquellos con hipersensibilidad visceral (63). También se ha
planteado que el agua adicional del intestino delgado contribuye a deposiciones sueltas y diarrea
(56).

Por otro lado, el aumento en la disponibilidad y fermentacién coldnica de HC de cadena corta no
digeribles conduce a la acumulacién de gas, incluido el hidrégeno y el metano, lo que conduce a la
distension luminal y a la exacerbacion de sintomas, especificamente en aquellos con
hipersensibilidad visceral (pacientes) (56).Especificamente, la inulina conduce a una produccion
posterior y en general casi el doble de la produccion total de gas en comparacién con la fructosa

(64).
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Figura 2. Mecanismos por los cuales los carbohidratos fermentables de cadena corta pueden inducir sintomas en el Sll. Algunos
carbohidratos fermentables de cadena corta son absorbidos. Por ejemplo, la fructosa se puede absorber a través de los
transportadores GLUT2 o GLUTS y la lactosa se puede absorber si se hidroliza con lactasa. La fructosa no absorbida, los polioles y la
lactosa conducen a cambios osmaticos en el ileon. Los carbohidratos fermentables no absorbidos se fermentan en el colon, lo que
lleva a la produccién de gas luminal. En el contexto de la hipersensibilidad visceral y el funcionamiento colénico alterado, la distension
luminal resultante produce una exacerbacion de los sintomas. Abreviaturas: CHas, metano, CO,, diéxido de carbono; FODMAPs,

oligosacaridos fermentables, disacéridos, monosacéridos y polioles; GOS, galacto-oligosacaridos; H», hidrégeno; H.0, agua.

Se ha reportado que la dieta baja en FODMAPs por 3 semanas, reduce el hidrégeno en el aliento
después de un desafio con lactulosa en comparacién con una dieta alta en FODMAPs (65), lo que
sugiere que conduce cambios en el patron de fermentacion del colon independiente de la ingesta
aguda de HC fermentables, probablemente mediado por alteraciones en la composicidon de la
microbiota. Sin embargo, una investigacion reciente reporté que tanto el hidrégeno en el aliento
como la cinética del volumen colénico, fueron casi idénticos en pacientes con Sll en comparacién
con individuos sanos, sugiriendo que la hipersensibilidad visceral a la distensién luminal, en lugar
de una distensién luminal aumentada per se, puede ser clave para la provocacidn de los sintomas

(63).
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Existe evidencia de otros mecanismos por los cuales los FODMAP pueden inducir sintomas en el SlI,
como el aumento en la motilidad gastrointestinal inducido por fructosa y manitol (66), lo que reduce
aun mas la oportunidad de absorcién del intestino delgado y aumenta la disponibilidad para la

fermentacion coldnica.

3.6.3. Dieta bajaen FODMAPs

La restriccidn dietética de FODMAPs es relativamente reciente en el manejo de la dieta en el Sll e
implica la restriccion de multiples oligosacaridos fermentables (fructanos, galacto-oligosacaridos),
disacaridos (lactosa), monosacaridos (fructosa) y polioles (p. ej., sorbitol, manitol). Su
implementacién clinica implica un asesoramiento dietético en profundidad sobre la restriccidn de
FODMAP, seguido de la exclusion dietética de FODMAPs durante 4 a 8 semanas para probar la
respuesta a la dieta. Cuando se ha logrado una respuesta sintomatica, estos HC se reintroducen en
la dieta a tolerancia mientras se monitorean los sintomas, con el objetivo final de lograr una dieta
diversa y nutricionalmente adecuada junto con el control de los sintomas a largo plazo.

Un aspecto relacionado a la dieta baja en FODMAPs es que puede reducir la produccién de Acidos
Grasos de Cadena corta (Short Chain Fatty Acids o SCFA). Esto resulta relevante, ya que el
incremento de su concentracién en heces se ha asociado con la hipersensibilidad visceral en
pacientes con Sl (67). Aunque, dicha concentracién puede no ser una medida precisa de la
produccién de SCFA in vivo, debido al efecto del tiempo de transito del colon en su absorcidon y el
volumen de heces en la dilucién de SCFA (68), lo que puede llevar a variaciones a través de los
subtipos de Sl (69). Su principal sitio de produccién en el colon ascendente, por lo que su evaluacién
requiere técnicas invasivas (70), volviendo dificil confirmar la interaccidn entre la DBF, la produccion
de SCFA y la induccion de los sintomas en el SII.

Se ha descrito que los SCFA pueden inducir hipersensibilidad visceral (67), lo que sugiere un
mecanismo por el cual la dieta baja en FODMAPs lleva a cabo su efecto sobre la sintomatologia, sin
embargo, este mecanismo aun no se ha estudiado exhaustivamente, y los hallazgos son
inconsistentes (56, 71). La reduccién en la concentracion de SCFAs es probablemente el resultado
de: 1) la reduccién considerable en la ingesta de FOS y GOS (72), y por lo tanto una reduccién
considerable en el sustrato disponible para la fermentacidon coldnica, lo que podria alterar la
composicion y el funcionamiento de la microbiota y 2) cambios en la abundancia de taxones

involucrados en la produccion de SCFA y/o reacciones de alimentacién cruzada. Existe evidencia
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reportando que el cumplimiento de una dieta baja en FODMAP lleva a cambios en la microbiota
gastrointestinal y su produccién metabdlica.

Dentro de dichos hallazgos, utilizando técnicas de hibridacién in situ con fluorescencia y PCR
cuantitativa se ha demostrado que la dieta baja en FODMAPs ocasiona reduccién en la abundancia
relativa de Bifidobacteria (73),(68) y de la carga bacteriana total. A través de métodos de
secuenciacion, no se han encontrado cambios en la diversidad a o B después del consumo una dieta
baja en FODMAPs. Sin embargo, se ha observado aumento en la abundancia de Clostridiales Xl
Incertae sedis spp y Porphyromonas spp y disminucién en Propionibacteriaceae (65). Al compararse
una dieta baja en FODMAPs de 3 semanas con una dieta alta en FODMAPs, se informd mayor
abundancia del género fijador de nitrégeno Adlercreutzia en el grupo bajo en FODMAPs,
posiblemente contribuyendo a la reduccién de los sintomas por la disminucidn de la respuesta al
hidrégeno (65). Ademas, en este estudio el andlisis metabdlico de la orina fue capaz de discriminar
los grupos en funcidon de tres metabolitos urinarios, incluida la histamina, un modulador de la
inflamacidn y la funciéon inmune. También se encontraron varias asociaciones entre la abundancia
de varios taxones, el metaboloma y los sintomas clinicos, lo que sugiere que los cambios observados
inducidos por la dieta en la microbiota y el metaboloma pueden ser en parte responsables de los
resultados clinicos. A través de ensayos clinicos experimentales, donde pacientes con Sl
consumieron una dieta baja en FODMAPs durante 4 a 6 semanas se ha reportado mejoria en la
sintomatologia que caracteriza al sindrome (74). Un estudio cegado con placebo indicé que el 70%
de los sujetos que consumieron una dieta baja en FODMAPs por 21 dias tuvieron mejoria en los
sintomas gastrointestinales (68). En otro estudio, se reportd la reduccién en la escala de puntuacién
de gravedad (Irritable Bowel Syndrome Severity Sympton Score o IBS-SSS) en un grupo que consumio
una dieta baja en FODMAPs en comparacion con los pacientes que solo recibieron asesoramiento
dietético (72). Aun hay mucho que entender sobre el impacto de la dieta baja en FODMAPs sobre la
microbiota y la salud gastrointestinal. Por ejemplo, se desconoce el cdmo la dieta baja en FODMAPs
y su influencia en el metabolismo y la proliferacion de grupos bacterianos especificos, que pudieran
verse afectados o beneficiados por la restriccidn dietética podrian tener efectos en la estructuray
actividad de toda la comunidad microbiana o bien, sus posibles efectos perjudiciales en la mucosa
intestinal y la salud del colon, se desconoce el efecto definitivo sobre la concentracion de SCFA vy el
pH luminal en el colon proximal, o si hay un momento critico en el que las alteraciones de la

microbiota podrian tener consecuencias funcionales afectando la salud a corto o largo plazo. Se cree
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que la restriccion de FODMAPs combinada con suplementos probidticos o prebidticos y la

reintroduccién de FODMAPs a tolerancia pueden revertir estos posibles cambios.

3.6.4. Tipoderespuestaa ladieta baja en FODMAPs

Actualmente, al menos 10 ensayos controlados aleatorios o ensayos comparativos reportan que la
dieta baja en FODMAPs conduce a la respuesta clinica de los pacientes con Sll, particularmente
mejoras en hinchazén, flatulencia, diarrea y sintomas globales en un 50%-80% de los pacientes (56).
Sin embargo, se desconoce el por qué sélo una proporcién de los pacientes con Sl responden
favorablemente a la dieta baja en FODMAPs (75), mientras el resto parece tener minima o nula
respuesta al tratamiento dieto-terapéutico (76).

Una propuesta interesante es emplear el analisis cuantitativo de la microbiota como un predictor
de respuesta a la dieta baja en FODMAPs. Dicha propuesta ha sido evaluada en un nidmero limitado
de estudios. En un estudio, la abundancia inicial de taxones como Bacteroides, Ruminococcaceae y
F. prausnizi predijo la respuesta a una dieta baja en FODMAPS de 2 dias en nifios, donde la respuesta
se baso en la frecuencia del dolor (77). Este fue un estudio cruzado de alimentacion, y la respuesta
a los sintomas se produjo solo en el 24% de los pacientes, pero se reporté que los respondedores
se enriquecieron al inicio del estudio, en taxones con una mayor capacidad metabdlica sacarolitica
conocida (por ejemplo, Bacteroides, Ruminococcaceae, Faecalibacterium prausnitzii) y tres genes
ortélogos de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes o KEGG), dos de los cuales se relacionan con el metabolismo de los HC. En resumen, sugirio
que los pacientes con una mayor abundancia de microbiota sacarolitica o bien microbiota
fermentadora de HC, pueden beneficiarse mas de una reduccidn en los sustratos fermentables en
la dieta.

Otro estudio mostré que los perfiles bacterianos intestinales podrian usarse para predecir la
capacidad de respuesta a la dieta baja en FODMAPs en el Sll (76). Donde, el perfil bacteriano
intestinal de pacientes adultos con Sll respondedores a una dieta baja en FODMAPs, difieren de los
gue no responden antes de comenzar la intervencidn. Streptococcus, Dorea y Ruminococcus gnavus
tendieron a ser mas abundantes en los no respondedores solo antes de la intervencidon. Ademas,
Bacteroides stercoris, Pseudomonas, Acinetobacter y el género anaerdbico reductor de azufre
Desulfitispora fueron mas abundantes en no respondedores, tanto antes como después de la

intervencién. Finalmente, reportaron que todos los pacientes que siguieron la dieta baja en
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FODMAPs, reflejaron menor abundancia de Bifidobacteria y el filo Actinobacteria, que usan
FODMAPs para su metabolismo (56). Para evaluar si la dieta baja en FODMAPs se asociaba con
cambios en los perfiles bacterianos de pacientes con Sll. Se usé la prueba GA-map Dysbiosis. Esta
prueba tiene limitaciones, pues determina la abundancia de secuencias pre-identificadas y tiene un
proceso sencillo que se traduce en un entorno clinico, creando perfiles bacterianos estandarizados
de pacientes. Si bien, el indice de Disbiosis (Dysbiosis Index o DI) que proporciona el test, ofrece un
puntaje sobre la composicién de un perfil bacteriano en relacidn con la de los sujetos sanos, no es
en si una herramienta para identificar cambios en bacterias especificas. Idealmente, se necesitan
otros medios para identificar la disbiosis intestinal, como a través de la secuenciacidn bacteriana del
16SrRNA, que también proporciona valores de a y B de diversidad, ademas se desconocen las dietas
del grupo de referencia de control sano nérdico (noruego y sueco) utilizado para la creacién de dicha
prueba. Sin embargo, este estudio sefald la utilidad de técnicas estadisticas multivariadas para
predecir la capacidad de respuesta a la Dieta Baja en FODMAPs, valiéndose Unicamente de taxones
bacterianos, sin embargo, el Sll representa una entidad heterogénea dénde se manifiestan en
conjunto, alteraciones en la composicién y actividad de la microbiota e inflamacién de bajo grado
en la mucosa intestinal. Sabiendo que la microbiota intestinal y el sistema inmune estan
estrechamente relacionados y mutuamente influenciados, la utilizacidn de taxones bacterianos y
marcadores inflamatorios séricos para predecir la respuesta a la Dieta Baja en FODMAPs, pareceria
viable, al brindar informacién sobre la estructura de las comunidades microbianas y, a su vez sobre
el anfitrién humano, pudiendo ser de gran utilidad para discriminar a los sujetos que responderan

favorablemente a la dieta baja en FODMAPs de aquellos con nula o poca respuesta.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SIl es un trastorno funcional digestivo asociado a los patrones de alimentacidon con una alta
prevalencia a nivel nacional. Se ha reportado que la restriccién de FODMAPs en la dieta puede;
disminuir la severidad de los sintomas que caracterizan al Sll, modificar la composicién de la
microbiota intestinal y las concentraciones séricas de citocinas proinflamatorias. Sin embargo,
aunque la dieta ha demostrado ser efectiva al disminuir la gravedad de los sintomas, existe una
proporcién de estos pacientes que tiene nula o poca respuesta a dicho tratamiento dieto-

terapéutico.
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5. JUSTIFICACION

La dieta con bajo contenido en FODMAPs ha demostrado ser efectiva al reducir la severidad de los
sintomas y modificar la composiciéon de la microbiota intestinal en los pacientes con SllI. Sin
embargo, sélo una proporcion de los pacientes con Sll responden adecuadamente al tratamiento
dietético, algunos de ellos pueden, por el contrario, experimentar el agravamiento de sus sintomas,
ademas, se desconoce la profundidad de su influencia en el metabolismo y la proliferacién de grupos
bacterianos especificos, y sus posibles efectos perjudiciales a salud del colon, por lo que resulta
necesario identificar a los sujetos respondedores de los no respondedores a un plan de alimentacion
bajo en FODMAPs, para brindar una terapia dirigida, distinguiendo a los pacientes con Sll que

podrdn beneficiarse del tratamiento dieto-terapéutico.
6. HIPOTESIS

La abundancia de bacterias fermentadoras de hidratos de carbono en la microbiota intestinal y las
concentraciones séricas de marcadores inflamatorios discriminaran a los pacientes con Sl no
respondedores de los respondedores a una dieta con bajo contenido en FODMAPs antes de la

intervencion dietética.

