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EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PROBIOTICOS EN LA MICROBIOTA INTESTINAL DEL
PACIENTE ADULTO CON OBESIDAD GRADO Il Y Ill Y SUS EFECTOS SOBRE EL CONTROL
METABOLICO.

I.  MARCO TEORICO

La obesidad, es un estado que resulta de un desequilibrio energético entre las calorias consumidas y
utilizadas que conllevan a la acumulacién excesiva de grasa corporal con efectos nocivos para la salud. Su
prevalencia ha ido incrementando de manera exponencial en las Ultimas décadas, en cifras de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de 1975 a la fecha se ha triplicado el nUmero de casos a nivel mundial. En el 2016
alrededor del 13% de la poblacién adulta mundial (11% hombres y 15% mujeres) era obesa, lo que
corresponde a mas de 650 millones de personas.! México se encuentra dentro de los principales paises
afectados por este padecimiento. Desde el afio 2000, la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad a
aumentado en un 13.7% siendo en la actualidad un problema de salud publica, por lo anterior, la Secretaria
de Salud junto con el Comité Nacional de Seguridad en Salud en el afio 2016 emitieron una declaratoria de
emergencia epidemioldgica.? En el 2018 la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT) reportd en
adultos de 20 o mas afios una prevalencia nacional de obesidad de 35.3%, siendo 9.7% mas alta en mujeres
(40.2%) que en hombres (30.5%), de manera notoria, se observé que el 12.2% corresponden a los grados mas

severos (grado Il y 11).3

Adicionalmente, el desarrollo de obesidad esta asociado con aumento en la morbimortalidad de las
personas que la padecen. Un estudio realizado en el 2003 observé en los sujetos con obesidad una
disminucién de entre 8 y 20 afios de vida.* Asimismo, se ha advertido que la obesidad conlleva a un riesgo
muy aumentado (riesgo relativo mayor a 3) de padecer enfermedades tales como resistencia a la insulina,
diabetes mellitus 2 o dislipidemia, y riesgo moderado (riesgo relativo entre 2 — 3 ) para hipertension arterial

sistémica, hiperuricemia, falla cardiaca, entre otras.>

La etiologia de la obesidad es multifactorial, siendo resultado de una compleja interaccién de factores
genéticos y ambientales. Sin embargo, en los ultimos afios diversos investigadores han involucrado a la
microbiota intestinal en su desarrollo y en sus secuelas a nivel metabdlico, a través de multiples mecanismos

que conllevan una mayor absorcidn y almacenaje de energia de la dieta.®
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Microbiota Intestinal

La microbiota intestinal (MI) es un microecosistema dindmico que contiene a una diversa poblacién de
microorganismos (10 a 100 billones de microbios) que incluyen bacterias, arqueas, virus y hongos, siendo las
bacterias los microorganismos predominantes. El andlisis del genoma colectivo de esta microbiota
(microbioma) a través de muestras fecales ha identificado mas de 5 millones de genes, lo que equivale

aproximadamente a 100 veces mas genes bacterianos que humanos.”®

La composicion y densidad de la Ml varia a lo largo del tracto gastrointestinal. Los filotipos bacterianos
mds comunes son los Firmicutes y los Bacteroidetes, que representan mds del 90% de las bacterias totales.
Asi mismo, las bacterias anaerobias son mas abundantes que las aerobias y su densidad se modifica con un
gradiente préximo-distal que varia desde 10%3 células/gr de tejido en el yeyuno e ileo proximal a 1072 en el
ileo distal y 102 en el colon ascendente.>° Tras el desarrollo de miltiples técnicas para el estudio de la
microbiota intestinal basadas en la metagendmica cuantitativa, principalmente las establecidas en analisis del
ARN/ADN ribosomal 16S, se ha identificado que su diversidad genética esta relacionada con su capacidad
metabdlica y bioquimica.>1? De igual forma, se ha observado que son diversos los factores que influyen en
su composicion, los principales cambios se presentan durante el periodo de crecimiento, en relacion con
factores como la via de nacimiento, la presencia/ausencia de lactancia materna, el periodo de ablactacién, la
localizacidn geografica, el tipo de dieta o el uso de antibidticos. Sin embargo, durante la vida adulta esta se

mantiene relativamente constante.'31°

Funciones De La Microbiota Intestinal

Entre las diversas funciones que se le han atribuido a la Ml se encuentran la regulacién de los procesos
de digestion/absorcion de nutrientes, metabolismo de carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos biliares,

metabolismo de ciertos farmacos, regulacion y desarrollo de la respuesta innata y adaptativa, entre otras.

Una de sus principales funciones es el metabolismo de los polisacdridos complejos de la dieta, liberando
en el proceso acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente acetato, propionato y butirato. Estos
AGCC son una fuente de energia importante del epitelio colonico y el hospedero, que proporciona un
estimado de 5% a 15% de los requerimientos de energia humana, principalmente al funcionar como ligandos
de un grupo de receptores acoplados a proteinas G localizados en las células enteroendocrinas, el receptor de
acidos grasos libres 2 y 3 (GPR43 y GPR41 respectivamente). Estos receptores funcionan como moduladores
del balance energético de la dieta dependiente de la microbiota intestinal a través de vias de sefializacién que

incluyen al péptido YY (PYY) y al péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1). El propionato estimula tanto el
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GPR43 como el GPR41, el acetato activa en forma preferencial el GPR43, mientras que el butirato actua
principalmente a través del GPR41. La estimulacion de GPR43 promueve el almacenamiento de energia
mediante el aumento de la adipogénesis, la inhibicién de la lipdlisis en los adipocitos y la disminucién del gasto
energético. En cambio, la activacion del GPR41 disminuye la motilidad intestinal y promueve el

almacenamiento de energia de la dieta.'51’

Estudios realizados en ratones knockout para GPR43 Y GPR41 tienen menor ganancia de peso, mayor
sensibilidad a la insulina, menor cantidad de triglicéridos hepaticos y colesterol plasmatico, cuando son
alimentados con una dieta hipergrasa, comparado con el grupo control.!® Es por estos hallazgos que se les ha
sefialado como modulares del balance energético de la dieta. Otros estudios en donde se utilizan ratones
libres de gérmenes (LG) han demostrado otros mecanismos involucrados. Uno de ellos incluye al factor
adiposo inducido por el ayuno (ANGPTL4) el cual actua como inhibidor de la lipoprotein lipasa (LpL). Por otro
lado, existe evidencia que los ratones LG tienen aumentada la actividad de la AMPK, la cual es una enzima

involucrada en la oxidacion de acidos grasos.®

Por otra parte, los mecanismos propuestos a través de los cuales la Ml regula el metabolismo lipidico son:
1) La conversién intraluminal del colesterol al producto saturado coprostanol, ya que el intestino humano
tiene una capacidad disminuida de absorber el coprostanol. Algunos estudios han observado una relacion
inversa entre los niveles de colesterol en suero y la concentracidon de coprostanol/colesterol en las heces
humanas; 2) La desconjugacidon de sales biliares por la enzima bilis-sal hidrolasa (BSH) la cual tras la
deshidroxilacion del séptimo carbono produce 4cido desoxicélico o 4cido litolico, moléculas involucradas en
la absorcién de lipidos, homeostasis del colesterol y la respuesta inmune.? El higado produce acidos biliares
(glicina, taurina y sulfatos conjugados) a partir del colesterol. EIl 80 — 95 % de estos acidos biliares son
reabsorbidos en el ileo terminal a través del proceso de circulacién enterohepatica, sin embargo, la proporcion
de 4cidos biliares no reabsorbida es desconjugada por enzimas hidroliticas de las bacterias intestinales y por
lo tanto excretada en las heces. El colesterol, al ser un precursor de los acidos biliares, se descompone para
reemplazar las sales biliares procesadas, lo que conduce a una reduccién del colesterol sérico. Esta capacidad
de desconjugacién de acidos biliares esta ampliamente extendida entre los microorganismos intestinales. Sin
embargo, se ha identificado principalmente en Bacteroides sp, Bifidobacterium sp y Lactobacillus. Otros
mecanismos sugeridos en el metabolismo lipidico son: 3) La asimilacidn del colesterol en membranas celulares

bacterianas y 4) La produccién de AGCC.2%-23

En cuanto al metabolismo proteico, este se produce esencialmente en el colon distal formando AGCC, se
ha observado también que bacterias del género Bacteroides, Rosebura y Streptococcus tienen la habilidad de

sintetizar aminodcidos esenciales, necesarios para el hospedero. Sin embargo, las reacciones de
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descarboxilacion y desaminaciéon producen otros metabolitos potencialmente tdxicos como el amoniaco
(NHs), las aminas, los compuestos N-nitrosos, compuestos fendlicos y sulfuros. A su vez la fermentacién de
aminodcidos aromaticos causa un incremento significativo de p-cresol, metabolito téxico asociado con dafio

al ADN de las células epiteliales y el desarrollo de cancer de colon.?®

Disbiosis Y Sus Efectos Metabdlicos

Si bien hasta el momento no se han establecido las caracteristicas de la microbiota normal, se han
identificado diferencias en la composicidn microbiana de los sujetos sanos comparada con la de los sujetos
que padecen diversas enfermedades. Una composicién de la microbiota significativamente diferente y

relacionada con una enfermedad se llama disbiosis.

Estudios en humanos han mostrado diferencias importantes entre sujetos metabdlicamente sanos y no
saludables. En el 2013, Le Chatelier y colaboradores estudiaron una cohorte danesa de 292 sujetos a quienes
realizaron andlisis sobre la abundancia de bacterias intestinales a través de la cantidad de lecturas de ADN
bacteriano en muestras fecales. La comparacion del nimero de genes en la muestra total revelé una
distribucion bimodal de genes bacterianos con un punto de cohorte en 480 000 genes, con lo cual se clasificd
a los sujetos en “baja riqueza bacteriana” y “alta riqueza bacteriana”, con un promedio de 380 000 y 640 000
genes respectivamente. Las personas con “baja riqueza bacteriana” (23% de la poblacidn) se caracterizaron
por presentar adiposidad general mdas marcada, resistencia a la insulina, dislipidemia y un fenotipo
inflamatorio méas pronunciado en comparacién con las personas de “alta riqueza bacteriana”.?* De forma
similar, Fu en el 2015, observé una fuerte asociacion de los sujetos con “baja riqueza bacteriana” y un perfil
lipidico desfavorable caracterizado por elevaciones en las cifras de triglicéridos (TGR) y disminuciéon en los
niveles de lipoproteinas del alta densidad (HDL) en una cohorte de 893 sujetos, quienes adicionalmente
mostraban abundancia de Actinobacterias y disminucién de Proteobacterias y Bacteroides.”> Resultados
similares fueron obtenidos en los estudios realizados por Cotillard.?® Otros autores han observado diferencias
relevantes en la microbiota intestinal de las personas que presentan intolerancia a los carbohidratos y
diabetes mellitus 2 (DM2), encontrando que esta diversidad se encuentra inversamente relacionada con que
los estados de diabetes mellitus 2, glucosa alterada en ayuno y normoglucemia. También se han descrito
alteraciones en la proporcion de ciertos microorganismos, por ejemplo, la relacién Bacteroidetes/Firmicutes,
Bacteroides-Prevotella/Clostridium coccoides-Eubacteria rectale correlacionan de manera positiva con la
concentracion de glucosa plasmatica. En el 2010, Wu observd disminucidn significativa de Bifidobacterias en
un grupo de 16 pacientes con diabetes mellitus tipo 2.277° Los estudios de metagenoma cuantitativa
realizados, han determinado que la microbiota de los sujetos con DM2 tienen alteraciones entre

microorganismos productores de butirato. Demostraron en sujetos con DM2 una menor proporcion de
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Roseburia, Akkermansia muciniphila y Faecalibacterium prausnitzii (Clostridiales productores de butirato) y
mayor de Haemophilus parainfluenzae (Clostridiales no productores de butirato); encontraron también la
presencia de especies patdgenas oportunistas como Bacteroides caccae, Clostridium hathewayi, Clostridium
ramosum, Clostridium symbiosum, Eggerthella lenta, Escherichia coli, Lactobacillus gasseri y Streptococcus
mutans. Otros hallazgos revelaron incremento de Bacteroides y Prevotella, con disminucién en Firmicutes y

