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Resumen

Influencia de la dieta habitual sobre la microbiota intestinal y su
relacién con la presencia de complicaciones metabdlicas en

ninos escolares

Antecedentes: La obesidad es una enfermedad multifactorial que puede
condicionar el desarrollo de complicaciones metabélicas. Ademas, la presencia de
sobrepeso y obesidad desde edades tempranas se relaciona con un menor estado
de salud durante la adultez. En México, uno de los factores relacionados con la
prevalencia de sobrepeso-obesidad es la transicion alimentaria, representada por
una dieta habitual caracterizada por el consumo de alimentos ricos en grasas,
proteinas y alimentos industrializados y un menor consumo de frutas, verduras,
cereales y leguminosas, los cuales son ricos en fibra dietaria (FD) y caracteristicos
de un patron dietario (PD) Saludable (1-5).

Otro factor que ha sido relacionado en la Ultima década con la prevalencia de
sobrepeso, obesidad y complicaciones metabdlicas es la microbiota intestinal (Ml).
En este sentido, en personas con obesidad se ha reportado una menor diversidad
de la Ml en comparacién con personas en normopeso, asi como la presencia o
ausencia de determinadas bacterias (6,7).

De manera interesante, la dieta habitual puede interactuar con la Ml influenciando
asi el fenotipo metabdlico. Aunque inicialmente el planteamiento postulaba que la
dieta podia modificar la Ml y este cambio tener una influencia sobre el fenotipo
metabdlico, actualmente se han postulado dos hip6tesis. La primera hipotesis, y
consistente con la idea original sugiere que la dieta tiene un impacto directo sobre la
composicién de la M, y esta modificacién se asocia con el fenotipo metabdlico. La
segunda hipétesis, sugiere ahora que los perfiles o patrones de la Ml de cada
individuo, por ejemplo los enterotipos (Bacteroides y Prevotella), pueden influir en
cémo se metaboliza la dieta habitual y con ello tener un efecto diferencial en el

fenotipo metabdlico del hospedero, como puede ser el peso corporal (8—11).



Hasta el momento, la relacion entre la dieta habitual, la Ml y el fenotipo (sobrepeso-
obesidad y parametros metabolicos) en nifios ha sido reportada mayormente en
estudios de intervencién y observacionales entre poblaciones contrastantes como la
urbana y rural, lo que no necesariamente refleja la influencia de la dieta habitual en
poblaciones de una misma entidad, con caracteristicas similares de la region.
Considerando la elevada prevalencia de la obesidad y las complicaciones
metabdlicas en nifios mexicanos, resulta relevante la evaluacion de la interaccion
dieta habitual, Ml y este fenotipo metabdlico, con el fin de poder establecer nuevas
estrategias dietarias que consideran el papel de la Ml sobre la interaccion dieta-
fenotipo.

Objetivo: Evaluar la interaccion de la dieta habitual con la estructura de la Ml, y su
relacién con el estado nutricio y metabdlico en poblacién infantil mexicana.
Metodologia: Estudio transversal con 336 nifios entre 5y 12 afios de la Ciudad de
México. La dieta habitual se evalu6 mediante una Encuesta de Frecuencia de
Consumo de Alimentos (EFCA). Se identificaron PD mediante un andlisis de
componentes principales, y los nutrientes se calcularon mediante el programa
“Evaluacion de Habitos Nutricionales y Consumo de Nutrimentos” (SNUT). Para la
evaluacion del fenotipo metabdlico se analizaron rasgos antropométricos,
bioquimicos y clinicos. En una submuestra de 204 nifios, se evalué la Ml mediante
la amplificacion de la region V4 del gen 16S rRNA, y posterior secuenciacion en la
plataforma lllumina MiSeq. La taxonomia y la diversidad fueron obtenidas con el
cédigo de QIIME y los enterotipos fueron obtenidos mediante el algoritmo de
Arumugam M., y colaboradores. Pruebas no paramétricas fueron usadas para el
andlisis estadistico.

Resultados: Se identificaron cuatro PD nombrados como Saludable, Alimentos de
Origen Animal (AOA), Transicién y Vegetariano. El consumo de un PD Saludable se
asocio positivamente con niveles de colesterol total (CT), y en tendencia con el
colesterol asociado a lipoproteina de baja densidad (c-LDL), influenciados por con el
consumo de mariscos. Ademas, estos dos parametros también correlacionaron
positivamente con el consumo del PD AOA. Sin embargo, al comparar el consumo
de estos PD entre nifios con niveles aceptables vs altos, solo hubo diferencias
significativas para el PD AOA (p < 0.05). En contraste, el consumo del PD

Vegetariano se asocié con menor riesgo de sobrepeso y obesidad.



Al evaluar a la MI como el mediador del efecto de la interaccion de la dieta con el
fenotipo metabdlico de dislipidemias, el PD AOA se asoci6é de manera positiva con
la abundancia relativa (AR) de Lachnospira, la cual también se observé en una
mayor proporcién de nifios con sobrepeso-obesidad en comparacién con nifios en
bajo peso-normopeso (1.18 % vs 0.74 % de la mediana; p = 0.010) y niveles altos
de c-LDL en comparacidn con niveles aceptables de c-LDL (1.13 % vs 0.82 % de la
mediana; p = 0.032). En contraste, el consumo del PD Saludable, alto en frutas,
verduras, leguminosas, pescado y mariscos, y rico en FD, se asocio positivamente
con la riqueza de la Ml (p = 0.030), aungue no se asoci6 con el fenotipo metabolico
de los nifios. La asociacion entre el PD Saludable y la diversidad alfa de la Ml fue
influenciada por el consumo de FD. Particularmente, el consumo de fibra insoluble y
hemicelulosa se asocidé positivamente con los tres indices utilizados para la
evaluacion de la diversidad alfa de la MI. Sin embargo, al igual que el PD Saludable,
el consumo de fibra total y sus subtipos no se asocié con los rasgos o complicaciones
metabdlicas.

De manera interesante al estratificar a los nifios por enterotipo (Bacteroides (66.66
%) y Prevotella (33.33 %)), so6lo en aquellos nifios del enterotipo Bacteroides (n =
136) se observé una correlacion positiva entre el consumo del PD Saludable con los
niveles de CT y c-LDL, que ademas correlacionaron con el consumo de mariscos.
Esto pudiera explicar parcialmente la asociacion del PD Saludable observada en el
total de la muestra (n = 336) con el CT y c-LDL. Ademas, correlacion6 negativamente
con niveles de lipopolisacarido (LPS).

Por otro lado, solo en el enterotipo Prevotella (n = 68), el consumo de un PD de
Transicién se asocid positivamente con niveles de triglicéridos (TG) y glucosa, asi
como en tendencia con los niveles de proteina C-reactiva. En contraste, en nifios de
este enterotipo que presentaron bajo peso-normopeso, ausencia de Sindrome
Metabdlico y niveles aceptables de colesterol asociado a lipoproteina de alta
densidad (c-HDL) se observé un mayor consumo del PD Vegetariano. Ademas, de
manera interesante en estos nifios el consumo de fibra insoluble, particularmente de
hemicelulosa correlacioné negativamente con niveles de HOMA-IR e insulina en
suero y de manera concomitante con la diversidad alfa de la MI.

Conclusiones: En el presente estudio realizado en poblacion escolar
mexicana, se identificaron cuatro PD: Saludable, AOA, Transicién y Vegetariano.
Aunque se desconoce el mecanismo, el consumo del PD AOA asociado
positivamente con la AR de Lachnospira pudiera actuar como un mediador del
efecto, en un mayor riesgo de sobrepeso-obesidad y dislipidemias en nifios. El PD
Saludable se asocié con una mayor diversidad de la MI, posiblemente por el
consumo de FD, especialmente de fibra insoluble-hemicelulosa. Aunque solo en
nifios clasificados con un enterotipo Prevotella, el consumo de fibra insoluble y

hemicelulosa se asocié con mejores niveles en los marcadores de la Rl. Proponiendo
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a este enterotipo como un modificador del efecto en la interaccion del consumo de
fibra insoluble-hemicelulosa y los marcadores de la resistencia la insulina (RI). Por
otro lado, en nifios clasificados con el enterotipo Bacteroides el consumo de
alimentos ricos en colesterol como los mariscos, que forman parte del PD Saludable,
se asociaron con la presencia de dislipidemias, posiblemente debido a la influencia
de los Bacteroides en la absorciéon de este nutriente. Por ultimo, solo en los nifios
clasificados en el enterotipo Prevotella, aquellos que tuvieron un mayor consumo de
un PD Vegetariano presentaron un mejor fenotipo metabdlico.

Los resultados del presente estudio sugieren que la evaluacion de los perfiles de la
MI podria ser relevante para el disefio de futuras recomendaciones nutricias
personalizadas.



Abstract

Influence of the habitual diet on the intestinal microbiota and its

relationship with metabolic complications in school children

Background: Obesity is a multifactorial disease, that conditions the development of
metabolic complications. Furthermore, the presence of overweight and obesity from
an early age is related to a poor metabolic health during adulthood. In Mexico, one
of the factors related to the current prevalence of overweight-obesity is the food
transition. This is characterized by a habitual diet with greater consumption of foods
high in fat and protein as well as industrialized foods and lower consumption of fruits,
vegetables, cereals and legumes. The latter are food groups (FG) rich in dietary fiber
(DF) and characteristic of a Healthy dietary pattern (DP) (1-5).

Other factor that has been related in the last decade, to the prevalence of overweight,
obesity and metabolic complications is the gut microbiota (GM). It has been reported
that people with obesity show a lower GM diversity, as well as the presence or
absence of certain bacteria compared to people with a normal weight, (6,7) .
Interestingly, the habitual diet interacts with GM composition influencing the host
phenotype. Although, the traditional perspective was that diet can modify the gut
microbiota and this influences the metabolic phenotype, currently two hypotheses
have been postulated. The first, and in accordance with the original idea, suggests a
direct impact of diet on gut microbiota composition, and this modification is then
associated with the metabolic phenotype. The second, suggests that each subject’s
gut microbial profile or pattern, for example enterotypes (Bacteroides and Prevotella),
influence the way habitual diet is metabolized and, this has a differential effect on
host metabolic phenotype, as with weight loss (8-11).

Currently, the relationship between habitual diet, GM and the phenotype (overweight-
obesity and metabolic parameters) in children, has been mostly reported through
intervention or observational studies comparing contrasting populations. This do not
necessarily reflect the influence of habitual diet in populations of the same geographic
region and with similar lifestyles. Given the higher prevalence of obesity and
metabolic complications in Mexican children, it is relevant to evaluate the interaction
between the habitual diet, the GM and the metabolic phenotype. This will aid in the
design of new dietary strategies that consider the role of GM on the diet- phenotype.
Objective: To evaluate the interaction of habitual diet with the GM structure, and its
relationship with the nutritional and metabolic status in Mexican children.
Methodology: Cross-sectional study of 5 - 12 years old children (n = 336) from
Mexico City. Habitual diet was assessed by a Food Frequency Questionnaire. DP
were identified through a principal component analysis and nutrients were calculated

using SNUT program. For the metabolic phenotype evaluation, children’s
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anthropometric, biochemical and clinical traits were evaluated. In a subsample of 204
children, GM was evaluated by amplifying V4 region of the 16S rRNA gene, and
subsequent sequencing on the lllumina MiSeq platform. Taxonomy and diversity
were obtained with QIIME scripts. Enterotypes were obtained using Arumugam M.,
et al., algorithm. Nonparametric tests were used for statistical analysis.

Results: Four DPs named Healthy, Animal Source Foods (ASF), Transition and
Vegetarian were identified. Intake of a Healthy DP was positively associated with total
cholesterol (TC) levels, and as a trend with LDL cholesterol, and this was influenced
by shellfish consumption. In addition, these two biochemical parameters also
correlated positively with the intake of ASF DP. Nevertheless, when comparing
children with acceptable vs high levels of cholesterol levels, significant differences
were only observed for the consumption ASF DP (p < 0.05). In contrast, Vegetarian
DP intake was associated with lower risk of overweight and obesity.

When including the GM into the diet- phenotype interaction, we observed that that
higher consumption of the ASF DP was associated with a greater relative abundance
of Lachnospira, and this genus was associated with higher prevalence of overweight-
obesity and higher LDL cholesterol levels. In contrast, the Healthy DP consumption
correlated positively with GM diversity. Although, this correlation was partially
dependent on DF intake, neither microbial diversity or fiber consumption were
associated with metabolic traits or complications. Interestingly, when children were
stratified by enterotype (Bacteroides: 66.66% and Prevotella: 33.33%), just in
children within Prevotella enterotype, the consumption of insoluble fiber and
hemicellulose was positively correlated with GM diversity. Furthermore, in these
children, GM diversity and DF intake correlated negatively with HOMA-IR and insulin
levels.

In addition, Prevotella enterotype underweight-normal weight children, without
Metabolic Syndrome and with acceptable levels of c-HDL cholesterol children
showed a higher intake of Vegetarian DP. In contrast, intake of the Transition DP was
positively associated with triglycerides and glucose levels, and as a trend with C-
reactive protein levels.

Interestingly, just in those children within Bacteroides enterotype (n = 136), a positive
correlation between the Healthy DP intake and TC and LDL cholesterol, was
observed that also correlated with shellfish intake. This could partially explain the
previously observed association in total sample (n = 336) between a Healthy DP with
CT and LDL cholesterol. Additionally, consumption of the Healthy DP was negatively
correlated with serum LPS levels in these children.

Conclusions: In the present study conducted in Mexican school-age children, four
DP were identified: Healthy, ASF, Transition and Vegetarian. ASF DP correlated
positively with relative abundance of Lachnospira, which could act as a mediator of

the effect, towards a greater risk of overweight-obesity and dyslipidemias in children.
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However, the mechanism remains to be elucidated. The Healthy DP was associated
with a greater GM diversity, possibly related to DF intake, especially insoluble-
hemicellulose fiber. However only in children classified with a Prevotella enterotype,
insoluble fiber and hemicellulose intake were associated with lower levels of IR
markers. The latter suggests that this enterotype could be a modifier of the interaction
between insoluble-hemicellulose fiber consumption and insulin resistance markers.
On the other hand, only in children classified with the Bacteroides enterotype,
cholesterol-rich foods intake such as shellfish, which were included in the Healthy
DP, were associated with the presence of dyslipidemias, possibly due to the influence
of Bacteroides in the absorption of this nutrient. Finally, only within children classified
in the Prevotella enterotype, those who had a higher consumption of a Vegetarian
DP, had a better metabolic phenotype.

The results of the present study suggest that evaluation of GM profiles could be

relevant for future personalized nutritional recommendations.



1.Introduccién

Desde 1980, la prevalencia de sobrepeso y obesidad ha incrementado en
México y en el mundo, siendo actualmente un problema de Salud Publica. De
manera concomitante, ha incrementado la prevalencia de complicaciones
metabdlicas como la Rl y las dislipidemias, asi como de enfermedades
cardiovasculares y enfermedades neuroldgicas. Ademas, en edades tempranas se
ha presentado también un aumento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad v,
con ello el inicio de alteraciones metabdlicas, evaluadas mediante parametros como
la glucosa, insulina y lipidos en suero, entre otros. Esto condiciona a que una gran
parte de los nifios con obesidad lleguen a ser, de igual manera, adultos con
obesidad y con presencia de diversas complicaciones metabdlicas (1,2,12-15).

La dieta, es uno de los principales factores ambientales que se ha
relacionado con el incremento en la prevalencia del sobrepeso, obesidad y
enfermedades asociadas. En la actualidad, México se encuentra en una transicion
alimentaria, caracterizada por un menor consumo de frutas, verduras, leguminosas
y maiz, y con ello un menor consumo de FD. Ademas, de un mayor consumo de
productos industrializados, comida rapida y preparada fuera del hogar, lo que
representa un incremento en el consumo de grasas saturadas y azlcares (3).

Esto ha resultado en un cambio en la dieta habitual descrito como una
adopcién del PD Occidental, que se distingue por el consumo de carne roja y
procesada, huevos, granos refinados y azlcar. Este tipo de PD se ha asociado con
mayor prevalencia de sobrepeso-obesidad (46.70 %) en nifios clasificados en el
tercer tercil del PD Occidental, en comparacion con nifios clasificados en el tercil uno
(24.10 %). Ademas, el mayor consumo de este PD (quinto quintil vs primer quintil)
se asocio con mayor riesgo de Rl (OR = 1.92; CI 95 %: 1.08 — 3.43; p < 0.05). En
contraste, un PD Prudente o Saludable, caracterizado por el consumo de frutas,
verduras, leguminosas y pescado, se ha relacionado con menor prevalencia de
sobrepeso-obesidad (9.60 %) en nifios clasificados en el tercil tres del consumo de
un PD Prudente, en comparacion con los nifios clasificados en el tercil uno (59.60
%). Por ello el estudio de los PD puede ser importante para el desarrollo de
estrategias encaminadas a la prevencién y/o posible tratamiento de la obesidad y
complicaciones metabdlicas asociadas (4,5,16—20).

De manera reciente, se ha estudiado la relacién de la dieta con la
composicion de la MI. Por lo que se sabe que cambios agudos en la dieta pueden
modificar de manera rapida la composicién y funcionalidad de la MI. No obstante, en
el largo plazo el establecimiento de la Ml esta influenciado por la dieta habitual. En
este sentido, en adultos y nifios el consumo habitual de dietas Saludables, altas en
FD, se ha asociado con un incremento y mantenimiento de la diversidad de la M.

Por el contrario, el consumo de dietas Occidentales o ricas en alimentos de origen
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animal, se han relacionado con menor diversidad de la MI. Aunque a nivel
taxonémico, los resultados no han sido consistentes entre los estudios, de manera
general el consumo de un PD Saludable se ha asociado con una mayor abundancia
de Bacteroidetes vs Firmicutes, siendo opuesto a lo observado en un PD tipo
Occidental (9,10,21-26).

Ademas, las diferencias o cambios en la composicion de la Ml se han
asociado con diversos efectos en la fisiologia y el metabolismo del hospedero. En
un inicio, se demostr6 que alteraciones en la composicion de la MI, podian
incrementar la acumulacion de grasa corporal e influir en la presencia de
complicaciones metabdlicas. En este sentido, estudios posteriores en humanos han
observado que la menor rigueza de la MI, se asocia con mayores niveles en los
biomarcadores de RI (6,28-31).

Actualmente, se ha propuesto que la interaccion entre la dieta, la Ml y el
fenotipo metabdlico (sobrepeso-obesidad, RI, Sindrome Metabdlico o pardmetros
metabdlicos) puede ser evaluada mediante dos hipotesis. La primera, considera a la
MI como un mediador entre la dieta y el fenotipo metabdlico, es decir, la dieta puede
influir directamente sobre la composicion o funcion de la Ml y esto, posteriormente
puede alterar el metabolismo del hospedero. La segunda hipétesis, considera a la
MI como un modificador del efecto que tiene la dieta sobre el fenotipo, es decir, el
efecto de la dieta sobre el metabolismo depende del perfil o patron de la MI. Dentro
de la primera hipétesis, son pocos los estudios observacionales en humanos que
han evaluado esta relacion, especialmente considerando el consumo de la dieta
habitual. Sin embargo, a través de estudios de intervencion se ha reportado que la
MI puede ser un mediador del efecto entre el consumo de diferentes dietas y la
presencia o severidad de complicaciones metabdlicas (11,30).

Dentro de la segunda hipétesis, donde el perfil de la Ml podria influenciar la
respuesta del hospedero a diferentes tipos de dietas y con ello, el efecto sobre el
fenotipo como la obesidad o complicaciones metabdlicas, se han propuesto distintas
clasificaciones de los individuos conforme a su MI. Por un lado, se ha utilizado la
diversidad, donde Menni C., y colaboradores observaron que solo en sujetos
clasificados en el tercer tercil de la diversidad Shannon, la ingesta de FD se asoci6
con menor riesgo de ganancia de peso (OR = 0.954, Cl 95 %: 0.92 - 0.98, p = 0.003).
En contraste, en los sujetos en el primer tercil del indice de Shannon, no se observé
este efecto. Otra clasificacion de la Ml, es a través de los enterotipos, que se refieren
a patrones de variacion de la Ml agrupados en conglomerados, que han sido
nombrados segun el género mas abundante dentro de estos, como Prevotella y
Bacteroides. De manera interesante en un estudio experimental aleatorizado, los
adultos clasificados con el enterotipo Prevotella tuvieron una mayor pérdida de peso

corporal (3.5 kg) en respuesta a una dieta alta en FD, mientras que en personas con



un enterotipo Bacteroides no hubo diferencia en el peso. Sin embargo, este tipo de
evidencia ha sido poco reportada en nifios (10,31-33).

Considerando el incremento en la prevalencia de sobrepeso-obesidad y
complicaciones metabdlicas, como la Rl y las dislipidemias en nifios mexicanos, el
estudio en conjunto de los patrones de la dieta habitual, la Ml y el fenotipo metabdlico
en estos, es particularmente relevante. Esto podria ayudar al desarrollo de futuras
recomendaciones nutricias en nifios, encaminadas a la modificacion de la Ml y con
ello, al fenotipo metabdlico. Ademas, se podria considerar la intervariabilidad de la
MI como un componente en la evaluacion nutricia para mejorar la eficiencia de las
intervenciones dietarias, que ayuden a prevenir, controlar o tratar diferentes

enfermedades metabdlicas.
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2. Antecedentes
2.1. Sobrepeso y obesidad

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la obesidad y
el sobrepeso se definen como la acumulacién anormal o en exceso de grasa que
puede provocar un dafio a la salud. Desde 1980, la prevalencia de sobrepeso y
obesidad ha incrementado a nivel mundial. En nifios y adolescentes de 5 a 19 afios
esta prevalencia increment6 de manera alarmante de un 4 % en el afio 1975 a un 18
% en el afio 2016 (13,14).

En México, entre los afios 1999 y 2018, la prevalencia de sobrepeso y
obesidad en los nifios de 5 a 11 afios increment6 de un 26.85 % a un 35.6 %. La
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion reporté en el 2018, en comparacién con el
afio 2012, un 18.1 % vs 19.8 % de sobrepeso y un 17.5 % vs 14.6 % de obesidad en
este mismo grupo de edad. Esto resalta la importancia del estudio de la obesidad y
sus factores de riesgo, ya que se ha reportado que hasta un 28 % de las muertes
pueden ser atribuidas a complicaciones provenientes de la obesidad en México
(3,34).

La obesidad es una enfermedad multifactorial, resultado de las interacciones
entre diferentes factores complejos y dinamicos, que en conjunto conforman un
ambiente obesogénico. En los nifios uno de los factores mas relevantes es la dieta,
mientras que otro, evaluado de manera reciente es la composicién y funcionalidad
de la Ml (3,22,23,35).

Para el estudio e identificacién de la presencia de sobrepeso y obesidad se
utiliza el indice de Masa Corporal (IMC), el cual evalia la relacion del peso corporal
en kilogramos y la estatura en metros al cuadrado. La clasificacién para nifios y
adolescentes, se basa en percentiles del IMC por los Centros para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), que consideran

ademas el sexo y la edad (Tabla 1) (14).

Tabla 1: Rangos para la clasificaciéon del peso en nifos y
adolescentes segun los CDC.

Categoria del peso Rango del percentil

Bajo peso < 5 percentil

Normal o peso saludable Percentil 5 hasta < percentil 85
Sobrepeso Percentil 85 hasta < percentil 95
Obesidad = Percentil 95

Referencia: Centros para el control y Prevencién de Enfermedades (CDC) (14).

2.2. Complicaciones metabdlicas asociadas al sobrepeso y

obesidad en nihos

El sobrepeso y la obesidad incrementan la prevalencia de enfermedades

como la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), las enfermedades cardiovasculares y
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diferentes canceres. Asi mismo, los nifios con obesidad tienen un mayor riesgo de
presentar obesidad en la edad adulta, promoviendo el desarrollo de ateroesclerosis
temprana, hipertension arterial, Rl, DMT2 o Sindrome Metabdlico en edad adulta.
Por ello, es importante el estudio de estas complicaciones en nifios, con la finalidad

de prevenir la progresion hacia la edad adulta (1,2,15).

2.2.1. Resistencia a la insulina: Se refiere a una alteracién biolégica sobre la
transduccién en la sefalizacién de la insulina, que es insuficiente para regular de
manera adecuada los procesos fisiolégicos y con ello la homeostasis de glucosa en
tejidos especificos como el higado, el musculo y el tejido adiposo. Ademas, la RI
altera la disponibilidad de glucosa hacia el interior de las células, resultando en un
incremento compensatorio de insulina por parte de las células R del pancreas,
llamado hiperinsulinemia (36,37).