7. OBJETIVO GENERAL

Identificar bacterias fermentadoras de hidratos de carbono y marcadores inflamatorios séricos que
discriminen a los pacientes con Sll no respondedores de los respondedores a una dieta con bajo

contenido en FODMAPs.
8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e C(lasificar a los participantes que se sometan a una dieta baja en FODMAPs en
respondedores y no respondedores, de acuerdo con los valores reportados en la Escala

Analoga Visual para Sll (VAS-IBS) al término de la intervencion.
En sujetos respondedores y no respondedores antes de la Dieta Baja en FODMAPs:

e Comparar la abundancia de bacterias fermentadoras de HC en la microbiota intestinal.
e Comparar los marcadores inflamatorios séricos.
e Generar una funcion lineal que discrimine a los pacientes con Sll por su tipo de respuesta a

la dieta baja en FODMAPs.
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9. MATERIALES YMETODOS

9.1 Criterios de Inclusion

e Hombres y mujeres con diagndstico de Sl de acuerdo con los criterios ROMA lII.

e Mayores de 18 y menores de 60 afnos.

e Libre participacién en el estudio mediante la firma del consentimiento informado.

92 Criterios de exclusion

e Uso de antibidticos tres meses previos al tratamiento.

e Enfermedades concomitantes cronicas no transmisibles, inflamatorias o de tipo
autoinmune.

9.3 Criterios de eliminacion

e Falta de apego al tratamiento dieto-terapéutico.

e Uso de antibidticos durante el tratamiento.

e Uso de prebidticos y/o probidticos durante el tratamiento.

9.4. Disenoexperimental

Los participantes fueron captados en la Clinica de Medicina Familiar ISSSTE Cuitldhuac localizado en
la alcaldia Azcapotzalco, en la Ciudad de México. Los pacientes de la clinica fueron atendidos por un
nutriélogo y un gastroenterdlogo, dénde aquellos que cumplieran los entonces vigentes, criterios
diagndsticos ROMA 1ll para Sll, eran seleccionados e invitados a participar en el estudio. Los
pacientes con diagndstico de Sll que aceptaron participar en el estudio fueron citados y evaluados
quincenalmente en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica. En la primera visita se realizé un
historial clinico dietético para cada participante, considerando parametros antropomeétricos,
bioquimicos, clinicos y dietéticos. En esta misma visita, personal de nutricion brindd a los pacientes
educacién nutricional, dénde se les dio a conocer listados de alimentos altos en FODMAPSs a evitar
durante la intervencion y se les entregd a los participantes un plan de alimentacidn individualizado,
isocaldrico con bajo contenido en FODMAPs y un listado de alimentos equivalentes “permitidos”
(ANEXO 3), con un menu ejemplo. De forma semanal los pacientes fueron contactados via correo
electrénico, para ofrecer asesoria y aclarar dudas respecto al tratamiento. En cada consulta se
evalud la sintomatologia mediante la VAS-IBS. Al inicio y al término del tratamiento, se obtuvo una
muestra de sangre venosa periférica y una muestra de materia fecal. El suero derivado de la sangre

y las heces fueron almacenados a -70°C hasta su utilizacion.
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9.5 Calculode la muestra.

Para el calculo de la muestra se empleé la férmula de diferencia de medias:

Zy_qtZq-
na = (af + of i) (Pt la-s )2

La n se calculd con un poder estadistico  de 0.95 y un error a de 5%. Se contemplaron los resultados
de un estudio piloto realizado en el INMEGEN en sujetos sanos y pacientes con Sll donde se buscaba
observar diferencias en la composicion microbiana entre ambos grupos. Para dicho célculo de la
muestra se considerd la abundancia de la familia bacteriana Erysipelotrichaceae, misma que en
dicho estudio piloto correlaciond significativamente con el dolor abdominal y mostré ser menor en
los controles sanos. Sujetos sanos (Grupo A), tuvieron abundancia relativa de 0.09+0.13 mientras
Los pacientes con Sl (Grupo B) tuvieron abundancia relativa de 0.19 £0.14. Calculandose una n de

29 pacientes mds 25% por pérdidas dando 36 pacientes con SlII.

9.6. Diagrama de flujo

Basal Dieta Baja en FODMAPs
Y v l v
Dia0 Dia 1 Dia 15 » Dia 30
L l L 4
12 Consulta ‘ ‘ Consulta seguimiento | | 32 Consulta
4 ¥

Evaluacidn nutricional
Antropometria
Recordatorio de 24h / Analisis de la dieta
Escala Andloga Visual de Bengtsson (VAS-IBS)

L | Y

‘ Toma de muestras ‘ | Toma de muestras ‘

Quimica Sanguinea

l Sangre venosa periférica }—' Peterninatanide eoeinas e Ener -—l Sangre venosa periférica ‘
con Multiplex

Purificacion de ADN bacteriano,

Materia fecal > amplificacion 165 (V3-Va) y - Materia fecal
secuenciacion.
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10. ESTRATEGIAS METODOLOGICAS

10.1.  Quimica clinica y determinacion de citocinas.

Las muestras de sangre venosa periférica fueron recolectadas en tubos para suero Vacutainer y
centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm, el suero fue separado y almacenado a -70 °C hasta su
utilizacidn. Las concentraciones de glucosa, triacilglicéridos y colesterol total en suero fueron
determinadas mediante el autoanalizador Miura 200 y los kits (Diagnostics Systems, DyaSys). Se
cuantificaron 8 citocinas (IFN-y, IL-1ra, IL-1a, IL-8, IP10, MIP1a y TNFa) en las muestras de suero

utilizando un sistema Multiplex (Milliplex, Millipore, USA).

10.2. EscalaAnaloga Visual,

La VAS-IBS disefiada y validada por Bengtsson M. et al, detecta diferencias en los cinco sintomas
intestinales principales caracteristicos del SIl, considerando: “Dolor abdominal”, “Diarrea”,
“Constipacion”, “Distencidn y Flatulencias” y “Vomito y Nausea”. Los pacientes registraron en el
VAS-IBS la gravedad de cada elemento en una escala de 100 mm de largo ("Malestar muy severo 0
a "sin malestar en absoluto” 100. Esta escala se considera eficaz cuando la mejoria global es del 50%

en los sintomas (37) (ANEXO 4).

10.3. Evaluacion del estado de Nutricion.

Se evalud el estado de nutricion usando técnicas antropomeétricas, signos clinicos y variables
dietéticas registradas en la historia clinica nutricional. Se pesé y midid a los participantes en una
bascula clinica con estadimetro, modelo EL, marca Velab, se midieron paniculos adiposos con un
plicometro Lange, se midieron circunferencias con una cinta antropométrica Lufkin. Todo lo anterior
de acuerdo con los protocolos antropométricos de la International Society for de Advancement of
Kinanthropometry (ISAK). Se estimé el porcentaje de grasa corporal de los pacientes, con la férmula

Siri para densidad corporal a través de las mediciones antropométricas: peso, talla, los pliegues
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cutaneos tricipital, bicipital, suprailiaco, subescapular y la circunferencia de muieca, también se
midieron las circunferencias de cintura y cadera. Y se recabd informacién de la dieta de los

pacientes, aplicando recordatorios de 24 horas en cada consulta.

10.4. Analisis de la dieta.

La informacidn de la dieta obtenida a través de recordatorios de 24 horas validados para poblacién
mexicana se empled en la estimacién de consumo de nutrimentos usando el software NutriKcal.
Obteniéndose: consumo de alimentos equivalentes del Sistema Mexicano de Alimentos
Equivalentes (SMAE), energia (kcal), gramos de proteina, hidratos de carbono y fibra, microgramos

de acido félico, miligramos de colesterol, retinol, Vitamina C, hierro, calcio y sodio.

10.5. Purificacion de DNA bacteriano, amplificacion y secuenciacion.

Se instruyd a los pacientes con un protocolo escrito para el adecuado manejo y almacenamiento de
heces, mismas que serian entregadas al inicio y final del tratamiento. Una fraccién de las muestras
fecales entregadas por los pacientes se transfirié a tubos de centrifugado de 1.5 ml, cuidando que
su contenido se mantuviera en 180-220 mg. Posteriormente, fueron almacenadas a -70°C hasta el
momento de su utilizacién. Las heces fueron sometidas a extraccion de DNA, usando el kit de
Qiagen, QiAmp DNA Stool Mini Kit, que utiliza membranas de silice, para la purificacion de DNA
gendmico, bacteriano, viral o parasitico, de muestras de heces frescas o congeladas. EI DNA
purificado fue eluido en 100 puL de Buffer AL de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

El DNA purificado fue cuantificado por espectrofotometria UV visible de espectro completo en un
Nanodrop 2000c, calculando el cociente de Densidad Optica (OD) OD260/OD,so para determinar su
pureza. La integridad del DNA fue determinada, haciendo una electroforesis en un gel de agarosa
al 2%. EI DNA en el gel fue tefiido con Redgel Nucleic Acid Gel Stain y visualizado en un equipo

ChemiDoc XRS+ con el software Image Lab.
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Se generaron fragmentos de 460 pb a partir de 100 ng de DNA de cada muestra, amplificdndose
las regiones hipervariables V3-V, del gen 16SrRNA, utilizando el Master Mix Platinum Multiplex PCR
y los primers Fwd 5’ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCGTCGGCAGCGTCAGATGTGT
ATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3'; Rev: 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA

CAGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3' en un

termociclador ABI Geneamp 9700, las condiciones de PCR utilizadas fueron las siguientes:

Fase Temperatura Tiempo

Desnaturalizacidn inicial 95°C 3 minutos
Desnaturalizacion = 95 °C 30 segundos

25 ciclos Alineamiento 55 °C 30 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos

Los amplicones fueron purificados utilizando el kit QlAquick PCR purification Kit de QIAGEN,
posteriormente fueron secuenciados segun la metodologia de alto rendimiento de la plataforma
Illumina usando el Kit MiSeq Reagent v3, para preparacion de librerias de secuenciacion
metagendmica de 16S, en la unidad de secuenciacion del INMEGEN. Segun el protocolo de
preparacion de librerias, se amplificaron las regiones hipervariables V3-Vsen un ciclo de PCR limitado
y se agregaron los adaptadores de secuenciacion y cddigos de barras de doble indice al amplicon
objetivo. Las bibliotecas se agruparon para su secuenciacion utilizando los indices de Nextera XT.
Usando lecturas pareadas de 250 pb, los extremos de cada par de lecturas se sobreponen, para
generar lecturas completas de alta calidad de la regidn Vs-V4, en una corrida de 56 horas. El resultado

de corrida de MiSeq es de aproximadamente 24-30 millones de lecturas paired-end.

10.6. Aspectos éticos

Este proyecto mantuvo un apego estricto con el “Reglamento de la Ley General de la Salud en
Materia de Investigacion para la Salud” (78) la Declaracion de Helsinki (79) y los lineamientos
reportados por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (80).