Clostridia.?’~2%3%32

Por otro lado, el concepto que relaciona a la Ml con el desarrollo de obesidad proviene de estudios
realizados en ratones libres de gérmenes (GF), en quienes una dieta rica en lipidos no produce aumento de
peso corporal y adiposidad en comparacion con los ratones convencionales (CONV-R). Dichos hallazgos se
invierten al colonizar a los ratones GF con la Ml de los ratones CONV-R.3® Asi mismo se han observado cambios
cualitativos. Ley et al, analizé el microbioma de ratones obesos detectando reduccidn de 50% de Bacteroidetes
e incremento de Firmicutes en comparacion con los No-obesos.3* En humanos, también se han detectado
anormalidades cualitativas. Se ha descrito que los sujetos obesos presentan un aumento de Proteobacterias
y Bacteroidetes, asociado a una disminucidn de bacterias antiinflamatorias, como Akkermansia muciniphila, y
un aumento de bacterias patdgenas, como Campylobacter y Shigella. Estos cambios conducen a una
disminucién de la produccién de butirato, sustancia protectora de la barrera intestinal, asi como un mayor
potencial de degradacion del moco y manejo del estrés oxidativo. Otros cambios reportados en sujetos con
sobrepeso/obesidad incluyen reduccion de las Bifidobacterium y Bacteroides e incremento en Staphylococcus,

Enterobacteriaceae y E. coli.?*33¢

Cuando la Ml se encuentra en equilibrio, brinda soporte al huésped, contribuyendo al balance bioquimico,
metabdlico e inmunoldgico, mediante la expresién de genes implicados en la regulaciéon de la funcion
intestinal de barrera, la vascularizacién de la mucosa, desarrollo y regulaciéon de la inmunidad innata y
adaptativa, procesos de digestidn/absorcion de nutrientes, glucosilacion de las proteinas y lipidos
constituyentes de las membranas celulares de los enterocitos, sintesis de vitaminas, entre otros. Se sabe que
el desequilibrio en su composicion (disbiosis) estd implicado no solo en la patogénesis de los trastornos
intestinales, como la enfermedad inflamatoria intestinal y sindrome de intestino irritable; sino también en
trastornos extraintestinales que incluyen obesidad, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, hipertension

arterial y enfermedad cardiovascular.”1°
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Uso De Probidticos Y Sus Efectos Metabdlicos

Ante la evidencia que relaciona la composicién de la microbiota intestinal con procesos de
salud/enfermedad en el hospedero, en los afios recientes se han realizado algunas investigaciones
encaminadas a identificar si la modulacién de la microbiota intestinal a través de la administracién de
probidticos mantiene un potencial terapéutico para tratar la epidemia de la obesidad y sus efectos

metabdlicos.

El término probidtico se deriva del latin, que significa "por la vida". La Organizacién para la Agriculturay
la Alimentacion (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud refieren a los probidticos como cepas vivas de
microorganismos que confieren beneficios para la salud de huésped cuando se administra en cantidades
adecuadas. Al momento, existe buena evidencia de que cepas especificas de probidticos son seguras para uso
humano, ademas de ser bien tolerados y con pocos o nulos efectos adversos.3”-* Su uso aln no se encuentra
regulado por la Administracién de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) y se consideran
como suplementos alimenticios. El empleo actual esta encaminado a tratar padecimientos gastrointestinales,
tales como el sindrome de intestino irritable, diarrea del viajero, enfermedad inflamatoria intestinal o diarrea
asociada a uso de antibidticos. Sin embargo, sus efectos en el control del peso corporal y alteraciones

metabdlicas esta en discusidn. Los estudios clinicos realizados han mostrado resultados contradictorios.3%3°

En el 2013 Larsen y colaboradores evaluaron el efecto de Lactobacillus salivarius Ls-33 en la microbiota
intestinal de adolescentes obesos, sus resultados mostraron que L. salivarius Ls-33 modifica
significativamente la microbiota fecal en adolescentes obesos, sin embargo estos cambios no se relacionaron
con cambios en la concentracion de AGCC o parametros del sindrome metabdlico.*® En cambio Barreto et al.
demostraron que la administracién de probidticos por 90 dias en mujeres postmenopausicas con sindrome
metabdlico es capaz de mejorar las cifras de glucosa en ayuno y los niveles de homocisteina sérica en
comparacién con el grupo control.*! Otros estudios han mostrado efectos con diversas cepas en distintos
parametros de la composiciéon corporal. En el 2010, Kadooka et al. lograron demostrar que tras la
administracion de Lactobacillus gaseri STB 2055 durante 12 semanas se logra obtener una disminucién
significativa en grasa visceral, subcutdnea, grasa total y porcentaje de masa grasa, valorada esta ultima por
tomografia.*? Mientras que Sanchez et a.l en el 2014 demostraron que la administracién de Lactobacillus
rhamnosus durante 24 semanas es capaz de lograr cambios en los niveles de leptina en comparacidn con el
grupo placebo, con un efecto dependiente del género en el peso corporal y masa grasa con respecto a la basal
en el grupo de las mujeres.*® Hasta el momento son pocos los ensayos clinicos que han evaluado los efectos
de un compuesto de probidticos sobre parametros corporales. En 2017 Gomés et al demostro sus efectos en

circunferencia de cintura e indice cintura cadera.**
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Efectos Adversos Atribuidos Al Uso De Probioticos

Con relacion a los efectos adversos atribuidos al uso de probidticos algunas series han reportado efectos
adversos menores, tales como rash, distensién abdominal y flatulencia.*® Hasta el momento se han descrito
como raros los efectos adversos mayores que pongan en riesgo la salud de las personas que lo consumen.
Estudios epidemioldgicos han reportado infeccidn sistémica en 0.05 — 0.40%, causando principalmente sepsis
y meningitis.*® La presencia de bacteriemia se ha reportado principalmente en neonatos hospitalizados (en su
mayoria portadores de enterocolitis necrozante) y con uso de catéter venoso central. Se ha estimado un riesgo
menor a 1 por 1 millén de usuarios y de fungemia de 1 por 5.6 millones de usuarios.*’ Sin embargo, hasta el

momento no se ha demostrado que exista translocacion hacia la circulacién sistémica.

Caracterizacion De La Comunidad Microbiana

La caracterizacidn de la comunidad microbiana en un bioreactor es fundamental para el entendimiento
del proceso. Una de las formas de realizar esta caracterizacién es mediante el uso de técnicas cultivo-
independientes que involucran el analisis de una pequefia parte del genoma, como un gen o una region
intergénica especifica del DNA. Entre las técnicas se incluyen: genotecas de clonas, electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante (DGGE), electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE), hibridacién
fluorescente in situ (FISH), PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR), andlisis de espacio intergénico del DNA
ribosomal y secuenciacién masiva de una genoteca de 16S rDNA, esta ultima permite revelar la secuencia de

millones y potencialmente billones de secuencias simultdneamente.

Secuenciacion Masiva Semiconductora De lones De Una Genoteca De 16S rDNA

El concepto basico de este tipo de secuenciacidn es realizar una secuenciacién mediante sintesis, con una
deteccidn electroquimica de la sintesis y cada reaccién acoplada a su propio sensor, que a su vez es organizada
en un arreglo masivo de sensores en paralelo en un chip. La base de la deteccién es que el sensor utilizado es
capaz de detectar tanto el pirofosfato liberado por la incorporacion de la polimerasa, como el ion H+ de la

incorporacién del OH- en la cadena creciente producto quimico de la sintesis incorporacion de la polimerasa.*®
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es una patologia de alta prevalencia y de origen multifactorial. Diversos estudios en modelos
animales han demostrado que la diversidad de la microbiota intestinal puede alterar la absorcidn,
metabolismo y almacenaje de energia corporal, asi como la respuesta inflamatoria y de esta manera contribuir

al desarrollo de obesidad, resistencia a la insulina y comorbilidades asociadas.

Los estudios realizados en humanos que existen hasta el momento presentan diferencias metodoldgicas
significativas y con resultados contradictorios. Sin embargo, el uso de probidticos podria ser benéfico al
mejorar la disbiosis que presentan los pacientes con obesidad. Este estudio permitird conocer si la
suplementacion con probidticos con un perfil No-Obesogénico influye en pardmetros de la composicién
corporal y con esto permitir el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas basadas en la modulacién de la

microbiota intestinal.

JUSTIFICACION

La obesidad es altamente prevalente y esta asociada a diversos trastornos metabdlicos. El estandar de
cuidado se basa en lograr cambios a un estilo de vida saludable. Sin embargo, lograr los cambios positivos al
largo plazo suele ser limitado y desalentador. Se requiere por lo tanto buscar alternativas coadyuvantes
eficaces. Estudios experimentales han demostrado que la modificacién de la composicion de la microbiota
intestinal a través de la administracidn de probidticos, tiene efectos benéficos en el metabolismo de lipidos y

carbohidratos.

Hasta el momento no existe evidencia cientifica suficiente que evidencie los efectos de la administracion
de probidticos con un perfil “NO-Obesogénico” integrado por diferentes cepas con efectos sinérgicos y que
puedan influir de manera mas relevante en la composicion corporal y pardmetros de control glucémico y de

resistencia a la insulina, en comparacién con las cepas que se han utilizado como monoterapia (una sola cepa).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Podra la administracién de un compuesto de probidticos con un perfil “No-Obesogénico” conformada
por cepas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium infantis y Streptococcus thermophilus a una dosis de 1 x 10! unidades formadora de colonias
(UFC) por 16 semanas causar mejoria en los pardmetros de composicion corporal, metabolismo glucémico y
de resistencia a la insulina en comparacién con placebo en pacientes con obesidad grado Il y lll incluidos en el
programa de intervencién de cambios en el estilo de vida de la Clinica de Atencidn Integral al paciente con
Diabetes y Obesidad y esto a su vez en asociacién con modificaciones en la diversidad de la microbiota

intestinal?

HIPOTESIS

Si el tratamiento con probidticos es capaz de generar un cambio hacia una flora intestinal No-
obesogénica y con esto modificar la composicidn corporal y el estado metabdlico en pacientes con obesidad
grado Il y lll, entonces el tratamiento con un compuesto de probidticos a una dosis de 1 x 10! UFC al dia, por
16 semanas inducira una diferencia del tamafio del efecto de 0.5 en pardametros de composicién corporal,
metabolismo glucémico y de resistencia a la insulina tales como masa grasa, grasa visceral, glucosa en ayuno,

HOMA-IR, Quicki y Matsuda en comparacion con el grupo placebo.

OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar el cambio en los parametros de composicidn corporal, metabolismo glucémico y de
resistencia a la insulina en pacientes con obesidad grado Il y Ill incluidos en el programa de
intervencidon de cambios en el estilo de vida (PICEV) y tratados de manera adyuvante con un
compuesto de probidticos a una dosis de 1 x 10! UFC por 16 semanas en comparacidn con un grupo

placebo y su asociacién con los cambios en la diversidad de la microbiota intestinal.

Objetivos Especificos.
i Evaluar los cambios en parametros de composicion corporal (peso, IMC, masa grasa, grasa
visceral) medida por bioimpedancia eléctrica de 8 electrodos en pacientes con obesidad
grado Il y Il tratados con un compuesto de probidticos a una dosis de 1 x 10'* UFC por 16

semanas en comparacién con el grupo placebo.
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Evaluar los cambios en los pardmetros del metabolismo glucémico y de resistencia a la
insulina (glucemia e insulinemia de ayuno, glucemia 2 hrs post carga de 75 gr de glucosa
anhidra, HAlc, HOMA-IR, MATSUDA y QUICKI) en pacientes con obesidad grado Il y Il
tratados con un compuesto de probidticos a una dosis de 1 x 10** UFC por 16 semanas en
comparacién con el grupo placebo.

Evaluar los cambios en el perfil metabdlico (colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos, acido
urico y leptina) en pacientes con obesidad grado Il y Ill tratados con un compuesto de
probidticos a una dosis de 1 x 10 UFC por 16 semanas en comparacién con el grupo
placebo.

Evaluar los cambios en la diversidad de |la microbiota intestinal en pacientes con obesidad
grado Il y Il tratados con un compuesto de probidticos a una dosis de 1 x 10'* UFC por 16

semanas en comparacién con el grupo placebo.

MATERIAL Y METODOS

Tipo y Disefio del estudio.

Ensayo clinico, aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo.

Lugar de Estudio.

Consulta externa de la Clinica de Atencidn Integral al Paciente con Diabetes y Obesidad

(CAIDO) del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

Poblacion y Tamafio de la Muestra.

Pacientes adultos con obesidad grado Il y Ill atendidos en la Clinica de Atencién Integral al

paciente con Diabetes y Obesidad del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

Se realizd una revision de la literatura médica y analisis de las diferentes variables de

relacionadas con composicion corporal, metabolismo de la glucosa y resistencia a la insulina,

determinando a masa grasa como la variable principal.*® El cédlculo del tamafio de la muestra se

elaboré por diferencia de medias a través del programa G*Power 3.1.9.2 con referencia en el estudio

de Gomés et al.** se determiné que una d de Cohen de 0.5, error alfa de 0.05, poder del 80 % y 10 %

de pérdidas una muestra de 140 participantes (70 por grupo) es capaz de mostrar diferencias entre

los grupos.

12



EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PROBIOTICOS EN LA MICROBIOTA INTESTINAL DEL PACIENTE ADULTO CON OBESIDAD GRADO Il Y Il Y

Total sample size

SUS EFECTOS SOBRE EL CONTROL METABOLICO.

t tests - Means: Difference between two independent means (two groups)
Tail(s) = Two. Allocation ratio N2/N1 = 1. a err prob = 0.05. Effect size d = 0.5

200
150
Effect size d
100+ —o— =05
50+
0 T T T v T v T T T T T T T T
0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95

Power (1-8 err prob)

Criterios de Seleccion.

Criterios de Inclusion.
1. Pacientes adultos de 18 a 64 afios, con obesidad grado Il y lll (IMC > 35 Kg/m?), que
ingresan por primera vez a la Clinica de Atencién Integral al paciente con Diabetes
y Obesidad del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” y que no hayan
recibido tratamiento previo.
2. Ambos sexos.

3. Firma de consentimiento informado

Criterios de Exclusion.

1. Diabetes Mellitus.

2. Diagnéstico de causas secundarias de obesidad (hipotiroidismo, sindrome de
Cushing).

3. Recibir tratamiento farmacolégico que afecte metabolismo lipidico o de la glucosa
(metformina, estatinas, fibratos, antinflamatorios esteroideos).

4. Uso de antibidticos de amplio espectro 4 semanas previas.

5. Cambio en el patrén de dieta 4 semanas previas.

6. Alteraciones intestinales que cursen con diarrea o malabsorcién (enfermedad

inflamatoria intestinal, infeccion por C. difficile, diarrea crénica).

Criterios de Eliminacion.
1. Inasistencia a 2 o mas de las sesiones programadas.
2. Apego de < del 80% de ingesta del probidtico.

3. Declinacién verbal o escrita de la continuacion en el estudio.
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Definicion de Variables.

Variable

Unidad de
medicidn

Definicion operacional

Cuantitativa

Tiempo que a vivido un sujeto

Continua

Edad Continua Afos .
. desde su nacimiento.
Independiente
Cualitativa Mujer Caracteristicas fenotipicas
Sexo s . .
Dicotémica Hombre femeninas o masculinas.
I Parto Mecanismo por el cual expulsa el
. i Cualitativa )
Tipo de Nacimiento . Cesarea feto y la placenta al final de la
Independiente -
Desconoce gestacion.
o Si . . .
. Cualitativa Alimentacidén con leche producida
Lactancia materna . No
Independiente en el seno materno.
Desconoce
o . Cualquier movimiento corporal
. . Cualitativa Leve Media . q . P ..
Actividad Fisica . producido por los musculos que exija
Independiente Intensa ,
gasto de energia.
PICEV + Asignacién aleatoria a recibir
o probidticos cualquiera de las 2 intervenciones:
. Cualitativa . L, .
Tratamiento Independiente Programa de intervencién de cambios
P PICEV + en el estilo de vida asociado a
placebo probidticos o placebo.
Cuantitativa s .
. Medicién de peso con bascula de
Peso Continua Kg . . AT
. impedanciometria bioeléctrica.
Dependiente
e L Cuantitativa Medicién de peso con bascula de
Indice de Masa Corporal : 2 . ; e
Continua Kg/m impedanciometria bioeléctrica, y
(IMC) . o .
Dependiente medicion de talla con estadidémetro.
- Perimetro del abdomen en su
. . Cuantitativa .
Circunferencia de . punto mas estrecho entre el borde
. Continua cm . . .
Cintura . lateral inferior de la 102 costillay la
Dependiente . .
parte superior de la cresta ileca.
_ Designa la grasa total presente en
Cuantitativa el cuer og or inf edanciorzetrl'a
Masa grasa Continua Kg s s P 'p P
. bioeléctrica de 8 electrodos, 5
Dependiente
segmentos.
_ Resulta de la diferencia entre el
Cuantitativa eso y la masa grasa, por
Masa magra Continua Kg p y . g’ 4 P Lo
. impedanciometria bioeléctrica de 8
Dependiente
electrodos, 5 segmentos
_ Grasa corporal ubicada en la
Cuantitativa .y . . . ,
. . Medicién en  cavidad abdominal. Impedanciometria
Grasa visceral Continua S
. Lts bioeléctrica de 8 electrodos, 5
Dependiente
segmentos
.. e e Cuantitativa Es la presion que ejerce la sangre
Presion arterial sistélica mmHg P q ) &

contra las paredes de las arterias
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Dependiente

durante la sistole cardiaca Se
establece con base en la toma con un
esfingmanometro.

Presion arterial

Cuantitativa

Es la presion que ejerce la sangre
contra las paredes de las arterias

i o Continua mmHg durante la diastole cardiaca. Se
diastoélica .
Dependiente establece con base en la toma con un
esfingmanometro.
Es la presion promedio que ejerce
Cuantitativa P P 9 )
< . . . la sangre contra las paredes de las
Presion arterial media Continua mmHg . . .
Dependiente arterias durante el ciclo cardiaco.
P Calculo (PAS- PAD/3)+ PAD.
Cuantitativa .
. Cantidad de glucosa presente en
Glucosa en ayuno Continua mg/dL
. la sangre
Dependiente
Cuantitativa
. . Cantidad de insulina presente en
Insulina en ayuno Continua uul/mL
. la sangre
Dependiente
HOMA-IR Cuantitativa indice para cuantificar resistencia
(Homeostatic Model Continua - a la insulina. Calculo:
Assesment) Dependiente (Glucosa x Insulina) / 405.
Cuantitativa 'Indlc'e para’\ cuantificar resistencia
s . a lainsulina. Calculo:
Quicki Continua ) 1/ (log insulina en ayuno) + (lo
Dependiente & ¥ &
glucosa en ayuno).
indice para cuantificar
Matsuda-ISI Cuantitativa sensibilidad a la insulina
(Insulin Sensitivity Continua - Calculo: 10000/V(glucosa basal x
Index) Dependiente insulina basal)x(media glucosa en la
CTOG x media insulina en CTOG).
Cuantitativa .
. Cantidad de colesterol presente
Colesterol total Continua mg/dL
. en la sangre.
Dependiente
Cuantitativa . . ,
. Cantidad de lipoproteinas de alta
Colesterol HDL Continua mg/dL .
. densidad presentes en la sangre.
Dependiente
Cuantitativa . . , .
Colesterol LDL . Cantidad de lipoproteinas de baja
Continua mg/dL )
. densidad presentes en la sangre.
Dependiente
Cuantitativa . T
T . Cantidad de triglicéridos
Triglicéridos Continua mg/dL
. presentes en la sangre.
Dependiente
Cuantitativa . .
. . Cantidad de leptina de alta
Leptina Continua ng/mL

Dependiente

densidad presente en la sangre.
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Disefio del estudio.

A los participantes que cumplieron los criterios de inclusién y exclusion se les realizé historia
clinica y exploracion fisica completa en busqueda de datos de resistencia a la insulina como acantosis
en cuello, ingles, axilas o zonas de friccion. Se buscaron datos de comorbilidades asociadas.

Posteriormente se registraron los siguientes datos:

1. Parametros antropométricos: Se realiz6 medicién de peso corporal, talla, IMC, masa grasa,
masa magra, circunferencia de cintura, circunferencia de cadera y relacién cintura/cadera.
Para realizar este analisis se utilizé un analizador de composicién corporal SECA mBCA 515
con impedancidmetro bioeléctrico de 8 Puntos. Las cifras tensionales se midieron con un

esfigmomandmetro aneroide Riester.

2. Parametros bioquimicos: A los participantes se les canalizé un acceso venoso periférico
para la toma de muestras sanguineas. Se tomaron muestras basales de sangre periférica
venosa con ayuno de 12 horas para la determinacién de glucosa, insulina, acido urico,
colesterol total, triglicéridos, lipoproteinas de alta densidad (HDL) lipoproteinas de baja
densidad (LDL), hemoglobina glucosilada, insulina y leptina. Se realizé una prueba de
tolerancia oral a la glucosa con 75 gr de glucosa anhidra y se calcularon indices subrogados
de sensibilidad y resistencia a la insulina para determinar las condiciones de tolerancia a la
glucosa en cada paciente mediante las siguientes formulas como MATSUDA, HOMA-IR y
Quicki y con base a los criterios de la ADA.

e  HOMA-IR: Insulina en ayuno (uUl/mL) x glucosa en ayuno (mg/dL) /405.
e  Quicki: 1/ (log insulina en ayuno) + (log glucosa en ayuno).
e Matsuda: 10000/V (glucosa basal x insulina basal) x (media glucosa en la CTOG x

media insulina en CTOG).