En nifios, el método mas utilizado para la evaluacién de la Rl es el Modelo
de Evaluacién de la Homeostasis de la Resistencia a la Insulina 0o HOMA-IR (por sus
siglas en inglés). Sin embargo, los cortes utilizados no son consistentes, y pueden ir
desde 1.14 hasta 5.56. Aunque en México la prevalencia de la Rl en nifios y
adolescentes ha sido poco evaluada, en un estudio en nifios entre 12 a 16 afios
reportaron una prevalencia de Rl de aproximadamente un 16 %, evaluada por un
percentil > 85 del valor de HOMA-IR (15,18).

2.2.2. Dislipidemias: Se considera dislipidemia cuando uno o mas de los lipidos
en sangre, como TG, CT y c-LDL, se encuentran en niveles altos, o cuando el c-HDL
esta en niveles bajos (Tabla 2) (38).

Tabla 2: Cortes de referencia de colesterol total, c-LDL, c-HDL vy triglicéridos en nifios.

Aceptable L|m|t.e Nivel alto
superior
Colesterol total <170 170 - 199 > 200
c-LDL <110 110-129 > 130
Triglicéridos:
0 - 9 afios <75 75 -99 > 100
10 - 19 afios <90 90 - 129 > 130
Aceptable lelt.e Bajo
superior
c-HDL > 45 40 - 45 <40

Referencia: Expert Panel on Integrated Guidelines for Cardiovascular
Risk Reduction on lipid screening in Childhood and Adolescence (39).

Aungue pocos estudios en niflos mexicanos han reportado la prevalencia de
dislipidemia, un estudio realizado en Nuevo Leon en nifios de 2 a 10 afios se observo
que el 54.3 % de los nifios presentd alguna dislipidemia. Ademas, se identifico que
el tipo de dislipidemia mas comun fue la hipertrigliceridemia (de manera aislada 10.6

% y combinada 26.2 %), seguida de la hipoalfalipoproteinemia (10.0 % de manera
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aislada). Ademas, este grupo de investigadores reporté que el riesgo de presentar
dislipidemia fue mayor en nifios con obesidad (OR: 2.73, IC 95 %: 1.41 — 5.55) a

diferencia de los nifios normopeso (40).

2.2.3. Sindrome Metabdlico: Es un conjunto de alteraciones metabdlicas cuya
patogénesis alun se encuentra en debate. Los 5 componentes que definen al
Sindrome Metabélico son: La elevacion en los niveles de insulina o glucosa, la
obesidad central evaluada mediante la circunferencia de cintura, el aumento en los
niveles de TG, el aumento en la presion arterial (sistolica, diastélica o ambas) vy, la
disminucién en los niveles de c-HDL (41,42).

Actualmente en nifios, no existe un consenso para la definicion de los valores
de cada componente para el Sindrome Metabdlico. Sin embargo, los cortes
establecidos por De Ferranti, y colaboradores, (Tabla 3), con base en las referencias

del ATP IlI, han sido previamente utilizados en otros estudios (43).

Tabla 3: Cortes de referencia para el establecimiento del Sindrome Metabdlico en

nifos.
Variables Valores para nifios
Hipertrigliceridemia =100 mg/dl
c-HDL <50 mg/dl
Glucosa en ayuno =110 mg/dl
Obesidad central (CC) > percentil 75 (por edad y sexo)
Hipertension > percentil 90 (por edad, sexo y altura)

Referencia: De Ferranti., y colaboradores (43).

En los Ultimos afios el incremento en la prevalencia de obesidad en nifios,
se ha acompafnado del aumento en el Sindrome Metabdlico, sobre todo en paises
en desarrollo. En México, se ha reportado que 1 de cada 5 nifios y adolescentes
presentan Sindrome Metabdlico, en donde el componente con mayor prevalencia es

la hipoalfalipoproteinemia (44).

2.3. La importancia de la dieta en la presencia de sobrepeso,
obesidad y complicaciones metabdlicas en ninos

2.3.1. Transicion alimentaria en México
El aumento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacion
mexicana surge generalmente, por un mayor consumo energético, dando como
resultado un balance positivo y con un ello, el aumento del peso corporal (17,45).
Este balance energético positivo ha sido favorecido por un cambio en la
alimentacion conocido como transicién alimentaria. Desde el afio 1988 y hasta 1999,

se observé un incremento en el consumo de carnes y azUcares refinados, asi como
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una disminucion en el consumo de alimentos ricos en fibra como las frutas y verduras
(Figura 1), lo cual ha persistido hasta afios recientes. Por ello, en un principio, los
esfuerzos para disminuir el incremento en la prevalencia del sobrepeso y la obesidad
a través de la dieta se enfocaron en el control individual del consumo de nutrientes
como grasas, carbohidratos y proteinas. Sin embargo, esta estrategia ha sido poco
efectiva (17,46).

50 - .
| Fruits and vegetables

40 4 O Milk and derivates 37.21
@ Meats

30 - @ Refined carbohydrates
Soda

20 4

-26.72

-29.33

-40

Figura 1: Cambio en el consumo de alimentos en poblacion mexicana. Incremento en el
consumo de alimentos ricos en azUcar y carbohidratos refinados, y disminucién en el consumo de
carnes, leche y derivados, alimentos ricos en fibra como frutas y verduras en poblacién mexicana.
Referencia: Tomada de Rivera JA, 2004 (17).

2.3.2. Patrones dietarios

En la actualidad el enfoque hacia la dieta habitual, a través de PD permite
evaluar en conjunto el efecto de alimentos y nutrientes que forman parte de la dieta
del individuo de manera regular. Ademas, los PD han sido utilizados para desarrollar
estrategias que permitan prevenir o disminuir la presencia de complicaciones
metabdlicas (5,47-49).

La dieta habitual durante la infancia y la edad escolar puede influir en el
crecimiento, el desarrollo y la salud del nifio. En este sentido, determinados PD
pueden inducir alteraciones metabdlicas a temprana edad y tener un impacto
negativo sobre el estado de salud en la edad adulta. Por lo cual, resulta importante
identificar el consumo de PD en esta poblacién. Algunos PD identificados en este
grupo de edad han sido el “Occidental”, el “Saludable”, aquellos con un estilo de
dieta “Mediterranea”, “Tradicionales”, “Ricos en Carne y Altos en Grasa”, entre otros
(5,20,50,51).

2.3.3. Patrones dietarios en la obesidad

Estudios epidemiolégicos en diferentes paises en desarrollo han identificado
que el PD de tipo Occidental, caracterizado por un menor consumo de frutas y
verduras, y mayor consumo de sodio, azlcar, grasa animal y azlcares afiadidos

contribuye al incremento en el peso corporal (5).
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En nifios mexicanos de 5 a 11 afios, el mayor consumo de un PD Occidental
(caracterizado por el consumo de cereales, bebidas con azlcar, pasteles, grasa y
snhacks) y/o de un PD de Cereales dulces y platillos a base de maiz altos en grasa
(caracterizado por el consumo de cereales, cereales dulces, platillos con maiz,
dulces, lacteos, y leche baja en grasa), se asocié con mayor riesgo de presentar
sobrepeso y obesidad en un 35 % (Cl 95 %: 1.17 — 2.19) y un 29 % (CI 95 %: 1.09
—1.94), respectivamente (52).

De manera similar, en nifios y en adolescentes mexicanos el consumo de un
PD Mexicano modificado (caracterizado por el consumo de cereales, productos
lacteos, azUcares-dulces y postres) se asocié con mayor prevalencia de sobrepeso
y obesidad. En contraste, en nifios con un mayor consumo de un PD Tradicional
(caracterizado por el consumo de leguminosas, verduras, shacks, salsas y
condimentos) y/o con un PD de Dieta mexicana alternativa (con un mayor consumo
de pescado y verduras) la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue menor (20,53).

Ademas, también se observo en adolescentes mexicanos con un consumo
en el tercer tercil de un PD Prudente o Saludable (alto en el consumo de verduras,
leguminosas, nueces y semillas, frutas y cereales de grano entero) una menor
proporcién de sobrepeso y obesidad (9.60 %), en comparacion con los nifios que
reportaron un consumo en el primer tercil de este PD, donde se encontré una mayor
proporciéon de sobrepeso u obesidad (59.60 %; p < 0.05). Este PD Saludable o
Prudente ha sido relacionado de manera consistente con beneficios sobre el fenotipo
metabdlico en adultos (5,20).

Al igual que en México, en otros paises como China, Australia y Alemania,
los PD tipo Occidental y de Comida rapida se han caracterizado por un mayor
consumo de carnes rojas, carnes procesadas, azucares, postres, snacks, y se han
asociado con un mayor porcentaje de obesidad. Lo que sugiere que estos PD
pueden incrementar la prevalencia de la obesidad independientemente del lugar
geografico en el que se evalle, siendo relevante la identificacion de éstos con la
finalidad de contrarrestar mediante otros PD, el desarrollo de enfermedades o

complicaciones metabdlicas (54,55).

2.3.4. Patrones dietarios y complicaciones metabdlicas

La evaluacion de los PD también ha contribuido al entendimiento del efecto
de la dieta sobre la presencia de complicaciones metabdlicas, el Sindrome
Metabdlico, la inflamacion de bajo grado y la DMT2 (56-58).

Los adultos con un mayor consumo de un PD de Grasas y azUucar presentan
mayores niveles de CT, c-LDL, TG y glucosa en ayuno, a diferencia de los sujetos
gue tienen un menor consumo de este PD. En contraste, los sujetos con un mayor

consumo de un PD Saludable presentan menores niveles de presion arterial
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diastolica, c-LDL, TG y glucosa en ayuno. Por lo que, el consumo de este PD
Saludable se ha considerado como una estrategia para la disminucion de
complicaciones metabdlicas (5,59-62).

En el caso del Sindrome Metabdlico, un metaanalisis en adultos observo que
el consumo de un PD Saludable se relacioné tanto con menor presencia de este
sindrome como con un efecto protector para el desarrollo de este (OR: 0.83; IC 95
%: 0.76 — 0.90). Los grupos de alimentos que caracterizaron al PD Saludable fueron:
verduras, frutas, frutas secas, cereales de grano entero, lacteos bajos en grasa,
pescado, aves de corral, nueces, leguminosas, huevo, productos de soya y té (57).

De manera interesante, derivado de este tipo de estudios, se han generado
PD para la disminucién en los niveles de hipertension arterial y otras complicaciones
metabdlicas. Un ejemplo es la dieta DASH, por sus siglas en inglés (Dietary
Approaches to Stop Hypertension), caracterizada por un consumo diario de 1500-
2300 mg de sodio, 6 a 8 porciones de cereales, 6 o0 menos porciones de carnes
(incluyendo pescado, cerdo y res), 4 a 5 porciones de verduras y frutas, 2 a 3
porciones de productos lacteos, 2 a 3 porciones de grasas y aceites, 4 a 5 porciones
de nueces y semillas, y menos de 5 porciones de azUcares, la cual ha sido una de
las estrategias mas empleadas para el manejo de complicaciones metabdlicas. Otro
de los PD relacionado con efectos benéficos sobre diferentes complicaciones
metabdlicas es la dieta Mediterranea, la cual es caracterizada por el consumo de 1
a 2 porciones de frutas, 2 0 mas porciones de verduras, 1 a 2 porciones de cereales
integrales por comida principal; 1 o 2 porciones de aceite de oliva, nueces o semillas
y 2 porciones de productos lacteos bajos en grasa diariamente, y 2 porciones de
carne blanca, menos de 2 porciones de carne roja o procesada, 2 0 mas porciones
de leguminosas, 2 a 4 porciones de huevo y menos de 2 porciones de azucares a la
semana (63-65).

2.4. Microbiota intestinal

La MI es una comunidad de microorganismos comensales, simbiontes y
patdégenos, que se encuentra en el intestino. En humanos la microbiota del tracto
gastrointestinal comprende hasta 10 de microorganismos que funcionan
colectivamente como un érgano que comunica y complementa el metabolismo del
hospedero. El estudio de la Ml y su relacidon con el hospedero implica diferentes
perspectivas, que abarcan desde la composicion taxonomica, la riqueza y diversidad,
hasta la funcionalidad de la misma (22,66—69).

La estructura y composicion de la Ml entre individuos responde a diversos
factores ambientales como la regidn geogréfica, la dieta y el estilo de vida, entre
otros. Esto resulta en variabilidad significativa entre individuos y poblaciones, que

afectara diferencialmente la fisiologia y el metabolismo del hospedero. Incluso se ha
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postulado que esta intervariabilidad debe ser contemplada para el estudio de la
interaccioén entre la dieta, la Ml y el metabolismo de los hospederos. En este sentido,
en el afio 2011, Arumugam M., y colaboradores, identificaron en sujetos de
diferentes paises (Francia, Italia, Espafia y Dinamarca) perfiles o patrones de la MI.
Especificamente mediante el agrupamiento de las abundancias relativas a nivel de
género y, usando la distancia de Jensen-Shannon y el algoritmo de Particion
alrededor de Medoides (Partitioning Around Medoids, PAM, por sus siglas en inglés),
identificaron conglomerados a los cuales denominaron enterotipos. Estos fueron
representados principalmente por los géneros: Bacteroides, Prevotella y
Ruminococcus que, pudieron ser identificados a pesar del lugar de procedencia de
los sujetos, la edad y el sexo. Desde entonces, se ha postulado que los enterotipos
pueden utilizarse para estratificar a la poblaciéon, y con ellos disminuir la variacion
interindividual cominmente observada en el fenotipo en estudios clinicos. Esto
permite realizar agrupaciones de los sujetos segun el enterotipo de la Ml y evaluar
si diversas dietas pudieran influir diferencialmente en el metabolismo del hospedero.
Por lo que, esto pudiera considerarse también como una nueva estrategia para
mejorar los tratamientos especificos o personalizados segun el perfil de la M
(31,70,71).

2.4.1. Patrones dietarios en relaciéon con la microbiota intestinal

Estudios observacionales sobre la dieta habitual, asi como estudios de
intervencién donde evallan la dieta a corto plazo, han observado que ésta influencia
de manera significativa la composicion y la diversidad de la Ml (9,10,72,73).

Uno de los primeros estudios para evaluar el papel de la dieta habitual sobre
la Ml en humanos, fue a través de la evaluacion de la frecuencia del consumo de
determinados alimentos y nutrientes. Zhernakova A., y colaboradores, reportaron
gue el mayor consumo de frutas, verduras y productos lacteos, que han sido
considerados en otros estudios dentro de PD Saludables o Prudentes,
correlacionaron con mayor diversidad alfa de la MI. A pesar de esto, no fueron los
Unicos alimentos que contribuyeron al explicar la variacion en la estructura de la M,
lo que sugiere que el estudio de los PD podria ser relevante para evaluar los efectos
del conjunto de alimentos y nutrientes sobre la Ml (74).

Aunqgue actualmente son pocos los estudios que han evaluado el papel de
la dieta habitual con la composicién de la MI, dos tipos de PD relacionados de
manera importante con la Ml, son el tipo Occidental y las dietas altas en el consumo
de FD. El primer PD esta descrito como una dieta alta en el consumo de alimentos
de origen animal y grasas, y baja en carbohidratos metabolicamente disponibles para
la Ml (MACs, por sus siglas en inglés), como la FD. El consumo de este PD se ha

relacionado con poblaciones urbanas o industrializadas y que, de manera
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concomitante, presentan una menor diversidad alfa de la MI. Por ello, se ha
propuesto que los PD tipo Occidental podrian promover en el largo plazo una menor
diversidad de la Ml y con ello, la posible extinciéon de bacterias implicadas en el
metabolismo de la FD (22,23,72,75-77).

En contraste, el segundo PD, alto en el consumo de FD, y que se ha
relacionado con el tipo de alimentacion de poblaciones rurales o no industrializadas,
se ha reportado que puede promover una mayor diversidad alfa de la MI, que
ademas se ha asociado con un mejor fenotipo metabdlico (22,23,76).

Una limitante de los estudios anteriores es que la comparacion de los PD y
su relacion con la MI, se ha evaluado mayormente en poblaciones contrastantes
como la urbana o industrializada vs la rural o no industrializada, que ademas de
diferir en el tipo de dieta tienen estilos de vida muy distintos. Por ello, aunque las
diferencias en la MI pueden ser en parte explicadas por la dieta habitual, también
pueden ser resultado del efecto de otros factores ambientales de la propia region o
de las costumbres dentro de esta. Por lo tanto, es necesario el estudio en
poblaciones homogéneas o dentro de un mismo pais que estén expuestas a factores
ambientales similares, con la finalidad de determinar la magnitud de la influencia de
la dieta habitual sobre la Ml (23,78,79).

De manera interesante, en estudios observacionales también se ha
reportado que los enterotipos de la MI como Bacteroides y Prevotella pudieran
caracterizarse por el consumo de determinados alimentos. En este sentido la dieta
de las personas con enterotipo Bacteroides se ha caracterizado por el consumo de
PD altos en proteina y grasa animal, y bajos en el consumo de FD. Mientras que las
personas con un enterotipo tipo Prevotella, se han caracterizado por dietas altas en
el consumo de carbohidratos, FD, y almidon resistente, lo que pudiera tener
implicaciones distintivas en el fenotipo metabdlico. Resaltando la importancia en la

evaluacion de la dieta habitual en estudios observacionales (31,80,81).

2.4.2. Microbiota intestinal en la obesidad

Desde hace poco mas de 13 afios, la obesidad se ha relacionado con
cambios en la composicion de la MI, una menor diversidad alfa y alteraciones en la
expresion de genes bacterianos. Uno de los primeros hallazgos fue realizado por
Backhed F., y colaboradores, en el afio 2004, donde observaron que ratones con Mi
tuvieron un 42 % mas grasa corporal en comparacion con ratones estériles o libres
de bacterias. Esto sugirié por primera vez una relacién entre la Ml y la acumulacion
de grasa corporal. A partir de entonces, la Ml se ha estudiado como una estrategia
potencial para la disminucién en la prevalencia de sobrepeso y obesidad (27,28).

Diversos estudios han mostrado una asociacion entre la composicion de la

MI 'y la obesidad, particularmente un mayor indice entre los phyla
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Firmicutes:Bacteroidetes, lo cual también ha sido observado en nifios mexicanos.
Una posible explicacion radica en que en el phylum Firmicutes hay una mayor
cantidad de bacterias con enzimas para la degradacion y la fermentacion de
carbohidratos complejos, los cuales pueden ser aprovechados por el hospedero,
obteniendo asi una mayor extraccion de energia de la dieta. Sin embargo, en otros
estudios este resultado aun es controversial, posiblemente debido a diferentes
factores ambientales que rodean a cada poblacion (7,25,26,82).

Otros autores han observado una menor diversidad alfa de la MI, en sujetos
con obesidad, en comparacién con sujetos en normopeso Y, se ha estimado que en
promedio los sujetos con obesidad tienen 7.47 % menos riqueza, 0.88 % menos
equidad y 2.07 % menos diversidad microbiana. Sin embargo, al igual que en el caso
de la taxonomia, los resultados anteriores han sido controversiales. En un estudio
donde compararon la riqueza (presencia o0 ausencia de bacterias) entre nifios con
sobrepeso vs normopeso, se observé interesantemente un comportamiento bimodal
de la diversidad solo en nifios con menor o mayor sobrepeso. Es decir, los nifios con
mayor sobrepeso tuvieron menor riqueza de la MI, en comparacion con aquellos con
menor sobrepeso. Mientras que, en nifios con normopeso no se observo este
comportamiento. Esto sugiere que la riqueza puede ser afectada segun la severidad
del estado nutricio, y que puede haber otros factores interindividuales o ambientales,
como la dieta, que pudieran estar influyendo sobre la Ml y el fenotipo metabdlico
(25,27,32,68,82-85).

Ademas, en paises industrializados, donde generalmente hay mayor
prevalencia de sobrepeso y obesidad, se ha observado una menor diversidad de la
MI, comparado con poblaciones tradicionales o no industrializadas. Esto se ha
relacionado con la dieta y otros factores ambientales. Sin embargo, esto ha sido
menos estudiado en paises en vias de desarrollo como México (24,77,85,86).

Diversos estudios han propuesto que la composicion y la funcionalidad de la
MI pueden contribuir a la regulacién energética del hospedero y con ello, a la
presencia de sobrepeso y obesidad. Particularmente se ha postulado que
metabolitos bacterianos como los acidos grasos de cadena corta (AGCC) y los
aminoéacidos, pueden ser posibles intermediarios involucrados en la ganancia o
pérdida de peso y en la acumulacién de grasa corporal (27,28,87,88).

En este sentido, los AGCC pueden afectar el metabolismo del hospedero al
unirse y activar a los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, por sus siglas en
inglés) como GPR43 y GPR41 en células epiteliales, en tejido muscular, tejido
adiposo y en higado. En el caso particular del butirato, contribuye al 70 % de los
requerimientos energéticos de los colonocitos, siendo una de las principales fuentes
de energia para éstos, al haber un alto consumo de FD. Este AGCC se ha
relacionado con la pérdida de peso, ya que puede inducir la actividad de PGC1-alfa

(coactivador gamma del receptor activado por proliferador de peroxisomas 1 alfa),
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coactivador relacionado con la regulacion de genes del metabolismo energético, por
lo que puede mejorar la funcion mitocondrial de tejido adiposo marrén y asi,
promover el gasto energético y prevenir la Rl. Ademas, se ha observado que este
AGCC, asi como el propionato, estan involucrados en la produccién de
enterohormonas como el péptido similar a glucagén 1 (GLP-1) y el péptido YY (PYY).
GLP-1 puede incrementar la secrecion de insulina'y PYY interviene en la respuesta
anorexigénica en el sistema nervioso central. Por lo que, pueden ser importantes

para la prevencion y tratamiento de obesidad y RI (87,89-91).

2.4.3. Microbiota intestinal y el fenotipo metabdlico

La MI también ha sido relacionada con otras enfermedades o
complicaciones metabdlicas, como la DMT2, los componentes del Sindrome
Metabdlico, las enfermedades cardiovasculares y la RIl. En un primer acercamiento,
realizado por Backhed, y colaboradores, observaron menores niveles de insulina y
glucosa en ratones libres de MI, en comparacién con los ratones que tenian Mi
propia. Indicando un efecto de la presencia de la Ml en la sensibilidad a la insulina
(28,69,92-94).

Estudios posteriores en humanos han observado que a nivel taxonomico la
abundancia de algunas bacterias puede asociarse con rasgos metabdlicos. En este
sentido, la mayor abundancia de Coriobacteriaceae, familia del filum Actinobacteria,
se ha asociado con obesidad, mayores niveles intrahepaticos de TG y plasmaticos
de colesterol no HDL en adultos. Mientras que, la mayor abundancia del género
Lachnospira, del phylum Firmicutes y productor de AGCC, se ha relacionado con
mayor prevalencia de diabetes y Sindrome Metabdlico, y a nivel de familia
(Lachnospiraceae) con niveles altos de CT y c-LDL en humanos. Otro taxdn que ha
sido estudiado en gran medida es Akkermansia muciniphila (A. muciniphila), en
donde su mayor abundancia o mediante su suplementaciéon se han observado
menores niveles de inflamacion, menor presencia de diabetes y marcadores de la Rl
(95-101).

Otros estudios realizados en nifios han observado correlaciones negativas
de la AR de Bacteroides con los niveles séricos de TG, CT y proteina C-reactiva, asi
como correlaciones positivas entre la AR de Prevotella y los niveles de TG y proteina
C-reactiva. Ademas, en nifios y adolescentes mexicanos se observé que solo el
grupo de adolescentes con obesidad presentd una asociacidn positiva entre los
niveles de CT y mayor AR de Ruminococcus. Esto destaca que la taxonomia puede
ser relevante en la relacion con el fenotipo metabdlico desde edades tempranas.
Ademas, el estudio de la diversidad de la MI también se ha relacionado con mejor
perfil metabdlico en humanos. En este sentido, un estudio reportd en nifios y

adolescentes con obesidad una correlacion negativa del indice de Shannon con los
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niveles de HOMA-IR, lo que ha sido poco reportado en este grupo de edad
(6,26,85,102).