Los aspectos éticos de la investigacién en seres humanos dispuestos en el Titulo Segundo del

“Reglamento de la Ley General de la Salud en Materia de Investigacidn para la Salud”, nos permiten

25



clasificar a este proyecto como de riesgo minimo para los sujetos de investigacién aqui
mencionados, como se detalla en el articulo 17 indice Il del Capitulo I.

El proyecto fue aprobado y registrado con el # 086.2015. Los participantes fueron informados de
manera verbal de los procedimientos realizados en este proyecto antes de su iniciacidon y
consentimiento, para el cual, debieron de firmar una “Carta de Consentimiento Informado” (ANEXO

5).
1. ANALISIS ESTADISTICO

11.1.  Andalisis bioinformatico.

Para el analisis bioinformatico a partir de las secuencias obtenidas del 16SrRNA, se utilizd la
plataforma Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 (QIIME2) versidn 2018.4. Primero se
generd un archivo Metadata.tsv, para importar las secuencias crudas pareadas obtenidas con
MiSeq. Los cédigos de barras fueron removidos de las secuencias con la instruccion demux emp-
paired. Posteriormente, para el control de calidad de las secuencias y la construccion de la tabla de
caracteristicas (Feature table (Frecuency)) se uso la instruccién dada2 denoise-paired. A partir de la
tabla de caracteristicas se obtuvo un resumen con la instruccion feature-table summarize y se
generd un arbol filogenético para los posteriores analisis de diversidad usando phylogeny align-to-
tree-mafft-fasttree. Se generaron las pruebas estadisticas de diversidad a y p mediante las
siguientes instrucciones diversity core-metrics-phylogenetic, diversity alpha-group-significance,

diversity beta-group-significance y diversity alpha-rarefaction.

Se asignd la taxonomia a las secuencias a partir de la tabla de caracteristicas, usando un clasificador
Bayesiano pre-entrenado en la base Greengenes 13_8 para el gen 16SrRNA y la instruccidn feature-
classifier classify-skleRNA. Se filtraron datos de respondedores y no respondedores con feature-
table filter-samples para construir artefactos de composicion (Feature table (Composition)), con el
método de imputacién composition add-pseudocount. Los andlisis de abundancia diferencial
ANCOM se hicieron a partir de los artefactos de composicién usando la instruccién composition

ancom.
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112, Andalisis estadistico.

Se analizé la normalidad de los datos. Las variables cuantitativas continuas (datos antropométricos
y bioquimicos) variables con distribuciéon paramétrica se presentaron como media, * desviacion
estandar (DE), y en mediana y percentil 25 y 75 aquellas con distribucidn no paramétrica. Para las
variables cualitativas se emplearon frecuencias y porcentajes. Para evaluar las diferencias entre los
grupos de estudio por tipo de respuesta, se aplicé la prueba de suma de rangos de Wilcoxon o la
prueba T para muestras independientes. Para evaluar diferencias antes y después de la intervencion
se aplicd la prueba de suma de rangos con signo de Wilcoxon o la prueba T de Student para muestras
relacionadas segun el criterio de homocedasticidad y la normalidad de los datos. En todas las
pruebas se asumid la significancia estadistica siendo el valor de probabilidad (P) menor de 0.05. Se
clasificd a los pacientes respondedores (RP) y no respondedores (NR) por subtipo de Sl de acuerdo
a los valores registrados en la VAS-IBS, se estandarizaron las variables por desviacién estandar. Se
calcularon las diferencias en abundancia de géneros bacterianos, marcadores inflamatorios y
valores de la VAS-IBS antes y después de la DBF. Se hicieron Andlisis de Componentes Principales
(PCA) para observar el comportamiento de los marcadores inflamatorios séricos y los géneros
bacterianos fermentadores de Hidratos de Carbono en los grupos de RP y NR antes y después de la
DBF. Se consideraron los géneros bacterianos y marcadores inflamatorios séricos con mas alto
coeficiente negativo del primer componente principal para la construccion de una funcién
discriminante mediante un Analisis Discriminante Lineal (LDA), finalmente se construyd una tabla
de contingencia para clasificar a los pacientes con Sll, RP y NR a la dieta con bajo contenido de
FODMAPs. Los andlisis estadisticos se realizaron en el programa estadistico R versién 3.4.3, STATA

13 e IBM SPSS Statistics 23.

12. RESULTADOS

12.1.  Caracteristicas de la muestra

Se incluyeron a 32 participantes con Sll. Posteriormente, se clasificd a los participantes como
respondedores o no respondedores de acuerdo con la VAS-IBS, utilizando los siguientes criterios

(Tabla 1).
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Tabla 1. Criterios de clasificacidn por tipo de respuesta de acuerdo con la VAS-IBS.

Subtipo Respondedores No respondedores

SlI-C Cambio en el valor “Constipacion” > 1cm Aquellos que no cumplen las condiciones por
SII-D Cambio en el valor “Diarrea” > 1cm subtipo.

SlI-mM Cambio en los valores “Constipacién” y “Diarrea” 2 1cm | Sin cambio en el sintoma principal.

El 68.75% de los participantes fueron respondedores (RP: n=22) dicho grupo compuesto por 29
mujeres (90.62%) y 3 hombres (9.37%). El 31.25% fueron No Respondedores (NR: n=10) y dicho
grupo se conformd por 9(90%) mujeres y 1(10%) hombre. El grupo de los RP comprendia sujetos
con SlI-C (n=16), SlI-D (n=2), SlI-M (n=4), y el de NR sujetos con SII-C (n=6) y SII-M (n=4).

La mediana para edad fue de 42.5 (28-52) para RP y 32.5 (27-44) para NR. El peso fue de 69.6+£17.3
y 68.16+ -9.08 kg para RP y NR, respectivamente antes de la DBF y de 69.05+16.1y 67.43 + 8.37 kg
para RP y NR, respectivamente después de la DBF. El IMC fue de 27.65+6.23 en RP y de 25.05 + 2.66
kg/m2°" NR antes de |la DBF y de 27.45%5.74 en RP y 24.77+2.38 en NR después de la DBF. El
porcentaje de grasa corporal antes de la DBF fue de 32.2745.95 y 33.519+5.11 en RP y NR
respectivamente. No se encontraron diferencias en las caracteristicas antropométricas entre RP y
NR, excepto por el porcentaje de grasa corporal después de la DBF que fue de 36.21+5.93 paraRP y
32.931£4.39 par NR. Las concentraciones de glucosa, triacilglicéridos y colesterol permanecieron
dentro de los pardmetros normales y sin cambio a lo largo de la intervencion. Los parametros
antropométricos, y la quimica clinica se presentan en la Tabla 2.

Los valores registrados en la VAS-IBS de los RP y NR antes y después de |la DBF se presentan en la
Tabla 3. Los sujetos RP reflejaron una mejora en todos los sintomas de la VAS-IBS que alcanzé la
significancia estadistica. Por otro lado, en los NR el cambio en la sintomatologia sélo abarcé los
sintomas “Constipacion” (P=0.013) y “Distension y flatulencia” (P=0.009), el resto de los sintomas

permanecieron sin cambio.
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Tabla 2. Caracteristicas de la muestra antes y después de la DBF

n (%)

Edad (afios)

Sexo n (%)

Mujeres (%)
Hombres (%)
Altura (cm)
Subtipo SlI
Constipacion (SII-C)
Diarrea (SII-D)
Mixto (SII-M)

Tiempo

Respondedores

No Respondedores

32 (100%)

22 (68.75%)

42.5(28-52)

10(31.25%)

32.5(27-44)

Mujeres 29 (90.62%)

Hombres 3 (9.37%).

20 (90.9%)

2(9.09%)

158.31% (6.07)

16(72.7%)

2(9.09%)

4(18.18%)

Caracteristicas antropomeétricas

Peso (kg)

indice de Masa Corporal (kg
/ m2)

Circunferencia de cintura
(cm)

Grasa Corporal (%)
Circunferencia de cadera
(cm)

indice Cintura Cadera
Quimica Sanguinea (mg/dL)
Glucosa

Triacilglicéridos

Colesterol

Antes
No
Respondedores Respondedores
69.61£17.3 68.16+-9.08
27.6516.23 25.05 £ 2.66
88.89+14.2 84.57+7.47
32.27+£5.95 33.51945.11
99(94.5-104.7) 101.35(95.5-
104.3)
0.86%0.09 0.84+0.05
81.22+10.73 71.84+18.63
133(93-166) 89(81-138)
191.09+41.37 202.4£27.9

9(90%)

1(10%)

164.8+5.61

6(60%)

4(40%)
Después
No
Respondedores Respondedores

69.051+16.1 67.43 +8.37
27.4515.74 24.7712.38
87.94+13.74 83.8316.34
36.21+5.93 32.93+4.39*

100(93-104)

0.85+0.08

78.15%£13.8

128(77-153)
186.04+42.87

Datos presentados como media * D.E, Mediana con percentil 25-75, o como frecuencia y porcentaje.
Prueba estadistica T de Student para muestras independientes con variables estandarizadas, comparando por tipo de respuesta Antes

de la DBF

99.85(97-102)

0.81+0.04

73.66+13.29

100(91-124)
192.33+16.68
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Tabla 3. Valores de la Escala Visual Analoga (VAS-IBS). Puntuacion (cm) antes y después de DBF.

Respondedores (n=22) Antes Después Valor P
Dolor abdominal 3.55(1.92-5) 9.5(8-9.8) <0.0001
Diarrea 8.65(7.35-9.8) 9.95(9.32-10) 0.003
Constipacion 2.8(1.75-4.97) 9.65(8.85-10) <0.0001
Distencidn y flatulencia 1.85(0.6-3) 9.5(8.37-9.75) <0.0001
Vomito y nausea 9.95(9.5-9.82) 10(9.82-10) 0.014

No respondedores (n=10)

Dolor abdominal 6.25(2.75-8.75) 8(7.25-9.3) 0.221
Diarrea 6.8(7.25-9.3) 6.8(4.4-9.5) 0.483
Constipacion 2.3(0.6-5.02) 7.85(5.75-9.72) 0.013
Distencidn y flatulencia 6.25(1.4-7.35) 8(6.57-8.27) 0.009
Vémito y nausea 10(9.5-10) 10(9.5-10) 0.249

Datos presentados como media  D.E, Mediana con IC 95% o como frecuencia y porcentaje.
Prueba estadistica T de Student para muestras relacionadas para variables de distribuciéon normal.
Prueba estadistica Wilcoxon para muestras relacionadas para variables no paramétricas de los valores Antes DFB y Después DBF

122, Analisis de la dieta

La dieta tiene una importante contribucién a la salud al proveer de nutrimentos y modular la
composicion de las comunidades microbianas residentes en el tracto digestivo (81). Por tanto, se
analizo la dieta de los pacientes RP y NR a través de la informacion obtenida en los Recordatorios
de 24 horas y se buscaron diferencias en el consumo de alimentos equivalentes, ingesta caldrica,
macronutrimentos y micronutrimentos antes y después de la DBF, que pudiesen dar indicios
respecto al tipo de respuesta o la composicién de la microbiota intestinal de los participantes.

El consumo de alimentos en los sujetos RP y NR antes y después de la DBF se muestra en la Tabla 4.
La dieta de los sujetos RP antes de la DBF (RPA) se caracterizé por un mayor consumo de carnes y
cereales, y un bajo consumo de verduras, leguminosas y leche, los sujetos RPA reportaron consumir
de forma “moderada” azlcares y grasas. Después de la intervencién con la DBF, se observé
disminucién estadisticamente significativa en el consumo de equivalentes grasa (después 1.815
(1.30-3.15) vs antes 3.805 (3.25-6.11, P=0.05)) (Grafica 6A). Respecto a los sujetos NR, su dieta antes

de la intervencién se caracterizd por un mayor consumo en carnes y cereales, bajo consumo de
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leche y bajo o nulo consumo de leguminosas y una mayor ingesta de equivalentes de verduras de
3.44 (0.65-10.23) a 2.19 (1.74-4.05) y azucares de 2.1 (0.645-4.60) a 1.52 (1.19-4.04), respecto a los
sujetos RPA, sin ser esta diferencia estadisticamente significativa. En los pacientes NR después de la
DBF (NRD), no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el consumo de
equivalentes. No obstante, se incrementé la ingesta de verduras y se disminuyd el consumo de

grasas en los NRD respecto a los NRA.

12.2.1. Ingesta calorica y consumo de macronutrimentos

La ingesta caldrica, de macronutrimentos, colesterol y fibra en RP y NR antes y después de la DBF se
reporta en la Tabla 4.