3. Valoracion del patrén dietético y actividad fisica: Personal especializado en nutricidén
realizé una evaluacién de los habitos dietéticos utilizando métodos de recordatorio dietético
de 24 horas, de entre semana y fines de semana. Se caracterizé el tipo de alimentaciéon en
macronutrientes y el nimero de calorias ingeridas a través de software SNUT 3.0. El apego
al régimen dietético se realiz6 con el software Food Processor Nutrition Analysis en las citas

de seguimiento.
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En cuanto a la actividad fisica se aplicd el cuestionario internacional de actividad fisica (IPAQ)

el cudl mide el nivel de actividad en 5 dominios (trabajo, transporte, trabajo de la casa,
actividades de recreacién y tiempo a estar sentado) a través de 27 preguntas (Anexo 1). Este
instrumento nos permitié calcular los equivalentes metabdlicos METs-minutos-semana y

clasificar el nivel de actividad fisica en baja, media o alta de acuerdo con lo siguiente:

e Baja: No registra actividad fisica o la registra, pero no alcanza las categorias media
o alta.
e Media: Se considerd cuando se cumplieron los siguientes criterios:

o 2 3dias de actividad fisica vigorosa por lo menos 20 min por dia.
o 2 5dias de actividad fisica moderada o caminar por lo menos 30 min.

o 2 5 dias de cualquier combinacién de actividad fisica leve, moderada o

vigorosa que alcance un registro de 600 METs-min-semana.

e Alta: Se considerd si se cumplieron los siguientes criterios:
o 2 3 dias o mas de actividad fisica vigorosa o que acumulen 1 500 METs-
min-semana.
o 2 7 dias de cualquier combinacién de actividad fisica leve, moderada o

vigorosa que alcance un registro de 3 000 METs-min-semana.

4. Serealizé una prueba de caminata de 6 min para evaluar la capacidad funcional para realizar
actividad fisica. Se calcularon los metros caminados y los valores de referencia para cada
participante mediante las ecuaciones de Troosters y Enright.

e Troosters:
o Hombre: 218 +(5.14 x tallacm — 5.32 x edadafios) — (1.8 x pesokg + 51.31)
o Mujer: 218 + (5.14 x tallacm — 5.32 x edadafios) — (1.8 x pesokg)
e  Enright:
o Hombre: (7.57 x tallacm) — (5.02 x edadafios) — (1.76 x pesokg) — 309
o Mujer: (2.11 x tallacm) — (5.78 x edadafios) — (2.29 x pesokg) + 667

5. Analisis de la microbiota fecal. A cada uno de los participantes se le otorgd el material
necesario y un instructivo para recolectar la muestra de heces la cual fue almacenada en
refrigeracidon hasta ser entregada (Anexo 2). Esta muestra fue tomada en condiciones

basales y al final de la intervencidn.
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DE
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Extraccion copro DNA: Se hara extraccion de DNA de cada muestra de copro
utilizando QiaAmp Stool DNA kit (Qiagen). EIl DNA extraido se cuantificara por absorbancia

260/280 en Nanodrop y analizara por fraccionamiento electroforético en 0.5% agarosa.

Preparacién y secuenciacién de genoteca de amplicones 16S rDNA: El copro DNA
extraido sera usado para preparar las genotecas de la region polimérfica V3-16S rDNA de
bacterias por PCR punto final para cada individuo participante. La secuenciacion se realizara
por tecnologia semiconductora de iones en equipo PGM lon Torrent. Los archivos con los
datos de secuenciacidon seran depurados, seguidos de un analisis por homologia de
secuencia para conocer la riqueza y la abundancia de las bacterias utilizando la linea de

procesos QIIME.

Programa de intervencion de cambios a un estilo de vida saludable (PICEV). A cada sujeto
se le asignd un plan de alimentacién equilibrado de acuerdo con requerimientos y grado de
actividad fisica; limitando la ingesta caldrica de 20 a 25 kcal/kg, segun el peso del sujeto,
también fueron instruidos para mantener su programa de ejercicio habitual durante todo el

estudio.

Aleatorizacion. Posterior a la realizacion del protocolo basal de estudios antropométricos,
clinicos, bioquimicos y de diversidad de la microbiota, los pacientes seran asignados en
forma aleatoria a recibir cualquiera de los dos tratamientos. Para esto, se utilizé una tabla
de nimeros aleatorios con el programa Excel versién 2016 para Mac. Se refieren ambos
tipos de tratamiento como A y B, de los cuales uno corresponde a placebo y el otro a
probiédticos. El cegado del estudio serd conservado por el fabricante (Italmex), quienes lo

abrirdn una vez que se haya concluido el tratamiento del Ultimo paciente reclutado.

O oONOOOGHRA WN =

10 B 21 A

11 B 22 B
B 12 A 23 A
B 13 B 24 A
B 14 A 25 B
A 15 B 26 A
A 16 A 27 A
B 17 A 28 B
B 18 B 29 A
B 19 A 30 B
B 20 B 31 B
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32 B 69 B 106 B
33 B 70 A 107 A
34 A 4 A 108 A
35 A 72 A 109 B
36 A 73 B 110 B
37 B 74 A 111 B
38 A 75 A 112 B
39 B 76 B 113 A
40 A 77 A 114 B
41 A 78 A 115 A
42 B 79 B 116 B
43 B 80 B 117 A
44 A 81 A 118 A
45 A 82 B 119 B
46 A 83 B 120 B
47 B 84 B 121 B
48 A 85 B 122 A
49 B 86 A 123 A
50 A 87 A 124 A
51 B 88 A 125 B
52 B 89 A 126 B
53 B 90 B 127 A
54 A 9 B 128 A
55 A 92 A 129 A
56 B 93 B 130 B
57 A 94 A 131 A
58 A 95 A 132 A
59 B 96 B 133 A
60 B 97 B 134 B
61 A 98 B 135 A
62 B 99 A 136 B
63 A 100 A 137 B
64 A 101 B 138 A
65 A 102 A 139 A
66 A 103 B 140 A
67 A 104 B

68 B 105 A

Seguimiento. Los participantes fueron valorados cada 4 semanas durante la intervencion (5
visitas en total) en donde se monitorizd el apego a tratamiento tanto dietético como
farmacolégico. Se valoraron los parametros antropométricos referidos y se brindaron
recomendaciones para mantener apego al tratamiento. En las visita 1 y 5 ademas de lo
referido, se tomaron muestras de sangre venosa periférica de 12 horas de ayuno y muestra

de heces para su estudio. En la figura 1 se muestra el disefio general del estudio.
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FASE 1

n=140

10.

SUS EFECTOS SOBRE EL CONTROL METABOLICO.

PERIODO DE INTERVENCION

Placebo
70)

Visita 1 ' Visita 2 Visita 3 Visita 4 Visita 5
Semana 0 Semana 4 Semana 8 Semana 12 Semana 16
Probiéticos
Dieta o Apego a tratamiento Apego a tratamiento Apego a tratamiento Apego a tratamiento
Vigilancia de EA Vigilancia de EA Vigilancia de EA Vigilancia de EA
Antropometria
Impedancia Dieta Dieta Dieta Dieta
14 Antropometria Antropometria Antropometria Antropometria
Laboratorios séricos 5’;
§ Impedancia Impedancia Impedancia Impedancia
Actividad fisica }
§
Copro DNA ; Laboratorios séricos
H Actividad fisica
H
Copro DNA

Figura 1. Disefio General del Estudio

Efectos adversos atribuidos al uso de probiéticos: Durante el transcurso del periodo de
intervencion se vigild la presencia de efectos adversos al tratamiento. En cada una de las

visitas se realizd un registro en caso de presentarse.

Analisis estadistico: La captura de los datos se realizd en el programa excel, la cual fue
revisada y validada por un tercero para descartar errores en la captura. Posteriormente la

informacion se exporto al programa SPSS statistics 25.0 para Mac.

Se analizé la distribucidn de las variables utilizando la prueba test de Shapiro Wilk.
Las caracteristicas basales de la poblacidon se presentan en medias con desviacién estandar
para variables con distribucién normal y medianas con rango intercuartil para variables de

distribucidon no normal.

Se realizd estadistica paramétrica y no paramétrica dependiendo de la distribucién
de las variables. Se utilizé U de Mann-Whitney/T-student para las variables cuantitativas
continuas y Chi? para las variables nominales. Para las comparaciones intragrupo se utilizé
la prueba de Wilcoxon para muestras relacionadas. En la comparacién entre ambos grupos
de tratamiento un modelo lineal general (GLM) para controlar el efecto de variables
confusoras o modificadoras. Los datos se consideraran como significativos cuando el valor

de p <0.05. Para el andlisis de los datos se utilizara el programa SPSS versién 24.0.
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11. Aspectos éticos y de bioseguridad. El protocolo fue aprobado por el comité de ética en
investigacion el 10 de octubre de 2017 y otorgaron el numero de aprobacion
DI/17/310A/3/079. El protocolo se encuentra registrado en la plataforma ClinicalTrials.gov

con el siguiente nimero de registro NCT040861173.
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RESULTADOS:

Se incluyeron un total de 93 pacientes, de los cuales 47 (50.5%) completaron el estudio y de
los cuales se realizé el analisis estadistico. Cabe sefialar que todos han recibido el estandar de
tratamiento al incluirse en un programa de intervencidon de cambios en el estilo de vida (PICEV)
durante 16 semanas. De ellos, 25 pacientes fueron incluidos en el grupo de tratamiento con

probidticos y 22 al grupo placebo. La disposicion de los participantes se muestra en la Figura 2.

Inclusion y
Aleatorizacion (n = 93)

- [N
0 PICEV + placebo Op|CEV + probidticos
. (n=46) . (n =..47)
d .

Completaron Perdida del Perdida del Completaron
la fase de seguimiento seguimiento la fase de
intervencion (n=24) (n=22) intervencion
(n=22) (n=25)

L A A -
- Perdida del seguimiento (n = 16)
. L - Perdida del seguimiento (n = 16)

- Tratamiento antibidtico (n = 3) .

. . - Tratamiento antibidtico (n = 1)
- Cambio de ciudad (n = 1) )

» - Cancelacién de protocolo por

- Cancelacién de protocolo por pandemia SARS COV2 (n = 5)

pandemia SARS COV2 (n =4)

4 Andlisis parametros de Andlisis pametros de
composicién corporal composicién corporal
y bioquimicos (n=22) y bioquimicos (n=25)

Analisis microbiota Anglisis microbiota
(n=13) (n=13)

Figura 2. Disposicion de los participantes en el estudio.
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Caracteristicas basales de la poblacion.

En el andlisis de las caracteristicas basales de la poblacion, se observé que a pesar de la
aleatorizacion hay diferencias significativas entre los grupos de tratamiento en edad e indice
cintura/cadera (ICC). Siendo el grupo PICEV + placebo con una edad promedio de 37.5 + 9.0 afios mas
joven que el grupo PICEV + probidticos (44.1 + 11.4 afios). En cuanto al ICC se encontrd que es
discretamente menor en el grupo PICEV + probidticos en comparacion con el grupo PICEV + placebo

(0.88 £0.13 vs 0.94 + 0.10; p = 0.009).

El resto de las variables demograficas, antropométricas y bioquimicas son comparables

entre los grupos. En la tabla 1 se resumen las caracteristicas basales de la poblacién de estudio.