Los mecanismos exactos por los que bacterias como Ruminococcus,
Bacteroides, Lachnospiraceae y Coriobacteriaceae se asocian con los niveles de
colesterol aln no son claros. Se sugiere que la Ml puede ser esencial para la
bioconversién de colesterol a acidos biliares, asi como para la absorcion de estos
ultimos. Particularmente se ha observado que en ratones con la Ml alterada, por el
consumo de diferentes antibiéticos, pueden activarse genes en hepatocitos que
posteriormente condicionaran una mayor formacion de acidos biliares. Asi mismo la
activacién de genes en los enterocitos puede incrementar la absorcion del colesterol
en el yeyuno. Ademas, en ratones con Ml de mujeres con niveles altos de CT y c-
LDL se observo que algunos géneros, como Bacteroides, se asociaron con la mayor
expresion de genes para la absorcion de colesterol, lo que podria contribuirse al
incremento en los niveles de colesterol plasmatico (103).

Por otro lado, moléculas como los patrones moleculares asociados a
microbios (o microbes-associated molecular patterns) como los lipopolisacéridos
(LPS) pueden promover procesos inflamatorios y con ello RI. Esto posiblemente
debido a que el LPS, a través de la difusién por el epitelio intestinal, activa a los
receptores tipo Toll 4 (TLR4) en musculo, higado y tejido adiposo, asi como la
fosforilacion de JNK, incrementando la inflamacién de bajo grado. Este mecanismo
se ha relacionado con alteraciones en la sefializacién de la insulina, dando como
resultado el desarrollo de la RI. En contraste, se ha propuesto que A. muciniphila
tiene efectos benéficos sobre la sensibilidad a la insulina. Uno de los mecanismos
es a través de la regulacion de las uniones estrechas entre las células epiteliales, las
cuales intervienen en la integridad de la mucosa intestinal, evitando asi que el LPS
penetre y provoque una reaccion de inflamacion a través de la sefializacién del
receptor TLR4 (96,99,101,104-107).

2.4.4. Relacién entre los patrones dietarios, la microbiota intestinal y el

fenotipo

Como se menciond anteriormente la mayoria de los estudios que evaldan
los PD, la Ml y el fenotipo metabdlico se han enfocado en comparaciones entre
poblaciones Occidentales o urbanas y no-Occidentales o rurales. Particularmente se
ha observado que poblaciones rurales o no-occidentales, al tener un menor consumo
de alimentos como cereales refinados y mayor de FD, aunado a una mayor
diversidad de la MI, pueden presentar menos complicaciones metabdlicas. Sin
embargo, la desventaja de este tipo de estudios es que existen otros factores

ambientales que pudieran estar interviniendo sobre la composicion de la Ml y el
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fenotipo metabolico, por lo cual el efecto de la dieta aun no es claro
(22,24,29,78,79,108).

Aungue son pocos los estudios en nifios y adolescentes que han evaluado
el efecto de los PD sobre la Ml y el fenotipo metabdlico en una misma regién, un
estudio en Korea mostré que el consumo de un PD Modificado, enriquecido en
papas, nueces y semillas, carne roja, pescado, aceite y grasas, se asocié con una
mayor AR de Prevotella, en comparacién con los nifios con un consumo de un PD
Tradicional, caracterizado por el consumo de carbohidratos, verdura, proteina
vegetal y FD. De manera interesante, la abundancia de este taxdn se asoci6 con un
mayor riesgo de obesidad (OR = 1.018; IC 95 %: 1.004 — 1.032; p = 0.011). Esto
contrasta con resultados previos donde el género Prevotella se ha asociado con
mayor consumo de FD, y de dietas ricas en carbohidratos. Lo que sugiere que las
inconsistencias en este tipo de hallazgos podrian deberse a otro tipo de factores
(genéticos, geogréficos, clinicos o incluso metodolégicos) (30,51,109).

Por otro lado, en un estudio donde se evalué la diversidad alfa de la Ml,
sugirié que el consumo habitual de dietas ricas en FD pudiera condicionar la menor
ganancia de peso corporal, solo cuando los sujetos tienen una mayor diversidad de
la MI. Ademas, también se ha sugerido que el consumo de una dieta con una mayor
cantidad de frutas y verduras puede incrementar la riqueza de la Ml, y relacionarse
con menor presencia de dislipidemias y RI (evaluada a través del indice de HOMA-
IR) (10,69).

La relacién entre la Ml y la RI, a nivel taxonémico se ha enfocado
principalmente en A. muciniphila. Esta es una bacteria gram-negativa, degradadora
de la mucosa intestinal, cuyo efecto sobre el fenotipo se ha postulado que es
dependiente del consumo de FD. En este sentido, una dieta con restriccién en el
consumo de FD puede incrementar la AR de A. muciniphila, promoviendo la
degradacion de la mucosa intestinal. A su vez, esto puede aumentar la
permeabilidad de la mucosa permitiendo el paso de bacterias patégenas,
incrementando la inflamacién de bajo grado y con ello, la Rl en el hospedero. En
otros casos, se ha reportado una mayor abundancia de A. muciniphila cuando hay
un mayor consumo de FD. Ademds, estudios en modelos animales han reportado
gue la suplementacion de A. muciniphila con dietas altas en grasa-sacarosa, puede
tener un efecto protector hacia la mucosa intestinal y con ello disminuir la RI. Por
ello, la interaccion entre esta bacteria y la dieta parece ser relevante para dilucidar
su efecto sobre el fenotipo, sin embargo su relacion con el consumo de patrones de
la dieta habitual en humanos adn no ha sido estudiado (94,99,106,107,110,111).

En la actualidad se ha descrito que la Ml puede interactuar de diferentes
maneras en la relacion dieta-fenotipo metabdlico planteando dos hipoétesis. En la
primera, la Ml se posiciona como el mediador del efecto entre la interaccion de la

dieta y el fenotipo metabdlico, como la ganancia de peso (Figura 2a), donde al
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consumir un determinado tipo de dieta, la MI puede ser modificada en su
composicion y/o funcionalidad y esto condiciona el efecto sobre el fenotipo
metabdlico, siendo una interaccion lineal entre la dieta-MI-fenotipo. En la segunda,
el perfil o patrén de la Ml se considera como modificador del efecto, debido a que
puede ser el punto de partida sobre la interaccidn observada entre la dieta-fenotipo
metabdlico. Es decir, un patrén de la Ml como los enterotipos, puede influir en la
forma en que los individuos responden al tipo de dieta y por tanto, inducir cambios
diferenciales en el fenotipo (Figura 2b) (6,11,30,31,112,113).
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Figura 2: Esquema de la interaccion de la microbiota intestinal como mediador del
efecto o modificador del efecto entre la dieta-fenotipo metabdlico. a) Mediador del efecto.
La microbiota intestinal puede ser un mediador del efecto al ser modificada por el consumo de cierto tipo
de dietas, esto tendra un efecto sobre el fenotipo. b) Modificador del efecto. Dependiendo de la microbiota

intestinal, ésta puede ser un modificador entre el efecto de la dieta sobre el fenotipo.

Un ejemplo de esta segunda hipétesis radica en que, en humanos se ha
observado un efecto diferencial en la respuesta al consumo de un pan con fibra a
base de cebada en los niveles de glucosa e insulina en ayuno. Debido a que, durante
tres dias del consumo del pan rico en cebada, una parte de los sujetos tuvieron
menores niveles de insulina y glucosa, lo que fue acompafiado de un incremento en
la AR de Prevotella. Mientras que, otra parte de los sujetos no presentaron cambios
en estos parametros o en la AR de Prevotella. Por lo que, la capacidad responsiva
de la Ml a la dieta parece relacionarse con respuestas diferenciales en el fenotipo
del hospedero (30,31).

En este sentido, el estudio de los enterotipos ha sido de especial atencion
para la determinacién de un perfil de la Ml antes de un tratamiento dietario. En un
acercamiento, se observo que sujetos con un mayor indice Prevotella:Bacteroides,
presentaron una disminucion de grasa corporal en un periodo de 26 semanas en

respuesta a una dieta alta en fibra (fruta, granos enteros y verduras). Mientras que,
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en sujetos identificados con un indice bajo de Prevotella:Bacteroides, no hubo
diferencias significativas en la pérdida de grasa corporal. Relacion que también se
ha observado con los niveles de CT y c-LDL (31,112,113).

El posible mecanismo que se ha descrito sobre la relacion entre dietas altas
en FD, la Ml y el fenotipo metabdlico, ha sido atribuido en parte, a la capacidad de
la Ml de degradar la FD. Esta degradacion se asocia con la produccién de
metabolitos como los AGCC, principalmente el acetato, propionato y butirato, cuya
produccion depende del perfil de la Ml y el tipo de FD consumida. En este sentido,
en un estudio in vitro se observé que la MI de un sujeto del enterotipo Prevotella y
en presencia de compuestos que forman parte de la fibra insoluble (como los
arabinoxilanos) incrementd la produccién de propionato, a diferencia de la Ml de un
sujeto del enterotipo Bacteroides. Ademas, estos AGCC pueden modular el
metabolismo energético, la gluconeogénesis, la oxidacién de acidos grasos y la
lipogénesis, asi como estimular a las enterohormonas que intervienen en el eje
intestino-cerebro, resaltando la importancia de éstos metabolitos sobre el hospedero
(31,87).

Por lo anterior, resulta de gran interés el estudio de la dieta habitual en nifios
de poblacion mexicana, su interacciéon con la Ml y su relacibn con rasgos
metabdlicos, como el sobrepeso, la obesidad y complicaciones metabdlicas
asociadas. Esto podria contribuir al conocimiento actual en la nutricion con el fin de
disefiar posibles estrategias para la prevencion de complicaciones metabdlicas como
las dislipidemias, hipertension y Rl desde edades tempranas que incorporen el papel
de la M.
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3.Justificacion

El incremento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios escolares
mexicanos en los ultimos 25 afios se ha convertido en un problema de Salud Publica.
Esto es de gran importancia, debido a que la obesidad en edades tempranas tiene
consecuencias a largo plazo sobre la salud del sujeto. En parte, se sabe que el
incremento en la prevalencia ésta ha sido explicado por la transicién en el consumo
de alimentos en México, que incluye la disminucién en el consumo de alimentos ricos
en fibra (frutas, verduras, frijoles, cereales de grano entero) y el incremento en
alimentos ricos en grasas, azUcares y alimentos industrializados. Sin embargo, han
sido pocos los estudios que demuestran mejorias en la salud de los nifios con
obesidad al aplicar diversos tratamientos (3,114-116).

Por ello, se han buscado nuevas estrategias en el &rea de nutricién, que
permitan prevenir y disminuir el sobrepeso y obesidad en nifios. Una de ellas es a
través de la interaccion con la MI, debido a que actualmente es considerada un factor
que influye sobre el estado nutricio, como el normopeso y obesidad, y el fenotipo
metabdlico de los sujetos. Otra estrategia se ha enfocado en el estudio de la dieta
habitual, debido a que los humanos no consumen nutrimentos aislados, sino un
conjunto de estos. En este sentido, las dietas habituales tipo saludables,
tradicionales o rurales ricas en FD, asi como las tipo occidentales o urbanas, con
alto contenido de grasas y proteinas, se han relacionado perfiles diferenciales de la
Ml y de manera concomitante con el fenotipo metabdlico (5,7,24,49,78—-80,106).

Hasta el momento los estudios que evallan la dieta habitual, la Ml, el
fenotipo metabdlico (sobrepeso-obesidad, las dislipidemias, la RI, el Sindrome
Metabdlico y parametros metabdlicos, como glucosa, insulina, lipidos, entre otros)
en niflos escolares aun son escasos y poco consistentes. Por ello, dado el
incremento en la prevalencia de sobrepeso--obesidad y enfermedades crénicas en
este grupo de edad, especialmente en poblacion mexicana, es de gran importancia
la evaluacion de esta interaccion con el fin de disefiar tratamientos dietarios para el
manejo o prevencion del sobrepeso-obesidad y complicaciones metabdlicas (31,32).

Por todo lo anterior, nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Como es la interaccién entre la dieta habitual, la Ml y el fenotipo metabdlico en

ninos escolares mexicanos?
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4. Hipotesis

Hipoétesis de investigacion: La dieta habitual del tipo saludable se asociara con
mayor diversidad y/o con perfiles de la Ml que se relacionaran con la presencia de
normopeso, mejores niveles en los parametros metabdlicos y menor proporcién de

complicaciones metabdlicas.

Hipotesis nula: La dieta habitual del tipo saludable no se asociara con mayor
diversidad y/o perfiles de la MI, o con la presencia de nhormopeso, mejores niveles

en los parametros metabdlicos y menor proporcion de complicaciones metabdlicas.

5. Objetivos

Objetivo general: Evaluar la interaccién de la dieta habitual con la estructura de

la Ml, y su relacion con el estado nutricio y metabélico en poblacién infantil mexicana.

Objetivos especificos:

1. Identificar PD en nifios mexicanos en edad escolar.

2. Asociar los PD con los rasgos y/o complicaciones metabdlicas de los nifios
escolares.
Evaluar la relacion entre los PD y la estructura de la MI.

4. Describir las relaciones entre la estructura de la Ml y los rasgos y/o
complicaciones metabdlicas en nifios mexicanos escolares.

5. Determinar la relaciéon entre la dieta habitual, la estructura de la Ml y los
rasgos y/o complicaciones metabdlicas.

6. Inferir la funcionalidad de la Ml con la dieta habitual y la posible asociacion

con los rasgos y/o complicaciones metabdlicas.
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6. Metodologia

6.1. Disefio del estudio

Disefo: Estudio transversal.

Poblacién por estudiar: Nifios escolares de la Ciudad de México que asistieron a
la Convivencia Infantil (2013 - 2015), del Sindicato Nacional de Trabajadores de la
Secretaria de Salud.

Muestra de estudio: Nifios de 5 a 12 afios. Submuestra del estudio de investigacion
“Estudio de asociacion de la Ml con la obesidad y sus complicaciones metabdlicas
en poblacién infantil mexicana”.

Técnica de muestreo: No probabilistico por conveniencia.

6.2. Criterios de seleccién

Inclusion:
¢ Consentimiento informado firmado por los padres o tutores del nifio.
e Encuestas de nifios con datos de alimentacion.

Exclusion:

¢ Datos de alimentacion mal contestados o incompletos.

e Datos de alimentacién de nifios que asistieron mas de una vez a las
convivencias.

e Consumo de kilocalorias totales mayor a + 2.5 desviaciones estandar (DE)
de la media.

Eliminacion:

e Sin datos completos de los grupos de alimentacion, después de aplicar el
filtro de calidad con un consumo mayor al percentil 95 de los grupos de
alimentos.

e Enfermedades cronicas reportadas por los padres o tutores como
hiperinsulinismo, diabetes, enfermedad de la tiroides, cancer, enfermedades
renales y hepéticas.

e Para el andlisis con la Ml se eliminaron los nifios que no tuvieran disponible
materia fecal para realizar la secuenciacibn o que reportaron haber
consumido antibiéticos en los 3 meses previos o el dia de la toma de muestra

fecal.

6.3. Evaluacién de datos demograficos y personales del nifio

6.3.1. Encuesta clinico-demografica. La encuesta incluyé datos
heredofamiliares de ambos padres y de los nifios, antecedentes perinatales. de
actividad fisica y educativos.

6.3.2. Evaluacion de la dieta. Se realizd mediante una EFCA, previamente

validada (117). Esta permitio colectar la informacion de la dieta habitual del Gltimo
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afio de los nifios (118). La encuesta contiene 97 alimentos clasificados en 10 grupos
de alimentos (GA) y fue contestada por los padres de familia o tutores de los nifios

(Tabla 4).

Tabla 4: Grupos de alimentos incluidos en la Encuesta de Frecuencia de
Consumo de Alimentos.

No. Grupos de alimentos No. Grupos de alimentos
1 Frutas 6 Cereales
2 Verduras 7 Alimentos de Origen Animal
3 Golosinas 8 Leguminosas
4 | Antojitos 9 Productos lacteos
5 Bebidas 10 | Grasas

La EFCA, tiene 10 opciones de frecuencias del consumo de alimentos:
“Nunca’, “Menos de una vez al mes”, “De 1 a 3 veces al mes”, “1 vez a la semana”,
“De 2 a 4 veces a la semana”, “De 5 a 6 veces a la semana”, “1 vez al dia”, “De 2 a
3 veces al dia”, “De 4 a 5 veces al dia”, “6 veces al dia”. Para la identificacion del
consumo de nutrientes y PD a partir de la EFCA se utilizaron dos metodologias:
Semi-cuantitativa y cuantitativa.

En el método semi-cuantitativo se obtuvo un factor de consumo al dia por
alimento con base en la respuesta de la EFCA (Tabla 5) (117,119). El método
cuantitativo se realizo a través del software de SNUT (120), el cual, mediante una
base de datos predisefiada, calcula las kilocalorias, gramos y miligramos de
diferentes nutrientes por dia. Los nutrientes fueron estandarizados por el consumo

de 1000 kilocalorias por dia.

Tabla 5: Factores segun la frecuencia de consumo al dia de la Encuesta de

Frecuencia de Consumo de Alimentos.
Factores de

. Codificacion Divisor (no. de
Frecuencias L. . consumo por
original dias) .
dia
Nunca A 0 0
Menos de una vez al mes B 45 0.022
De 1 a 3 veces al mes C 30 0.067
1vez ala semana D 7 0.143
2-4 veces a la semana E 7 0.429
5-6 veces a la semana F 7 0.786
1 vez al dia G 1 1
2-3 veces al dia H 1 25
4-5 veces al dia | 1 4.5
6 veces al dia J 1 6

6.3.2.1. Filtros para la evaluacién de la dieta. Los resultados obtenidos de la

EFCA fueron filtrados para evitar valores extremos de los nutrientes. En total, se
obtuvieron datos de 886 nifios. De estos, 110 nifios fueron excluidos debido a que

su encuesta tuvo mas del 10 % (11 items de alimentos) del total de alimentos sin
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contestar (121) y, 135 nifios debido a que asistieron a dos 0 mas convivencias entre
los afios 2013 y 2015 (Figura 3).

Total de muestra con datos de
alimentos N = 886

Criterios de exclusién:

Méis del 10 % sin contestar, n =
10

Craig LCA, etal. 2010
Daitos repetidos (convivencias
2013 a 2015), n =135

Méiss del 30 % mal contestados
(seglin p95), n=12

Newby PK, et al., 2005

+2.5 DE consumo de Keal n =
21

Criterio de
eliminacién:

Moghames P, et al., 2016

[ Datos para andlisis de los PD por _
PCA n =336

f Muestra no disponible de
materia fecal n = 90
Reporte del consumo de
antibidticos n = 42
Dat lisis de los PD y |
[ atos para andilisis de los PDy la I | h =204 ]
microbiota intestinal

Figura 3: Diagrama de flujo de los criterios de seleccion de los datos de alimentacién

" con menos del 30 % de los GA > |

a p95 eliminados por el PCA
n =272 )

e

obtenidos mediante la Encuesta de Frecuencia de Consumo de Alimentos, para la
evaluacion de los patrones dietarios y, los patrones dietarios con la microbiota
intestinal. Los cuadros centrales representan la n después de haber restado los datos de los nifios
segun los criterios establecidos de exclusién (izquierda) o eliminacién (derecha) en los cuadros azules
laterales. Los cuadros verdes, indican la n con la que se analizaron los patrones dietarios y los patrones

dietarios con la microbiota intestinal.

Posteriormente, se realiz6 un agrupamiento de los alimentos de acuerdo con
las propiedades nutricionales de estos (122), dando un total de 27 GA (Apéndice:
Anexo 1: Tabla 1). Luego, se estratificd la poblacion en 2 grupos de edad: Menor o
igual a 8 afios y mayor a 8 afios, debido a que el consumo de alimentos en estas
edades suele ser diferente (123). Por tanto, se calcularon los percentiles 95 de cada
GA dentro de cada grupo de edad (124). Aquellos nifios con mas del 30 % de los GA
(mayor 9 GA) con valores por arriba del percentil 95 fueron excluidos del analisis (n
=12). Mientras que, en los nifios cuyos valores mayores al percentil 95 era en menos
del 30 % de los GA, solo se elimind el valor del GA con el valor extremo.

Ademas, los datos se filtraron por el consumo energético (kilocalorias
totales). 21 datos que tuvieron un consumo energético mayor de +2.5 DE de la media
fueron excluidos (121,125). El tamafio de la muestra después de aplicar estos

criterios de exclusion fue de 608 nifios (Figura 3).

6.3.2.2. Analisis de los patrones dietarios. Los PD fueron obtenidos mediante
un Andlisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés) con datos
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completos de los GA en el software SPSS v21. De los 608 nifios con datos filtrados
de alimentacion, 336 contaron con los datos completos de los 27 GA (Figura 3), es
decir, en estos 336 nifios no se eliminaron valores mayores al percentil 95 en menos
del 30 % de los GA. Por lo que, esta muestra fue utilizada para realizar el PCA y
analisis posteriores.

El PCA se realizdé con una rotacion ortogonal Varimax para minimizar el
namero de variables en cada componente. Se utilizé un autovalor de 1.5 como punto
de corte para determinar el nimero de componentes segun lo reportado en otros
estudios (5), en este caso fueron 4 componentes. Los puntajes conocidos como
loading factor, que fueron tomados dentro de cada componente para la inclusion de
los GA fueron aquellos mayores a 0.3 (5). Ademas, mediante el andlisis de PCA se
obtuvieron los puntajes de las regresiones, los cuales son asignados a cada muestra
en cada uno de los componentes, pero no son mutuamente excluyentes. Estos
puntajes fueron tomados como los factores de consumo por muestra de los 4 PD (o

los 4 componentes) en los andlisis con el fenotipo y la MI.

6.3.3. Datos antropométricos. Las medidas obtenidas de los nifios fueron: Peso
(kg), talla (cm), circunferencia de cintura (cm), cadera (cm) y mufieca (cm), segln la
metodologia de Lohman et al.(126). A partir de estos datos, se obtuvo informacion
del indice de Masa Corporal (IMC) y de la complexion corporal. Esta Gltima fue
necesaria para determinar la composicién corporal de manera indirecta (127).

El estado nutricio de los nifios fue determinado segun la clasificacion de los
Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés):
Bajo peso corresponde a un percentil del IMC < 5, normopeso entre las percentilas
= 5y < 85, sobrepeso entre las percentilas = 85 y < 95, y obesidad a un percentil =
95 (14).

6.3.4. Analisis de composicion corporal. Esta fue estimada por bioimpedancia
eléctrica con el equipo Quantum X Body Composition Analyzer, RJL Systems. Este
método toma en consideracion datos de: Edad, talla, peso, sexo y complexién

corporal.

6.3.5. Datos clinicos y bioquimicos:
6.3.5.1 Datos clinicos. La presion arterial fue obtenida a través de un

baumandémetro de mano digital y posteriormente se calcularon los percentiles por
edad y sexo (128). Para la definicion de presion arterial (PA) alterada, se usaron los

cortes de la American Academy of Pedriatrics (129) (Tabla 6).
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Tabla 6: Cortes para la clasificacion de la presién arterial en nifios.

Clasificacion Nifos 1 a 13 afios

Normal Percentil < 90

Presion Arterial elevada Entre percentiles 290y <95 o
120 /80 mmHg

Estadio 1 de HTA Entre percentiles 295y <95 + 12 mmHg o
de 130 /80 mmHg a 139 /89 mmHg

Estadio 2 de HTA Percentil 295 + 12 mmHg o = 140 / 90
mmHg

HTA: Hipertensién arterial
Referencia: Flynn J,, y colaboradores, 2017 (129).

6.3.5.2. Analisis bioquimicos. El dia de la convivencia se tomd una muestra de
sangre periférica de 5 ml en tubos con EDTA como anticoagulante y con gel
separador después de un ayuno de 8 a 12 horas.

En el Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran se realizaron las determinaciones de
los valores de: Glucosa, insulina, CT y TG mediante métodos enziméticos
colorimétricos; el c-HDL mediante acido fosfotlingstico y Mg?*; la creatinina y acido
urico; el aspartato transaminasa (AST), la alanina transaminasa (ALT) y la gamma
glutamil transpeptidasa (GGT), mediante kits colorimétricos (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, EUA); el c-LDL se determin6 mediante la diferencia del CT y el c-HDL,
y la proteina C-reactiva. La medicion de LPS se realiz6 mediante un método
cromogénico con el kit QCL-1000 de (Lonza).

La clasificacion de los lipidos en suero se realiz6 conforme a los criterios del
Expert Panel Integrated Guidelines for Cardiovascular Health and Risk Reduction in
Children and Adolescents (NHLBI) (39) (Tabla 7).