La ingesta caldrica en los sujetos RP fue de 1459 (1195.25-2068.5) a 1436.5 (1244-1656) Kcal/dia
antes y después de la intervencidn respectivamente. La ingesta caldrica en los sujetos NRA fue de
1748 (1306-1895) Kcal, superior a la del grupo de RP antes y después de la DBF. No obstante,
disminuyd el consumo caldrico en los NRD de 1288 (938.25-1637.75) respecto a los NRA y el grupo
de RP a lo largo de la intervencion. Sin embargo, estas diferencias no tuvieron significancia
estadistica. La dieta de los sujetos RP y NR antes y después de la DBF se aproximd a la distribucion
normal de macronutrimentos, pero se caracterizd por ser baja en fibra, siendo cercana a la mitad
de la Ingesta Diaria Recomendada (IDR) para adultos de acuerdo con la FAO/OMS. Respecto al
consumo de macronutrimentos y de colesterol, no se encontraron diferencias significativas

intragrupales, intergrupales o por el tiempo.

12.2.2. Consumo de micronutrimentos en RPy NR antes y después de la DBF.

La estimacién de consumo de micronutrimentos se muestra en la Tabla 4.

Los sujetos RP presentan una ingesta de Vitaminas A, y C cercana a lo recomendado para el grupo
de edad, con baja ingesta de acido fdlico, hierro y calcio y alto consumo de sodio. Se encontré
incremento en el consumo de Vitamina A en los RPD siendo de 1402 (1094.66-4239.88) mcg
respecto a los RPA con 828 (340.39-206.05) mcg (P= 0.044) (Gréfico 1).
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Aunque no se encontraron diferencias significativas, el consumo de Vitamina A antes de la

intervencién en los sujetos NR fue mayor respecto a los sujetos RP, lo mismo sucede para la ingesta

de hierro y calcio. Al comparar el antes vs el después de la intervencidon, no se encontraron

diferencias en la ingesta de micronutrimentos en los sujetos NR. Sin embargo, después de la

intervencién los sujetos NR tuvieron mayor ingesta de Vitamina A y sodio y menor consumo de

vitamina C, acido félico y de hierro. La ingesta de sodio fue mayor en el grupo de NR que en el grupo

de RP antes y después de la DBF.

Tabla 4. Analisis de la dieta entre RP y NR antes y después de la DBF

Kcal/dia

Proteina (g)

Lipidos (g)

Hidratos C. (g)

Colesterol
(mg)
Fibra (g)

Vitamina A
(mcg)
Vitamina C
(mg)
Acido Félico
(mcg)

Hierro (mg)

Calcio (mg)

Respondedores

Antes

1459 (1195.25-2068.5)

72.5 (54.7-93.4)

52.68 (43.19-85.77)

173.3 (129.55-251.05)

206 (143.5-340.5)

13 (8-20.3)

828 (340.39-206.05)

75 (58.17-119.87)

129.2 (96.46-193.99)

9.94 (8.77-13.24)

629.5 (513.83-804.06)

Después

1436.5 (1244-1656)
65.35 (59-76.15)
53.65 (30.19-63.79)
192.75 (162.72-212.27)

124.5 (102.25-285.25)

13.7 (9.32-20.7)

1402 (1094.66-4239.88)*

78.35 (64.73-149.13)

130.25 (70.65-371.14)

10.775 (7.95-18.97)

545 (440.19-896.89)

Respondedores

No respondedores

Antes

1748 (1306-1895)

73.2 (58.3-112.9)

66.94 (49.39-80.67)

178.3 (156.5-228.6)

173 (154-216)

14.4 (11.6-26.6)

1010 (214.34-3685.88)

84.4 (37.46-129.18)

218.3 (97.9-540.6)

16.09 (7.39-22.57)

902 (500.73-1258.37)

Después

1288 (938.25-1637.75)
72.45 (52.85-104.17)
38.71(27.94-66.17)

161.25 (131.47-126.27)

130.5 (94-336)

10.3 (8.26-13.25)

1279.5 (729.6-2149.64)

41.5 (16.87-118.27)

119.7 (59.81-289.33)

8.54 (5.55-11.84)

573.5(301.08-838.41)

No respondedores
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Sodio

Antes

(mg)

1771 (1410.24 2919.02)

Numero de equivalentes por dia (#/dia)

Azucar 1.525 (0-3.76)
Carne 6.5 (4.17-8.43)
Cereal 6.16 (3.73-6.98)
Frutas 1.66 (78.75-2.18)
Grasa 3.8(2.13-6.92)
Leche 0 (0-0.35)
Leguminosas 0 (0-0.09)
Verduras 2.19 (1.55-3.65)
Etanol 0 (0-0)

Datos presentados como mediana, y percentil 25y 75.

1475.5 (816.49-3009.77)

Después

0.59 (0-3.61)
5.85 (3.46-6.68)
7.56 (5.05-8.42)

1.58 (0.68-2.1)
1.815 (0.63-3.58) *
0(0-0.82)

0 (0-0)

2.22 (0.9-6.155)

0(0-1.7)

Antes

2607 (1670.9-2921.0)

2.1(0.46-3.5)
6.98 (5.22-7.11)
6.07 (4.18-6.31)
1.5 (0-2.31)
3.96 (2.82-4.87)
0.95 (0.05-0.95)
0 (0-0)
3.44 (1.65-4.44)

0(0-0)

Después

0(0-1.94)
7.515 (4.87-9.25)
5.215 (2.92-6.3)
1.06 (0.64-1.88)
2.65 (1.04-3.99)
0(0-0.23) *
0(0-0)
4.75 (3.18-5.76)

0 (0-0)

Prueba estadistica U- de Mann-Whitney para variables no paramétricas de muestras independientes (P<0.05) ®
Prueba estadistica Wilcox signada para variables no paramétricas de muestras relacionadas (P<0.05) *

Eqvs. de grasaldia

0.01

RA RD NRA
Respuesta/Tiempo

NRD

n

Eqvs. de Leche/dia
=) a

0.0

2884 (-370.39-8487.39)

15000

10000

5000

Vitamina A (meg)

RA RD NRA NRD

Respuesta/Tiempo

==

Grafico 1. Cambios en el consumo de equivalentes y vitamina C en RP y NR antes y después de la DBF.
A) Diferencias en el consumo de equivalentes de grasa al dia entre RP y NR. B) Diferencias en el consumo de equivalentes de leche al dia
entre RP y NR. C) Diferencias en la ingesta de vitamina C entre RP y NR.
Grupos: RA =Respondedor Antes, RD = Respondedor Después, NRA = No Respondedor Antes, NRD = No respondedor Después.

12.3.  Comparacion de la microbiota intestinal de los pacientes respondedores y

los no respondedores antes de la intervencion.

Y

A ‘ NRA
Respuesta/Tiempo

NRD
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Debido a que, diferencias taxondmicas en la composicién del microbiota intestinal de los RP y NR
antes de la intervencidn podrian influir en la respuesta de los pacientes a la DBF, se comparé la

microbiota intestinal de los pacientes antes de la intervencion dieto-terapéutica entre RP y NR.

El andlisis bioinformatico se realizé a través de las secuencias obtenidas de 32 pacientes. Tras
ejecutar el control de calidad de secuencias y la remocién de quimeras, con la herramienta DADA2,
se obtuvieron 1, 795, 602 lecturas, con un promedio de 27, 206 de lecturas totales por muestra.
Agrupando lecturas Unicas de las muestras individuales, se identificd la presencia de 6, 469 variantes
de secuencia de amplicones (ASVs). La gréfica de acumulacién de especies mostré que la riqueza
genética se aproximaba a la saturacion en funcion del tamafio de la muestra, lo que indica que la
cantidad de muestras era suficiente para resolver la mayoria de los géneros y buena para capturar
la diversidad microbiana (ANEXO 6). Posteriormente se analizé la riqueza y la uniformidad de la
microbiota intestinal en pacientes RP en comparacidn con los pacientes NR. Se buscaron diferencias
intra e intergrupales, a partir de indices de alfa diversidad incluyendo OTUs observados, Shannon y
diversidad filogenética (PD) y Pleiou_e (ANEXO 7). Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en dichas métricas (Grafica 1.A-C). Los pacientes RP y NR antes y
después de la intervencién fueron diversos de acuerdo con el indice de Shannon (Grafica 1.A). La
similitud en la estructura de las comunidades microbianas fue comparada con un andlisis de beta
diversidad, mediante un analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en weighted-UniFracy
unweigted UniFrac, para observar una comparacién completa de comunidades microbianas, sin
embargo, no fue posible observar la separacion de los grupos (ANEXO 8). El analisis PERMANOVA
con 999 permutaciones, no mostrd cambios en la beta diversidad intra o intergrupal (ANEXO 9). El
anadlisis de Coordenadas Principales (PCoA) basado en la distancia de Jaccard mostré una nula

separacion entre NR y RP antes y después dieta (ANEXO 10).

12.3.1. Composicion a nivel de Filo

Las comunidades microbianas de los pacientes RP y NR se caracterizaron por 8 filos representativos:
Firmicutes, Bacteroidetes, Tenericutes, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria,

Fusobacteria y Actinobacteria (Grafica 2). Se genero un volcano plot con una prueba T de Student
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y un FDR ajustado por el método Benjamini-Hochberg entre los sujetos RP y NR antes y después de

la DBF (ANEXO 11). No se identificaron diferencias en filos bacterianos.

100+
B Verrucomicrobia
804 Em Tenericutes
mm Proteobacteria
60+ mm Fusobacteria
ES == Firmicutes
01 mw Cyanobacteria
204 == Bacteroidetes
Actinobacteria
0-

NR_antes NR_después R_antes R_después

Grafica 2. Composicidn a nivel de género, de la microbiota intestinal en RP y NR antes y

12.3.2. Composicion a nivel de género

Se caracterizaron los patrones de abundancia relativa de géneros bacterianos considerando a los
géneros arriba del 1% de abundancia relativa en ambos grupos, lo que resultéd en 143 distintos
géneros. Las comunidades microbianas de los pacientes RP antes de la intervencion se
caracterizaron principalmente por la presencia de los géneros, Bacteroides, Prevotella,
Ruminococcus, un género desconocido de la familia Lachnospiraceae y Oscillospira. Por otro lado,
los NR antes de la intervencidn, se caracterizaron principalmente por la presencia de Bacteroides,

Ruminococcus, dos géneros no identificados de la familia Lachnospiraceae y Oscillospira.
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Grafica 3. Composicion a nivel de género antes y después de la DBF: A) Composicion de la microbiota intestinal en RP y NR antes y después de la
Dieta Baja en FODMAPs. B) Géneros mas abundantes en RP y NR antes de la DBF. C) Géneros mas abundantes en RP y NR después de la DBF 36



Después de intervencidon los RP se caracterizaron por principalmente por la presencia de
Bacteroides, Prevotella, Oscillospira, un género bacteriano de la familia Lachnospiraceae y
Lachnospira. Mientras que los NR se caracterizaron por la presencia de Bacteroides, un género
desconocido de Lachnospiraceae, Prevotella, Lachnospira y un género de la familia

Anaeroplasmataceae (Gréfica 3).

12.3.3. Analisis del tamano del efecto del LDA (LefSe).

Posteriormente, se estudiaron los filotipos especificos que responden a la DBF utilizando el
algoritmo de tamano del efecto del andlisis discriminante lineal (LDA) (LEfSe), identificando taxones
mas abundantes en el grupo de RP en comparacion con NR (Grafica 4). Se descubrieron cinco
filotipos a nivel de género como posibles biomarcadores, que distinguen la microbiota intestinal
entre los pacientes RP y NR a la DBF. Cuatro de los filotipos fueron identificados en NR, estos fueron
Clostridium, Haemophilus, y dos géneros no identificados de las familias Pasteurellaceae y
Lachnospiraceae. Por otro lado, en los NR se identificé al género Dorea. El histograma de Tamafio

del efecto LDA LEfSe con un valor a de 0.1 para prueba Kruskal-Wallis se presenta en el ANEXO 12
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Grafica 4. Andlisis del tamaio del efecto del analisis discriminante lineal (LDA) (LEfSe) de las diferencias en la microbiota intestinal entre
RP y NR antes de la DBF. El histograma muestra las puntuaciones LDA calculadas para las diferencias en la abundancia a nivel de género
entre los RP y NR a la dieta, con un umbral logaritmico de 2. Los valores absolutos del tamafio del efecto, indican la escala de la diferencia
entre 2 grupos independientemente de la positividad o negatividad. Los colores representan qué grupo de taxones era mdas abundante en
comparacion con el otro grupo. Las puntuaciones de LDA de los RP fueron positivas, mientras que la diferencia en los NR fue negativa.
Respondedores antes= RP No respondedores antes = NR.