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacién

Caracteristica PICEV + probiéticos PICEV + placebo p
(n= 25) (n=22)
Edad? - afios 441 (£ 11.4) 37.7 (£9.0) *0.042
Sexo
Femenino — # (%) 17 (68.0) 14 (63.3) 0755
Masculino — # (%) 8 (32.0) 8 (36.4) )
Tipo de Nacimiento
Parto — # (%) 21 (84.0) 20 (90.9) 0479
Cesarea — # (%) 4 (16.0) 2(9.1) ’
Lactancia
Si—# (%) 23 (92.0) 18 (81.8)
No — # (%) 0(0) 3(13.6) 0.152
Desconoce — # (%) 2(8.0) 1(4.5)
Grado de obesidad
2 —# (%) 8 (32) 10 (45.5) 0344
3-#(%) 17 (68) 12 (54.5)
Actividad fisica
Baja — # (%) 11 (44.0) 6 (27.3)
Media — # (%) 13 (52.0) 13 (59.1) 0.318
Alta — # (%) 1(4.0) 3(13.6)
Presion arterial
Sistolica *— mmHg 120.0 (+ 20.0) 120.0 (£ 20.0) 0.561
Diastdlica *—~ mmHg 80.0 (£ 17.5) 80.0 (£ 20.0) 0.494
Media ®— mmHg 93.3 (£ 13.7) 91.6 (£ 16.7) 0.459
Parametros antropométricos
Peso - Kg 102.9 (+ 34.6) 112.4 (£ 33.3) 0.348
IMC °— Kg/mts? 42.3 (£8.3) 41.1 (£ 6.6) 0.815
Circunferencia de cintura ®— cm 117.0 (x 23.0) 120.0 (+ 16.2) 0.306
ICC °—cm/cm 0.88 (£ 0.13) 0.94 (£ 0.10) *0.009
Analisis de bioimpedancia
Masa grasa °— Kg 53.5 (+ 14.7) 53.6 (x 15.1) 0.749
Masa magra °— Kg 51.7 (x 21.4) 59.1 (¢ 25.3) 0.068
Grasa visceral °— Lts 4.6 (£6.3) 5.4 (+4.8) 0.348
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Control glucémico

Glucosa en ayuno ® — mg/dL 92.0 (£ 21) 92.5 (+ 25) 0.898
Glucosa 2 hrs postprandial ® — mg/dL 117.0 (£ 52) 129.5 (£ 43) 1.000
Insulina en ayuno ® — ulU/mL 14.0 (£ 9.4) 17.8 (+ 13.0) 0.311
HOMA ® 3.1(x2.6) 4.4 (£4.1) 0.263
Quicky ® 0.32 (£ 0.02) 0.31 (£ 0.02) 0.435
Matsuda ® 2.1(x1.8) 2.0(1.7) 0.277
Hemoglobina glucosilada ® — % 5.8 (+£0.4) 5.8 (£0.8) 0.449
Parametros bioquimicos
Acido urico @ — mg/dL 6.2 (£ 1.6) 6.9 (£1.9) 0.177
Triglicéridos ® — mg/dL 134.0 (£ 75) 151.0 (£ 49) 0.449
Colesterol total 2 — mg/dL 179.4 (£ 24.1) 173.4 (£ 31.0) 0.461
Colesterol HDL 2 — mg/dL 43.4 (£ 11.5) 40.6 (£ 6.9) 0.317
Colesterol LDL @ — mg/dL 113.0 (£ 22.2) 108.5 (+ 23.8) 0.502
Leptina @ — ng/mL 19.6 (£ 9.8) 17.1 (£ 8.4) 0.352

Abreviaturas: IMC: Indice de masa corporal, ICC: Indice cintura/cadera, HOMA: Evaluacién del modelo homeostatico (Homeostasis model assessment), HDL:
Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad.

a Los datos son presentados en media con desviacion estandar.

b Los datos son presentados en mediana con rango intercuartil.

La valoracién para las diferencias entre los grupos se realizé a través de la prueba Chi2 para evaluar la diferencias en porcentajes, T-student para muestras
independientes para variables continuas de distribucién normal y U de Mann-Whitney para variables continuas de distribuciéon no normal. * significancia estadistica con p <0.05

Efectos del tratamiento en paradmetros de composicion corporal y presion arterial.

El analisis intragrupo de las variables de composicién corporal antes y después del
tratamiento mostré que ambos grupos de tratamiento (PICEV + placebo y PICEV + probidticos)
presentaron una reduccién significativa en peso corporal, IMC, circunferencia de cintura, masa grasa,

PAS, PAD y PAM (Tabla 2).

En lo relacionado al peso corporal se observé una reduccidon en ambos grupos de tratamiento,
sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los grupos al final del periodo de intervencién
(PICEV + placebo: 109.3 + 0.93, PICEV + probidticos: 109.4 + 0.83; p= 0.587). Con respecto a los
cambios en masa grasa, la diferencia entre los grupos (PICEV + placebo: 52.0 + 0.81, PICEV +
probidticos: 51.0 (£ 0.73) no fue significativa. El efecto en el resto de las todas las variables de

composicién corporal y presion arterial se resumen en la tabla 3.
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Tabla 2. Cambios en parametros de composicion corporal y presion arterial en ambos grupos antes y después

del tratamiento.

PICEV + placebo PICEV + probiéticos
Variable (nS22) (n=23)
Basal Semana 16 A p* Basal Semana 16 A p°
Peso — Kg 1124 (+33.3) 1058 (+27.3) -6.60 *0.000 1029 (+34.6) 97.5(+34.8) -5.40 *0.000
IMC — Kg/mts? 41.1 (£ 6.6) 39.4 (+6.6) -1.70  *0.000 423 (+8.3) 40.6 (+ 6.6) -1.70 *0.000
C.Cint—cm 120.0 (+16.2) 1152 (x13.3) -4.80 *0.001 117.0(+23.0) 110.0 (+ 24.0) -7.00 *0.001
ICC 0.94 (£ 0.10) 0.93 (£ 0.11) -0.01 0.085  0.88 (+0.13) 0.88 (£ 0.13) 0.00 0.069
M. Grasa - Kg 53.6 (+ 15.1) 49.8 (+ 15.6) -3.80 *0.001 53.5(+14.7) 49.3 (+ 15.3) -4.20 *0.000
M. Magra— Kg 59.1 (+ 25.3) 56.7 (£ 22.1) -240 *0.003 51.7 (+21.4) 51.8 (£ 20.2) 0.10 *0.019
G. Visc- Lts 5.4 (+4.8) 4.9 (x3.4) -0.50 *0.023 4.6 (£6.3) 4.6 (+5.3) 0.00 *0.005
PAS — mmHg 120.0 (+20.0) 110.0(x13.0) -10.00 *0.017 120.0(+20.0) 110.0(+20.0) -10.00 *0.002
PAD — mmHg 80.0 (+ 20.0) 70.0 (+20.0) -10.00 *0.033 80.0 (+ 17.5) 70.0 (+ 20.0) -10.00 *0.001
PAM — mmHg 91.6 (+ 16.7) 83.3 (+ 14.1) -830 *0.023 93.3(+13.7) 83.3 (+ 18.3) -10.00 *0.001

Abreviaturas: PICEV (programa de intervencién de cambios en el estilo de vida), IMC: indice de masa corporal, C. Cint: Circunferencia de cintura, ICC: Indice cintura/cadera, M.
Grasa: Masa grasa, M. Magra: Masa magra, G. Visc: Grasa visceral, PAS: Presion arterial sistélica, PAD: Presién arterial diastélica, PAM: Presién arterial media
Los datos son presentados en mediana con rango intercuartil (+ RIQ)
p? Valor obtenido a través de la prueba Wilcoxon para muestras relacionadas, para valorar las diferencias intragrupo antes y después del tratamiento PECEV + probiéticos.
p® Valor obtenido a través de la prueba Wilcoxon para muestras relacionadas, para valorar las diferencias intragrupo antes y después del tratamiento PECEV + placebo.

* significancia estadistica con p <0.05

Tabla 3. Efectos de la intervencion en parametros de composicion corporal y presion arterial a 16 semanas de

tratamiento entre los grupos.

PICEV + placebo PICEV + probiéticos
Variable e (n=25)
Semana 16 Semana 16 A pe
Peso - Kg 109.3 (£ 0.93) 1094 (+ 0.83) 0.10 0.587
IMC — Kg/mts? 40.96 (+ 0.34) 40.97 (£ 0.31) 0.01 0.697
C. Cint—cm 117.8 (£ 92) 117.2 (£ 0.82) -0.60 0.687
ICC 0.911 (£ 0.01) 0.914 (£ 0.01) 0.003 0.150
M. Grasa — Kg 52.0 (£ 0.81) 51.0 (£ 0.73) -1.00 0.652
M. Magra— Kg 57.5 (+ 0.40) 58.3 (+ 0.35) 0.80 0.202
G. Visc- Lts 5.9 (+0.17) 6.1 (£ 0.15) 0.20 0.553
PAS — mmHg 116.3 (+ 2.4) 111.6 (£ 2.2) -4.70 0.488
PAD — mmHg 75.5 (£ 2.0) 712 (£1.8) -4.30 0.584
PAM — mmHg 89.0 (£ 2.9) 84.7 (£ 1.8) -4.30 0.440
Los resultados estan expresados en medias aritméticas con error estandar.
p° Valor obtenido a través de la prueba GLM para valorar las diferencias estadisticas entre los tratamientos (PICEV + probidticos VS PICEV + placebo) al final del periodo de
intervencion. La prueba de GLM se examiné con ajuste para observacion inicial, edad (valores totales), apego dietético (valores totales) y actividad fisica (COD IPAQS)
* significancia estadistica con p <0.05
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Efectos sobre parametros de control glucémico.

Los pacientes incluidos en el grupo PICEV + probidticos mostraron una reduccidn significativa
tras 16 semanas de tratamiento en insulina en ayuno (14.0 £ 9.4 vs 12.0 £ 9.0, p= 0.016) y el indice
HOMA (3.1 £ 2.6 vs 2.5 £ 2.1, p= 0.021). A diferencia del grupo PICEV + placebo, quienes tuvieron
diferencias significativas en glucosa plasmatica 2 hrs posteriores a una carga de glucosa anhidra
(129.5+43 vs 111.5 + 52, p=0.025), indice matsuda (2.0 £ 1.7 vs 2.7 + 2.46, p= 0.026) y hemoglobina
glucosilada (5.8 £ 0.8 vs 5.6 + 0.5, p= 0.017). Cuando se comparan ambos grupos de tratamiento se
observan diferencias en glucosa en ayuno (PICEV + placebo: 91.1 + 1.9, PICEV + probidticos: 91.5 +
1.8; p= 0.000) y hemoglobina glucosilada (PICEV + placebo: 5.79 + 0.05, PICEV + probidticos: 5.74 +
0.04; p=0.000) como se muestra en la tabla 4y 5.

Tabla 4. Cambios en parametros de control glucémico en ambos grupos antes y después del tratamiento.