Tabla 7: Cortes para la clasificacion de dislipidemias en nifnos.

Limite .

Aceptable superior Nivel alto
Colesterol total <170 170 -199 > 200
c-LDL <110 110-129 >130

Triglicéridos:
0 -9 afos <75 75-99 >100
10-19 afios <90 90-129 >130
Aceptable L|m|t_e Bajo
superior

c-HDL > 45 40-45 <40

c-LDL: Colesterol asociado a lipoproteina de baja densidad, c-HDL: colesterol asociado
a lipoproteina de alta densidad. Los valores estan representados en mg/ dl. Referencia: Expert
Panel Integrated Guidelines for Cardiovascular Health and Risk Reduction in Children
and Adolescents (NHLBI) (39).

La clasificacién de la inferencia sobre la Rl se evalué por el corte = 3.4 en

los valores de HOMA-IR, previamente utilizado en otra cohorte de estos nifios (26).
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6.3.6. Clasificacion del Sindrome Metabdlico. Los valores de referencia que

fueron utilizados para la clasificacion del Sindrome Metabdlico en nifios, se basaron

en los criterios establecidos por De Ferranti, y colaboradores (Tabla 8) (43).

Tabla 8: Criterios para la determinacion de Sindrome Metabélico en nifos.

Variables Valores
Hipertrigliceridemia 2100 mg/dl
c-HDL <50 mg/dl
Glucosa en ayuno >2110mg/dl

Obesidad central (Circunferencia de
Cintura)

> percentil 75 (por edad y sexo)

Hipertension

> percentil 90 (por edad, sexo y altura)

c-HDL: Colesterol asociado a lipoproteina de alta densidad, CC: Circunferencia de cintura.
Referencia: De Ferranti, y colaboradores (43).

6.4. Analisis de microbiota intestinal

La metodologia para la evaluacion de la Ml consistié en los siguientes

pasos (Figura 4).

Segunda PCR mediante cuatro pools de

amplicones, en donde se agregaron los

Purificacion y cuantificacion de la
concentracion de los productos de PCR

Primera PCR pa

Figura 4: Proceso general para la evaluacion de la microbiota intestinal.

6.4.1. Extraccion de DNA de muestras fecales. Se pesaron entre 180 - 220
mg de muestra fecal y se colocaron en un tubo de 2 ml de microcentrifuga. La
extraccion de DNA de las muestras fecales se realiz6 mediante el estuche DNA Stool
Mini Kit Qiagen conforme a las instrucciones del fabricante (Ref. 51504) (Apéndice:
Anexo 2).

6.4.2. Preparacién de bibliotecas. Después de la extraccién de DNA, se realizd
la amplificacion de la regidn hipervariable V4 (254 pb) del gen 16S ribosomal RNA
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(rRNA). Se usaron los oligos: 515F (5° G TGC CAG CMG CCG CGG TAA 37; 19 pb)
y 806R (5°GG ACT ACH VGG GTW TCT AAT 37; 20 pb) (130), donde el oligo reverse
incluyd las secuencias de codigo de barras para la identificacion de la muestra
(Figura 5; Apéndice: Anexo 3: Tabla 2).

Se realizé el mix
enzima Platinum
Tag DNA
Pollymerase High
Fidelity-Primer
Universal Forward

+23 pl por muestra en
una placa de 96 pozos.

Se coloco el

Primer Reverse +Disefio 24 x 4

Se agregaron 2 pl (50 ng / dl

de DNA) de muestra en cada
pozo, un control positivo y uno
negativo (agua grado biclogia
molecular).

Las condiciones fueron:
+ 1ciclo: 94°C x 3 min

30 ciclos: 94°Cx 30 s, 50 °C x 30 5,68°C x 15min
1 ciclo: 68°C x 5 min.

Termociclador

+ Donde se confirm¢ la amplificacion de la region V4 del gen
16s rRNA

Se usé 1yl de buffer de carga (Syber green) + 4 pl del
marcador de peso molecular de 100 a 2000 pb.

La banda se observé entre 400 y 500 pb, que era lo
esperado.

Electroforesisen
gel de agarosa al
2 %.

+Se realizé mediante perlas Angecourt AMPure
en el robot Bravo Agilent, para eliminar
contaminantes.

Purificacion de
amplicones de DNA

Cuantificacién de los

amplicones de DNA +Se realizo con el fluorometro Qubit 3.0

Figura 5: Metodologia para la amplificacion, purificacion y cuantificacion de amplicones
de DNA de la regién hipervariable V4 del gen 16S rRNA.

Después se realizaron cuatro conjuntos de 24 muestras individuales, con 25
ng por muestra de los amplicones obtenidos de la primera PCR. El pool de
amplicones se concentrd con vacio a un volumen de 15 ul. Se cuantificaron las
muestras en el nanofotdmetro y se realizaron las diluciones correspondientes para
obtener una concentracion final de 25 ng / ul. Para la segunda PCR, se prepar6 la
mezcla de reaccion (polimerasa y oligo universal forward) y se colocaron 46 ul en 4
tubos para PCR, en cada uno se afiadié un oligo reverse (Apéndice: Anexo 4: Tabla
3). Estos oligos son necesarios para el proceso de secuenciacion en la plataforma
lllumina debido a que se unen a la secuencia correspondiente de nucleotidos
contenida en la placa o flow cell.

Posteriormente se realizd la PCR con las siguientes condiciones en el
termociclador: 94 °C por 2 min, luego de 5 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s,
68 °C por 1.5 min, y un ciclo a 68 °C por 5 min. Por ultimo, los amplicones del gen

16S rRNA fueron purificados con las perlas Angecourt AMPure (Ref A63881; LOT
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16585900) (131-133), los cuales fueron nuevamente cuantificados mediante el kit
Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kits y el fluorémetro Qubit 3.0 (133). El proceso
de secuenciacion fue realizado en la plataforma lllumina MiSeq 2x250 en la Unidad

de Secuenciacién del Instituto Nacional de Medicina Gendémica.

6.5. Procesamiento de las secuencias de amplicones del gen
16S rRNA

El analisis de las secuencias se realizé mediante el pipeline Quatitative
Insights Into Microbial Ecology (QIIME v 1.9) (134). Primero, los datos fueron
demultiplexeados vy filtrados para eliminar las secuencias de baja calidad mediante
un valor de Phred < 30. Luego, se realizé la asignacion taxonémica mediante el
algoritmo de UCLUST (135) con un método de referencia cerrada, donde se utilizé
la base de datos de GreenGenes v13_08. La asignacion fue realizada con un 97 %
de identidad con lo que se determinaron las Unidades Taxondmicas Operacionales
(OTU).

De la tabla de OTUs se filtré el 0.005 % del total de las secuencias
observadas en el total de la muestra, siendo este porcentaje el total minimo de las
secuencias de una OTU para que ésta fuera incluida. La diversidad alfa se analizé
mediante Chaol, que es un estimador no-paramétrico de la riqueza que usa las
frecuencias de las especies raras detectadas para inferir el total de la riqueza de
especies (136,137), asi como con los indices de Shannon y Simpson. El indice de
Shannon es un estimador de la riqueza y la equidad de las especies que tiene mayor
peso en la riqueza de las especies. El indice de Simpson, al igual que Shannon, es
un estimador de la riqueza y la equidad de las especies pero que tiene mayor peso
en la equidad de las especies e indica la dominancia de estas (138). Se calculé la
diversidad beta con UniFrac ponderada y no ponderada, para la comparacion de las
comunidades microbianas basadas en la filogenia (139).

La identificacion de los enterotipos se realiz6 con la metodologia utilizada
por Amurugam M., y colaboradores (71). Brevemente, las abundancias relativas a
nivel de género se agruparon usando la distancia Jensen-Shannon y el algoritmo de
PAM, el cual permite realizar la asignacion de los objetos o medoides (en este caso
las abundancias) que estan centralizados en conglomerados. La finalidad de PAM
es disminuir el promedio de la disimilitud de los objetos hacia su objeto méas cercano
y una de sus ventajas es que admite cualquier medida de distancia en la matriz
(140). Para elegir el nimero correcto de conglomerados se utiliz6 el indice Calinski-

Harabasz (CH) y, para su validacioén se utilizé el indice de Silhouette (71,141).
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6.6. Inferencia de la funcionalidad de la Mli

La prediccion de las vias funcionales se realiz6 mediante el programa
Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States
(PICRUS) (142). Este programa contiene informacion previamente computarizada
sobre el contenido de genes bacterianos que son filogenéticamente cercanos,
necesaria para la prediccion del contenido de genes de la muestra de estudio
mediante 16S rRNA. Con esto realiza una posterior prediccién del nimero de copias
de genes marcadores. Para cuantificar la disponibilidad del genoma representativo
mas cercano al microbioma de la muestra, se calculd el indice de taxon secuenciado
mas cercano (nearest sequenced taxon index o NSTI, por sus siglas en inglés).
Cuanto mayor sea este valor, menor es la exactitud de PICRUSt en la prediccién.

Por ultimo, se utilizé la base de datos del Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG), para inferir las funciones metabdlicas de la muestra. En total se
obtuvieron datos de 6900 KOs (KEGG orthologs) referentes a las vias funcionales

encontradas, las cuales se dividieron en tres niveles.

6.7. Estadistica

Para el analisis de los datos se utilizaron los paquetes SPSS v21 y R Studio
v.3.4.0. Se verificé la normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Debido a que los datos no cumplieron con una distribuciéon normal, los
andlisis fueron realizados mediante pruebas no-paramétricas. Para la descripcién de
los datos antropométricos, bioquimicos, clinicos y de composicién corporal se utilizé
la muestra total (n = 336) y se realiz0 la estratificacién por sexo y tomando un corte
de adolescencia (> 8 afios) conforme a referencias previas (143). Se obtuvieron las
medianas y los rangos intercuartilicos (RI) de las variables cuantitativas, y la
proporcién de las variables cualitativas.

Para evitar que el contenido energético tuviera un efecto sobre la frecuencia
de consumo de los GA, los valores de éstos fueron estandarizados por el consumo
de kilocalorias (consumo del GA por dia / kilocalorias consumidas por dia por nifio)
(5).

Los andlisis exploratorios para las variables cuantitativas se realizaron
mediante correlaciones parciales de Spearman. Los valores de p de las
correlaciones Spearman entre los factores de consumo de los PD y los nutrientes o
con la taxonomia fueron corregidos por comparaciones multiples mediante la prueba
de False discovery rate (FDR), por lo que los valores corregidos por esta
comparacion seran representados como pFDR. Ademas, las correlaciones entre los
factores de consumo de los PD y la taxonomia o los parametros metabdlicos fueron

ajustadas por sexo, edad y el pIMC. Por ultimo, las correlaciones entre los factores
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de consumo de los PD o nutrientes y la diversidad alfa también fueron ajustadas por
sexo, edad, el pIMC y el niUmero de secuencias por muestra.

La varianza explicada por los factores de consumo de los PD sobre el
fenotipo se obtuvo a través de un andlisis de PCA. Para determinar la varianza
explicada por los factores de los PD sobre la estructura de la Ml se realizé un analisis
ADONIS con la diversidad beta, evaluada mediante las distancias de UniFrac
ponderada (Weighted) y no ponderada (Unweighted), mediante el pipeline de QIIME.

Las comparaciones de los factores de consumo de los PD entre los fenotipos
(nifios con dislipidemia, estado nutricio, sindrome metabdlico o resistencia a la
insulina) se realizaron mediante las pruebas U de Mann-Whitney o Kruskal Wallis.
Ademas, para determinar el riesgo del consumo de los PD sobre el estado nutricio y
el sindrome metabdlico se calcul6 la razén de momios. La significancia estadistica

se establecid, en cada uno de los analisis, con un valor de p < 0.05.
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7. Resultados

7.1. Descripcion de la muestra

Los andlisis descriptivos se realizaron en una muestra de 336 nifios, que
tuvieron datos completos en los GA, y que fueron usados para el andlisis de los PD.
El 50.30 % fueron nifios y la edad media fue de 9.40 (RI: 8.30 — 10.90) (Tabla 9). Al
estratificar la muestra por sexo, se observé que las nifias (n = 167) presentaron
mayores niveles de TG, insulinay HOMA-IR a diferencia de los nifios (n = 169; Anexo
5: Tabla 4). Mientras que, al estratificar la muestra por grupos de edad (< 8y > 8
afos), en aquellos > 8 afios se observaron mayores valores de cintura, cadera,
creatinina, acido Urico, porcentaje de grasa, insulina y HOMA-IR (p < 0.05), en
comparacion con los < 8 afios (Anexo 6: Tabla 5).

Por otro lado, al realizar las comparaciones segun el sexo y por grupo de
edad, se observaron mayores niveles de insulina (p = 3.72 x 10%) y HOMA-IR (p =
3.04 x 10%) en nifias > 8 afos vs nifias < 8. Mientras que, en nifios > 8 afios se
observaron menores niveles de c-HDL vs nifios < 8 (p = 0.039). Ademas, tanto nifias
y nifos > 8 afos presentaron mayores valores en el peso, talla, cintura, cadera y
creatinina, en comparacion con nifios y nifias < 8 afios (Anexo 7: Tabla 6-7).

Tabla 9: Resultados descriptivos de la muestra.

Edad (afos)

Datos antropométricos
Peso (kg)

Talla (percentil)

Cintura (cm)

Cadera (cm)

IMC (percentil)

Datos de Composicion Corporal
Grasa corporal (%)
Masa Libre de Grasa (%)
Datos Clinicos

PAS (percentil)

PAD (percentil)

Datos bioquimicos
Creatinina (mg /dl)

Acido Urico (mg / dI)
Colesterol total (mg / dl)
Triglicéridos (mg / dl)
c-HDL (mg/ dI)

c-LDL (mg / dI)

AST (IU /1)

ALT (U /1)

GGT (U /1)

Glucosa (mg / dl)
Insulina (Ul / ml)
HOMA-IR

Proteina C-reactiva (mg / dl)*
LPS**

Mediana (RI)
9.40 (8.30 - 10.90)

34.00 (26.00 - 42.00)
50.10 (25.45 - 73.70)
66.00 (58.50 - 74.50)
76.00 (69.00 - 83.43)
74.25 (36.63 - 91.78)

29.90 (21.78 - 37.71)
68.60 (60.63 - 75.90)

48.75 (27.03 - 68.30)
79.95 (64.78 - 89.90)

0.46 (0.40 - 0.52)
4.50 (3.90 - 5.20)
162.00 (146.00 - 182.00)
81.00 (56.00 - 107.75)
48.00 (41.00 - 56.00)
96.00 (82.00 - 113.00)
29.00 (26.00 - 34.00)
19.00 (16.00 - 25.00)
13.00 (12.00 - 16.00)
88.00 (84.00 - 92.00)
5.45 (3.60 - 8.35)

1.17 (0.76 - 1.86)
0.06 (0.02 - 0.17)
0.72 (0.48 - 1.37)

IMC: indice de Masa Corporal; PAS: Presién Arterial Sistélica; PAD: Presion Arterial Diastdlica; c-HDL: Colesterol
asociado a Lipoproteina de Alta Densidad; c-LDL: Colesterol asociado a Lipoproteina de Baja Densidad; AST:
Aspartato Aminotransferasa; ALT: Alanina Aminotransferasa; GGT: Gamma Glutamil Transferasa; HOMA-IR:
Evaluacion del Modelo Homeostatico en Resistencia a la Insulina; LPS: Lipopolisacarido.

*n = 273; **n = 160
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7.2. Determinacidn de las complicaciones metabdlicas

Dentro del total de la muestra de estudio (n = 336) el 36.9 % de los nifios
presenté sobrepeso u obesidad (Figura 6). Segun la clasificacion de la NHLBI el
13.39 % de los nifios presentd hipercolesterolemia, 10.57 % niveles altos de c-LDL,
25.07 % hipertrigliceridemia y 20.24 % hipoalfalipoproteinemia. Ademas, el 5.7 % de
los nifios presentaron resistencia a la insulina. Por Gltimo, el Sindrome Metabdlico

se presentd en el 24.7 % de los nifios.

2 57.96 %

50

40

19.94 %

proporcion (%)
30

20

16.96 %

10

5.36 %

Bajo_peso Normopeso Sobrepeso Obesidad

estado nutricio
Figura 6: Proporciones de nifios conforme a la clasificacion del estado nutricio por los
percentiles del IMC, segun los CDC.

7.3. Identificacion de los patrones dietarios

De acuerdo con el primer objetivo, a través del PCA y con un autovalor > 1.5
(grafica de sedimentacién, Figura 7) se identificaron cuatro PD que en conjunto
explicaron el 28.43 % de la varianza del consumo de los GA. Como se muestra en
la Figura 8a-d, los PD se nombraron tomando en cuenta el mayor y menor consumo
de los GA de los PD.

Autovalores

007

I T I R N L EEEEE L

Nimero de componente
Figura 7: Grafico de sedimentacion del analisis de componentes principales
representando el nimero de componentes. Este gréafico se basa en los autovalores (eje de las
ordenadas) y el nimero de componentes (eje de las abscisas) calculados en relacion con los valores
de los 27 grupos de alimentos. La linea punteada roja representa el limite del autovalor de 1.5 para la

eleccion de los componentes que explicaron mejor la varianza del analisis.
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Figura 8: Graficos de araiia representados por el factor de consumo de los grupos de

alimentos en cada patrén dietario. a) PD Saludable, b) PD Alimentos de origen animal, c) PD de

Transicién y d) PD Vegetariano. Los puntos representan el puntaje de consumo de los grupos de

alimentos, siendo mayor cuanto mas cerca estén de los extremos del grafico, y menor cuanto mas cerca

estén del centro del grafico. VE: Varianza explicada; PD: Patron de alimentos.

Con la finalidad de conocer mas sobre la composicion nutrimental de cada

uno de los PD, se correlacionaron los factores de consumo de cada PD con los

nutrientes. EI PD Saludable correlacion6 positivamente con el porcentaje de

proteinas y carbohidratos, con los diferentes tipos de fibra, asi como con el consumo

de glucosa, fructosa y maltosa. El PD rico en AOA correlacioné con mayor porcentaje

de proteina y lipidos en la dieta, al igual que con mayor consumo de colesterol,

grasas de origen animal y algunas vitaminas liposolubles. EI PD de Transicion

correlacion6 positivamente con los gramos de glucosa y sacarosa, y negativamente

con el porcentaje de proteinas, asi como con la ingesta de vitaminas, minerales y

fibra. EI PD Vegetariano correlacion6 positivamente con diferentes minerales,

vitaminas, grasa de origen vegetal y poliinsaturada, y negativamente con grasas de

origen animal y grasas saturadas (Figura 9).
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Figura 9: Mapa de calor de las correlaciones Spearman entre los factores de consumo
de los patrones dietarios y los nutrientes (g, mg, mcg o Ul / 1000 kcal / dia). El color rojo-
naranja representa una correlacion positiva y el color azul representa una correlacion negativa. * pFDR
< 0.05 corregido por comparaciones mlltiples mediante FDR. PD: Patrones dietarios; AOA: Alimentos

de Origen Animal.

7.4. Asociacion de los patrones dietarios con los parametros
metabdlicos

El segundo obijetivo del trabajo radica en identificar la influencia de los PD
sobre los pardmetros y complicaciones metabdlicas, como el sobrepeso-obesidad y
el Sindrome Metabolico. Como un primer paso, se exploro si alguno de los PD podria
explicar mayormente el fenotipo metabdlico. Para ello se evalu6 en conjunto a los
parametros bioquimicos, antropométricos, clinicos y de composicion corporal
mediante un PCA y su relacion con los PD. A través de este andlisis, se identificé al
PD AOA como aquel con mayor contribucion sobre la varianza de los parametros
introducidos, explicando un 4.7 % (p = 0.003). Mientras que el PD Vegetariano
contribuyd en un 1.3 % de la varianza, aunque no alcanzé significancia estadistica
(p = 0.126).

En la correlacion de los factores de consumo de los PD con los datos

antropométricos y de composicion corporal, el consumo del PD Vegetariano
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correlacion6 de manera negativa con el pIMC (rho = -0.122, p = 0.025) (Figura 10) y
positiva con los kilogramos de masa libre de grasa (rho = 0.108, pAjustada = 0.048).
Ademas, en un modelo de riesgo realizado entre los grupos de bajo peso-normopeso
y sobrepeso-obesidad segun el cuartil de consumo (cuartil uno se utiliz6 como
referencia) y ajustado por sexo y edad, se observé que el mayor consumo del PD
Vegetariano fue de proteccion contra la presencia de sobrepeso-obesidad (OR =
0.309, CI 95 %: 0.155 — 0.619, pAjustada = 0.001). Para el resto de los PD no se
observaron correlaciones significativas con la composicion corporal o el estado
nutricio.

En cuanto a los valores bioquimicos, el consumo del PD Saludable que
incluye entre otros grupos a los mariscos correlacioné positivamente con los niveles
de CT y AST (pAjustada < 0.05). Debido a esta asociacion, y a la relacion
previamente reportada entre el consumo de mariscos y los niveles séricos de
colesterol (144), se correlacionaron estas dos variables, en nuestra muestra de
estudio, observando una correlacion positiva (rho = 0.181, pAjustada = 0.001). ElI PD
de Transicion mostré una tendencia a correlacionarse positivamente con los niveles
de proteina C-reactiva. El PD Vegetariano correlacion6 de manera positiva con los
niveles de ALT (pAjustada < 0.05), y como tendencia con los niveles de AST (Figura
10). A pesar de las observaciones anteriores, en las comparaciones con la presencia
de complicaciones metabdlicas, como dislipidemias, el consumo de estos tres PD no
fue significativamente diferente (comparaciones entre valores aceptables vs altos;
datos no mostrados).

De manera interesante, el factor de consumo del PD AOA correlacion6
positivamente con los valores de CT, c-LDL, AST y GGT (pAjustada < 0.05; Figura
10). Ademaés, en la comparacién entre individuos con hipercolesterolemia vs sujetos
con niveles aceptables de CT (Aceptable: Mediana = -0.162 (RI: -0.766 - 0.472); alto:
Mediana = 0.400 (RI: -0.694 - 0.991); p = 0.036) y, niveles altos vs aceptables de c-
LDL (Aceptable: Mediana = -0.152 (RI: -0.742 — 0.491); alto: Mediana = 0.479 (RI: -
0.100 - 1.033); p = 0.002), se observd un mayor consumo del PD AOA en los

individuos con hipercolesterolemia y con niveles altos de c-LDL.
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Figura 10: Mapa de calor de las correlaciones parciales Spearman entre los factores de
consumo de los patrones dietarios y los parametros bioquimicos y el percentil de IMC.
El color azul representa una correlacion positiva y el color rojo representa una correlacién negativa. * p
(blanco) < 0.05; * p (negro) < 0.1; # p < 0.05. Las correlaciones se ajustaron por sexo, edad y pIMC. AOA:
Alimentos de origen animal, TG: Triglicéridos, CT: Colesterol total, c-HDL: Lipoproteina de alta densidad,
c-LDL: Lipoproteina de baja densidad (n = 331), AST: Aspartato aminotransferasa, ALT: Alanina
aminotrasferasa, GGT: Gamma glutamil transferasa, HOMA-IR: Evaluacion del modelo homeostético de
resistencia a la insulina, PCR: Proteina C-reactiva (n = 273), LPS: Lipopolisacéarido en suero (n = 160),

pIMC: Percentil de indice de Masa Corporal.

Con base en los resultados anteriores, se realizé un analisis para evaluar si
el consumo del PD AOA se asociaba con mayor riesgo de presentar las
complicaciones metabdlicas antes mencionadas. El mayor consumo del PD AOA se
asocio con 68.9 % mayor riesgo de tener niveles altos de c-LDL (CI 95 %: 1.148 —
2.486, pAjustada = 0.008) y de manera limitrofe con un 37.3 % (Cl 95 %: 0.977 —
1.929, pAjustada = 0.073) de presentar hipercolesterolemia.

En contraste, el mayor consumo (cuartil cuatro) del PD Vegetariano se
asocié como tendencia, con menor riesgo de presentar Sindrome Metabdlico (OR:
0.520; CI 95 %: 0.240 — 1.128, pAjustada = 0.098) comparado con los nifios con un

menor consumo (primer cuartil).