Se buscaron diferencias en los marcadores inflamatorios séricos entre RP y NR previo a la
intervencidn, los valores se muestran en la Tabla 5. Se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de IL-8 de 14.58 (8.84-90.2) y 28.25 (20.46-57.94) pmol/ul, en RP y NR,

respectivamente (P= <0.0001). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas en las concentraciones séricas de marcadores inflamatorios entre RP y NR después de
la intervencion, aunque las concentraciones de IL-8 se mantuvieron superiores en NR respecto a los
RP después de la DBF. Se buscaron diferencias en los marcadores inflamatorios séricos antes vs
después de la DBF en los pacientes RP y los NR. No se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los marcadores séricos antes y después de la DBF.

Los pacientes RP mantuvieron a lo largo de la intervencion bajas concentraciones séricas de IL-1a e
IL-1A, respecto a NR. No obstante, los NR tuvieron menores concentraciones de IL-1RA después de
la intervencion, antes (76.58 (58.58-251.29)) vs después (54.1 (31.46-130.82)), a diferencia de los
RP ddnde subieron dichas concentraciones al término de esta.

Como andlisis exploratorio, se hizo un analisis de componentes principales entre RP y NR antes y
otro entre RP y NR después de la DBF. Aunque no se observd separaciéon entre los grupos por tipo
de respuesta, antes de la DBF los primeros tres componentes explicaron el 51.69%, el 25.5% vy el
14.16% de la variabilidad de los datos, explicando de manera conjunta el 92.53% de la variabilidad.
Después de la DBF tampoco se observd separacion entre los grupos por el tipo de respuesta, sin
embargo, los primeros tres componentes explicaron el 49.06%, 18.64% y el 12.63% de la variabilidad

y de manera conjunta el 80.33% (Grafica 5).

Tabla 5. Marcadores inflamatorios séricos antes y después de DBF (pmol/ml).

Respondedores (n=22) No respondedores (n=10)

Antes Después Antes Después
IFN y 25.05(12.5-33.88) 19.33(12.22-36.99) 26.05(11.4-36.76) 20.09(10.1-36.25)
IL-8 14.58(8.84-90.2) 22.58(7.33-103.2) 28.25(20.46-57.94)* = 45.96(11.68-83.51)

IP-10 319.08(250.6-535.8)  412.98(307.8-483.1) = 274.2(227.2-332.0)  357.9 (334.3-391.1)
MIP-1at 11.67(4.69-24) 8.91(4.39-42) 19.56(9.54-32.53)  10.92(5.82-31.16)
TNF a 24.25(12.17-33.02)  27.48(14.62-33.02) 23.54(7.95-30.45)  18.88(7.95-30.45)
I-1IRA  32.82(8.27-137.87) 45.3(8.3-82.41) 76.58(58.58-251.29)  54.1(31.46-130.82)
IL-1a 9.28(9.28-85.51) 9.28(9.28-63.73) 45.53(15.64-97.37)  29.62(9.28-117.01)

Datos presentados como mediana, y percentil 25y 75.
Prueba estadistica U- de Mann-Whitney para variables no paramétricas de muestras independientes (P<0.05) ®
Prueba estadistica Wilcoxon para variables no paramétricas (P<0.05) *
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Grafica 5. Andlisis de Componentes Principales de marcadores inflamatorios séricos antes y después de la DBF por tipo de
respuesta. A) Marcadores inflamatorios séricos en pacientes RP y NR antes de la DBF. B) Marcadores inflamatorios séricos en
pacientes RP y NR después de la DBF. B) LDA de géneros bacterianos fermentadores de hidratos de carbono y marcadores
inflamatorios séricos en pacientes RP y NR antes de la DBF. Grupos: RP =0; NR=1

12.5. Analisis de Componentes Principales y Analisis Discriminante Lineal

Para explorar la capacidad de discriminacion de los marcadores bacterianos e inflamatorios para
distinguir entre respondedores y no respondedores, se consideraron, la abundancia de bacterias
fermentadoras de HC y las concentraciones séricas de marcadores proinflamatorios de RP y NR,
antes y después de la DBF. Con esto se realizé un analisis de componentes principales (PCA) (Grafica
6). No se observd segregacion entre los grupos, el Componente Principal 1 (PC1) tuvo una
contribucion del 7.03%, mientras que el PC2 contribuyd en 5.91% a la variacion de los datos (ANEXO
13).

Se utilizé un Analisis Discriminante Lineal (LDA) para construir una tabla de contingencia y asi
clasificar a los pacientes con Sll respondedores y no respondedores a la DBF usando la abundancia
de todas las bacterias fermentadoras de HC antes de la DBF en RP y NR (ANEXO 14). Dando como
resultado un 90.9% de verdaderos positivos, es decir, clasificados correctamente como
respondedores, 0.09 % de falsos positivos, clasificados incorrectamente como respondedores, y un

80% de verdaderos negativos, clasificados correctamente como no respondedores (Tabla 6).
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Grafica 6. Analisis de Componentes Principales y Andlisis Discriminante Lineal. A) PCA de géneros bacterianos fermentadores de hidratos
de carbono y marcadores inflamatorios séricos en pacientes RP y NR antes y después de la DBF. T.RpNr: Tiempo/respuesta; Grupos: RA = 1;
RD = 2; NRA=3; NRD = 4. B) LDA de géneros bacterianos fermentadores de hidratos de carbono y marcadores inflamatorios séricos en
pacientes RP y NR antes de la DBF. Grupos: RA = 1; NRA=3.

Tabla 6. Tabla de contingencia. Analisis Discriminante Lineal con cambio en la abundancia de géneros

bacterianos y marcadores inflamatorios séricos.

Verdaderos/ Clasificados Clasificados Total
Respuesta No respondedor Respondedor

No Respondedor 8(80%) 2(20%) 22(100%)
Respondedor 2(9.09%) 20 (90.9%) 10(100%)
Total 10(31.25) 22(68.75%) 32(100%)

Tabla de contingencia. Clases predichas mediante el Analisis Discriminante Lineal para RP y NR antes de la dieta baja en FODMAPs
considerando géneros bacterianos y marcadores inflamatorios.

Con la finalidad de reducir el nimero de variables para la funcidn discriminante, se hizo un PCA con
las bacterias fermentadoras de HC y los marcadores inflamatorios séricos antes de la DBF, y se
consideraron las variables con el coeficiente negativo mas alto dentro del primer componente
principal para integrarlas en un LDA, el primer componente contribuyé al 10.88% a la variabilidad
de los datos, y el segundo al 7.5% (Grafica 6.A.). Se consideraron 17 variables; los taxones

Sutterella, Parabacteroides, Odoribacter, Rikenellaceae, Faecalibacterium,

rf32,

Bacteroides,

BRNAesiellaceae, Lachnospira, Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae, Clostridium,
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Peptostreptococcaceae, Victivallaceae y Victivallis y los marcadores inflamatorios IP-10 e IFN-y para
la construccién de una funcidn lineal. Esta clasificd al 100% de los pacientes NR y al 86.36% de los
RP correctamente (Tabla 7).

Para saber si después de la intervencién de 4 semanas con la dieta baja en FODMAPs, los pacientes
respondedores continuaban siendo disimilares, se hizo un PCA con las bacterias fermentadoras de
HC y los marcadores inflamatorios séricos después de la DBF, y se consideraron las variables con el
coeficiente negativo mas alto dentro del primer componente y se integraron en un LDA, el primer
componente contribuyd al 10.35% a la variabilidad de los datos, y el segundo al 8% (Gréfica 6.B.).
Se consideraron 14 variables; los taxones Campylobacter, Phascolarctobacterium, Leptotrichia,
Clostridium, Gemellaceae, Haemophilus, Prevotella, Veillonella, Roseburia, Bacteroides,
Paraprevotella y los marcadores inflamatorios TNFa, IL-1a y MIP-1a para la construccion de una
funcioén lineal. Esta clasificd al 90% de los pacientes NR y al 77.27% de los RP correctamente (Tabla

8).
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Grafica 6. Andlisis de Componentes Principales y Andlisis Discriminante Lineal. A) PCA de géneros bacterianos fermentadores de
hidratos de carbono y marcadores inflamatorios séricos en pacientes RP y NR antes de la DBF. Grupos: RA = 1; RD = 2; NRA=3; NRD
=4. B) PCA de géneros bacterianos fermentadores de hidratos de carbono y marcadores inflamatorios séricos en pacientes RP y NR
después de laDBF.NR=0,RP =1

Tabla 7. Tabla de contingencia. Andlisis Discriminante Lineal con cambio en la abundancia de géneros

bacterianos y marcadores inflamatorios séricos.

Verdaderos/ Clasificados Clasificados Total
Respuesta No Respondedor Respondedor

No Respondedor 10(100%) 0(0%) 10(100%)
Respondedor 3(13.64%) 19(86.36%) 22(100%)
Total 13(40.63%) 19(59.38%) 32(100%)

Clases predichas mediante el Analisis Discriminante Lineal para RP y NR antes de la dieta baja en FODMAPs considerando géneros

bacterianos fermentadores de HC y marcadores inflamatorios.

41



Tabla 8. Tabla de contingencia. Andlisis Discriminante Lineal con cambio en la abundancia de géneros

bacterianos y marcadores inflamatorios séricos.

Verdaderos/ Clasificados Clasificados Total
Respuesta No respondedor Respondedor

No Respondedor 9(90%) 1(10%) 10(100%)
Respondedor 5(22.73%) 17(77.27%) 22(100%)
Total 14(43.75%) 18(56.25%) 32(100%)

Clases predichas mediante el Andlisis Discriminante Lineal para RP y NR después de la dieta baja en FODMAPs considerando géneros

bacterianos fermentadores de HC y marcadores inflamatorios

13. DISCUSION

El objetivo de este proyecto fue identificar bacterias fermentadoras de hidratos de carbono y
marcadores inflamatorios séricos que ayudaran a discriminar a los pacientes con Sll no respondedores

(NR) de los sujetos respondedores (RP) a una dieta baja en FODMAPs.

Se clasificd a los participantes como RP o NR de acuerdo a los valores registrados en la Escala
Analoga Visual (VAS-IBS) después del consumo de una dieta baja en FODMAPs. De acuerdo con esta
clasificacion el 68.75% de los participantes fueron RP. El grupo RP estuvo conformado por pacientes
de los tres subtipos y el grupo NR estuvo conformado por pacientes del subtipo SII-C y SII-M. En este
estudio, los sujetos RP reflejaron una mejora significativa en todos los sintomas de la VAS-IBS. Por
otro lado, en los sujetos NR el cambio en la sintomatologia sélo abarcé los sintomas de
“Constipacion” y “Distensidn y flatulencia”, el resto de los sintomas permanecieron sin cambio.
Aungue no estd claro si estos este cambio en la sintomatologia resulta de la restriccién de FODMAPs
o de la eliminacion de un solo componente, como por ejemplo la lactosa (56).

Respecto a la a y B diversidad no se encontraron diferencias entre los sujetos RP vs los sujetos NR,
lo anterior concuerda con otros estudios, donde tampoco se observan diferencias en la a y B
diversidad en respuesta a la DBF en pacientes con SlI (65).

Las comunidades microbianas de los pacientes RP y NR se caracterizaron por la presencia de los filos
Firmicutes (49% en ambos grupos), Bacteroidetes (46% y 40%, respectivamente), Tenericutes,
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Fusobacteria y Actinobacteria, sin encontrarse

diferencias entre los sujetos RP y NR antes y después de la intervencién.
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Antes del consumo de la DBF, la microbiota intestinal de ambos grupos se caracterizé por la
presencia de Bacteroides, Ruminococcus, Oscillospiray géneros no identificados dentro de la familia
Lachnospiraceae. Los Ruminococcus se han relacionado a la degradacion de la capa mucosa del
intestino, lo que se asocia a la infiltracién de Streptococcus spp o Staphylococcus aureus, llevando
a la activacion de la respuesta inmune en pacientes con Sl (76), por otro lado la familia de
Lachnospiraceae, es una familia de clostridios que incluye los principales constituyentes del
microbioma del TGl de los mamiferos (82) y ha sido reconocida como desencadenante de la
reactividad inmunoldgica en pacientes con enfermedad de Crohn y subtipos de SII (83).