PICEV + placebo PICEV + probiéticos
Variable o e
Basal Semana 16 A p? Basal Semana 16 A p®
%’,‘fa enayuno= g3 5 (+ 25) 89.0(13) -3.50 0570  92.0 (+21) 89.0 (+ 19) 300  0.563
ﬁg,ﬁtsa 2hrs - 129.5(£43) 1115(:52) -18.00 *0.025 117.0(+52)  127.0(x41)  10.00  0.704
L’;E‘;::‘La enayuno = 478 (+13.0) 13.2(£164) -460 0236  14.0 (+9.4) 12.0 (£ 9.0) 2.00  *0.016
HOMA 4.4 (+4.1) 2.9 (+3.8) 150  0.236 3.1 (£ 2.6) 25 (+2.1) 060  *0.021
Quicky 0.31 (£ 0.05)  0.32 (+0.04) 0.01 0.538 0.32(+0.04)  0.33 (+0.04) 0.01 0.060
Matsuda 2.0 (£1.7) 2.7 (+ 2.46) 070  *0.026 2.1 (+1.8) 3.1 (2.22) 1.00 0.175
Hemoglobina .
glucosilada — % 5.8 (+ 0.8) 5.6 (+ 0.5) 020 *0.017 5.8 (+0.4) 5.7 (+ 0.5) -0.10 0.136
Abreviaturas: PICEV (programa de intervencion de cambios en el estilo de vida), Glucosa 2hrPP: Glucosa 2 horas posteriores a una carga de 75 gr de glucosa anhidra.
Los datos son presentados en mediana con rango intercuartil (+ RIQ)
p? Valor obtenido a través de la prueba Wilcoxon para muestras relacionadas, para valorar las diferencias intragrupo antes y después del tratamiento PICEV + probiéticos.
p® Valor obtenido a través de la prueba Wilcoxon para muestras relacionadas, para valorar las diferencias intragrupo antes y después del tratamiento PICEV + placebo.
* significancia estadistica con p <0.05
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Tabla 5. Efectos de la intervencion en parametros de control glucémico a 16 semanas de tratamiento entre los

grupos.

PICEV + placebo PECEV + probioéticos
Variable o (n=25)
Semana 16 Semana 16 A p°
Glucosa en ayuno o
ma/dL 91.1 (£ 1.9) 91.5 (£ 1.8) 0.4 0.000
Glucosa 2 hrs —
ma/dL 125.1 (£ 5.7) 128.2 (£ 5.1) 3.1 0.218
Insulina en ayuno —
ulU/mL 15.7 (£ 1.2) 12.5 (£ 1.1) -3.2 0.975
HOMA 3.7 (£ 0.31) 2.8 (+0.28) -0.9 0.775
Quicky 0.32 (+ 0.005) 0.33 (+ 0.004) 0.01 0.031
Matsuda 3.13 (£ 0.25) 3.17 (£ 0.23) 0.04 0.904
Hemoglobina 5.79 (£0.05) 5.74 (+ 0.04) -0.05 *0.002

glucosilada — %

Los resultados estan expresados en medias aritméticas con error estandar.
p® Valor obtenido a través de la prueba GLM para valorar las diferencias estadisticas entre los tratamientos (PICEV + probiéticos VS PICEV + placebo) al final del periodo de

intervencion. La prueba de GLM se examiné con ajuste para observacion inicial, edad (valores totales), apego dietético (valores totales) y actividad fisica (COD IPAQS5)
* significancia estadistica con p <0.05

Efectos sobre parametros bioquimicos

Con respecto a los cambios a través del tiempo en las cifras de colesterol total, el grupo
PICEV + probidticos mostro reduccién significativa (182.0 £ 33 vs 167.0 £ 40, p= 0.004), mientras que
el grupo PICEV + placebo presento reduccion no significativa de sus cifras (168.5 + 40 vs 162.0 + 31,
p=0.205). En el analisis intergrupal se evidencio la diferencia entre ellos (169.0 + 3.2 vs 164.6 * 2.8,
p=0.034).

Por otra parte, los niveles de colesterol LDL mostraron una reduccion en el grupo PICEV +
probidticos. Mientras que el grupo PICEV + placebo presento diferencias en los niveles de acido urico,
sin que se demostraran cambios entre los grupos de tratamiento al finalizar el periodo de
intervencion (Tabla 6y 7).
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Tabla 6. Cambios en parametros de bioquimicos en ambos grupos antes y después del tratamiento.

PICEV + placebo PICEV + probiédticos
Variable ) R
Basal Semana 16 A p? Basal Semana 16 A p°
Acido trrico — mg/dL 6.9 (+3.2) 5.8 (+ 2.3) -1.10  *0.000 5.7 (+2.2) 6.1 (£ 1.9) 0.40 0.375
;"gglgie”d“ - 151.0 (+49)  116.0(x98) -3500 0.063 134.0(x75)  128.0 (+ 58) -6.00  0.360
g‘;ﬁtem' fotal = 168.5(£40)  162.0(+31)  -650 0205 182.0(+33)  167.0(£40)  -1500  *0.004
ﬁ;'ﬁf;_tem' HDL - 38.5(x10.5)  39.5(+9.0) 1.00 0276  41.0(21.0) 39.6 (+16.0)  -1.40  0.361
g‘;ﬁiem' LDL - 1035 (£34.0) 101.0(£262) -250 0236 1140 (:37.3) 999 (+27.8) -1410  *0.004
Leptina — ng/mL 18.1 (£ 9.4) 15.1 (+ 9.9) -3.00 0390 17.7(x14.1)  17.0 (+ 12.1) -0.70 0.054
Abreviaturas: PICEV (programa de intervencion de cambios en el estilo de vida).
Los datos son presentados en mediana con rango intercuartil (+ RIQ)
p? Valor obtenido a través de la prueba Wilcoxon para muestras relacionadas, para valorar las diferencias intragrupo antes y después del tratamiento PICEV + probiéticos.
p® Valor obtenido a través de la prueba Wilcoxon para muestras relacionadas, para valorar las diferencias intragrupo antes y después del tratamiento PICEV + placebo.
* significancia estadistica con p <0.05

Tabla 7. Efectos de la intervencion en parametros de bioquimicos a 16 semanas de tratamiento entre los

grupos.

PICEV + placebo PICEV + probiéticos
Variable ) (=28
Semana 16 Semana 16 A p°

Acido arico — mg/dL 5.7 (£ 0.20) 6.3 (£ 0.17) 0.6 0.750
Triglicéridos — mg/dL 140.0 (£ 9.5) 138.0 (£ 8.4) -2.0 0.874
Colesterol total —

mg/dL 169.0 (£ 3.2) 164.6 (£ 2.8) -4.4 *0.034
Colesterol HDL —

ma/dL 40.1 (£1.2) 40.4 (£1.0) 0.3 0.882
Colesterol LDL —

mg/dL 104.4 (£ 2.9) 100.6 (+ 2.6) -3.8 0.129
Leptina — ng/mL 18.9 (£ 1.3) 17.2 (£ 1.0) -1.7 0.106

Los resultados estan expresados en medias aritméticas con error estandar.

p° Valor obtenido a través de la prueba GLM para valorar las diferencias estadisticas entre los tratamientos (PICEV + probiéticos VS PICEV + placebo) al final del periodo de
intervencion. La prueba de GLM se examiné con ajuste para observacion inicial, edad (valores totales), apego dietético (valores totales) y actividad fisica (COD IPAQS5)

* significancia estadistica con p <0.05
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Efectos sobre la microbiota intestinal

Para el estudio de la microbiota intestinal se analizaron 26 muestras fecales recolectadas
antes del tratamiento (n = 26; grupo placebo = 13, tratamiento = 13) y 26 muestras después del
periodo de intervencion (n = 26; grupo placebo = 13, tratamiento = 13). Con respecto del analisis
pretratamiento el nimero de genes en la muestra total del estudio mostré un promedio de 84 328.23
lecturas con un minimo de 7 186 y un maximo de 221 244 lecturas, las cuales no mostraron
diferencias entre los grupos. No se observaron cambios significativos en la abundancia bacteriana

después de la administracion del un compuesto de probidticos por 16 semanas.

PRETRATAMIENTO

PICEV + PROBIOTICOS

PRETRATAMIENTO

POSTRATAMIENTO

PICEV + PROBIOTICOS
POSTRATAMIENTO

. . . . .
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
ABUNDANCIA RELATIVA (%)
- p__Firmicutes . p__Bacteroidetes p__Tenercutes

mo [ p_Actinobacteria [ Others
- p__Proteobactenia p__Cyanobacteria

Figura 3. Abundancia relativa de los filotipos bacterianos antes y después de tratamiento en ambos
grupos (%).
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Los cambios en los parametros de composicién corporal no mostraron correlacion con los
cambios en la microbiota intestinal de los pacientes en ambos grupos de tratamiento el final del

periodo de intervencién.

Respecto de los pardametros de composicién corporal, en el grupo PICEV + placebo se
observd que peso corporal, masa grasa y grasa visceral presenta correlacién positiva con
Streptococcus. Por el contrario, en el grupo PICEV + probidticos se identificd una correlacidn negativa
en masa grasa, presion arterial diastdlica y Bacteroides. A su ves Christensenellacae mostré

correlacién negativa con los niveles de presidn arterial sistdlica.

En relacién con los parametros de control glucémico, el grupo PICEV + placebo mostré una
correlacidn negativa con Parabacteroides. Mientras que el grupo PICEV + probidticos identificé una

correlacidn negativa entre Allobaculum y los indices Matsuda y Quicki.

Las mejorias en los niveles del colesterol total y colesterol LDL en el grupo PICEV +

probidticos se correlacionaron de manera negativa con Acidobacteria Elin. Por otra parte estos

mismos parametros se correlacionaron de manera positiva con Actinomycetae. Figura 4y 5.

30



EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PROBIOTICOS EN LA MICROBIOTA INTESTINAL DEL PACIENTE ADULTO CON OBESIDAD GRADO Il Y Il Y
SUS EFECTOS SOBRE EL CONTROL METABOLICO.

p_l in.c_ 8.0, f

- - -

p_Firmicutes.c_Er o_ f_t o -
p_Firmicutes.c_Bacilio__Gemellales.__Gemelaceae.Other -
__Cyanobacteria.c__Chloroplast.o__Stramenopiles - [EES
p__Frmicutes.c__E o_E 1_E: 9.0  +
p_| o o_L f_s279_-|Ea

p_Firmcutes.c_Bacilko__L 1 9 1

p_Firmicutes.c_Clostridia.o__Clostridiales. {__Lachnospiraceae.g__Roseburia =
p__Firmicutes c__Clostridia.o__Clostridales f__Lachnospraceae.g__ -
p_Firmicutes.c__Clostridia.o__Clostridisles.{__ Tissierellaceae..g__Finegoldia -

P e o_) f_) 9 -

p_Firmicutes.c__Clostridia.o__Clostridiales. {_ Tissierellaceae. g__Parvimonas -
p_Firmicutes.c_ Clostridia.o__Clostridiales. {_Veilonelaceae.g__Veilonella -

P C_ o_ L Other =|
p__Firmicutes.c__Clostridia.o__MBA0G -

p_Firmicutes.c__Clostridia.o__Clostrdiales. f_Lachnospraceae g__Pseudobutyrivibrio -
p_Firmicutes.c__Clostridia o__Clostridiales.f__Lachnospiraceae.g_Moryella

P c_C o_C 1 0_Colinsella -
p__Firmicutes.c_| o_Ei 1_E 9_C 9

Pt c_ o_J 1 o_F -

p__Firmicutes c__Clostridia.o__Clostridiales. f__ Tssierellaceae..g__Peptoniphilus -

p_| c_| o_| 1| g_| 1

el c_| o_l L 9
p_Firmicutes. c_Clostridia.o_Clostridiales. {_Ruminococcaceae.g__Faecaibacterium -