7.5. Asociacion de los patrones dietarios con el estilo de vida
Con la finalidad de evaluar si el consumo de los PD se relacionaba con
factores del estilo de vida (sedentarismo y tiempo de pantalla, entre otros), se
realizaron correlaciones entre estas variables y los factores de consumo de los PD.
El PD de Transicién correlaciond de manera positiva con las horas de pantalla 'y las
horas de sedentarismo por semana (donde se tomé en cuenta las horas de

television, lectura, videojuegos y transporte) (rho = 0.298, pFDR = 4.4x108; rho =
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0.266, pFDR = 1.3x10, respectivamente). En contraste, el PD Saludable mostré una
tendencia negativa con estas mismas variables (rho = -0.154, pFDR = 0.064; rho = -
0.138, pFDR = 0.069, respectivamente).

Ademas, los nifios con madres y padres con un mayor nivel educativo
(escolaridad superior o de posgrado) en comparacion con los nifios con madres y
padres de menor nivel educativo (escolaridad basica y media superior), mostraron
un mayor consumo del PD Saludable (Béasica: Mediana = -0.276, RI: -0.659 — 0.254
vs Superior: Mediana = 0.172, RI: -0.534 — 0.876, p = 0.003) y del PD AOA (Bésica:
Mediana = -0.536, RI: -0.933 — 0.016 vs Superior: Mediana = 0.172, RI: -0.442 —
0.942, p = 3.9x10%).

7.6. Microbiota Intestinal

7.6.1. Caracterizacion de la microbiota intestinal

El analisis de la Ml se realiz6 en 204 nifios con muestras fecales disponibles,
y que reportaron no haber consumido antibiético 3 meses previos a la encuesta o en
el dia de la toma de muestra. A través del andlisis taxon6mico, se obtuvieron 10
phyla, 18 clases, 23 6rdenes, 42 familias, 76 géneros y 96 especies. De manera
general, las medianas de abundancia relativa (AR) en la muestra total a nivel de
phyla fueron las siguientes: Bacteroidetes (61.32 %), Firmicutes (35.59 %),
Proteobacteria (2.65 %), Actinobacteria (0.32 %), Tenericutes (0.09 %) vy
Verrucomicrobia (0.02 %) (Anexo 9: Figura 1). Las abundancias relativas por nivel
taxonémico se pueden observar en el Anexo 9: Figuras 2-6. Ademas, las medianas
de los valores normalizados de los indices o estimados de la diversidad alfa y el
ndmero de OTUs se observan en la Tabla 10.

Tabla 10: Valores descriptivos de la diversidad alfa y numero de OTUs.

indices de diversidad alfa Mediana (RI)
Chao1 0.5302 (0.4143 - 0.6533)
Shannon 0.6678 (0.5317 - 0.7916)
Simpson 0.8761 (0.7566 - 0.9357)
OTUs 1064.00 (910.50 — 1212.75)
n =204

7.6.2. Interaccion entre la dieta, la estructura de la microbiota intestinal y el
fenotipo metabdlico.

Como se menciond anteriormente, la interaccion entre la dieta, la Ml y el
fenotipo metabolico, puede ser evaluada de dos maneras: La primera como
mediador del efecto, donde la dieta modifica directamente la estructura de la Ml y,
posteriormente esta modificacion en la Ml puede influir sobre el fenotipo metabdlico,
y la segunda como modificador del efecto, donde el perfil de Ml pueden influenciar

la interaccién entre la dieta y el fenotipo metabdlico.
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7.6.2.1. Evaluacion de la microbiota intestinal como mediador del
efecto dieta-fenotipo metabdlico.

Por tanto, para evaluar a la Ml como un mediador y con base en el tercer
objetivo de este trabajo, primero se evalué la interaccion de los PD con la estructura
de la M, la taxonomia y la diversidad alfa. Inicialmente se evalud la diversidad beta,
gue nos habla de la estructura de la MI. El consumo del PD Saludable explicé un
0.78 % de la varianza de la estructura de la Ml (p = 0.02, pFDR = 0.088) evaluada
mediante la distancia Unweighted UniFrac. Como se observa en la Tabla 11, el resto
de los PD no mostraron asociaciones significativas con la diversidad beta.

Tabla 11: Asociaciones entre los factores de consumo de los patrones dietarios y la

variacion de la estructura de la microbiota intestinal evaluada por la diversidad beta.

Weighted Unweighted
R2 p pFDR R2 p pFDR
Saludable 0.00662 0.233 0.505 0.00781 0.022 0.088
Alimentos Origen Animal 0.00529 0.339 0.505 0.00664 0.081 0.162
Transiciéon 0.00223 0.818 0.818 0.00489 0.476 0.476
Vegetariano 0.00469 0.379 0.505 0.00565 0.241 0.321

n =204

Prueba ADONIS

Posteriormente, se asocio6 el factor de consumo de los PD con los diferentes
niveles taxonémicos de la MI. A nivel de phyla, el PD de Transicién correlacion6
positivamente con la AR de Verrucomicrobia (pFDR < 0.05). La correccion
permanecid significativa hasta el nivel de especie Akkermansia muciniphila (A.
muciniphila) pero solo a nivel nominal (rho = 0.199, p = 0.005, pFDR = 0.133).
Ademas, el consumo de este PD también correlacioné de manera positiva con la AR
de Coriobacteriaceae (pFDR < 0.05; Figura 11).

El consumo del PD AOA correlacioné positivamente con la AR de
Lachnospira a nivel de género (pFDR < 0.05; Figura 11). El resto de los PD
(Saludable y Vegetariano) mostraron solo correlaciones a nivel nominal con la

taxonomia (Figura 11, datos a nivel de especie no mostrados).
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Figura 11: Mapa de calor de las correlaciones parciales Spearman entre la taxonomia a
nivel de phyla, clase, orden, familia y género con el factor de consumo de los patrones
dietaros. El color azul representa una correlacion positiva y el color rojo representa una correlacion
negativa. * después de pFDR (blanco) < 0.05; * antes de pFDR (negro) < 0.05 ajustes por sexo, edad,
percentil de IMC. AOA: Alimentos de origen animal.

Por dltimo y considerando que estudios previos han observado que el
consumo de dietas habituales se asocia con la diversidad de la MI, se asociaron los
factores de consumo de los PD con los indices de diversidad alfa. Como se puede
observar en la Figura 12, y consistente con las asociaciones observadas en la
diversidad beta, solo el mayor consumo del PD Saludable correlacion6 de manera
positiva con el indice de Chaol (rho = 0.154, pAjustada = 0.023) y como tendencia
con el indice de Shannon (rho = 0.133, pAjustada = 0.06; Figura 12).
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n = 204; prueba Spearman

“pAdj (blanco) < 0.05 (ajuste por nimero de ias, sexo, edad y p il de IMC)

*pAdj (negro) < 0.10 (ajuste por nimero de secuencias, sexo, edad y percentil de IMC)

Figura 12: Mapa de calor de las correlaciones parciales Spearman entre los puntajes de
consumo de los patrones dietarios y los indices de diversidad alfa. El color azul representa

una correlacion positiva y el color rojo representa una correlacion negativa. * p (blanco) < 0.05; * p (negro)

< 0.1, ajustes por el nimero de secuencias, sexo, edad y el percentil de IMC.
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El PD Saludable se caracteriza por el consumo de alimentos con alto
contenido de FD como leguminosas, frutas y verduras. Por ello y dado que el
consumo de FD per se ha sido asociado con mayor diversidad de la Ml (10), se
decidio correlacionar directamente los diferentes tipos de FD, con los indices de
diversidad alfa. Como se muestra en la Tabla 12, el consumo de fibra total
correlacion6 positivamente con la riqgueza evaluada mediante Chaol y la diversidad
(Shannon). Mientras que, el consumo de fibra insoluble y particularmente la
hemicelulosa, correlacionaron positivamente con los tres indices de diversidad alfa
de la MI (Tabla 12).

Tabla 12: Correlaciones parciales entre el consumo de fibra
dietaria y la diversidad alfa.

Chao1 Shannon Simpson
Fibra** rho p* rho p* rho p*
Fibra total 0.167 0.018 o0.162 0.022 0.139 0.050

Fibra soluble 0.102 0.153 0.093 0.192 0.077 0.279
Fibra insoluble 0.181 0.010 0.174 0.014 0.165 0.020
Hemicelulosa 0.156 0.027 0.146 0.039 0.143 0.043

Celulosa -0.099 0.161 -0.073 0304 -0.042 0.557
Lignina 0.089 0.211 0.110 0.123 0.077 0.281
n =204

Prueba Spearman; significanciap < 0.05.
*p ajustada por numero de secuencias, sexo, edad y pIMC.
**Los diferentes tipos de fibra fueron ajustados por el consumo de 1000 Kcal al dia.

Con base en los resultados anteriores, y para determinar si la correlacion del
PD Saludable con la riqueza y el indice de Shannon pudiera ser dependiente del
consumo de FD, las correlaciones se ajustaron por el consumo de FD total. Después
de realizar el ajuste, las correlaciones previamente observadas entre el PD
Saludable y la diversidad alfa fueron solo cercanas a la significancia (Chaol: rho =
0.104, p = 0.139; Shannon: rho = 0.086, p = 0.221), sugiriendo que la asociacion
entre el consumo de un PD Saludable y la diversidad de la Ml puede estar
influenciada por el consumo de FD. Sin embargo, al correlacionar el consumo de
fibra total y los diferentes tipos de FD con los pardmetros metabdlicos, fueron pocas
las correlaciones observadas con los parametros bioquimicos, antropométricos, el
porcentaje de grasay el percentil de IMC (Anexo 8: Tabla 8).

Como parte del siguiente objetivo y para completar la evaluacion de la Ml
como mediador del efecto sobre el fenotipo metabdlico, se partié de los resultados
previos (taxones o indices de diversidad correlacionados con los PD) para la
asociacién con los pardmetros metabdlicos. Esto con la finalidad de evaluar si las
asociaciones de los PD sobre los taxones y la diversidad alfa pudieran estar
mediando la asociacidn con los parametros metabdlicos.

De manera interesante la AR de A. Muciniphila, previamente correlacionada
de manera positiva con el PD de Transicion, correlacioné negativamente con los

niveles séricos de proteina C-reactiva (rho = -0.167, pAjustada = 0.018). Ademas, la
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AR de Coriobacteriaceae, correlaciond negativamente como tendencia con los
niveles de CT (rho = -0.128, pAjustada = 0.068). Sin embargo, las AR de estas
bacterias no fueron estadisticamente diferentes en las comparaciones con el estado
nutricio (bajo peso-normopeso y sobrepeso-obesidad) o con la presencia de
complicaciones metabdlicas (dislipidemias, Rl o el Sindrome Metabdlico).

Por otro lado, la AR de Lachnospira, previamente correlacionada con mayor
consumo del PD AOA, correlacioné negativamente como tendencia con los niveles
de c-HDL (rho = -0.124, pAjustada = 0.080). Ademas, correlacion6 negativamente
con menores niveles de glucosa (rho = -0.181, pAjustada = 0.010), y positivamente
con mayores niveles de GGT (rho = 0.140, pAjustada = 0.047). En cuanto a la
presencia de sobrepeso-obesidad y complicaciones metabdlicas, la AR de
Lachnospira fue mayor en nifios con sobrepeso-obesidad en comparacion con nifios
en bajo peso-normopeso (1.18 % vs 0.74 % de la mediana; p = 0.010). Asi como en
nifios con presencia de dislipidemias, como niveles bajos c-HDL (1.18 % vs 0.72 %
de la mediana; p = 0.060) y niveles altos de c-LDL vs nifios niveles aceptables (1.13
% vs 0.82 % de la mediana; p = 0.032; Figura 13 a-c).
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Figura 13: Graficos de cajas y bigotes representando las comparaciones de la
abundancia relativa de Lachnospira en el estado nutricio y dislipidemias. a) Comparacién
de la AR de Lachnospira entre el estado nutricio estratificado como bajo peso-normopeso (rojo) y
sobrepeso—obesidad (azul). b) Comparacion de la AR de Lachnospira entre los valores aceptables de c-
LDL (azul) y los valores bajos de c-LDL (rosa). c) Comparacion de la AR de Lachnospira entre los valores
aceptables de c-HDL (azul) y los valores altos de c-HDL. Los datos se presentan como medianas y los
extremos de los bigotes representan los cuartiles uno (abajo) y cuatro (arriba). Prueba U Mann-Whitney,

significancia estadistica p < 0.05. AR: Abundancia relativa.

Diversos estudios han sugerido que la mayor diversidad de la Ml se asocia
con mejor estado metabdlico (6,26,69). Por ello, los indices de diversidad alfa
previamente correlacionados con el PD Saludables y de FD se correlacionaron con
los parametros antropométricos, bioquimicos, clinicos y de composicion corporal.
Como se observa en la Tabla 13, las correlaciones entre la diversidad alfa y estos
parametros no fueron estadisticamente significativos. Ademas, al comparar la
diversidad entre las complicaciones metabdlicas (dislipidemias, Rl o el Sindrome

Metabdlico), tampoco se observaron diferencias significativas (datos no mostrados).
47



Tabla 13: Correlaciones parciales entre la diversidad alfa de la microbiota intestinal y los
parametros metabdlicos.

Chao Shannon Simpson

rho p rho p rho p
Datos antropomeétricos
Cintura (cm)2 -0.061 0.390 -0.071 0.320 -0.066 0.353
Cadera (cm)2 -0.072 0.313 -0.075 0.292 -0.061 0.386
pIMC®k -0.051 0.466 -0.035 0.622 -0.024 0.730
Datos de Composicion Corporal
% MGa -0.067 0.346 -0.060 0.397 -0.045 0.526
% MLGa 0.089 0.214 0.075 0.291 0.056 0.430
Datos Clinicos
PAS (percentil)c -0.057 0.419 -0.052 0.460 -0.040 0.571
PAD (percentil)c 0.051 0.472 0.035 0.616 0.030 0.674
Datos bioquimicos
CT (mg/dl)d -0.063 0.374 -0.041 0.567 -0.023 0.749
TG (mg/dl)d -0.116 0.102 -0.113 0.112 -0.131 0.065
HDL (mg/dl)d 0.040 0.577 0.076 0.286 0.100 0.161
LDL (mg/dl)¢ -0.034 0.633 -0.038 0.597 -0.029 0.688
AST (Ul 0.115 0.106 0.080 0.260 0.042 0.556
ALT (Ul/yd 0.098 0.166 0.066 0.355 0.037 0.599
GGT (Ul/n)d 0.131 0.065 0.121 0.087 0.083 0.244
Glucosa (mg/dl)d -0.048 0.502 -0.078 0.272 -0.108 0.127
Insulinad -0.128 0.071 -0.126 0.076 -0.110 0.121
HOMA-IR¢ -0.121 0.088 -0.118 0.096 -0.108 0.136
Proteina C-Reactiva (mg/dl)¢ -0.037 0.610 -0.081 0.259 -0.070 0.326
LPSd -0.105 0.193 -0.081 0.315 -0.072 0.370

a ajuste por nimero de secuencias, edad y sexo

b ajuste por nimero de secuencias

c ajuste por nimero de secuencias y pIMC

d ajuste por nimero de secuencias, edad, sexo y pIMC.

Prueba Spearman; n = 204

7.6.2.2. Evaluacioén de la microbiota intestinal como modificador del
efecto dieta-fenotipo metabdlico.

Como se menciond anteriormente la segunda hipétesis de la interaccion
dieta-microbiota-fenotipo, establece que la Ml puede actuar como un modificador del
efecto entre la dieta-fenotipo metabdlico. Esto es, dependiendo del perfil de Ml de
cada sujeto serd la forma en que la dieta se metabolice y con ello su efecto en el
fenotipo. Hasta el momento, una de las formas sugeridas para estratificar a la Ml, es
con base en los enterotipos (31). Por ello, en el presente estudio se decidid
estratificar a la poblacion por enterotipos y evaluar si las asociaciones entre la dieta
y el fenotipo en ambos grupos eran diferentes.

Conforme al algoritmo establecido por Arumugam M., y colaboradores, se
identificaron dos enterotipos: Bacteroides y Prevotella (71). El enterotipo Bacteroides
se encontré en una mayor proporcidn de nifios (66.66 %) a diferencia del enterotipo
Prevotella (33.33 %) (Figura 14). Los parametros metabdlicos entre los enterotipos
fueron similares y, por tanto, no fueron estadisticamente significativos, a excepcion
de los niveles de TG que fueron significativamente mayores en los nifios clasificados
en el enterotipo Prevotella (Tabla 14). Ademas, la Ml en los nifios clasificados en
este enterotipo presentd menores valores de los indices de Shannon (Prevotella:
Mediana: 0.607; RI: 0.441 — 0.0.740 y Bacteroides: Mediana: 0.690; RI: 0.582 —
0.799; p = 0.004) y Simpson (Prevotella: Mediana: 0.813; RI: 0.661 — 0.0.916 y
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Bacteroides: Mediana: 0.899; RI: 0.776 — 0.0.944; p = 0.001) en comparacion con la

MI de los nifios clasificados como Bacteroides.

PCoA2

33.33%

PCoA1

® Bacteroides
® Prevotella

n =204

Figura 14: Analisis de coordenadas principales (PCoA) de los enterotipos

identificados. En rojo se encuentra agrupado el enterotipo Bacteroides (n = 136) y en verde el

enterotipo Prevotella (n = 68).

Tabla 14: Comparaciones de los diferentes parametros metabdlicos por enterotipo.

Enterotipo Bacteroides

Enterotipo Prevotella

n Mediana (RI) n Mediana (RI) p
Edad (afios) 136 9.56 (8.40 - 10.89) 68 9.26 (8.30 - 11.12) 0.979
Datos antropométricos
Peso (kg) 136 33.00 (25.25 - 42.00) 68 35.00 (27.50 - 43.75) 0.321
Talla (percentil) 136 49.50 (22.75 - 76.35) 68 50.80 (33.70 - 71.68) 0.777
Cintura (cm) 136 64.25 (57.85 - 72.80) 68 67.50 (58.33 - 75.98) 0.261
Cadera (cm) 136 76.10 (68.20 - 82.98) 68 76.30 (69.03 - 87.33) 0.515
IMC (percentil) 136 68.75 (29.75 - 90.48) 68 79.95 (37.03 - 93.90) 0.193
Datos de Composicion Corporal
Grasa corporal (%) 135 30.32 (23.72 - 38.45) 68 33.77 (24.77 - 40.94) 0.226
Masa Libre de Grasa (%) 134 69.55 (61.15 - 76.03) 68 65.75 (59.43 - 74.65) 0.241
Agua Corporal Total (%) 134 51.70 (47.30 - 55.83) 68 50.60 (46.23 - 54.48) 0.345
Datos clinicos
PAS (percentil) 136 45.90 (25.03 - 69.00( 68 45.85 (27.20 - 69.03) 0.863
PAD (percentil) 136 81.50 (66.23 - 90.25) 68 80.10 (61.95 - 89.75) 0.530
Datos bioquimicos
Creatinina (mg / dl) 136 0.45 (0.40 - 0.51) 68 0.47 (0.40 - 0.53) 0.128
Acido trico (mg / dI) 136 4.50 (3.90 - 5.20) 68 4.50 (4.00 - 5.50) 0.501
Colesterol total (mg 7 dI) 136 163.00 (144.00 - 185.00) 68  166.50 (150.00 - 183.25) 0.409
Triglicéridos (mg /dI) 136 70.50 (51.25 - 99.50) 68 91.00 (67.25 - 134.25) 0.001
c-HDL (mg / di) 136 47.50 (41.00 - 56.00) 68 48.00 (42.00 - 57.00) 0.994
c-LDL (mg/ dl) 134 97.00 (83.75 - 114.00) 68 97.50 (82.25 - 112.75) 0.799
AST (Ul /1) 136 29.00 (27.00 - 35.00) 68 29.00 (26.00 - 34.00) 0.386
ALT (UI/1) 136 20.00 (16.00 - 26.00) 68 19.00 (16.00 - 24.00) 0622
GGT (Ul /1) 136 13.00 (12.00 - 16.00) 68 13.00 (11.00 - 16.00) 0448
Glucosa (mg / dl) 136 88.00 (85.00 - 92.00) 68 89.00 (84.25 - 93.00) 0.555
Insulina (Ul / ml) 136 5.15 (3.45 - 7.45) 68 5.85 (3.83 - 9.03) 0.207
HOMA-IR 136 1.13 (0.76 - 1.69) 68 1.24 (0.82 -2.01) 0.232
Proteina C-reactiva (mg /dl)* 135 0.07 (0.01 - 0.16) 67 0.06 (0.02 - 0.18) 0.652
LPS** 107 0.703 (0.501 - 1.382) 53 0.821 (0.396 - 1.262) 0.788

IMC: indice de Masa Corporal; PAS: Presién Arterial Sistdlica; PAD: Presidn Arterial Diastdlica; c-HDL:

Lipoproteina de Alta Densidad; c-LDL: Lipoproteina de Baja Densidad; AST: Aspartato Aminotransferasa; ALT:

Alanina Aminotransferasa; GGT: Gamma Glutamil Transferasa; HOMA-IR: Evaluacién del Modelo Homeostéatico

en Resistencia a la Insulina; LPS: Lipopolisacérido.

*n =273
*n = 160

Prueba U de Mann-Whitney
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Posteriormente y dado que se ha postulado que los enterotipos responden
a diferentes dietas habituales, se realizaron comparaciones entre los factores de los
PD de ambos grupos. Como se observa en la Figura 15 no se observaron diferencias
significativas en el consumo de los PD o en el consumo de nutrientes (Anexo 10:
Tabla 9).
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Figura 15: Graficos de cajas y bigotes del puntaje de los patrones dietarios de los

nifos estratificados por enterotipo.

Con el objetivo de determinar si habia asociaciones entre el consumo de los
PD y los parametros metabdlicos que pudieran ser diferencialmente observadas en
los enterotipos, se estratifico la muestra por enterotipos y se realizaron correlaciones
Spearman entre los PD y el fenotipo metabédlico. En los nifios del enterotipo
Bacteroides, y consistente con los resultados observados en toda la poblacion de
estudio, se observé que el consumo del PD Saludable correlacioné positivamente
con el CT y el c-LDL. Esta asociacion se observé en sentido contrario, aunque sin
significancia en los nifios clasificados como Prevotella. Por ello es posible que la
asociacién observada previamente en el total de la muestra (n = 336) pudiera estar
influenciada por los nifios pertenecientes al enterotipo Bacteroides. En este sentido,
solo en los nifios clasificados con el enterotipo Bacteroides, la correlacién entre el
consumo de mariscos y los niveles de CT y c-LDL fue significativa (rho = 0.204,
pAjustada = 0.019; rho = 0.239, pAjustada = 0.006, respectivamente). Ademas, en
estos nifios el factor de consumo del PD Saludable correlacion6 negativamente con
los niveles de LPS mientras que el consumo del PD AOA correlacion6 negativamente
con los niveles de AST y parcialmente de manera positiva con el c-LDL. Por Gltimo,
los factores de consumo del PD Vegetariano correlacionaron positivamente con AST
y negativamente en tendencia con el pIMC (Figura 16).

En los nifios clasificados con el enterotipo Prevotella, se observé una
correlacion positiva entre el consumo del PD Saludable y los niveles de AST. Los
factores de consumo del PD AOA y el PD de Transicion correlacionaron

positivamente en tendencia con los niveles de proteina C-reactiva. De manera
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interesante, el consumo del PD de Transicion parece tener una mayor influencia
sobre el fenotipo metabdlico en estos nifios ya que correlaciond positivamente con
niveles de glucosa y TG. Por ultimo, el consumo del PD Vegetariano correlacion6

positivamente con los niveles de c-HDL, y negativamente con el pIMC (Figura 16).
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n = 204; prueba Spearman
*pAdj (blanco) < 0.05 (ajuste por sexo, edad y percentil de IMC)
*pAdj (negro) < 0.1 (ajuste por sexo, edad y percentil de IMC)

Figura 16: Mapa de calor de las correlaciones parciales entre los factores de los
patrones dietarios y los parametros metabdlicos en la muestra estratificada por
enterotipo. El color azul representa una correlacion positiva y el color rojo representa una correlacion
negativa. Las correlaciones fueron ajustadas por sexo, edad, percentil de IMC. * (blanco) pAdj < 0.05y
* (negro) pAdj < 0.1. AOA: Alimentos de Origen Animal; CT: Colesterol total, TG: Triglicéridos, c-HDL:
Lipoproteina de alta densidad, c-LDL: Lipoproteina de baja densidad, AST: Aspartato aminotransferasa,
ALT: Alanino aminotrasferasa, GGT: Gamma glutamil transferasa, HOMA-IR: Evaluacion del modelo
homeostético de resistencia a la insulina, PCR: Proteina C-reactiva, LPS: Lipopolisacarido, MG: Masa

Grasa, MLG: Masa libre de grasa y pIMC: Percentil del indice de masa corporal.