Los pacientes RP antes del consumo de la DBF se caracterizaron por la presencia del género
Prevotella. Este género se ha correlacionado con la severidad de los sintomas del Sl y ha sido
asociado principalmente al subtipo SII-D (84, 85). Al ser un taxdn abundante en los pacientes RP
después del consumo de la DBF se sugiere que este taxon podria no ser responsable de la aparicién
o exacerbacidn de los sintomas en este grupo de pacientes. De forma interesante, la abundancia de
este taxon se incrementd en los sujetos NR después del consumo de la DBF, lo que podria indicar
gue este taxdn no responde a la restriccion de FODMAP en la dieta o que debido a los cambios en
otros miembros de la microbiota a falta de HC fermentables, se promueve su proliferacién (86).
Debido a que la restriccion de FODMAPs se acompaia de la disminucion en la fermentacion
sacarolitica y el incremento de la fermentacidon proteolitica (71) se estudiaron los filotipos
especificos que responden a la DBF utilizando el Analisis Discriminante Lineal. Los pacientes
clasificados como RP y los NR, se diferenciaron por la presencia de Clostridium, Haemophilus, y dos
géneros no identificados de las familias Pasteurellaceae y Lachnospiraceae. La familia
Pasteurellaceae son bacterias gram-, anaerdbicos facultativos, fermentadoras de glucosa,
estrictamente comensales o bien, patdgenos oportunistas. Es la Unica familia constituyente del
orden Pasteurellales y abarca, los géneros Pasteurella, Actinobacillus y Haemophilus (87). La
mayoria de las especies reducen los nitratos a nitritos (87). La familia Pasteurellaceae ha sido
principalmente estudiada por la importancia de muchos de sus miembros como patdgenos, sin
embargo, su relacion con el anfitrion humano, como miembro de la microbiota intestinal aun es
poco claro.

Por otro lado, en los NR se identificé al género Dorea, un género bacteriano gram + de la familia de
Lachnospiraceae, de los principales productores de gas en el intestino humano, sus productos
finales a partir de la fermentacidn de la glucosa son el hidrégeno y el didxido de carbono. Se ha

encontrado aumento en la abundancia de Dorea spp, tanto en pacientes pediatricos como en
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adultos con Sl (19, 88) lo que probablemente podria explicar la distension, experimentada por la
mayoria de estos pacientes. Los FODMAPs, al ser fermentados por la microbiota colénica,
incrementan la produccién de gas, especificamente de hidrégeno, el cual se ha asociado con dolor
abdominal y flatulencia en los sujetos con Sll. Por otro lado, los miembros de las agrupaciones de
Clostridium XIVay IV (p. Ej., Dorea spp., Lachnospiraceae, Ruminococcus spp., Faecalibacterium spp.
y Roseburia spp.), estan disminuidos personas con Ell y colitis aguda, lo que sugiere que estos
organismos participan el mantenimiento de la homeostasis intestinal (89).

Para entender la funcién de la microbiota en la fisiopatologia del SlI, se han propuesto distintos
mecanismos, dentro de estos uno sefiala que las alteraciones en su composicién y actividad
metabdlica, activan la respuesta inmune en la mucosa intestinal, creciente evidencia implica que la
inflamacidn de bajo grado y disfuncién del sistema inmune innato, ocasionan disfuncion de la
barrera epitelial e incremento en la permeabilidad. Por tanto, se cuantificaron 8 citocinas en suero
por Multiplex, buscando diferencias entre RP y NR previo a la intervencion dieto-terapéutica. En
este estudio, antes de la DBF, las concentraciones séricas de IL-8 fueron significativamente mayores
en el grupo de NR respecto al grupo de RP. Lo que podria sugerir que en los pacientes NR existe un
incremento en la actividad de células productoras de IL-8, cbmo macréfagos activados y células
epiteliales, que podrian mediante esta quimiocina dirigir la infiltracion de neutréfilos a la mucosa
intestinal. No se encontraron diferencias en las concentraciones séricas de marcadores
inflamatorios entre RP y NR después de la intervencién.

El cémo estas diferencias en la microbiota intestinal, pueden influir en mecanismos fisiopatoldgicos
relacionados al Sll no puede ser inferido del presente estudio. Sin embargo, considerando los
hallazgos antes mencionados, estos distintos taxones podrian asociarse con alteraciones

inmunoldgicas en el anfitridn.

La efectividad clinica de un régimen de alimentaciéon debe compararse con el impacto que tiene en
la ingesta adecuada de nutrimentos. La dieta de los sujetos RP y NR antes y después de la DBF se
aproximé a la distribucién normal de macronutrimentos. Por otro lado, la dieta de los sujetos RP y
NR se caracterizod por ser baja en fibra, siendo cercana a la mitad de la Ingesta Diaria Recomendada
(IDR) para adultos de acuerdo con las recomendaciones de la FAO/OMS. Las dietas de bajas en fibra
conducen a menor produccién de SCFA y a un menor nimero de células Treg (90). Se sabe que el

butirato limita la inflamacién intestinal al promover la formacion de Tregs (91). Este aumento se
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atribuye a: la inhibicién de las desacetilasas de histonas (92) y a la activacién del receptor Gpr109a
en células dendriticas y macréfagos para promover la diferenciacion de las células T en Treg (93).

La dieta de ambos grupos antes de la DBF se caracterizé por ser abundante en carnes y cereales,
con un bajo consumo de leguminosas y leche, asi como por el consumo moderado de azlcares y
grasas. Se ha sugerido que el consumo de dietas altas en grasas se asocia menor concentracién de
SCFA totales, enriquecimiento fecal de acido araquiddénico, de la via de biosintesis de los
lipopolisacéaridos y con el incremento de mediadores proinflamatorios en plasma (94, 95). En este
estudio, después de la intervencidn con la DBF, se observé disminucidn significativa en el consumo
de equivalentes grasa en los sujetos RP. Debido a esto, no podemos descartar la posibilidad de que
la reduccién en la ingesta de grasa contribuya a la mejora de los pacientes, al influir en la microbiota

intestinal y la respuesta inflamatoria.
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Figura 3. Microbiota intestinal de los pacientes con Sll respondedores y no respondedores a la DBF antes del tratamiento. Los pacientes

RP a la DBF se caracterizaron por el enriquecimiento de Clostridium, bacterias anaerdbicas que fermentan una amplia variedad de fuentes
de carbono, miembros de Lachnospiraceae, importantes productores de butirato de la microbiota intestinal y miembros de
Pasteurallaceae como Haemophilus. Por otro lado, los NR se caracterizaron por la presencia del género Dorea, uno de los principales

productores de hidrégeno y didxido de carbono en el intestino y por el incremento en las concentraciones séricas de IL-8.
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La DBF, elimina muchos alimentos condicionando la ingesta insuficiente de micronutrimentos como
el calcio, hierro, zinc, folato, vitaminas B y D, antioxidantes naturales y fibras dietéticas (96). En este
estudio, los sujetos RP tuvieron menor ingesta de acido fdlico, hierro y calcio y mayor consumo de
sodio, antes y después de la DBF. Por otro lado, antes de la DBF, los sujetos NR tenian una ingesta
adecuada de micronutrimentos, y después de la DBF tuvieron un consumo deficiente de acido félico,
hierro y calcio. Es importante destacar que la evaluacidn de la ingesta de nutrimentos y la
diversificacion de la dieta en los periodos secuenciales posteriores a la reintroduccion de FODMAP
son importantes para establecer si la dieta baja en FODMAP presenta algun riesgo nutricional para
el Sll a largo plazo (56). Estos resultados también destacan la importancia de limitar el periodo de
restriccion de FODMAPs evitando asi deficiencias de micronutrimentos a largo plazo y sus
repercusiones a la salud.

Como método de analisis de datos exploratorio, se utilizé6 un Andlisis de Componentes Principales,
donde, se consideraron, la abundancia de bacterias fermentadoras de hidratos de carbono y las
concentraciones séricas de marcadores proinflamatorios de RP y NR, antes y después de la DBF. No
se observd segregacion entre los grupos. Posteriormente, se considerd, la abundancia de bacterias
fermentadoras de hidratos de carbono y las concentraciones séricas de marcadores
proinflamatorios de RP y NR para hacer un Analisis Discriminante Lineal y construir una tabla de
contingencia.

El PCA y el LDA son comunmente utilizadas para la clasificacion de datos y la reduccién de la
dimensionalidad. El Andlisis Discriminante Lineal es util, en el caso en el que las frecuencias dentro
de la clase son desiguales. Este método maximiza la relacién entre la varianza entre clases y la
varianza dentro de la clase en cualquier conjunto de datos en particular, garantizando asi la maxima
separabilidad. Se decidié implementar un modelo LDA para proporcionar una mejor clasificacién en
comparacién con el analisis de componentes principales. La principal diferencia entre el LDA y el
PCA es que el PCA hace una mejor clasificacién de las caracteristicas y el LDA la clasificacién de datos.
En el PCA, la forma y la ubicacién de los conjuntos de datos originales cambian cuando se
transforman en un espacio diferente, mientras que LDA no cambia la ubicacién, sino que solo
intenta proporcionar mas separabilidad de clases y dibujar una regién de decisidon entre dichas
clases. EL Analisis Discriminante lineal clasificé al 100% de los pacientes NR y al 86.36% de los RP

correctamente.
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14. CONCLUSIONES

e Las comunidades microbianas en los pacientes con Sll fueron similares entre RP y NR y se
mantuvieron sin cambios en a y B diversidad después de la DBF.

e Utilizando el algoritmo de tamafio del efecto del Analisis Discriminante Lineal (LDA) (LEfSe).
Los pacientes clasificados como RP y los NR se diferenciaron por la presencia de cinco
marcadores bacterianos. Cuatro de los filotipos fueron identificados en RP, estos fueron
Clostridium, Haemophilus, y dos géneros no identificados de las familias Pasteurellaceae y
Lachnospiraceae, en los NR se identific al género Dorea.

e Antes de la DBF, las concentraciones séricas de IL-8 fueron superiores en el grupo de NR
respecto al grupo de RP. Sugiriendo que en los pacientes RP hay un incremento en la
actividad de las productoras de IL-8, cdmo células epiteliales y en la infiltracion de
neutrofilos en la mucosa intestinal.

e Miembros del género Clostridium, pueden ser en parte responsables de la generacién de
los sintomas, debido a la acumulacién de sus productos de fermentacién, este grupo de
bacterias puede ser por tanto mas sensible a la restriccion de FODMAPs, lo que podria
impactar en su produccion total de gases y otros productos metabdlicos.

e Enlos NR antes de la DBF, especies productoras de butirato de la familia Lachnospiracea
podian representar una ventaja o una amenaza para el anfitrion, ayudando al
mantenimiento de la integridad del epitelio intestinal o bien despertando la respuesta
inmune en la mucosa intestinal. Sin embargo, la dieta antes y después de la DBF se
caracterizd por ser baja en fibra, lo que podria condicionar la produccién de butirato,
limitando sus potenciales efectos tréficos e inmunoreguladores.

e La familia Pasteurellaceae, cuyos miembros se caracterizan por ser simbiontes obligados,
frecuentemente patdgenos, ha sido estudiada por su relevancia clinica. Sin embargo, su
papel como miembro de la microbiota intestinal aln es poco claro.

e Enlos NR se identificé al género Dorea, sabiendo que miembros del género Dorea, utilizan
glucosa como sustrato, generando gases como producto de su fermentacion, podemos
llegar a suponer que la restriccion de FODMAPs en la dieta podria representar una ventaja
para la adaptacién de esta bacteria y su establecimiento de nicho, desplazando a otras

bacterias que dependen de estos para proliferacion y establecimiento en el intestino.

47



e Se demostraron diferencias en los perfiles bacterianos y las concentraciones séricas de IL-8
en RP y NR antes de la DBF, y se demostré la utilidad de la abundancia de géneros
bacterianos y marcadores inflamatorios séricos integrados en el Analisis Discriminante

Lineal para la identificacion de RP y NR a una DBF.

15. LIMITANTES Y PERSPECTIVAS

Entre las limitantes de este estudio, se encuentran el limitado tamafo de muestra y la heterogeneidad
entre la distribucién de subtipos de Sll dentro de los grupos respondedores o no respondedores a la DBF,
ya que a pesar de que se buscaron posibles biomarcadores aplicables a todos los subtipos, la
predominancia de subtipos dentro de los grupos pudo haber enmascarado taxones bacterianos
asociados a la respuesta en todos los subtipos. No obstante, como se menciond anteriormente; el Sll es
una entidad de etiologia multifactorial donde convergen diversos factores, ya sean propios del anfitrién,
como genéticos e inmuno-entero-endécrinos y ambientales, o bien alteraciones en la microbiota
intestinal, por lo que la respuesta a la DBF también podria estar condicionada por algun otro de estos
factores, los cuales no fueron abarcados en su totalidad dentro de este estudio, al no ser el objetivo de
este.

En este estudio, se identificd a los pacientes con Sll que respondieran a una dieta con bajo contenido
de FODMAP integrando con un LDA la abundancia de géneros bacterianos fermentadores de hidratos
de carbono y marcadores inflamatorios séricos antes de la DBF, dando como resultado la correcta
identificacion 86.3% de los pacientes respondedores y 100% de los no respondedores. Estos
resultados sugieren que el medio inflamatorio promovido por citocinas y la abundancia de bacterias
fermentadoras de hidratos de carbono o bien la interaccion entre los miembros de la microbiota y
el sistema inmune, podrian intervenir en el tipo de respuesta de los pacientes a la restriccién de
FODMAP en la dieta.