P c_ ol L 9. Sutterella -/

Pt c_ o_J Y ! 9! b
p__Acidobacteria c__DA0S2 o__ENnBS13 -/

- c_ o_| 1l 9| -

Pt c 0 f g

p__Firmicutes.c__Clostridia.o__Clostridiales.__Ruminococcaceae.g_ Oscilospra

p__Firmicutes.c__¢ o_| f_t g__Bulleidia -
p__Firmicutes.c__Clostridia.o__Clostridiales. {_Clostridiaceae.qg__ SMBS3 -

p_| o o I o -
p__Frmicutes.c__Clostridia.o__Clostridiales.f__Clostridiaceae.g__ -
p__Firmicutes.c__Clostridia.o__Clostridiales.f__Clostridiaceae. Other = -_

[ c_t o_| L

P, c_Ci o_C 1_Ci 9.__Slackia -|

p_| c o f. g

p__Firmicutes.c__Clostridia.o__Clostridiales.f__Christensenellaceae.g__ =
p__Firmicutes.c__Bacilio__Lactobacilales.f_Lactobacilaceae.g__~
p_Frmicutes.c__Clostridia.o__Clostridiales.f__Lachnospraceae.g__Lachnospra =

p__Firmicutes.c_Baciio_L s oL - -

o em o " o_st- |
x 2 5 <
B, . g - 2 - g, a
3 > E < ) 3 a5 4 8 S8 8 = s
5‘§§58.§3.§5Suf.svig?“'ﬁ.——03‘9%.%8922 s gs 383823
3328255&0292’_%2s.?#essslou.>>._§._§§§§:Qg§u. o
g = g 2 - = 2 3 = S0 g %9 o 8990 g0 3
> 2 2 Z = =

Figura 4. Correlacion entre la microbiota intestinal y parametros de composicioén corporal, control
glucémico y parametros bioquimicos después de 16 semanas de tratamiento en el grupo PICEV +
Probidticos
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Figura 4. Correlacion entre la microbiota intestinal y parametros de composicion corporal, control
glucémico y parametros bioquimicos después de 16 semanas de tratamiento en el grupo PICEV + Placebo.

DISCUSION

En este ensayo clinico se valoré el efecto de un compuesto de probidticos en parametros de
composicién corporal, control glucemico y otros datos bioquimicos en pacientes con obesidad grado
Il'y Il sometidos a un programa de intervencién de cambios en el estilo de vida. La administracion de
probidticos junto a un plan de dieta y ejercicio en el tratamiento integral del paciente adulto con
obesidad ha demostrado tener efectos benéficos en cuanto a disminucién de masa grasa y peso
corporal en algunos ensayos clinicos.*47>? Sin embargo, estos evaltan diferentes cepas por tiempos
de intervencidon y dosis variables de tratamiento por lo que algunos resultados resultan

contradictorios.

El compuesto probidtico utilizado en este estudio esta compuesto por 6 cepas diferentes,
de las cuales predominan Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus y
Lactobacillus plantarum. Cuando se ha evaluado el efecto de la administracién de probidticos a
pacientes obesos y no obesos, los resultados han sido discordantes. De acuerdo con lo referido por

Million en el 2012 en un meta-analisis en el que se valoro el efecto de diferentes especies de
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lactobacilos en peso corporal, este autor observé efectos discordantes dependiendo de las especies
de lactobacilos, destacando a Lactobacillus acidophilus con un perfil obesogenico en neonatos
alimentados con formula materna. De manera contraria se observd un efecto “anti-obesogenico”
con Lactobacillus plantarum y Lactobacillus gasseri, estos principalmente asociados a disminucién en

51

masa grasa y peso corporal.>* En nuestros resultados observamos que ambos grupos (placebo y
probidticos) presentaron mejorias significativas en todos los pardmetros de composicién corporal
dado que ambos fueron sometidos a un programa de cambios en el estilo de vida, sin embargo no se
presentaron diferencias entre los grupos de tratamiento, este resultado podria deberse a que ambos
grupos presentan efecto del tratamiento estandar (PICEV) y a su vez un efecto neutralizador entre

las cepas contenidas en este compuesto.

Con respecto a los pardmetros relacionados con el metabolismo de la glucosa y resistencia
a lainsulina, nuestro estudio muestra que tras el consumo de este compuesto de probiéticos por 16
semanas se produce una reduccion discreta y significativa en los niveles de glucosa en ayuno y
hemoglobina glucosilada en comparacién con placebo. Asi mismo, en el analisis intragrupo se
observa que el grupo PICEV + probidticos obtuvo reducciones en los niveles de insulina en ayuno, e
indice HOMA-IR, dichos cambios no se observan en el grupo PICEV + placebo. Los hallazgos podrian
deberse a efecto de bacterias productoras de AGCC a nivel entérico, los cuales activan receptores
acoplados a proteinas G que inducen la produccidén de GLP — 1 con efectos en marcadores de
metabolismo de la glucosa y resistencia a la insulina. Cabe sefialar que el grupo de tratamiento PICEV
+ probidticos mostré correlacion positiva significativa con bacterias el género Allobaculum, las cuales
han demostrado ser productoras de AGCC (acetato, propionato, butirato, acido n-valerico
isobutirato) en ratas alimentadas con un compuesto de polisacaridos o tratadas con beberina con
efectos en parametros de resistencia a la insulina.>>>* Sin embargo, es de notar que aunque se
encontrd que tales efectos son producto del tratamiento con el compuesto probiédtico, la relevancia

clinica de tales cambios resulta no ser biologicamente beneficiosa.

Existe evidencia relacionada con los del tratamiento con probiéticos en los niveles de lipidos
sericos.>” >° Este compuesto de probidticos contiene en menor medida bacterias del genero
Bifidobacterium a las cuales se les ha se les ha adjudicado un efecto en el metabolismo de los acidos
grasos a nivel tisular.>® En nuestros resultados se observan cambios en colesterol total y colesterol
LDL con significancia estadistica en el grupo PICEV + probidticos y que a su vez se correlaciona de
manera negativa con la presencia de Bifidobacteium, este Ultimo sin alcanzar significancia estadistica
con los hallazgos en la microbiota intestinal de grupos de tratamiento. Se ha propuesto como

mecanismo a través del cual la microbiota intestinal tiene efectos en el perfil lipidico al producir
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hidrolasas que disminuyen su absorcion o tras la incorporacién del colesterol en sus membranas
celulares. En el 2007 Donkor y colaboradores observaron que las batecterias de genero
Bifidobacterium y L. acidophilus logran disminuir las cifras de presion arterial. Un efecto similar en
presion arterial sistélica lo observo Rabiei y colaboradores en 2015 al administrar un compuesto de
probioticos con 2 cepas del genero bifidobacterium y diferentes cepas de lactobacilos. Si bien en este
estudio no se observaron diferencias significativas entre los grupos, el grupo de tratamiento con
probidticos mostré cambios mas pronunciados, es probable que no se observan diferencias
significativas entre ambos grupos debido al tamafio de la muestra, sin embargo, podrian observarse

diferencias una vez que el tamafio de la muestra aumente.

De manera sorprendente no se observaron diferencias en la abundancia microbiana de la
microbiota en los sujetos con el tratamiento probiético. Esto podria deberse a un efecto temporal y
con una duracién menor a las semanas del periodo de intervencién. Se requiere mas invetigacion al
respecto con muestras a intervalos de tiempo mas reducidos para valorar la presencia de dichas

bacterias.

CONCLUSIONES

Este ensayo clinico valoré el efecto de un compuesto probidtico con posibles efectos sinergicos en
variables de composicion corporal y diversos parametros metabdlicos. Con los resultados que
obtuvimos podemos concluir que la administracién de un compuesto de probidticos durante 16
semanas reduce de manera significativa los niveles de colesterol total en comparacién con el grupo
de tratamiento estandar, sin embargo, esta reduccién presenta poca relevancia clinica, por lo que se
deben realizar estudios complementarios que valoren la intensidad y la duracién de su efecto y asi
aclarar el panorama que sugiere su uso como una alternativa de tratamiento con pocos efectos

adversos.

Considero que dentro de los aspectos favorables de este estudio se encuentra su disefio ya que fue
cegado y aleatorizado, ademas del analisis de los cambios en la MI. Entre las limitantes de este se
encuentra el tamafio de la muestra y la dispersidn de los datos, ya que no permitié realizar analisis
mas complejos. No obstante, se encuentran diferencias significativas entre los grupos, las cuales se

encuentran en correlacién con los reportados en la literatura medica.
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ANEXOS

1. Cuestionario IPAQ

CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FiSICA
(Octubre de 2002)

VERSION LARGA FORMATO AUTO ADMINISTRADO -
ULTIMOS 7 DIAS

PARA USO CON JOVENES Y ADULTOS DE MEDIANA EDAD (15-69 aiios)

Los Cuestionarios Internacionales de Actividad Fisica (IPAQ, por sus siglas en inglés)
contienen un grupo de 4 cuestionarios. La version larga (5 objetivos de actividad evaluados
independientemente) y una version corta (4 preguntas generales) estan disponibles para usar
por los métodos por teléfono o auto administrada. El propésito de los cuestionarios es proveer
instrumentos comunes que pueden ser usados para obtener datos internacionalmente
comparables relacionados con actividad fisica relacionada con salud.

Antecedentes del IPAQ

El desarrollo de una medida internacional para actividad fisica comenzé en Ginebra en 1998 y
fue seguida de un extensivo examen de confiabilidad y validez hecho en 12 paises (14 sitios)
en el afio 2000. Los resultados finales sugieren que estas medidas tienen aceptables
propiedades de medicion para usarse en diferentes lugares y en diferentes idiomas, y que son
apropiadas para estudios nacionales poblacionales de prevalencia de participacion en actividad
fisica.

Uso del IPAQ

Se recomienda el uso de los instrumentos IPAQ con propésitos de monitoreo e investigacion.
Se recomienda que no se hagan cambios en el orden o redaccion de las preguntas ya que esto
afectara las propiedades sicométricas de los instrumentos.

Traduccion del Inglés y Adaptacion Cultural

Traduccion del Inglés es sugerida para facilitar el uso mundial del IPAQ. Informacién acerca de
la disponibilidad del IPAQ en diferentes idiomas puede ser obtenida en la pagina de internet
www.ipag.ki.se. Si se realiza una nueva traduccion recomendamos encarecidamente usar los
métodos de traduccion nuevamente al Inglés disponibles en la pagina web de IPAQ. Enlo
possible por favor considere poner a disposicion de otros su version traducida en la pagina web
de IPAQ. Otros detalles acerca de traducciones y adaptacion cultural pueden ser obtenidos en
la pagina web.

Otros Desarrollos de IPAQ

Colaboracion Internacional relacionada con IPAQ es continua y un Estudio Internacional de
Prevalencia de Actividad Fisica se encuentra en progreso. Para mayor informacién consulte
la pagina web de IPAQ.

Informacién Adicional
Informacién mas detallada del proceso IPAQ y los métodos de investigacion usados en el

desarrollo de los instrumentos IPAQ se encuentra disponible en la pagina www.ipag.ki.se y en
Booth, M.L. (2000). Assessment of Physical Activity: An International Perspective. Research

USA Spanish version translated 3/2003 - LONG LAST 7 DAYS SELF-ADMINISTERED version of the IPAQ. Revised October 2002.
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CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FISICA

Estamos interesados en saber acerca de la clase de actividad fisica que la gente hace
como parte de su vida diaria. Las preguntas se referiran acerca del tiempo que usted
utilizoé siendo fisicamente activo(a) en los ultimos 7 dias. Por favor responda cada
pregunta aln si usted no se considera una persona activa. Por favor piense en aquellas
actividades que usted hace como parte del trabajo, en el jardin y en la casa, para ir de
un sitio a otro, y en su tiempo libre de descanso, ejercicio o deporte.