En la comparacion del estado nutricio (bajo peso-normopeso y sobrepeso-
obesidad), complicaciones metabdlicas (dislipidemias, Rl o Sindrome Metabdlico),
se observo dentro del enterotipo Bacteroides un mayor consumo del PD Saludable
en nifios con hipercolesterolemia a diferencia de los que tenian CT aceptable (p =
0.022; Anexo 11: Tabla 10). Dentro del enterotipo Prevotella, se observé un mayor
consumo del PD Vegetariano tanto en nifios con bajo peso-normopeso en
comparacion con los nifios con sobrepeso-obesidad (p = 0.001), como en nifios sin
vs con Sindrome Metabdlico (p = 0.048), asi como en nifios con niveles aceptables
de c-HDL en comparacion con nifios con hipoalfalipoproteinemia (p = 0.003; Anexo
11: Tabla 11).
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7.6.2.3. Evaluacion de la microbiota intestinal como modificador del
efecto fibra dietaria-fenotipo metabdlico.

Con base en los hallazgos previos y considerando que una de las relaciones
dieta-fenotipo metabdlico mas reportada en estudios previos es principalmente con
el consumo de FD, en esta seccion se evaluo la relacion entre los diferentes tipos de
FD y los parametros metabdlicos en cada uno de los enterotipos. De manera
interesante, las correlaciones entre el consumo de FD, particularmente la fibra
insoluble y algunos rasgos metabdlicos tuvieron sentidos opuestos entre los
enterotipos. En los nifios del enterotipo Bacteroides, el consumo de celulosa
correlacion6 negativamente con la circunferencia de cadera y con el percentil de IMC
(pAjustada < 0.05), aunque esto se observé en nifios con el enterotipo Prevotella en
el mismo sentido. En nifios del enterotipo Prevotella, se observé que el consumo de
fibra insoluble correlaciond negativamente con el CT (pAjustada < 0.05), y como
tendencia con los niveles de insulina y HOMA-IR. Particularmente, en este enterotipo
mayor consumo de hemicelulosa correlacion6é con menores niveles insulina y
HOMA-IR (pAjustada < 0.05). Mientras que en nifios en el enterotipo Bacteroides,

esta correlacion se observé en el sentido contrario (Figura 17).
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Figura 17: Mapa de calor de las correlaciones parciales entre el consumo de fibra
dietaria y los parametros metabdlicos en la muestra estratificada por enterotipo. El
color azul representa una correlacion positiva y el color rojo representa una correlacion negativa. Las
correlaciones fueron ajustadas por sexo, edad, percentil de IMC. * (blanco) pAdj < 0.05 y * (negro)
pAdj < 0.1. CT: Colesterol total, TG: Triglicéridos, c-HDL: Lipoproteina de alta densidad, c-LDL:
Lipoproteina de baja densidad, AST: Aspartato aminotransferasa, ALT: Alanino aminotrasferasa, GGT:
Gamma glutamil transferasa, HOMA-IR: Evaluacion del modelo homeostatico de resistencia a la
insulina, PCR: Proteina C-reactiva, LPS: Lipopolisacarido, MG: Masa Grasa, MLG: Masa libre de grasa

y pIMC: Percentil del indice de masa corporal.
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Considerando la asociacién previamente observada entre el consumo de FD
y los indices de diversidad alfa, y con el fin de determinar si este rasgo de la Ml
podria estar influenciando la relacion dieta-fenotipo metabdlico en los diferentes
enterotipos, se realizaron correlaciones entre los indices de diversidad alfa y los
parametros metabodlicos. De manera interesante, solo en nifios con un enterotipo de
Prevotella se observaron correlaciones negativas entre los tres indices de diversidad
alfa y los niveles de insulina y HOMA-IR, asi como de Shannon y Simpson con los
niveles de glucosa (Figura 18). A pesar de los resultados anteriores, las
comparaciones de los valores de diversidad alfa entre los nifios con o sin RI, no
fueron estadisticamente significativas (p > 0.05).
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Figura 18: Mapa de calor de las correlaciones parciales entre los indices de diversidad
alfa de la microbiota intestinal y los parametros metabélicos en la muestra estratificada
por enterotipo. El color azul representa una correlacién positiva y el color rojo representa una
correlacion negativa. Las correlaciones fueron ajustadas por sexo, edad o percentil de IMC. * (blanco)
pAdj < 0.05 y * (negro) pAdj < 0.1. CT: Colesterol total, TG: Triglicéridos, c-HDL: Lipoproteina de alta
densidad, c-LDL: Lipoproteina de baja densidad, AST: Aspartato aminotransferasa, ALT: Alanino
aminotrasferasa, GGT: Gamma glutamil transferasa, HOMA-IR: Evaluacion del modelo homeostatico de
resistencia a la insulina, PCR: Proteina C-reactiva, LPS: Lipopolisacarido, MG: Masa Grasa, MLG: Masa

libre de grasa y pIMC: Percentil del indice de masa corporal.

Para determinar si dentro de los enterotipos algin taxén en particular se
asociaba con el consumo de los diferentes tipos de FD, se realizaron correlaciones
con la taxonomia a nivel de familia y género. Aunque algunos taxones
correlacionaron con el consumo de fibra insoluble, hemicelulosa y celulosa a nivel
nominal (p < 0.05), ninguna de estas correlaciones permanecio significativa después

de la correccion por FDR (Figura 19a-b).
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Figura 19: Mapa de calor de las correlaciones parciales entre la fibra insoluble-
hemicelulosa y celulosa con la taxonomia a nivel de: a) Familia y b) Género. El color azul
representa una correlacion positiva y el color rojo representa una correlacion negativa. Las correlaciones
fueron ajustadas por sexo y edad * (blanco) pAdj < 0.05 y * (negro) pAdj < 0.1.

Por dltimo, con la finalidad de identificar dentro del enterotipo Prevotella
cuales GA podrian estar influenciando mayormente las asociaciones observadas
con la fibra insoluble y la hemicelulosa, se correlacionaron los GA con estos dos
tipos de fibra. Los tres principales GA que correlacionaron con ambos tipos de fibra

fueron: las leguminosas, las verduras y las frutas (Tabla 15).

Tabla 15: Correlacion entre la fibra insoluble y la hemicelulosa
con el consumo de los GA frutas, verduras y leguminosas en

los nifos estratificados con el enterotipo Prevotella.

Fibra insoluble* Hemicelulosa*

rho P rho p
Leguminosas™ 534  1756E-07 0.684  1.284E-10
Verduras™ 0295  1.470E-02 0351  3.324E-03
Frutas™ 0254  3.690E-02 0294  1.513E-02

*Ajustado por 1000 kilocalorias/dia
**Consumo ajustado por kilocalorias totales

Posteriormente se evalué si el consumo de estos GA de manera
independiente se asociaba con la diversidad alfa de la Ml y con los niveles de insulina
y HOMA-IR, solo en los sujetos con un enterotipo Prevotella. EI consumo de fruta
correlaciond positivamente con la diversidad Shannon y Simpson (rho = 0.368,
pAjustada = 0.003; rho = 0.349, pAjustada = 0.005, respectivamente). Ademas, se
observé una tendencia en la correlacion del consumo de fruta con los niveles de
insulina y HOMA-IR (rho = -0.240, pAjustada = 0.054; rho = -0.223, pAjustada =
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0.074, respectivamente). Sin embargo, no se observé significancia estadistica en las
correlaciones entre las leguminosas y las verduras con los indices de diversidad alfa

de la MI (datos no mostrados).

7.6.3. Prediccién de la funcionalidad de la microbiota intestinal

Como parte del Gltimo objetivo del proyecto, se infirio la funcionalidad de la
MI mediante PICRUSt. Primero se calculé el valor de NSTI, el cual tuvo una mediana
de 0.088 (RI: 0.069 — 0.100) indicando una buena prediccion de los amplicones 16S
rRNA al metagenoma. PICRUSt clasifica los resultados de las predicciones
funcionales en 3 niveles, los cuales van de un nivel 1 con funciones generales hasta
el nivel 3 con funciones mas especificas dentro de cada nivel 1. Considerando que
la inferencia de funcionalidad se realiza con base en la enciclopedia del KEGG, la
cual incluye vias relacionadas con el genoma humano y vias propias de las
bacterias, en este estudio se selecciond en el nivel 1 la clasificacién de
“Metabolismo”, dentro de éste se incluyeron en el nivel 2, 12 vias funcionales
(Apéndice; Anexo 12: Tabla 12) que han sido previamente utilizadas en otro estudio
(142).

En segundo lugar, se correlacionaron los factores de consumo de los PD,
asi como el consumo de fibra insoluble y hemicelulosa con las 12 vias funcionales
del metabolismo en el total de la muestra (n = 204). El PD Saludable correlacion6
negativamente solo con la via de “Biosintesis y Metabolismo de Glicanos” de las
bacterias antes de realizar la correccion por FDR (rho = -0.168, pAjustada = 0.017;
pFDR = 0.176), mientras que el resto de los PD no tuvieron correlaciones
estadisticamente significativas. Ademas, tampoco se observd ninguna correlacion
significativa entre el consumo de la fibra insoluble y la hemicelulosa con las 12 vias
funcionales (datos no mostrados).

En tercer lugar, y dado que en el enterotipo Prevotella se observaron
mayores correlaciones significativas entre la dieta y el fenotipo metabdlico, se
realizaron nuevamente las correlaciones entre los factores de consumo de los PD,
la fibra insoluble y hemicelulosa con las 12 vias funcionales, solo en los nifios con el
enterotipo Prevotella (n = 68). Sin embargo, no se observaron correlaciones

significativas (datos no mostrados).
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8.Discusién

En este estudio en nifios mexicanos se identificaron cuatro PD: Saludable,
AOA, Transicion y Vegetariano. Los primeros tres PD han sido descritos previamente
en nifios, adolescentes y adultos en México, asi como en otros paises, pero con
pequefias variaciones en la composicion de algunos de los alimentos, debido a la
costumbre de cada pais. En contraste, el PD Vegetariano no habia sido reportado
en nifios a través del PCA como se realizd en este estudio, posiblemente debido a
gue aln es escasa la evidencia en nifios y adolescentes en el mundo, especialmente
en México (18,20,55,145,146).

8.1. Patrones dietarios y rasgos metabdlicos

El estado nutricio (normopeso vs sobrepeso-obesidad), asi como la
presencia de complicaciones metabdlicas estan influenciadas por diferentes factores
como la dieta. En afios recientes el estudio de la dieta a través de PD ha cobrado
relevancia en la prevencion y disminucion de diferentes enfermedades, debido a la
interaccién entre los diferentes nutrientes y alimentos que forman parte de la dieta
del hombre (5).

En este estudio, el PD Vegetariano y el de AOA mostraron tener el mayor
efecto sobre el fenotipo metabdlico. Aunque en nifios la asociacion entre un mayor
consumo de un PD Vegetariano con el estado nutricio no es clara, estudios previos
en adultos, han mostrado de manera consistente la asociacion de este tipo de PD
(rico en alimentos como frutas, verduras, granos enteros, leguminosas y nueces) con
un menor riesgo de presentar sobrepeso u obesidad (147-149).

Aunqgue el mecanismo detras de esta relaciéon no es del todo claro, se ha
postulado que puede ser por el conjunto de alimentos, los cuales tienen una menor
densidad energética, mayor contenido de FD y fitoquimicos. En este sentido, los
compuestos anteriores se han asociado con una disminucién o mantenimiento del
peso corporal. Ademas, se ha propuesto que esta relacion dieta-fenotipo metabdlico,
pudiera ser influenciada por la estructura de la Ml y/o la produccién de metabolitos
bacterianos como los AGCC (11,87,148,150-153).

Ademas, algunos estudios con dietas vegetarianas muestran que el mayor
consumo de grasas de origen vegetal, asociadas mayormente en este estudio con
el PD Vegetariano, se relaciona con mayor gasto energético en reposo. Por tanto,
es factible especular que el consumo de un PD estilo vegetariano podria ayudar a
prevenir la presencia de sobrepeso y obesidad en nifios. Sin embargo, se necesitan
mas estudios en poblacion mexicana para comprobar este hallazgo, ya que segun
un metaanalisis la pérdida de peso en nifios no ha sido consistente en estudios de

intervencion con dietas vegetarianas (154,155).
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El PD AOA (rico en carne roja, pescado, pollo, embutidos, huevo, dulces y
postres, y asociado al porcentaje de consumo de proteinas y grasas), se asocio con
un 68.9 % mas riesgo de presentar niveles elevados de c-LDL en este estudio. Aun
cuando son escasos los estudios en nifios que reportan el consumo de este tipo de
PD, en adolescentes mexicanos, se observé que aquellos con un mayor consumo
de un PD alto en proteinas y grasas presentaban una mayor prevalencia de
obesidad, aunque no reportaron datos del perfil de lipidos. En adultos, se ha
observado de manera consistente que el mayor consumo del PD Carne-Comida
instantanea y PD Carne se asocia con mayores niveles de CT y c-LDL (20,156).

Dado que el PD AOA es rico en colesterol y grasa de origen animal, es
posible que esto pueda influir en los mayores niveles de CT y c-LDL observados. En
este sentido, el mayor consumo de grasa saturada, caracteristica de las carnes rojas,
puede incrementar los niveles de c-LDL, y el mayor consumo de colesterol a través
de este PD favorecer mayores niveles de CT y de c-LDL (156-158).

De manera interesante, se ha postulado que la MI también participa en el
mecanismo por el cual el consumo de un PD AOA puede llevar a alteraciones en el
perfil de lipidos en suero y con ello, a la presencia de complicaciones
cardiovasculares. Particularmente, el estudio de Koeth RA., y colaboradores,
demostré que, en personas con dietas omnivoras, ricas en el consumo de carnes
rojas, huevo y grasas, pueden tener un incremento de metabolitos bacterianos como
el 6xido de trimetilamina (TMAO, por sus siglas en inglés), que interviene en la
patogénesis de enfermedades cardiovasculares. Ademas, otros estudios han
reportado que, a través del consumo de este tipo de PD también pueden
incrementarse los niveles AGCC y con ello la lipogénesis en higado. Por lo cual seria
interesante evaluar si en los nifios con mayor consumo de PD de AOA en efecto hay
un aumento en los niveles de estos metabolitos y, si esto se asocia con el aumento

observado en los niveles de colesterol (9,87,159,160).

8.2. Patrones dietarios, microbiota intestinal y fenotipo metabélico

Como ya se ha mencionado previamente, la interaccion dieta-MI-fenotipo
metabdlico puede evaluarse de dos maneras, la primera en donde la dieta influye
directamente a la Ml y con ello, a la fisiologia del hospedero (la MI actia como
mediador del efecto) y la segunda en donde el perfil o patron de la Ml de cada
individuo puede determinar como se metabolizan los componentes dietarios
teniendo un efecto diferencial sobre el metabolismo del hospedero (la Ml actiia como
modificador del efecto) (11).
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8.2.1. La microbiota intestinal como mediador del efecto entre el consumo de
la dieta habitual con el fenotipo metabdlico.

Tomando en cuenta el andlisis de la interaccion de la Ml como mediador del
efecto, en este estudio se observo a nivel taxonémico, que un mayor consumo del
PD de Transicion, alto en grasas y bajo en FD, se asocié de manera positiva con la
AR de A. muciniphila. Esta bacteria gram-negativa, es degradadora de la mucosa
intestinal y productora de LPS. De manera consistente con lo observado en este
estudio, en ratones se ha encontrado un incremento en la AR de A. muciniphila
cuando la dieta es alta en el contenido de grasa e incluye sacarosa. Ademas, se ha
reportado que este taxdn puede incrementarse al consumir una dieta libre de fibra
(161-165).

De manera concomitante, se observd una asociacion negativa entre A.
muciniphila y proteina C-reactiva, que ademas correlaciond en tendencia positiva
con el PD de Transicion. Aunque en humanos la evidencia aln es limitada, en
ratones este taxén se ha relacionado con menores niveles de otros marcadores de
inflamacién como IL-6 o NF-kB. Por lo que, si bien A. muciniphila podria tener un
papel protector sobre la inflamacién en nifios que consumen un PD de Transicién,
aln son necesarios mas estudios que profundicen en los posibles mecanismos de
la interaccion entre la dieta, A. muciniphila y el fenotipo en nifios (99,106,107).

De manera interesante, el consumo del PD AOA, asociado positivamente
con el género Lachnospira (bacteria gram-positiva, flagelada, anaerobia estricta y
productora de butirato), se encontr6 en mayor AR en personas con sobrepeso u
obesidad, y en nifios con dislipidemias. Este taxdén se ha asociado con obesidad,
DMT2 y mayores niveles de presién arterial, por o que pudiera ser relevante para el
estudio con enfermedades crénicas. Aunque larelacion de la dieta con la abundancia
de este taxén no ha sido consistente, un estudio en humanos reporté mayor
abundancia de este taxdn con un mayor consumo de grasas, asi como también en
dietas caracterizadas por el consumo de proteinas. En conjunto, este tipo de PD ha
sido previamente asociado con mayor prevalencia de obesidad en adolescentes
mexicanos y también se ha observado mayor AR de Lachnospira en nifios con
obesidad y Sindrome Metabdlico en México. Por ello, y aunque la naturaleza
transversal de este estudio no permite establecer causa o consecuencia, podriamos
especular que el contenido de grasas y proteinas del PD AOA pudiera contribuir a la
mayor AR de Lachnospira y, que este taxon fuera el mediador de una mayor
prevalencia de sobrepeso-obesidad y dislipidemias en estos nifios
(9,20,98,166,167).

El mecanismo por el cual Lachnospira pudiera ser un posible mediador entre
el efecto del PD AOA y el sobrepeso-obesidad y dislipidemias ain no se conoce. Sin
embargo, como se menciond previamente, se ha reportado que la familia de

Lachnospira (Lachnospiraceae) es productora de butirato. Aunque este metabolito
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es principalmente producto de la fermentacion de FD, también se ha reportado que
puede producirse a través de la fermentacion de péptidos o proteinas mediante las
vias de lisina, glutarato y 4-aminobutirato. En este sentido, un estudio in vitro reporté
un incremento en Lachnospiraceae en un medio fermentador de proteinas, lo que
podria inducir la produccion de butirato a través de esta familia con las proteinas
como sustrato (Figura 20) (160,168).

El efecto del butirato sobre la fisiologia del hospedero ha sido controversial.
Aunque la mayoria de los estudios proponen que este metabolito puede tener
efectos antinflamatorios y asi, mejorar la sensibilidad a la insulina, otros autores
sugieren que al ser el principal AGCC que utilizan los colonocitos como fuente de
energia, pudiera incrementar el aporte calérico a través de la dieta y, por tanto, la
ganancia de peso. Ademas, de que puede favorecer la biosintesis de lipidos en
higado (acidos grasos, colesterol y cuerpos ceténicos) a partir de butiril conenzima
A (CoA) que es transferido al acetato via butiril-CoA:acetatoCoA transferasa, dando
lugar a la formacidn de acetil-CoA, lo que podria relacionarse con mayor prevalencia
de dislipidemias. Sin embargo, se desconoce si Lachnospira a través de la

produccion de butirato por la degradaciéon de proteinas y péptidos pudiera estar

promoviendo mayores niveles de c-LDL, especialmente en el consumo de una dieta

alta en AOA (90,101,169-171).
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Figura 20: Efecto mediador propuesto para Lachnospira en el consumo de un patrén

dietario de Alimentos de Origen Animal sobre el sobrepeso-obesidad y dislipidemia.

En este estudio el mayor consumo de un PD Saludable, alto en frutas,
pescado, verduras, leguminosas y mariscos, se asocid con dos de los tres
indicadores evaluados de diversidad alfa. Esto es consistente con estudios previos,
donde la Ml de los sujetos que consumen dietas habituales ricas en alimentos como
pescado, fruta, verdura, y bajas en carnes rojas, carbohidratos refinados y dulces,
presentan mayor diversidad alfa. Es importante mencionar que los estudios
anteriores se han realizado principalmente en poblaciones contrastantes, por lo que
no se puede descartar que el efecto en la diversidad sea por otros factores
ambientales como la regién geografica o el estilo de vida (22—24,29,74,78,79,172).

En este sentido, y hasta nuestro conocimiento, solo cuatro estudios han
evaluado la relacion entre el consumo de PD con la Ml en una misma poblacién. Sin
embargo, solo Chun Kong L, y colaboradores observaron una mayor diversidad de

la Ml en los adultos agrupados en el clister rico en frutas, yogurt y sopa de verduras,
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y con menor consumo de dulces, postres, azlicar y bebidas dulces. Sin embargo, el
resto de los estudios no ha observado una relacién clara entre los PD y la diversidad
alfa de MI. Siendo este el primer estudio en nifios escolares que reporta la asociacion
entre un PD Saludable con la mayor diversidad alfa de la Ml (51,173-175).

Los GA: Frutas, verduras y leguminosas caracteristicos de un PD Saludable,
se clasifican como alimentos con un alto contenido de FD. Este componente de la
dieta, es decir la FD, es necesario en una dieta clasificada como saludable, y su
consumo se ha asociado con mayor diversidad de la MI. De manera interesante en
este estudio, fue el consumo de fibra insoluble y, particularmente de hemicelulosa,
el que correlacion6 con los tres indices de diversidad alfa. Por lo que la asociacién
del PD Saludable con la diversidad podria estar influenciada por el contenido de este
tipo de FD. Sin embargo, otros componentes del PD como los fitoquimicos o el
almidoén resistente encontrados en algunas frutas, verduras, cereales de grano
entero o leguminosas, también pudieran ser responsables del efecto en la diversidad
(24,150,176-181).

La diversidad alfa de la MI, se considera de gran importancia debido a que
una mayor diversidad se asocia de manera general con un mejor estado de salud y
menores complicaciones metabdlicas. Sin embargo, en este estudio no se
observaron asociaciones significativas entre los indices de diversidad alfa de la Ml y
los parametros o complicaciones metabdlicas. Asi como tampoco de la FD con los
rasgos metabdlicos. Si bien los beneficios metabdlicos del consumo de FD han sido
reportados en multiples estudios, particularmente sobre la homeostasis de la
glucosa, se ha sugerido que existe una gran variabilidad entre individuos en la
manera en que pueden responder al consumo de los alimentos, lo que pudiera ser
explicado entre otros factores, por la MIl. Esto sugiere que al menos la Ml al ser
evaluada a nivel de diversidad alfa podria no estar actuando como un mediador entre
la relacién dieta-fenotipo metabdlico, y abre la posibilidad de evaluarla como un
modificador del efecto de la relacion dieta-fenotipo (10,11,30,69,179,182,183).

8.2.2. La microbiota intestinal como modificador del efecto del consumo
de la dieta habitual con el fenotipo metabdlico.

Los enterotipos, como perfiles de la MI son actualmente de gran interés, ya
gue se han establecido como una forma de estratificar a la Ml para evaluar la
respuesta del fenotipo a la dieta habitual. Esto es porque se ha documentado que
los enterotipos (especialmente Prevotella y Bacteroides), evaluados previamente a
una intervencion dietaria, pueden influir en la interaccion dieta-fenotipo metabdlico.

En este estudio se identificaron dos enterotipos nombrados como Prevotella

y Bacteroides, en los cuales se observaron asociaciones potencialmente
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interesantes entre el consumo de los PD y la presencia de complicaciones
metabdlicas.

De manera interesante en los nifios clasificados como Bacteroides, el
consumo de un PD Saludable se asocié con mayores niveles de CT y c-LDL,
particularmente mediado por el consumo de mariscos. Esto es consistente con
estudios previos en donde el consumo de mariscos, como el camarén, puede
incrementar los niveles en suero de CT y c-LDL. Sin embargo, a pesar de que el
consumo de mariscos entre enterotipos fue similar, en los nifios clasificados como
enterotipo Prevotella esta asociacion no se presenté. Los mayores niveles de CT y
c-LDL solo en el enterotipo Bacteroides, resulta de gran interés debido a que ambos
parametros bioquimicos son factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares
(144).