Sin embargo, los niveles de citocinas en sitios reales de inflamacidn en el intestino desempefian un papel
importante en la respuesta y estos procesos inflamatorios locales podrian revelarse sélo parcialmente a
nivel sistémico. Puede ser que citocinas de lainmunidad innata y adaptativa estan restringidas a los sitios
tisulares de la inflamacion, tienen vidas medias relativamente cortas o se muestren en circulacion solo
en condiciones avanzadas (97), factores que pueden afectar la utilidad de los marcadores séricos para
la identificacidn de respondedores en este estudio.

Sin embargo, podria explorarse posteriormente la utilidad de los biomarcadores que diferenciaron a RP
de NR en el andlisis LefSe, como herramientas para la identificacion de pacientes con Sll respondedores

a una DBF en una muestra distinta, de mayor tamafio y con otro grupo de pacientes que representen
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menor heterogeneidad de subtipos de SlI, dentro de los grupos de respondedores y no respondedores,
e incluso con esta nueva muestra repetir el Analisis del Tamafo del efecto con el objetivo de mejorar la

identificacién de biomarcadores para predecir el tipo de respuesta y buscar una validacién posterior.
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17. ANEXOS
ANEXO 1

ESCALA DE BRISTOL

La escala de Bristol es una tabla visual disefiada para clasificar la forma de las heces en siete grupos.

La Fundacidon Roma recomienda su uso para clasificar los subtipos del Sl de acuerdo con los nuevos

criterios de Roma IV y la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos

recomienda que se use al evaluar la defecacién anormal como punto final primario de ensayos de

SII-D (98).La escala es que permite al paciente ver un dibujo con la forma de las heces y huna explicacion

minuciosa de la consistencia y forma, con ejemplos facilmente reconocibles. El paciente Unicamente

tiene que seleccionar el tipo de heces que, por el dibujo y la descripcién, mas se aproxima a la formay

consistencia de las heces observadas tras la deposicién. Mediante esta escala se ha demostrado que la

forma de las heces se correlaciona bien con el tiempo de transito intestinal tanto en pacientes con

sindrome del intestino irritable como en sujetos sanos (99).

Tipo 1
Trozos duros separados, como nueces, que pasan con dificultad

Tipo 2
Con forma de salchicha, pero compuesta de fragmentos duros
apelotonados

Tipo 3
Como una salchicha, pero con grietas en la superficie

(V¢

Tipo 4
Como una salchicha, lisa y suave

¢
@

2:
(

Tipo 5
Trozos pastosos con bordes bien definidos

Tipo 6
Pedazos blandos y esponjosos con bordes irregulares

UL

Tipo 7
Acuosa, sin pedazos sélidos, totalmente liquida

¢ Tipos 1y 2: Heces anormalmente duras. En conjunto con otros sintomas sugieren constipacion.

e Tipos 3 a 5: Heces normales.

¢ Tipos 6 y 7: Heces anormalmente disminuidas en consistencia o liquidas.
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ANEXO 2

CLASIFICACION DE ALIMENTOS SEGUN CONTENIDO DE FODMAP Y SU RECOMENDACION EN SlI

SEGUROS CON CUIDADO EVITAR

VERDURAS Zanahoria, tomates cherry, Lechuga, aceituna, palta, Alcachofa, esparragos, repollo,
ciboulette, pepina, berenjena, betarraga, bracoli, repollo aja, puerros, cebolla, salsa
endivias, jengibre, poroto verde, Bruselz, coliflor, apio, arvejas, y pasta de tomate, porotos,
pepinillo, espinaca, cebaollin, champinones y chucrut. garbanzos, lentejas y habas.
tomates, zapallo italiano v
pimentan verde.

FRUTAS Platano, moras, meldn, pomela, Frutilla y uva. Manzana, damasco, cerezas,
kiwi, liman, mandarina, naranja, frutas secas, jugos de fruta,
maracuya, pina v frambuesa. manga, nectarines, durazna,

peras, caqui, ciruela y sandia.

ALMIDONES Papa y arroz blanco. Camote, pastas, cous coms y avena. | Grandes cantidades de trigo

integral, cereales integrales,
galletas. Quegues, pasteles y
arroz integral.

MUECES X Macadamia, pifiones, sésama, Almendras, pistachos, avellanas

semillas de girasol, semillas de y mani.
calabaza y nueces.

LACTEOS Manteguillz, margarina. Queso maduro o mantecosos. Queso fresco, yoghurt, leche y
Quesos brie, camembert, Queso crema, crema. helados.
ricotta, mozzarella y parmesano.

PROTEINAS Carne, pollo, pescados y Salsas, caldos, aderezos, adobo.
mariscos, huevos y quinoa. Embutidos. Carnes procesadas.

GRASAS Manteguillz y aceite de oliva Palta Aderezos para ensaladas

AZUCARES X Chocolate amargo. Cacao en polvo | Jarabe de maiz, agave, miel,

dulces sin azdcares, azlcares
artificiales.

BEBIDAS Y Agua, té {cantidadlnoderada e Té con frutas, vinos secos, café, Vinos dulces, cerveza, jugo de

ALCOHOL infusionesh. gin, whiskey, vodka. frutas, bebidas gaseosas y ron.

Anexo 2. CLASIFICACION DE ALIMENTOS SEGUN CONTENIDO DE FODMAP Y SU RECOMENDACION EN SIl SEGUROS CON
CUIDADO. Tomado de: Figueroa C, Rev. Med. Clin. Condes, 2015.
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ANEXO 3.

Listado de alimentos equivalentes con bajo contenido de FODMAPs

GUlA DE
ALIMENTACION

Nombre:

Grupo

Eq.

Carne, Huevo v
Queso

Verduras

Frutas

Cereales v
Tubérculos
» Sin grasa
« Con grasa

Grasas

CERBALES Y u
TUBERCULCS
SIN GRASA
Amaranto 12 taza
Arroz al vapor 1/ taza
Elote 12 taza
Maiz palomero 112 taza
Palomitas sin 3 tazas
grasa
Papa 1 pieza
Tortilla 1 pieza
CON GRASA
Papas fritas 4 piezas
Tamal 1/2 preza
f --l
& .F‘
o
Aceite s vegetales 1 cdita

CARNES Y =5 WERDURA .
Hugvo P,
. . . Chayote 12 taza
Bajo v Mediano Contenido en
grasa Espinaca 112 taza
Atin empacado en 1/4 de lata Flor de calabaza 112 taza
agua Jitomate 1 pieza
Bister de rez [« Tomate 1/2 pisza
Clara de huevo 2 piezas Pepino 2 tazas
Fajitaz de pollo [CD] Quelite 100 g
Huevo 1 pieza Zanahoria 172 taza
Lomo de cerdo ) Verdolaza 112 taza
Pure de tomate 1/4 taza
Milanesa de cerdo ()
Milaneza de pollo ()
Milanesa de res () I FRUTA I tx
Maojarra ()
Musls zin piel 1 pieza med Eowi 1172 pieza
Pechuga de pave 3 rebanadas Mandarina 2 prezas med
Pechuga de polls 1/4 preza Plitano 172 pieza
Pescado blanco Naranja 2 piezas
Pierna de pollo sin piel 1 pieza Piiia L taza
T ja 12
Pulpa de ternera («) — L
Sardinaz en aceite 1 pieza

(+ ) Tamafio credencial

Observaciones:
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ANEXO 4

ESCALA VISUAL ANALOGA PARA ELSINDROME DE INTESTINO IRRITABLE (VAS-

IBS

A continuacién, encontrara cinco lineas dispuestas horizontalmente, en las cudles usted

marcara con un boligrafo su percepciébn entorno a la severidad de sus molestias
intestinales, desde hace una semana. (MARQUE CON UNA LINEA UNA SOLA

RESPUESTA POR PREGUNTA).

¢, Qué tan perturbado/a se ha sentido desde la semana pasada acerca de su?

Dolor abdominal

Mucho

Diarrea

Mucho
Constipacion

Mucho

Distencion y flatulencia

Mucho

Vomito y nausea

Mucho

¢,Han influido sus problemas gastrointestinales en su vida diaria?

siD

¢En la tltima semana usted ha sentido urgencia en la defecacion?  si[_]

después de ir al bafio?

siD

Nada

Nada

Nada

Nada

Nada

no []
no []

¢ Durante la ultima semana ha sentido que su intestino no ha sido vaciado completamente

o [
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ANEXO 5

CONSENTIMIENTO INFORMADO NUTRICION
ISSSTE

MEXICO D.F., A DE DE 20__

C-PACIENTE EXPEDIENTE

SEXO EDAD

SE ME INFORMA SOBRE EL DIAGNOSTICO, PRONOSTICO Y PLAN DE MANEJO DE
Ml PADECIMIETNO, ASI COMO DE LOS POSIBLES RIESGOS Y/O COMPLICACIONES
DE ESTE.

COMPRENDO EL CONTENIDO DE ESTE DOCUMENTO, RECIBIENDO LA
INFORMACION EN FORMA CLARA Y SENCILLA, SIENDO RESUELTAS MIS DUDAS,
POR ESO MANIFIESTO QUE ESTOY SATISFECHO Y DECIDO LLEVAR A CABO EL
PROTOCOLO DE ESTUDIO SUGERIDO, ASI COMO DE REALIZAR LAS ACCIONES
QUE SE ENCUENTREN INDICADAS PARA EL DIAGNOSTICO Y EL ALCANCE DE LOS
POSIBLES RIESGOS, PARA LO CUAL DOY AUTORIZACION PLENA A LA LIC.
JACQUELINE URIBE GARCIA, PARA LA ATENCION DE Ml SALUD
COMPROMETIENDOME EN LAS DISPOSICIONES Y REGLAMENTOS DE LA
INSTITUCION.

ENTIENDO TAMBIEN QUE TENGO LA PLENA LIBERTAD DE REVOCAR LA PRESENTE
AUTORIZACION EN EL MOMENTO QUE YO DESEE. POR LO QUE ESTANDO
CONFORME CON LA INFORMACION QUE SE ME HA PROPORCIONADO DOY MI
CONSENTIMIENTO LIBRE Y VOLUNTARIO PARA QUE SE REALICE EL
PROCEDIMIENTO.

NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO

NOMBRE Y FIRMA DEL
RESPONSABLE DEL PROTOCOLO
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ANEXO 6

NRD s

RA —

.;- b3 ] 2000 07 w0 LR 10000 12000 1400 10008 12000 20000 0 29000 20000 28000
Sequencing Depth

Lt il

17009 14009 e 18000 0000 2000 24900 20900 2800
Sequencirg Depth

Curvas de rarefaccion. Curvas de rarefaccion A) Shannon. B) OTUs observados. C) Faith PD, entre RP y NR antes y después de la DBF. RA:

Respondedores Antes, RD: Respondedores después, NRA. No respondedores antes, NRD: No respondedores después.
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ANEXO 7

0.08
0.95

0.84

0.924

0.90 -

0.88 -

pielou_e

0.864

0.844

-
0.82 ’

0.80 =

NRD NRA RA RD

Respuesta/Tiempo

Diferencias intergrupales en alfa diversidad por el indice Pleiou_e entre RP y NR. RA: Respondedores Antes, RD: Respondedores después,
NRA. No respondedores antes, NRD: No respondedores después.
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ANEXO 8

Axis 2 (12.35 %)

Axis 3 (1005 %)

5134.71 %)

PCoA basado en distancias UniFrac en RP y NR antes y después de la DBF. A) Analisis Weighted Unifrac entre RP y NR. B) Analisis
Unweighted Unifrac entre RP y NR. RA: (Verde) Respondedores Antes, RD: (Naranja) Respondedores después, NRA. (Azul) No
respondedores antes, NRD: No respondedores después (Rojo).
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Anexo 9. Andlisis PERMANOVA entre RP y NR antes de la DBF

Grupol Grupo2 Tamaio de Permutaciones

NRD

NRD

NRD

NRA

NRA

RD

NRA

RD

RA

RD

RA

RA

la muestra

20
32
32
32
32

44

999

999

999

999

999

999

pseudo-F

0.5260

0.8703

0.8868

0.7252

0.6335

0.4438

Valor p

997
697
662
929
993

1.0

Valor g

1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

1.0

PCoA Analisis PERMANOVA entre RP y NR antes de la DBF RA: Respondedores Antes, RD: Respondedores después, NRA. No
respondedores antes, NRD: No respondedores después.
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ANEXO 10

PCoA basado en Jaccard y Bray
Curtis en RP y NR antes y después
de Ila DBF. A) Andlisis de
Coordenadas Principales (PCoA)
basado en la distancia de Jaccard
entre RP y NR. B) Anadlisis de
Coordenadas Principales (PCoA)
basado en la distancia de disimilitud
de Bray Curtis entre RP y NR. RA:
(Verde) Respondedores Antes, RD:
(Naranja) Respondedores después,
NRA. (Azul) No respondedores
antes, NRD: No respondedores
después (Rojo).
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ANEXO 11

log10({p)

0.40

0.20 -

0.15 4

0.10 4

0.05
-4.00 -3.00 -2.00 -1.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00
Log2 (FC)
Prueba de volcan de abundancia relativa de los filos bacterianos en RP y NR antes de la
DBF.
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ANEXO 12

BN NR N R

) 9

g Haemophilus
f_Pasteurellaceae
g_Clostridium

f Fusobacteriaceae
g_Fusbbacterium
gﬁDeha\‘obacterium
fiDehalobaj:ctenaceae

DN 1 Peptostreptococcaceae

. g Dorea :
| [ [ i [ i [ [

|
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
LDA SCORE (log 10)

Anilisis del tamafio del efecto del analisis discriminante lineal (LDA) (LEfSe) de las diferencias en la microbiota intestinal entre RP y NR
antes de la DBF. El histograma muestra las puntuaciones LDA calculadas para las diferencias en la abundancia a nivel de género entre los RP
y NR a la dieta, con un umbral logaritmico de 2 y error a de 0.1. Los valores absolutos del tamafio del efecto indican la escala de la diferencia
entre 2 grupos independientemente de la positividad o negatividad. Los colores representan qué grupo de taxones era mas abundante en
comparacion con el otro grupo. Las puntuaciones de LDA de los RP fueron positivas, mientras que la diferencia en los NR fue negativa.
Respondedores antes= RP No respondedores antes = NR.
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ANEXO 13

Analisis de componentes principales. Géneros fermentadores
de HC y marcadores inflamatorios séricos antes y después de
la DBF. Eigenvectores de los componentes principales PC1 y

PC2.