Piense acerca de todas aquellas actividades vigorosas y moderadas que usted
realizé en los ultimos 7 dias. Actividades vigorosas son las que requieren un esfuerzo
fisico fuerte y le hacen respirar mucho mas fuerte que lo normal. Actividades
moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico moderado y le hace respirar
algo mas fuerte que lo normal.

PARTE 1: ACTIVIDAD FISICA RELACIONADA CON EL TRABAJO

La primera seccion es relacionada con su trabajo. Esto incluye trabajos con salario,
agricola, trabajo voluntario, clases, y cualquier otra clase de trabajo no pago que usted
hizo fuera de su casa. No incluya trabajo no pago que usted hizo en su casa, tal como
limpiar la casa, trabajo en el jardin, mantenimiento general, y el cuidado de su familia.
Estas actividades seran preguntadas en |a parte 3.

1. ¢ Tiene usted actualmente un trabajo o hace algin trabajo no pago fuera de su
casa?

Si

No =P Pase a la PARTE 2: TRANSPORTE

Las siguientes preguntas se refieren a todas las actividades fisicas que usted hizo en

los Gltimos 7 dias como parte de su trabajo pago o no pago. Esto no incluye ir y venir

del trabajo.

2. Durante los altimos 7 dias, ;Cuantos dias realiz6 usted actividades fisicas
vigorosas como levantar objetos pesados, excavar, construccion pesada, o

subir escaleras como parte de su trabajo? Piense solamente en esas
actividades que usted hizo por lo menos 10 minutos continuos.

dias por semana

Ninguna actividad fisica vigorosa relacionada con el trabajo -
Pase a la pregunta 4

D No sabe/No esta seguro(a)

USA Spanish version translated 32003 . LONG LAST 7 DAYS SELF-ADMINISTERED version of the IPAQ. Revised October 2002.
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3. ¢ Cuanto iempo en total usualmente le toma realizar actividades fisicas
vigorosas en uno de esos dias que las realiza como parte de su trabajo?

horas por dia
minutos por dia

D No sabe/No esta seguro(a)

4. Nuevamente, piense solamente en esas actividades que usted hizo por lo menos
10 minutos continuos. Durante los Gltimos 7 dias, ;Cuantos dias hizo Usted
actividades fisicas moderadas como cargar cosas ligeras como parte de su
trabajo? Por favor no incluya caminar.

dias por semana
No actividad fisica moderada relacionada con el trabajo >
Pase a la pregunta 6

5. ¢ Cuanto tiempo en total usualmente le toma realizar actividades fisicas

moderadas en uno de esos dias que las realiza como parte de su trabajo?

horas por dia
minutos por dia

D No sabe/No esta seguro(a)

6. Durante los Gltimos 7 dias, ;Cuantos dias caminé usted por lo menos 10
minutos continuos como parte de su trabajo? Por favor no incluya ninguna
caminata que usted hizo para desplazarse de o a su trabajo.

_______dias por semana

D Ninguna caminata relacionada con trabajo —
Pase a la PARTE 2: TRANSPORTE

7. ¢ Cuanto tiempo en total pasé generalmente caminado en uno de esos dias
como parte de su trabajo?

horas por dia
minutos por dia

[:] No sabe/No esta seguro(a)

USA Spanish version fransiated 32003 . LONG LAST 7 DAYS SELFADMINISTERED version of the IPAQ. Revised October 2002,
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PARTE 2: ACTIVIDAD FiSICA RELACIONADA CON TRANSPORTE

Estas preguntas se refieren a la forma como usted se desplazé de un lugar a otro,
incluyendo lugares como el trabajo, las tiendas, el cine, entre otros.

8. Durante los Gltimos 7 dias, ;Cuantos dias viajé usted en un vehiculo de
motor como un tren, bus, automévil, o tranvia?

dias por semana

D No viaj6 en vehiculo de motor == Pase a la pregunta 10
9. Usualmente, ;Cuanto tiempo gasté usted en uno de esos dias viajando en un
tren, bus, automovil, tranvia u otra clase de vehiculo de motor?

horas por dia
minutos por dia

D No sabe/No esta seguro(a)
Ahora piense Unicamente acerca de montar en bicicleta o caminatas que usted hizo
para desplazarse a o del trabajo, haciendo mandados, o para ir de un lugar a ofro.

10. Durante los Gltimos 7 dias, ;Cuantos dias monté usted en bicicleta por al
menos 10 minutos continuos para ir de un lugar a otro?
dias por semana

[:I No monto en bicicleta de un sitio aotro  wjp Pase a la pregunta 12

11.  Usualmente, ;Cuéanto tiempo gasté usted en uno de esos dias montando en
bicicleta de un lugar a otro?

horas por dia
minutos por dia

D No sabe/No esta seguro(a)

USA Spanish version transiated 32003 . LONG LAST 7 DAYS SELF-ADMINISTERED version of the IPAQ. Revised Oclober 2002,
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12. Durante los Gltimos 7 dias, ;Cuantos dias caminé usted por al menos 10
minutos continuos para ir de un sitio a otro?

dias por semana
D No caminatas de un sitio aotro ==J»  Pase a la PARTE 3: TRABAJO
DE LA CASA,
MANTENIMIENTO DE LA

CASA, Y CUIDADO DE LA
FAMILIA

13. Usualmente, ;Cuéanto tiempo gastd usted en uno de esos dias caminando de
un sitio a otro?

horas por dia
minutos por dia

D No sabe/No esta seguro(a)
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PARTE 3: TRABAJO DE LA CASA, MANTENIMIENTO DE LA CASA, Y
CUIDADO DE LA FAMILIA

Esta seccion se refiere a algunas actividades fisicas que usted hizo en los dltimos 7
dias en y alrededor de su casa tal como como arreglo de la casa, jardineria, trabajo en
el césped, trabajo general de mantenimiento, y el cuidado de su familia.

14. Piense Unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por lo menos 10
minutos continuos. Durante los Gltimos 7 dias, ; Cuantos dias hizo usted
actividades fisicas vigorosas tal como levantar objetos pesados, cortar madera,
palear nieve, o excavar en el jardin o patio?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica vigorosa en el jardin o patio —>
Pase a la pregunta 16

15. Usualmente, ;Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas vigorosas en el jardin o patio?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

16. Nuevamente, piense Gnicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por
lo menos 10 minutos continuos. Durante los Gltimos 7 dias, ; Cuantos dias hizo
usted actividades fisicas moderadas tal como cargar objetos livianos, barrer,
lavar ventanas, y rastrillar en el jardin o patio?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada en el jardin o patio b
Pase a la pregunta 18

17. Usualmente, ;Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas moderadas en el jardin o patio?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

USA Spanish version transisted 32003 - LONG LAST 7 DAY'S SELFADMINISTERED version of the IPAQ. Revised October 2002.
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18. Unavez mas, piense Gnicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo
por lo menos 10 minutos continuos. Durante los Gitimos 7 dias, ;Cuantos dias
hizo usted actividades fisicas moderadas tal como cargar objetos livianos, lavar
ventanas, estregar pisos y barrer dentro de su casa?

_______dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada dentro de la casa™9>
Pase a la PARTE 4:
ACTIVIDADES FiSICAS DE
RECREACION, DEPORTE Y
TIEMPO LIBRE

19. Usualmente, ;Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas moderadas dentro de su casa?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

USA Spanish version transiated 32003 . LONG LAST 7 DAYS SELFADMINISTERED version of the IPAQ. Revised Oclober 2002,
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PARTE 4: ACTIVIDADES FiSICAS DE RECREACION, DEPORTE Y TIEMPO
LIBRE

Esta seccion se refiere a todas aquellas actividades fisicas que usted hizo en los
ultimos 7 dias Gnicamente por recreacion, deporte, ejercicio o placer. Por favor no
incluya ninguna de las actividades que ya haya mencionado.

20.

21.

23.

Sin contar cualquier caminata que ya haya usted mencionado, durante los
ultimos 7 dias, ;Cuantos dias caminé usted por lo menos 10 minutos
continuos en su tiempo libre?

dias por semana

Ninguna caminata en tiempo libre > Pase a la pregunta 22

Usualmente, ; Cuanto tiempo gasté usted en uno de esos dias caminando en
su tiempo libre?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Piense Unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por lo menos 10
minutos continuos. Durante los Gitimos 7 dias, ; Cuantos dias hizo usted
actividades fisicas vigorosas tal como aerdbicos, correr, pedalear rapido en
bicicleta, o nadar rapido en su tiempo libre?

dias por semana

Ninguna actividad fisica vigorosa en tiempo libre —p
Pase a la pregunta 24

Usualmente, ; Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas vigorosas en su tiempo libre?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

USA Spanish version transiated 32003 . LONG LAST 7 DAYS SELFADMINISTERED version of the IPAQ. Revised Octobar 2002,
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24. Nuevamente, piense Unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por
lo menos 10 minutos continuos. Durante los Gltimos 7 dias, ; Cuantos dias hizo
usted actividades fisicas moderadas tal como pedalear en bicicleta a paso
regular, nadar a paso regular, jugar dobles de tenis, en su tiempo libre?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada en tiempo libre ~ ==§»
Pase a la PARTE 5: TIEMPO DEDICADO A ESTAR SENTADO(A)

25. Usualmente, ;Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas moderadas en su tiempo libre?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

USA Spanish version transiated 32003 - LONG LAST 7 DAYS SELFADMINISTERED version of the IPAQ. Revised October 2002.
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PARTE 5: TIEMPO DEDICADO A ESTAR SENTADO(A)
Las dltimas preguntas se refieren al tiempo que usted permanence sentado(a) en el
trabajo, la casa, estudiando, y en su tiempo libre. Esto incluye tiempo sentado(a) en un
escritorio, visitando amigos(as), leyendo o permanecer sentado(a) o acostado(a)
mirando television. No incluya el tiempo que permanence sentado(a) en un vehiculo de
motor que ya haya mencionado anteriormente.

26. Durante los Gltimos 7 dias, ;Cuanto iempo permanecio sentado(a) en un dia
en la semana?

horas por dia
minutos por dia

[:' No sabe/No esta seguro(a)
27. Durante los Gltimos 7 dias, ;Cudanto iempo permanecio sentado(a) en un dia
del fin de semana?

horas por dia
minutos por dia

D No sabe/No esta seguro(a)

Este es el final del cuestionario, gracias por su participacion.
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2. Folleto explicativo para la toma y almacenamiento de la muestra de heces

1. Paralarecoleccién de la muestra se le otorgara el siguiente material:

2. La muestra se recolectara una noche previa a su cita o en la mafiana antes de su cita.

3. Previo a la recoleccidn, usted debera etiquetar el frasco recolector con su nombre
completoy ECU.

4. Antes de la recoleccién de la muestra, debera vaciar el contenido de la vejiga:
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5. Posteriormente, colocard un envoltorio plastificado entre el borde del inodoro y su tapa.

6. Procederd a defecar con el objetivo que las heces permanezcan sobre el envoltorio
plastificado colocado previamente.

@

7. Posteriormente tomara el abatelenguas (a modo de cuchara) para tomar una porcidon del
tamafio de una nuez y lo colocara en el frasco recolector.

8. Colocara la muestra recolectada en una bolsa aislante y la resguardara en el refrigerador o
en su sitio fresco hasta ser entregado el dia de la cita.
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