Estudios en ratones han reportado que la Ml contribuye a la regulacién del
metabolismo del colesterol. En ratones con tratamiento con antibiéticos, se observo
un incremento en la absorcién intestinal de colesterol y en la biosintesis de colesterol
en higado, en comparacién con los ratones controles. Ademas, en ratones
trasplantados con MI de mujeres con niveles elevados de CT y c-LDL, se reporté un
incremento en la abundancia de un ASV perteneciente al género Bacteroides, el cual
también correlacioné con la absorcion de colesterol en yeyuno. Por ello, es posible
que la Ml de los nifios con un enterotipo Bacteroides y que consumen alimentos ricos
en colesterol pudiera influenciar la absorciéon de colesterol y con ello derivar en
mayores niveles de CT y c-LDL, en comparacion con los nifios en un enterotipo
Prevotella (103).

En los nifios clasificados en el enterotipo Prevotella, aquellos con un mayor
consumo del PD Vegetariano presentaron un perfil metabdlico mas saludable
(normopeso, niveles aceptables de c-HDL y sin Sindrome Metabdlico). Esto es
parcialmente consistente con estudios en nifios de Africa (Burkina Faso) y de
Filipinas (Baybay), los cuales reportaron tener wuna dieta habitual
predominantemente vegetariana, con alimentos tipicos ricos en FD, asi como una
MI con mayor AR de Prevotella (en nifios de Burkina Faso) o pertenecientes a un
enterotipo Prevotella (en nifios de Baybay), y que ademas fueron clasificados
mayormente como nifilos con normopeso (22,23).

Incluso, en este estudio se observé que solo en nifios clasificados con un
enterotipo Prevotella, el consumo de fibra insoluble y particularmente de
hemicelulosa se asocié inversamente con los niveles de insulina y de HOMA-IR.
Considerando que no existen diferencias en el consumo de este tipo de fibra entre
enterotipos, podemos especular que los nifios clasificados con el enterotipo
Prevotella podrian ser mas responsivos al consumo de este tipo de FD, y con ello
mostrar mejoras sobre parametros metabdlicos como los niveles de insulina en suero

(31,113).
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Algunos estudios han observado que el mayor consumo de alimentos ricos
en fibra insoluble puede mejorar los marcadores de la RI, aunque el mecanismo no
es claro. De hecho la relacién de la fibra insoluble con los marcadores de la Rl se ha
cuestionado en estudios previos, pues esta fibra carece de las propiedades
fisicoquimicas que se han asociado con mejoras en la RI como la formacién de geles,
viscosidad y se consideraba de poca fermentacion en colon (182,184).

De manera general la fibra insoluble constituida por hemicelulosa, celulosa,
lignina 'y el almidoén resistente, se considera menos fermentable por la Ml que la fibra
soluble. A pesar de esto se ha observado que la fibra insoluble también puede ser
aprovechada por ciertas bacterias de la MI, debido a la presencia de enzimas
degradadores de hemicelulosa y celulosa que, ademas pueden producir AGCC,
especialmente propionato. Resultados de un estudio in vitro donde se cultivaron
fracciones diferentes de fibra insoluble, proponen que la produccion de AGCC,
especialmente propionato, por bacterias del género Prevotella pudiera estar
interviniendo en los menores niveles de HOMA-IR e insulina. Particularmente se ha
observado que especies de Prevotella pueden responder al consumo de dietas ricas
en arabinoxilanos, que son compuestos que forman parte de las fibras insolubles.
Esto puede promover el incremento en los AGCC, especialmente de propionato, en
un enterotipo Prevotella a diferencia del enterotipo Bacteroides, donde la produccion
de este AGCC es baja con este tipo de FD. Uno de los mecanismos propuestos por
el que los AGCC podrian contribuir a la menor Rl es, de manera indirecta, a través
de la secrecién de enterohormonas liberadas de células L intestinales como GLP-1,
gue es dependiente de los receptores de AGCC, y que puede estimular la
sensibilidad de la insulina en higado y musculo (31,87,185).

Si bien la fibra insoluble y la hemicelulosa se asociaron con mayor diversidad
de la MI, y con menores niveles en los marcadores de Rl alin no es claro qué tipo de
bacterias podrian estar involucradas en este efecto. De hecho, en el presente estudio
ninguna de las asociaciones entre la FD y los géneros de bacterias fue significativa
después de la correccién por FDR. Un estudio previo de suplementacién de almidén
resistente, considerado como una fibra insoluble, observaron un incremento en
Ruminococcus bromii, una bacteria que es degradadora secundaria de
carbohidratos complejos, y que contribuye a la produccién de AGCC. Dado que este
tipo de metabolitos de origen bacteriano podria influir sobre la respuesta a la RI,
seria interesante evaluar en este estudio si los niveles de AGCC en estos nifios se
relacionan con los marcadores de RI (87,187-189).

Por dltimo, con la finalidad de identificar si algin GA influenciaba
mayormente la relacion fibra insoluble-RI en los nifios del enterotipo Prevotella, se
realizaron asociaciones de los GA que mas correlacionaban con el consumo de este
componente dietario. Aunque las frutas, reconocidas por su contenido de fibra

insoluble, menor densidad energética y como fuente importante de micronutrientes
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y fitoquimicos correlacionaron positivamente con la diversidad de la MI, su
asociacion con los niveles de HOMA-IR fue solo limitrofe. Estos resultados sugieren
gue son los diversos GA ricos en fibra insoluble (frutas, leguminosa y verduras) los
responsables en conjunto del efecto observado (Figura 21) (152,176).

En conjunto, y aunque aun es necesario realizar estudios de intervencion,
donde se incremente el consumo de alimentos ricos en fibra insoluble y
particularmente hemicelulosa para corroborar el efecto del consumo de este
componente con la mejoria en los marcadores de Rl en los nifios del enterotipo
Prevotella, es posible que este tipo de estratificacion en los nifios mexicanos pudiera
ayudar al desarrollo de estrategias dietarias encaminadas hacia la nutricién
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Figura 21: El enterotipo Prevotella de la microbiota intestinal como moderador del
efecto en la interaccion de la fibra insoluble (hemicelulosa) a través del consumo
de frutas, verduras y leguminosas, con la disminucién de marcadores de

resistencia a la insulina.

Por ultimo, es importante mencionar las limitantes del estudio. Una es que,
si bien los enterotipos han sido propuestos por otros autores como una estrategia
para la estratificacion de los sujetos que ayude a explicar la interaccion de la dieta y
condiciones como el aumento en peso corporal, estos han sido cuestionados debido
a que no existe un consenso en el método en que los sujetos pueden ser asignados
a determinado enterotipo. De hecho, esta asignacion puede ser sensible a los
métodos de estratificacion, incluso se ha cuestionado si esta estratificacion
realmente puede realizarse de manera discreta, asi como también el método de
distancia empleado o el tipo de datos de los cuales se debe partir (OTUs o género).
Ademés, se ha mencionado que existe un continuum en la abundancia de
Bacteroides en los sujetos sin necesariamente haber un comportamiento bimodal de
Bacteroides y Prevotella (33,190).
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Otras limitantes son la falta en la estratificacion por sexo-edad para el
andlisis en los PD o la Ml y, que no se cont6 con una escala de Tanner para poder
evaluar con certeza la maduracion sexual de los nifios presentes en la muestra. Sin
embargo, consideramos que el tamafio de la muestra después de estratificar los
datos no daria un poder lo suficientemente significativo para observar asociaciones.
Por ello, y en un esfuerzo de subsanar esta carencia, los datos fueron ajustados en
todo momento por sexo y edad. Por ultimo, la herramienta de la EFCA, al ser
respondida por los padres de familia puede tener sesgo de memoria, pudiendo limitar
la informacion sobre lo que el nifio realmente ingiere. Sin embargo, la EFCA es una
de las herramientas mas empleadas en estudios epidemioldgicos, debido a que es
rapida de contestar, esta validada en México y es barata al aplicarla en una
poblacién.
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9.Conclusiones

En el presente estudio realizado en poblacion escolar mexicana, se
identificaron cuatro PD: Saludable, AOA, Transicién y Vegetariano, los cuales se
asociaron con algunas complicaciones metabdlicas, el menor riesgo de sobrepeso-
obesidad.

El consumo del PD Alimentos de Origen Animal, a través de Lachnospira, el
cual podria estan actuando como un mediador del efecto, se relacioné con mayor
riesgo de sobrepeso-obesidad y dislipidemias en nifios. Sin embargo, el mecanismo
por el cual Lachnospira podria estar actuando como un mediador entre este PD y
este fenotipo alin no es claro.

Los nifios con un consumo del PD Saludable, caracterizado por el consumo
de frutas, verduras y leguminosas, tuvieron una mayor diversidad de la M,
posiblemente influenciado por el consumo de FD, especialmente de fibra insoluble y
hemicelulosa. Sin embargo, solo en aquellos clasificados en el enterotipo Prevotella,
el consumo de fibra insoluble y hemicelulosa se asocié con mejores niveles en los
marcadores de la RI. Proponiendo a este enterotipo como un modificador del efecto
en la interaccién del consumo de fibra insoluble-hemicelulosa y los marcadores de
la RI.

Por otro lado, solo en nifios clasificados con el enterotipo Bacteroides el
consumo de alimentos ricos en colesterol como los mariscos, que se caracterizaron
en el PD Saludable, se asociaron con la presencia de dislipidemias, posiblemente
debido a la influencia de los Bacteroides en la absorcién de este nutriente.

Por ultimo, solo en los nifios clasificados en el enterotipo Prevotella, aquellos
que tuvieron un mayor consumo de un PD Vegetariano presentaron un mejor perfil
metabdlico.

Los hallazgos anteriores resaltan la importancia del estudio de los PD y los
alimentos que los conforman, asi como de los perfiles de MI, para el entendimiento
de la interaccion entre la dieta y el fenotipo metabdlico. Particularmente, la
clasificacién de la Ml podria incrementar la eficacia en intervenciones dietarias sobre
enfermedades metabdlicas y asi ser de gran importancia para futuras

recomendaciones nutricias, a nivel de la nutricion personalizada.
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10.Perspectivas

Con base en los hallazgos del presente trabajo se proponen como
perspectivas realizar estudios de intervencién para evaluar, en primer lugar, el efecto
modificador de Prevotella en el consumo de alimentos ricos en fibra insoluble, sobre
la respuesta en marcadores de RI, asi como evaluar los metabolitos que pudieran
ser parte del mecanismo, como los AGCC. Ademas, también se considera
importante determinar si el consumo de alimentos ricos en proteinas y grasas
saturadas incrementa la abundancia de Lachnospira, y ésta con las complicaciones

metabdlicas, a través de mecanismos relacionados con los AGCC.
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12.Apéndice (contenido adicional del trabajo)

Anexo 1: Grupos de alimentos

Tabla 1: Clasificacion de los alimentos por grupos de alimentos.

platillo con chile seco.

No. Grupos de alimentos Alimentos items
Tortilla de maiz y alimentos . . .
1 a base de maiz Tortilla de maiz, un elote, tamal, atole con y sin leche 5
Antojitos mexicanos Un taco al pastor, un sope o quesadilla, un plato con 3
pozole.
Una tortilla de harina, una rebanada de tipo bimbo, un 3
bolillo o telera.
4 Una rebanada de pastel, una pieza de pan dulce. 2
5 Cereales con fibra Pan integral, avena y cereal alto en fibra. 3
6 Cereal bajo en fibra Un tazén de cereal de caja. 1
7 Papa o camote Una papa o camote 1
8 Arroz y pasta Un plato de arroz, un plato de sopa de pasta. 2
Un plato de frijoles, media taza de chicharos, un plato de
Leguminosas habas verdes, un plato de habas secas, un plato de 5
lentejas o garbanzos.
Platano, naranja, manzana, sandia, pifia, papaya, pera,
mango, mandarina, fresas, durazno, uvas, tuna, ciruelas, 16
mamey y zapote.
Verduras Zanahoria, Iechu_ga, espinaca, calabazas, nopales, flor 8
de calabaza, coliflor, ejotes.
12 Jugo y agua dulce Un vaso de Jugolde toronja o naranja, un vaso de agua 5
de sabor con azucar.
13 Verdura preparada Un jitomate en salsa o guisado, un plato de sopa o P
crema de verduras.
Una pieza de pollo 1
Un plato de carne de res, un plato de carne de cerdo, un
pedazo de chicharrén, una rebanada de tocino, higado 7
de res, un plato de carnitas, un plato de barbacoa.
Una rebanada de jamén, una salchicha, un trozo de 3
chorizo.
Una porcioén de atdn, un plato de pescado fresco, un
Media taza de mariscos. 1
Una rebanada de queso fresco, una rebanada de queso
Lo Oaxaca, una rebanada de queso Manchego o 6
Chihuahua, una cucharada de queso crema, una
cucharadita de leche en polvo y un vaso de leche.
Una taza de yogurt o bulgaros. 1
Un huevo 1
. Aceite de maiz, soya, girasol, cartamo, oliva y medio
22 Grasas de origen vegetal aguacate. 6
Una cucharadita de margarina, una cucharadita de
23 Grasa saturada mantequilla, una cucharadita de crema, una cucharadita 6
de mayonesa, una cucharadita de manteca vegetal y
una cucharadita de manteca animal.
Una cucharadita de ate, miel, mermelada, cajeta; una 3
tablilla de chocolate, un barquillo con helado de leche.
Un refresco de cola mediano, un refresco de sabor. 2
Salty snacks Una bolsa de frituras 1
Una cucharadita de salsa picante, chile en lata, un 3
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Anexo 2: Extracciéon de DNA de muestra fecales.

Primero se afiadi6 1.4 ml de Buffer ASL (buffer de lisis) y se coloco en el
vortex hasta que la muestra se homogeniz4. Después, las muestras se colocaron
en un termociclador a 95 °C por 5 minutos para facilitar la lisis de las bacterias. Se
volvieron a homogenizar en el vértex por 15 segundos y se centrifugé por un
minuto a maxima velocidad (13000 rpm). Del sobrenadante se tomaron 1.2 ml y
se afadieron tabletas InhibiTex, para la eliminacion de contaminantes.

Luego de un vortex y centrifugacion se tomaron 1.5 ml de sobrenadante
en un tubo nuevo y se volvié a centrifugar. Se afiadieron 15 ul de proteinasa K,
para la digestion de proteinas, la remocién de contaminantes e inactivacion de
nucleasas (DNAasas y RNAasas). En tubo nuevo se agregd y homogenizé 200 uj
del sobrenadante del paso anterior y 200 ul de Buffer AL, el cual es un buffer de
lisis necesario para a la reaccion con la proteinasa K. Después, los tubos fueron
incubados por 30 min en un termociclador a 70 °C para la reaccion con la
proteinasa K. Se centrifugd y se afiadieron 200 ul de etanol (96 — 100 %) a
temperatura ambiente, y se homogenizé nuevamente.

En columnas sobre tubos de recoleccién de 2 ml se afiadi6 el contenido
del paso anterior y se centrifugé por un minuto, desechando el liquido obtenido en
los tubos de recoleccion. Luego, se anadieron 500 yl de Buffer AW1 y luego 500
ul de Buffer AW2, los cuales fueron necesarios para el mantenimiento del DNA en
las columnas y la remision de otros contaminantes. Por ultimo, se colocé la
columna en un tubo de 1.5 ml y se afiadieron 200 ul de Buffer AE directamente a
la membrana de la columna, permitiendo que el DNA eluyera.

La cuantificacion del DNA de las muestras se midié con el nanofotémetro
Thermo Scientific NanoDrop 2000c colocando 2 ul por muestra y usando como
blanco el Buffer AE del estuche de extraccion. Se verificd que la relacién 260 / 280
se encontrara entre 1.8 - 2.0 y la relacién 260 / 230 entre 1.5 - 2.0. Posteriormente
se realiz6 una precipitacién y resuspencion para lograr una concentracion final 50

ng / ul en aquellas muestras que no se hayan encontrado en este valor.
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Anexo 3: Lista de oligonucleétidos para la primera PCR.

Tabla 2: Lista de oligos forward y reverse para la primera PCR.

No. Oligonucleétidos Secuencia de oligonucleétidos Codigo de
desalados Barras/Barcode*
Oligos Forward (desalado)
1 FWD_MB_MHIT TCT TTC CCT ACA CGA CGC TCT TCC GAT GAT CT
CTG TGC CAG CMG CCG CGG TAA
Oligos Reverse (desalados)
1 REV_BC1_MB_MHIT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC CGTGAT
TCG TGA TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
2 REV_BC2_MB_MHIT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC ACATCG
TAC ATC GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
3 REV_BC3_MB_MHIT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GCCTAA
TGC CTA AGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
4 REV_BC4_MB_MHIT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TGGTCA
TTG GTC AGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
5 REV_BC5_MB_MHIT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC CACTGT
TCA CTG TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
6 REV_BC6_MB_MHIT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC ATTGGC
TAT TGG CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
7 REV_BC7_MB_MHIT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GATCTG
TGA TCT GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
8 REV_BC8_MB_MHIT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TCAAGT
TTC AAG TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
9 REV_BC9 _MB_MHIT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC CTGATC
TCT GAT CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
10 REV_BC10_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC AAGCTA
TAA GCT AGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
11 REV_BC11_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GTAGCC
TGT AGC CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
12 REV_BC12_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TACAAG
TTA CAA GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
13 REV_BC13_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TTGACT
TTT GAC TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
14 REV_BC14_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GGAACT
TGG AAC TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
15 REV_BC15 MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TGACAT
TTG ACA TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
16 REV_BC16_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GGACGG
TGG ACG GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
17 REV_BC18 _MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GCGGAC
TGC GGA CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
18 REV_BC19_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TTTCAC
TTT TCA CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
19 REV_BC20_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GGCCAC
TGG CCA CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
20 REV_BC21_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC CGAAAC
TCG AAA CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
21 REV_BC22_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC CGTACG
TCG TAC GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
22 | REV_BC23_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC CCACTC
TCC ACT CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
23 REV_BC25 _MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC ATCAGT
TAT CAG TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
24 REV_BC27_MB_MHIT | GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC AGGAAT

TAG GAA TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
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Anexo 4: Lista de oligonucleétidos para segunda PCR.

Tabla 3: Lista de oligos forward y reverse para la segunda PCR.

GTA CGG TGA CTG GAG TTC AGA CGT GTG
CTCTTC CGATCT

No. Oligonucleétidos Secuencia de oligonucleétidos Codigo de
Desalados Barras/Barcode*
Oligos Forward (HPLC)
1 UNIV_ILLUMINA_F | AAT GAT ACG GCG ACC ACC GAG ATC TAC
ACT CTT TCC CTA CAC GAC GCT CTT CCG
ATCT
Oligos Reverse (HPLC)
1 REV_BC27_ILLUM CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT AAA AGGAAT
GGA ATG TGA CTG GAG TTC AGA CGT GTG
CTCTTC CGATCT
2 REV_BC25_ILLUM CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT AAA ATCAGT
TCA GTG TGA CTG GAG TTC AGA CGT GTG
CTCTTC CGATCT
3 REV_BC23_ILLUM | CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT AAC CCACTC
CAC TCG TGA CTG GAG TTC AGA CGT GTG
CTCTTC CGATCT
4 REV_BC22_ILLUM CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT AAC CGTACG
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Anexo 5: Comparaciones de datos antropomeétricos, bioquimicos y clinicos
de los nifios y nifas.

Tabla 4: Comparaciones de los parametros antropométricos, bioquimicos, clinicos y
de composicion corporal entre nifios y nifias.

Nifias

n Mediana (RI) n Mediana (RI) P
Datos antropométricos y composicion corporal
Peso (kg) 169 34.00 27.00 4200 167 34.00 26.00 42.00 759
Talla (percentil) 167 50.40 28.80 75.90 167 50.10 20.50 72.90 256
Cintura (cm) 169 66.40 58.50 75.55 167 65.70 58.30 74.00 705
Cadera (cm) 169 76.10 69.20 83.30 167 76.00 68.00 83.60 835
IMC (percentil) 169 74.80 38.20 93.05 167 72.10 33.10 90.90 333
MG % 168 29.13 20.57 37.33 165 31.63 23.97 38.44 101
Datos clinicos
PAS (percentil) 167 49.00 27.10 71.00 167 47.80 26.80 65.60 649
PAD (percentil) 167 82.00 65.10 89.90 167 79.20 84.10 90.30 871
Datos bioquimicos
Creatinina (mg/dl) 169 0.46 0.40 0.54 167 0.45 0.39 0.51 067
Acido urico (mg/dl) 169 4.50 3.85 5.30 167 4.50 3.90 520 714
CT (ma/dl) 169 161.00 146.00 180.00 167 162.00 147.00 186.00 700
TG (mg/dl) 169 75.00 51.00 100.50 167 85.00 60.00 121.00 .006
c-HDL (mg/dl) 169 49.00 42.00 56.00 167 47.00 39.00 55.00 079
c-LDL (mg/dI) 167 97.00 83.00 111.00 164 95.00 82.00 115.00 947
AST (UIn) 169 30.00 27.00 35.50 167 29.00 25.00 33.00 .002
ALT (UIN) 169 20.00 17.00 26.00 167 18.00 15.00 23.00 013
GGT (U1 169 13.00 12.00 16.00 167 13.00 11.00 15.00 063
Glucosa (mg/dl) 169 89.00 85.00 93.00 167 86.00 83.00 91.00 .001
Insulina 169 4.90 3.20 7.00 167 6.00 420 930 3.427E-04
HOMA-IR 169 1.09 0.70 1.80 167 1.34 0.87 2.06 .002
Proteina C-Reactiva (mg/dl) 142 0.05 0.01 0.19 131 0.06 0.03 0.16 666
LPS 85 0.721 0.507 1.327 75 0.703 0.449 1.411 0.884
n=336

Prueba U de Mann-Whitney



Anexo 6: Comparaciones de datos antropomeétricos, bioquimicos y clinicos
entre ninos y adolescentes.

Tabla 5: Comparaciones de los parametros antropométricos, bioquimicos, clinicos y
de composicion corporal entre niios y adolescentes.

Menoroigual a 8 anos Mayora 8 anos

n  Mediana (RI) n Mediana (RI) p
Datos antr étricos y conm icion corporal
Peso (kg) 75 24.00 21.00 30.00 261 37.00 30.00 45.00 1.928E-19
Talla (percentil) 74 42.75 19.53 66.08 260 52.20 26.40 75.48 A7
Cintura (cm) 75 56.70 54.00 63.50 261 68.20 60.60 76.50 2.581E-12
Cadera (cm) 75 66.50 62.00 73.00 261 78.10 71.80 85.60 1.385E-15
IMC (percentil) 75 68.80 33.70 92 .80 261 74.80 38.00 91.65 789
MG % 74 24 59 18.75 36.45 259 31.46 24 35 38.58 .003
Datos clinicos
PAS (percentil) 75 46.00 2960 63.80 259 49.00 26.40 69.30 495
PAD (percentil) 75 79.60 69.40 88.40 259 80.80 62 30 91.00 979
Datos bioquimicos
Creatinina (mg/dI) 75 0.39 0.35 0.43 261 0.47 0.42 0.54 3.944E-15
Acido drico (mg/dI) 75 420 3.70 470 261 4.60 3.90 5.45 .001
CT (mgrdi) 75 163.00 152.00 186.00 261 161.00 146.00 181.00 335
TG (mg/dly 75 76.00 51.00 108.00 261 83.00 59.50 107.50 135
c-HDL (mg/di) 75 49.00 4200 57.00 261 47.00 40.00 55.50 224
c-LDL (mg/dl) 74 100.50 84.00 114.00 257 95.00 82.00 113.00 221
AST (UI/T) 75 31.00 28.00 35.00 261 29.00 25.00 34.00 .002
ALT (UI/1) 75 19.00 17.00 24.00 261 19.00 16.00 25.00 745
GGT (U 75 13.00 11.00 15.00 261 13.00 12.00 16.00 124
Glucosa (mg/dI) 75 420 2.70 6.60 261 5.80 3.85 8.80 4.329E-04
Insulina 75 88.00 83.00 92.00 261 88.00 84.00 92.00 31
HOMA-IR 75 0.93 0.59 1.42 261 1.24 0.81 1.92 .001
Proteina C-Reactiva (mg/dl) 57 0.04 0.01 0.18 216 0.06 0.02 0.17 411
LPS 41 067 0.42 1.10 119 0.74 0.51 1.41 248
n=336

Prueba U de Mann-Whitney
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Anexo 7: Comparaciones de datos antropomeétricos, bioquimicos y clinicos
entre ninos y ninas, y por grupo de edad.

Tabla 6: Comparaciones de los parametros antropométricos, bioquimicos, clinicos y
de composicidn corporal en nifios por grupos de edad.