Variable

f_.Mogibacteriaceae..g_
f_Ruminococcaceae._
o_Clostridiales.f_.g_
f_Synergistaceae.g_Synergistes
c_Mollicutes.o_RF39.f_.g_
f_Erysipelotrichaceae.g_p.75.a5
f_.Paraprevotellaceae..g_CF231
f_Fusobacteriaceae.g_Cetobacterium
f_Erysipelotrichaceae.g_Bulleidia

f_Erysipelotrichaceae.g_Catenibacteri
um
f_Ruminococcaceae.g_

f_Coriobacteriaceae.g_Slackia
f_Ruminococcaceae.g_Oscillospira
f_Coriobacteriaceae.g_
o_Clostridiales._._
f_Leuconostocaceae.g_Leuconostoc
f_Coriobacteriaceae.g_Collinsella
f_Eubacteriaceae.g_Anaerofustis
f_Christensenellaceae.g_
f_.Paraprevotellaceae..g_

p_Tenericutes.c_RF3.0_ML615J.28.f .

8_
f_Ruminococcaceae.g_Ruminococcus

f_Enterococcaceae.g_Enterococcus

f_Bifidobacteriaceae.g_Bifidobacteriu
m
o_Bacteroidales.f_S24.7.g_

f_.Cerasicoccaceae..g_
o_Lactobacillales._._
f_Ruminococcaceae.g_Gemmiger
f_Erysipelotrichaceae.g_Coprobacillus
IL8
f_Erysipelotrichaceae.g_Holdemania
MIP1A

TNFA

PC1

0.226
0.215
0.209
0.204
0.192
0.192
0.190
0.190
0.185
0.183

0.175
0.174
0.171
0.165
0.165
0.162
0.153
0.144
0.137
0.132
0.129

0.122
0.115
0.113

0.112
0.112
0.109
0.108
0.107
0.104
0.103
0.103
0.101

PC2
0.023
0.040
0.126
-0.119
-0.084
-0.145
-0.123
-0.123
-0.105
-0.141

-0.058
-0.051

0.110
-0.025
-0.055
-0.119
-0.034
-0.015

0.093
-0.074

0.199

0.058
0.109
0.133

-0.032
-0.085
0.185
0.001
0.187
0.192
0.204
0.201
0.177

Variable
f_Coriobacteriaceae.g_Adlercreutzia
f_Clostridiaceae.g_Clostridium
f_Rikenellaceae.g_Rikenella
f_Rikenellaceae.g_AF12
f_Bifidobacteriaceae.g_Scardovia
f_Lactobacillaceae._
f_Streptococcaceae._
f_Peptococcaceae.g_Peptococcus
f_Comamonadaceae.g_Comamonas
f_Rikenellaceae._
f_Rikenellaceae.g_Alistipes
f_Lachnospiraceae.g_Dorea
f_Coriobacteriaceae.g_Eggerthella
f_Lachnospiraceae.g_Coprococcus
f_Streptococcaceae.g_Streptococcus
c_Alphaproteobacteria._._._
f_Desulfovibrionaceae._
f_Lachnospiraceae.g_.Ruminococcus.
o_Lactobacillales.f_.g_
f_Streptococcaceae.g_
p_Proteobacteria._._._._
f_Lachnospiraceae.g_Clostridium

f_Erysipelotrichaceae.g_.Eubacterium

f_Clostridiaceae.g_SMB53
f_Ruminococcaceae.g_Anaerotruncus
f_Veillonellaceae.g_Veillonella
les.f_Lactobacillaceae.g_Lactobacillus
f_Leuconostocaceae.g_Weissella
f_Streptococcaceae.g_Lactococcus
f_Clostridiaceae.g_

IL.1Ra
f_Lachnospiraceae.g_Oribacterium
f_Verrucomicrobiaceae.g_Akkermans
ia
f__Caldicellulosiruptoraceae.g__Caldi

cellulosiruptor
IL.1A

f_Pasteurellaceae.g_Haemophilus
f_Ruminococcaceae.g_Anaerofilum
f_Oxalobacteraceae.g_Oxalobacter
f_Veillonellaceae.g_Megasphaera

f_Fusobacteriaceae.g_Fusobacterium

PC1

0.098
0.085
0.085
0.085
0.085
0.085
0.085
0.071
0.066
0.065
0.064
0.058
0.058
0.053
0.051
0.048
0.038
0.038
0.033
0.033
0.033
0.033
0.033

0.032
0.032
0.031
0.028
0.027
0.024
0.023
0.021
0.018
0.018

0.014

0.011
0.007
0.006
0.006
0.005
0.003

PC2
0.025
-0.113
0.046
0.046
0.009
0.009
0.009
-0.078
0.104
0.070
0.074
0.020
-0.020
-0.068
-0.022
0.008
0.047
0.110
0.029
-0.024
-0.024
0.106
-0.073

-0.040
0.187
-0.011
0.021
-0.018
-0.038
-0.066
0.193
-0.091
0.013

0.138

0.207
-0.019
0.141
0.140
-0.077
0.109



Variable
f_Aeromonadaceae.g_Aeromonas

Bacteria.p_TM7.c_TM7.3.0_CWO040.f
_-8_
f_Moraxellaceae.g_Acinetobacter

f_.Paraprevotellaceae..g_.Prevotella.
f_Burkholderiaceae.g_Lautropia
f_Neisseriaceae._
f_Neisseriaceae.g_Eikenella
f_Lachnospiraceae.g_Blautia
o_Bacteroidales.f_.Barnesiellaceae.._
f_Erysipelotrichaceae.g_
f_Veillonellaceae.g_Mitsuokella
f_Ruminococcaceae.g_Butyricicoccus
f_Erysipelotrichaceae.g_RFN20
f_Turicibacteraceae.g_Turicibacter
f_Clostridiaceae._

f__Peptostreptococcaceae.g__Peptos
treptococcus
f_Porphyromonadaceae.g_Porphyro
monas
f_Bifidobacteriaceae.g_Gardnerella

f_Synergistaceae.g_Cloacibacillus
f_Lachnospiraceae.g_Roseburia
f_Coriobacteriaceae._
f_.Barnesiellaceae..g_Barnesiella
f_Veillonellaceae._
o_Clostridiales.f_Peptococcaceae.g_
f_Coriobacteriaceae.g_Atopobium
f_Mycoplasmataceae.g_Mycoplasma

f_Psychromonadaceae.g_Psychromo
nas
f_Victivallaceae.g_

f_Sphingomonadaceae.g_Sphingomo
nas
f_Lachnospiraceae.g_Anaerostipes

f_.Tissierellaceae..g_WAL_1855D
f_Pasteurellaceae.g_Aggregatibacter
f_Erysipelotrichaceae.g_Clostridium
f_Prevotellaceae.g_Prevotella

f_Veillonellaceae.g_Acidaminococcus

PC1
0.000

0.000

0.000
-0.001
-0.001
-0.001
-0.001
-0.001
-0.003
-0.003
-0.003
-0.005
-0.009
-0.009
-0.011
-0.011

-0.011

-0.011
-0.012
-0.013
-0.013
-0.014
-0.015
-0.015
-0.016
-0.016
-0.017

-0.018
-0.018

-0.018
-0.018
-0.018
-0.019
-0.020
-0.021

PC2
0.117

-0.019

0.116
-0.052
0.019
0.019
0.019
0.019
-0.035
-0.021
-0.041
-0.020
-0.070
-0.056
0.001
0.031

0.114

0.027
0.026
-0.092
-0.033
-0.011
0.039
0.104
-0.024
0.024
0.015

0.002
0.002

0.064
0.053
0.004
0.100
-0.131
-0.072

Variable
f_.Tissierellaceae..g_1.68

f__Peptostreptococcaceae.g__.Clostri
dium.
f_Leptotrichiaceae.g_Leptotrichia

f_Lachnospiraceae.g_Lachnobacteriu
m
IP10

f_Pasteurellaceae.g_Actinobacillus
f_Lachnospiraceae.g_Butyrivibrio
f_Lachnospiraceae._
f_.Tissierellaceae..g_
f_Clostridiaceae.g_Sarcina

f_Pseudomonadaceae.g_Pseudomon
as
f_Peptococcaceae.g_rc4.4

f_Comamonadaceae._
f_Victivallaceae._
Bacteria.p_TM7.c_TM7.3.0_.f_.g_
f_Rikenellaceae.g_

f_Veillonellaceae.g_Phascolarctobact
erium
f_Veillonellaceae.g_Megamonas

f_Aerococcaceae.g_Aerococcus
f_Erysipelotrichaceae._
f_Victivallaceae.g_Victivallis

f_.Odoribacteraceae..g_Butyricimona
s
f_.Paraprevotellaceae..g_Paraprevote
lla

f_Peptostreptococcaceae._

f_Lachnospiraceae.g_Lachnospira

f_Ruminococcaceae.g_Faecalibacteri
um
f_Anaeroplasmataceae.g_

f_.Barnesiellaceae..g_

IFNY
c_Alphaproteobacteria.o_RF32.f_.g_
f_Lachnospiraceae.g_

f_Porphyromonadaceae.g_Parabacte
roides
f_.Odoribacteraceae..g_Odoribacter

f_Bacteroidaceae.g_Bacteroides.s1

PC1
-0.024

-0.025

-0.025

-0.027

-0.028
-0.029
-0.030
-0.030
-0.033
-0.033
-0.033

-0.033
-0.035
-0.037
-0.039
-0.039
-0.040

-0.042
-0.042
-0.046
-0.047
-0.053

-0.053

-0.054
-0.056
-0.056

-0.057
-0.060
-0.065
-0.067
-0.068
-0.071

-0.080
-0.121

PC2
0.017

-0.004

0.009

0.072

-0.059
-0.055
-0.020

0.001

0.004
-0.004
-0.003

0.007
-0.038
0.023
-0.039
0.150
-0.017

-0.003
-0.012

0.026
-0.017
-0.008

0.014

-0.089
-0.049
-0.021

-0.043
0.062
0.130
0.022
0.006
0.139

0.081
0.109



ANEXO 14

f_Lachnospliraceae.g_ f_Pasteurell g_Acti Il f_Pasteurell g_Aggregatibacter
10.0- T
75- ’
5.0- l
25-
0.0-
f_Pasteurellaceae.g_Haemophilus f_Clostridiaceae.g_Clostridium f_Lachnosplraceae.g_Clostridium
10.0-
75-
]
G .
(=
&
2 s0-
]
2
<
25- o -
.
. . .
- )4 _— e — L L ° A H -
f_Erysipelotrichaceae.g_Clostridium s L2 5O PR NRD i A0
10.0-
75-
5.0-
25-
0.0- - -
NRA NRD RA RD
T.RpNr

Abundancia relativa de taxones bacterianos identificados en el Analisis del Tamafio del efecto LefSe entre RP antes y después de la
DBF. RA: Respondedores Antes, RD: Respondedores después, NRA. No respondedores antes, NRD: No respondedores después.
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