_ n

Datos

pométricos y
Peso (kg)

Talla (percentil)
Cintura (cm)
Cadera (cm)

IMC (percentil)

MG %

Datos clinicos
PAS (percentil)
PAD (percentil)
Datos bioquimicos
Creatinina (mg/dl)
Acido trico (mg/dl)
CT (ma/dly

TG (mgrdl)

¢-HDL (mg/di)
¢-LDL (mg/dl)

AST (UIf)

ALT (U1

GGT (UM

Glucosa (mg/dl)
Insulina

HOMA-IR

Proteina C-Reactiva (mg/dl)
LPS

Menoro igual a 8 afios

Mayora 8 afios

Mediana P25 P75 n Mediana P25 P75 P
corporal
40 24.50 21.25 32.00 129 37.00 30.00 45.00 1.904E-09
39 4430 20.10 76.70 128 53.95 30.00 73.20 649
40 57.10 54.43 65.30 129 68.60 60.55 77.25 1.636E-06
40 67.65 62.25 75.90 129 78.10 71.00 85.50 2.216E-07
40 72.60 35.93 94.90 129 75.50 39.80 92.65 94
40 24.59 19.08 37.01 128 29.44 21.26 37.53 205
40 51.85 3348 7453 127 4720 2510 69.90 489
40 84.75 71.40 89.23 127 80.80 61.50 89.90 321
40 0.40 0.36 0.45 129 0.48 0.43 0.55 8.147E-09
40 4.25 3.83 478 129 4.70 3.85 5.50 055
40 164.00 153.25 181.75 129 159.00 145.00 179.50 418
40 68.50 45.00 105.50 129 75.00 53.00 97.00 313
40 52.00 45.50 58.75 129 47.00 41.50 56.00 039
40 99.00 84.25 112.50 127 96.00 83.00 110.00 443
40 30.00 28.00 36.75 129 30.00 26.50 35.00 343
40 18.00 15.00 2575 129 21.00 17.00 26.50 064
40 13.00 11.25 16.00 129 13.00 12.00 16.00 182
40 91.00 84.25 94.00 129 89.00 85.00 92.00 563
40 430 273 6.28 129 5.10 3.30 7.40 190
40 093 0.59 1.42 129 1.13 0.72 1.65 245
34 0.03 0.01 0.20 108 0.06 0.01 0.18 683
24 0.74 0.48 1.27 61 0.71 0.51 1.37 868

Prueba U de Mann-Whitney

Tabla 7: Comparaciones de los parametros antropométricos, bioquimicos, clinicos y
de composicion corporal en nifias por grupos de edad.

Nifias (n = 167) Menoro igual a 8 afios Mayora 8 afios
n Mediana P25 P75 n Mediana P25 P75 P

Datos étricos y corporal
Peso (kg) 35 24.00 21.00 26.00 132 37.00 30.00 45.75 1.565E-11
Talla (percentil) 35 4020 18.70 62 80 132 51.60 2253 76.28 089
Cintura (cm) 35 56.50 53.10 62.10 132 68.10 60.75 75.80 3.360E-07
Cadera (cm) 35 65.50 62.00 71.50 132 78.05 72.10 87.30 6.198E-10
IMC (percentil) 35 67 30 2150 90.70 132 73.10 3413 90.98 665
MG % 34 24 56 17.51 35.96 131 33.29 24.76 38.74 .004
Datos clinicos
PAS (percentil) 35 43.10 20.30 56.50 132 49.40 27.35 69.03 .083
PAD (percentil) 35 77.70 64.10 87.90 132 80.85 63.83 91.25 1313
Datos bioquimicos
Creatinina (mg/dI) 35 0.38 0.33 0.43 132 0.47 0.41 0.52 5.030E-08
Acido trico (mg/dl) 35 410 3.60 470 132 460 390 5.30 .009
CT (mg/dI) 35 163.00 150.00 186.00 132 162 .00 146.00 186.00 581
TG (mag/dl) 35 83.00 55.00 116.00 132 90.00 61.00 123.75 .256
¢c-HDL (mg/dl) 35 46.00 39.00 55.00 132 47.00 40.00 55.00 671
c-LDL (mg/dI) 34 103.00 83.50 119.25 130 94.00 80.75 115.00 1320
AST (UI) 35 32.00 29.00 35.00 132 27 50 2400 31.00 .001
ALT (U 35 20.00 17.00 24 00 132 18.00 15.00 23.00 130
GGT (UI) 35 13.00 11.00 14.00 132 13.00 11.00 16.75 355
Glucosa (mg/dl) 35 86.00 81.00 89.00 132 86.00 8400 91.00 329
Insulina 35 4.20 2.60 7.30 132 6.75 4.35 10.35 3.723E-04
HOMA-IR 35 0.93 0.56 1.39 132 1.46 0.94 2.18 3.044E-04
Proteina C-Reactiva (mg/dl) 23 0.05 0.01 017 108 0.06 0.03 0.15 562
LPS 17 0.50 0.35 0.94 58 0.82 0.51 1.61 .058

Prueba U de Mann-Whitney
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Anexo 8: Correlaciones entre fibra dietaria y los parametros metabdlicos.

Tabla 8: Correlaciones entre el consumo de fibra dietaria y los parametros

metabdlicos.
Fibra total Fibra soluble Fibra insoluble Hemicelulosa Celulosa Lignina
rho P rho P rho 2] rho P rho P rho P
Datos antropométricos
Cintura (cm)a -0.027 0702 0.009 0.896 -0.107 0.129 -0.004 0954 -0.079 0.263 0.049 0493
Cadera (cm)e -0.096 0.174 -0.061 0.391 -0.107 0.128 -0.062 0.381 -0.113 0.111 0.020 0.780
pimcs -0.047 0505 -0031 0663 -0096 0.173 -0041 0.558 -0.131 0.061 0.073 0.302
Datos de Composicion Corporal
% MGa -0.031 0666 -0.024 0.730 -0.099 0.161 -0.049 0488 -0.104 0.141 0.049 0493
% MLG= 0.034 0637 0023 0741 0106 0134 0058 0416 0103 0.147 -0.054 0450
Datos Clinicos
PAS (percentil)c 0.020 0.773 0.034 0.631 0027 0705 -0.034 0635 0.102 0.147 0.022 0.760
PAD (percentil)c -0.063 0372 -0.013 pgsg -0.006 (937 -0.052 p464 0.042 0550 -0.059 0.405
Datos de bioquimicos
CT (mgidl)¢ -0.036 0614 -0.052 0465 -0.056 0430 -0.032 0648 0.066 0.353 0.045 0529
TG (mg/dl) 0.080 0.25¢ 0088 0215 -0.101 0153 -0038 0595 0173 0.014 -0.032 0656
HDL (mg/dl)¢ -0.093 0188 -0176 0.013 0085 0231 0031 0665 0116 0102 0.053 0452
LDL (mg/di)9 -0.040 0.578 -0.021 0769 -0.0617 0395 -0.018 0805 -0024 0.733 0.000 0998
AST (UIIp 0.102 0.148 0072 0308 0.036 0608 0004 0950 -0.026 0.712 0.109 0.123
ALT (UllIp 0.103 0.147 0033 0640 0.008 0913 0025 0720 -0.057 0419 0.161 0.023
GGT (Ul -0.015 0.831 0.036 0617 -0.048 0498 0013 085 -0.075 0291 0.015 0831
Glucosa (mg/dIy 0.046 0.518 0042 0550 -0.109 0.124 -0.010 0888 0.087 0.217 -0.026 0.709
Insulina® -0.0v5 0287 -0.109 0.124 -0.094 0.184 -0.030 0673 0001 0986 -0.110 0.120
HOMA-IR® -0.069 0327 -0.103 0.144 -0.101 0.155 -0.031 0661 0.008 0915 -0.110 0.121
Proteina C-Reactiva (mg/dl) -0.053 0456 -0.013 0.853 -0.103 0.149 -0.055 0444 -0.025 0730 -0.063 0377
LPSe -0.036 0651 -0092 0.252 -0.141 0.077 -0.118 0.142 0.054 0504 -0.013 0876

a ajuste por sexo y edad

b sin ajuste

c ajuste por pIMC.

d ajuste por edad, seo y pIMC.
Prueba Spearman, n = 204

90



Anexo 9: Abundancias relativas en los diferentes niveles taxonémicos.
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Figura 1: Grafico de barras de la abundancia relativa de los phyla mas abundantes.
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Figura 2: Grafico de barras de la abundancia relativa a nivel de clase.
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Figura 3: Grafico de barras de la abundancia relativa a nivel de orden.
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Figura 4: Grafico de barras de la abundancia relativa a nivel de familia.

92



k_ Bacteria;p_ bia;c_ Vern i iae;o_ Ve i Sf Vem i /0__Akkermansiaq |
k_Bacteriap Tenem:utesc Mollicutes;o_ RF39;f__;g_ 7 |
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c_ G teob ia;o_ P -f__Pasteurell g 41
k__Bacteria;p__Protechacteria;c__G protecbacteria;o__Enterobacteriales;f__Enterobacteri a_q1
k__Bacteria;p__Protecbacteria;e__ D p bacteria;o__ D ibrionales;f__D lfovibrionaceae;g__Bilophilaq |
k__Bacteria;p__Proteobacteria P bacteri Burkholderiales;f__Alcaligenaceae;g__Sutterella|
k__Bacteria;p__Firn .c__Erysipelotrichi;o__ Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__ {
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f_ Veillonellaceae;g__Veillonella{ |
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f_Veillonellaceae;g__Phascolarctobacterium 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clost'ld\alesf f__\eillonellaceae;g__Dialister{ 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f__F g__F i s .
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__| Clnstrldlao Cbsmdla\esf Rumi ;0__Oscillospira|
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Cl jo_Cl T__Rumi g_F i 'ium- —
k__Bacteri Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__F a1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f Pepwstrepmwccaceaeg_ I
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f. Lachnosplraceae,g_Rosebuna- —
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lach p :g__Lachnospira{ =
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Cl i f__Lachnospi g L bacterium{ 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__| Clostndlalesf Lachnosplraceaeg_Dcrea 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostri F_ L IEE |
k__Bacteria;p__ Firmicutes;c_ Clostridia;o_ | Closmdlalesf LachnosplraceaeLBlauha- ]
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Cl F_ L 41
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__| L.n.m ,g_[Hl i 14 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g__ 4
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f__Clostridiaceae;g_ SMB534 |
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g_ CIo&lndlum- ]
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridiales;f__! Cluu a4 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__ Clostridi; f__Chri: 1l a4 |
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridiajo__ Clostndlalesf ;g 1
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacillio__Lactobacillales;f__Strept St s 1
k__Bacteria;p__Bactercidetes;c__| Bal:leroldlao Bacteruldalasf 524—7,9_- I
k__Bacteria;p__B i c_B ia;o__B i ;f__Ri g1 =
K Bactenap Bacteroidetesic_ B idia;o__B i i P 1=
k__Bacteria;p_ | c_B o_B f__Porphy 1 ™
k Bactenap Bacteroidetes;c_ | Bactermdlao Bacteroidal ;f_[‘ teroid ides 1
k__Bacteria;p__Bactercidetes;c__Bact i il p itell; tellad |
k__Bacteria;p__Bactercidetes;c_ | Bacteroldl o__| Bacteroldales f_.. p tell: |
k__Bacteria;p__Bacterocidetes;c__Bacteroidiao_ B [ [Oderibact g_Odonbacter- ]
k__Bacteria;p__| Bactero\detesc Bacteroldlao Bactemldalesf_[Cuu.' b 1;9__Butyrici I
k Bacterlap . B jo__Bacteroidales;f__[Barnesiell Jg_ 1 8
k__ Bacteria;p__Actinobact: c_ | Cor' 4 ;o Coricbacteriales;f Coriobacteriaceae;g_ Collingella{ 1
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__Bifidobacteriaceae;g__ Bifidobacterium { #
0.0 o1 02 03
mediana
Figura 5: Gréfico de barras de la abundancia relativa a nivel de género.
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Figura 6: Grafico de barras de la abundancia relativa a nivel de especie.
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Anexo 10: Comparaciones de los nutrientes por enterotipo.

Tabla 9: Comparaciones de los nutrientes consumidos por enterotipo.

Mediana RI Mediana RI p
Energia y macronutrientes
Kcal totales 1846.04 1440.87 2154.09 1809.95 1406.36 2328.50 .852
Grasas (Kcal) 715.64 539.71 849.67 682.83 506.86 942.53 771
Proteinas (Kcal) 271.96 215.01 316.44 256.60 198.20 343.45 .907
Hidratos de Carbono (Kcal) 809.60 643.46 1006.62 872.62 667.12 1038.90 456
Grasas (%) 38.19 35.33 43.17 38.68 33.77 41.98 .305
Proteinas (%) 14.76 13.55 16.11 14.75 13.68 15.87 916
Hidratos de carbono (%) 46.56 41.71 50.13 46.51 42.96 51.22 331
Fibra dietaria
Fibra Total (g / 1000kcal / dia) 10.42 8.81 11.64 10.22 8.47 11.96 .860
Fibra Soluble (g / 1000kcal / dia) 3.01 2.50 3.44 2.90 237 3.59 .554
Fibra Insoluble (g / 1000kcal / dia) 5.69 4.99 6.59 5.62 4.81 6.72 596
Hemicelulosa (g / 1000kcal / dia) 1.82 152 2.29 1.82 1.55 2.34 .796
Celulosa (g / 1000kcal / dia) 2.66 2.00 4.05 2.89 1.85 4.45 874
Lignina (g / 1000kcal / dia) 0.46 0.38 0.55 0.45 0.35 0.60 .908
Carbohidratos
Glucosa (g / 1000kcal / dia) 6.96 561 9.11 7.78 5.85 9.17 317
Fructosa (g / 1000kcal / dia) 9.78 7.86 12.44 11.14 8.18 13.55 139
Maltosa (g / 1000kcal / dia) 0.59 0.48 0.75 0.62 0.50 0.79 299
Lactosa (g / 1000kcal / dia) 9.09 6.17 13.94 9.29 6.16 14.71 .840
Sacarosa (g / 1000kcal / dia) 14.34 11.23 17.71 15.12 12.18 17.47 713
Almidon (g / 1000kcal / dia) 27.02 20.02 35.43 26.78 20.95 33.83 .698
Grasas
Colesterol (g / 1000kcal / dia) 130.35 111.02 154.68 126.72 105.33 141.30 126
Grasa origen animal (g / 1000kcal / dia) 26.06 22.04 29.67 25.69 20.68 29.29 .503
Grasa origen vegetal (g / 1000kcal / dia) 16.35 13.93 20.15 17.13 14.26 19.14 738
Grasa saturada (g / 1000kcal / dia) 14.04 12.51 15.62 14.19 12.66 15.09 952
Grasa monoinsaturada (g / 1000kcal / dia) 16.20 14 .47 17.82 15.97 13.76 18.03 .687
Grasa poliinsaturada (g / 1000kcal / dia) 7.04 6.04 8.31 6.87 5.86 8.21 497
Minerales
Calcio (mg /1000kcal / dia) 414.39 314.32 514.72 414.04 321.06 522.53 .840
Hierro (mg / 1000kcal / dia) 5.06 4.61 552 497 451 5.60 469
Magnesio (mg /1000kcal / dia) 139.53 128.39 150.96 139.70 126.82 152.80 944
Foésforo (mg /1000kcal / dia) 598.45 517.65 667.93 574.56 530.09 645.56 .684
Potasio (mg/1000kcal / dia) 1437.06 1279.32 1590.17 1425.51 1279.88 1606.41 .894
Sodio (mg /1000kcal / dia) 845.91 733.82 953.35 826.85 728.59 904.53 244
Zinc (mg / 1000kcal / dia) 7.08 5.55 9.87 6.88 5.48 10.28 .988
Cobre (mg/1000kcal / dia) 0.92 0.71 152 0.87 0.62 1.48 A76
Manganeso (mg/1000kcal / dia) 10.61 477 14.98 6.23 2.58 15.88 .230
Selenio (mcg / 1000kcal / dia) 19.18 14.61 23.34 17.43 12.83 26.13 673
Vitaminas
Vitamina C (mg / 1000kcal / dia) 71.89 48.29 93.93 71.69 46.82 92.57 .896
Vitamina B1 (mg /1000kcal / dia) 0.71 0.68 0.78 0.74 0.66 0.81 .559
Vitamina B2 (mg / 1000kcal / dia) 0.86 0.75 0.99 0.83 0.73 0.95 .693
Vitamina B3 (mg / 1000kcal / dia) 8.21 7.33 9.03 8.14 7.04 9.60 .856
Vitamina B5 (mg / 1000kcal / dia) 3.12 2.32 4.99 3.71 247 6.17 163
Vitamina B6 (mg / 1000kcal / dia) 217 1.38 311 1.99 111 281 435
Folatos (mcg /1000kcal / dia) 301.45 193.82 561.64 291.27 184.89 582.42 .890
Vitamina B12 (mcg / 1000kcal / dia) 262 2.10 3.80 2.62 2.10 3.53 513
Retinol (UI/1000kcal / dia) 924.67 691.60 1288.96 847.28 734.35 1143.72 594
Carotenos (Ul/1000kcal / dia) 3491.35 2105.68 4258.16 2993.76 1680.15 5072.52 .582
Vitamina D (Ul/1000kcal / dia) 123.39 89.37 160.12 119.31 85.84 159.68 .606
Vitamina E (mcg / 1000kcal / dia) 3.78 3.00 4.32 3.72 3.14 4.48 .590
Vitamina (mcg / 1000kcal / dia) 39.11 27.82 50.36 34.72 27.32 49.68 447

Prueba U de Mann-Whitney
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Anexo 11: Comparaciones del consumo de los patrones dietarios en diferentes
complicaciones metabdlicas en cada uno de los enterotipos.

Tabla 10: Comparaciones entre las clasificaciones del fenotipo metabdlico en nifios
clasificados en el enterotipo Bacteroides.

Saludable AOQA Transicion Vegetariano
Mediana RI Mediana RI Medi RI I RI

Bajo peso-normopeso (n = 80) 0.008 (-0.653-0.719) | -0.060 (-0.627-0.696)| 0.071 (-0.556-0.668)| 0.211 (-0.513-1.005)

Sobrepeso-obesidad (n = 45) -0.231 (-0.658-0.383) | 0.269 (-0.482-0.740)| -0.173 (-0.624-0.478)| -0.120 (-0.693-0.540)
Pl .393 .336 .332 072

Sin Sindrome Metabdlico (n = 105) -0.062 (-0.690-0.704) | -0.010 (-0.581-0.707)| -0.082 (-0.598-0.604)| -0.052 (-0.640-0.885)

Con Sindrome Metabélico (n =31) -0.231  (-0.551-0.467) | 0.082 (-0.625-0.740)| -0.107 (-0.632-0.536) | -0.002 (-0.254 - 0.696)
p  .824 961 793 777

CT Aceptable (< 170mg /dl) (n = 77) -0.183  (-0.854-0.496) | -0.048 (-0.560-0.610)| -0.103 (-0.847-0.547)| 0.254 (-0.448-1.007)

CT Alto (> 200mg /dI) (n=17) 0338 (-0.339-0939) | 0575 (-0.334-1.019)| -0.107 (-0.607-0.200)| 0252 (-0.269-0.540)
p| .022 .088 476 458

c-HDL Aceptable (>45mg /dl) (n=77) | -0.137 (-0.796-0.547)| 0.033 (-0.817 -0.766)| -0.128 (-0.614-0.640)| -0.028 (-0.840-0.872)

c-HDL (< 40mg / dl) (n = 21) -0.195 (-0.700-0.584) | -0.380 (-0.681-0.562)| -0.092 (-0.697-0.227)| -0.002 (-0.324-0.793)
p| .883 375 631 .837

c-LDL Aceptable (< 110mg /dl) (n=82) | -0.189 (-0.863-0.459) | -0.072 (-0.579-0.611)| -0.093 (-0.671-0.603) | -0.040 (-0.740-0.919)

c-LDL Alto (> 130mg / dI) (n = 15) 0.284  (-0.353-1.023) | 0.507 (0.016-0.816) | -0.182 (-0.609-0.201) | -0.254 (-0.547-0.555)
p| .066 108 414 634

TG Aceptable (< 75090mg /dl) (n=84) -0.114 (-0.754-0.737) | 0.058 (-0.515-0.673)| -0.093 (-0.673-0.535)| -0.084 (-0.710-0.847)

TG Alte (> 1000 130 mg / dl) (n = 27) -0.125 (-0.529-0.467) | -0.339 (-1.031-0.734) | -0.091 (-0.609-0.612)| 0.320 (-0.120-0.723)

711 306 496 417
Pruebas U de Mann Whitney
RI: Rango intercuartilico; CT: Colesterol total; c-HDL: Lipop! inade alta i c-LDL: Lipoproteina de baja densidad; TG: Triglicérid

Tabla 11: Comparaciones entre las clasificaciones del fenotipo metabdlico en nifios
clasificados en el enterotipo Prevotella.

Saludable AOA Transicién Vegetariano
Mediana RI Mediana RI Mediana RI Mediana RI
Bajo peso-normopeso (n = 39) 0173 (-0.487-1089) -0.245 (-0.851-0.740) -0.357 (-0.529-0.729) 0.135 (-0.335-0.862)
Sobrepeso-obesidad (n = 29) -0.049 (-0.725-0.503) 0.030 (-0.786-0.771) -0.458 (-1.118-0.111) -0.684 (-0.967-0.049)
P 208 669 066 .001
Sin Sindrome Metabdlico (n = 45) 0210 (-0.537-1.034) 0096 (-0.775-0.866) -0.389 (-0.839-0.283) 0.057 (-0.697-0.838)
Con Sindrome Metabdlico (n = 23) -0.086 (-0.730-0.360) -0.315 (-0.868-0.479) -0.016 (-1.017-0.502) -0.066 (-0.967-0.058)
P 145 1341 600 .048
CT Aceptable (< 170mg /dI) (n = 37) 0.033 (-0.680-0.827) -0.245 (-0.872-0.830) -0.358 (-0.739-0.504) -0.109 (-0.894-0.588)
CT Alto (> 200mg /dI) (n = 8) 0.048 (-0.759-0.914) 0287 (-1.720-0.570) -0.291 (-1.093-0.416) -0.312 (-0.852-0.632)
P 953 .929 678 .905
c-HDL Aceptable (>45mg /dl) (n=39) 0173 (-0.487-1.015) -0.236 (-0.704-0.639) -0.358 (-0.891-0.265) 0.121 (-0.573-0.853)
¢-HDL (< 40mg / dI) (n = 11) -0.178 (-0.818-0.397) -0.315 (-0.933-1512) -0.139 (-0.638-0.787) -0.684 (-1.180-0.046)
p 343 788 475 .003
c-LDL Aceptable (< 110mg /dl) (n=44) 0191 (-0.568-0.848) -0.422 (-0.875-0.528) -0.357 (-0.784-0.485) -0.087 (-0.876-0.341)
c-LDL Alto (> 130mg / dl) (n = 5) -0.115 (-2.167-0.048) 0479 (-1.121-1.001) -0.458 (-1.189-0.257) 0.034 (-0.426-0.441)
P .76 .428 380 718

TG Aceptable (< 75090 mg /dl) (n=25) -0.080 (-0.680-1.030) -0.183 (-0.671-0.960) -0.499 (-0.870-0.150) -0.055 (-0.808-0.889)
TG Alto (> 10002 130mg /dl) (n=27)  -0.049 (-0.730-0.387) -0.315 (-0.868-0.832) -0.016 (-1.149-0.787) -0.611 (-0.967-0.058)
P .805 .504 589 136

Pruebas U de Mann Whitney
RI: Rango intercuartilico; CT: Colesteroltotal; c-HDL: Lipoproteina de alta densidad; c-LDL: Lipoproteina de baja densidad; TG: Triglicéridos
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Anexo 12: Vias funcionales del Metabolismo inferidas
por PICRUSL.

Vias del Metabolismo en nivel 2 Tabla 12: Vias
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Metabolism funcionales del
. Metabolismo
Energy Metabolism en el nivel 2.

Lipid Metabolism

Carbohydrate Metabolism

Amino Acid Metabolism

Glycan Biosynthesis and Metabolism
Biosynthesis of Other Secondary Metabolites
Metabolism of Cofactors and Vitamins
Metabolism of Other Amino Acids
Metabolism of Terpenoids and Polyketides
Nucleotide Metabolism

Xenobiotics Biodegradation and Metabolism
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