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Investigaciones en el campo de biologia del desarrollo han evidenciado que las
enfermedades cronicas no transmisibles, como la cardiopatia, la diabetes mellitus
tipo 2, la hipertension arterial, el sindrome metabdlico, se originan en las primeras
etapas del desarrollo como la gestacién e infancia, tales evidencias son apoyadas
por la hipétesis conocida hoy en dia como Origenes en el desarrollo de la salud y la
enfermedad (Developmental Origins of Health and Disease -DOHaD-).

Establecer el impacto del consumo materno de las dietas desequilibradas sobre la
salud de la descendencia es de suma relevancia, debido al incremento en la
incidencia de sobrepeso y obesidad materna en nuestro pais. El consumo de estas
dietas puede generar adaptaciones en el feto, incluyendo adaptaciones metabdlicas
y epigenéticas. Estas adaptaciones prepararan a la descendencia en la vida
postnatal, predisponiéndolo a desarrollar enfermedades cronicas no transmisibles
en la vida adulta.

El presente trabajo determiné el efecto que tiene el consumo de dietas
desbalanceadas durante la gestacion, asi como tener una segunda exposicion por
parte de la descendencia en la vida adulta en el conejo europeo, en el perfil
metabdlico y bacteriano intestinal, ya que estudios sugieren que la alteracion de la
microbiota intestinal esta relacionada con alteraciones metabdlicas en el huésped.

Se demostrd que el consumo de una dieta desbalanceada durante la gestacion, asi
como el consumo directo de la misma, tienen efectos significativos en las
concentraciones séricas de los analitos involucrados en el metabolismo energético
tales como GLU, COL, HDL, LDL, TG y NEFA de la descendencia en la vida adulta.
Adicionalmente, también fueron identificadas alteraciones en el perfil bacteriano
intestinal, tanto en la diversidad y promoviendo la abundancia de bacterias
pertenecientes al Filo Firmicutes y Proteobacterias, generando un desequilibrio
conocido como disbiosis intestinal relacionado con el sindrome metabdlico.
Ademas, se identificaron seis bacterias que se correlacionaron con los analitos
energéticos y que responden a la sobrenutricion materna, programacion metabdlica
y el consumo directo de la dieta desequilibrada. Tanto la dislipidemia como la
disbiosis intestinal provocados por el consumo de la dieta desbalanceada, que se
vieron exacerbadas en la descendencia provenientes de madres sobrenutridas,
repercutié en el fenotipo generando sindrome metabdlico.



Raven y colaboradores (1988) acufiaron el término sindrome X para referirse al
conjunto de anormalidades metabdlicas observadas en pacientes con diabetes tipo
2 (Rave, et al, 1988). El sindrome X, incluye anormalidades tales como: hipertensién
arterial, dislipidemia, aumento del tejido adiposo visceral y resistencia a la insulina,
siendo este Uultimo de acuerdo con los autores el principal mecanismo
desencadenante de este sindrome, considerado como un factor de riesgo para
desarrollar enfermedades crénicas no transmisibles, como es el caso de las
enfermedades cardiovasculares (ECV).

En 1998 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definié al sindrome
metabdlico (SMet) al conjunto de anormalidades metabdlicas consideradas como
un factor de riesgo para desarrollar enfermedades cronicas no transmisibles. Los
componentes del SMet son:

a) Resistencia a la insulina, la cual se define clinicamente como la incapacidad
de producir insulina enddégena para aumentar la captacién y utilizacion de
glucosa en un individuo (Lebovitz, 2001), diagnosticada si se presenta
alteraciones en la glicemia en ayuno =100mg/dl o en presencia de diabetes
mellitus tipo 2.

b) Obesidad, diagnosticada por el indice elevado de masa corporal.

c) Hiperlipidemia, se presenta cuando hay hipertrigliceridemia y baja
concentraciones de lipoproteinas/colesterol de alta densidad HDL-c.

d) Hipertension arterial, se presenta cuando hay presion sanguinea =140/90
mmHg.

e) Microalbuminuria, cuando hay excrecién urinaria persistente de albumina en el
rango de 20- 200 yg/minuto o de 30-300 mg/24 horas (Rochlani, et al., 2017).

Diversas organizaciones han propuesto criterios para el diagnéstico del SMet, en
la actualidad se ha llegado al consenso de que se debe presentar al menos 3
caracteristicas para considerar la presencia de SMet. En la Tabla 1 se resume
algunas de éstas.

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2018 (ENSANUT
2018), la prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad se ha incrementado de
manera acelerada, de tal forma que el 76.8% de la poblacion adulta del sexo
femenino entre 20 y 40 afios, es decir, mujeres en etapa fértil presentan alguna de
estas condiciones. Adicionalmente, de acuerdo con la OMS, estas condiciones
estan relacionadas con el desarrollo del SMet, el cual esta intimamente relacionada
con la transicion nutricional.

El modelo propuesto por Popkin y Gordon (2004) considera que ha ocurrido una
transicion nutricional, el cual considera tanto aspectos cuantitativos y cualitativos.
Los cambios cuantitativos se refieren a los cambios en los patrones de alimentacion
con un consumo elevado de alimentos que tienen elevada densidad energética y
una disminucién en la ingesta de hidrato de carbono complejos, acompafiado de
inactividad fisica. Los aspectos cualitativos, como la adquisicion monetaria y el nivel
educativo, se refieren a cambios que inciden en el aumento de peso corporal y
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generacion del sindrome metabdlico, con un concomitante incremento de
enfermedades no transmisibles (Popkin y Gordon 2004).

Tabla1. Criterios diagndsticos de sindrome metabdlico. Tomado de Julibert,

2020.

TG triglicéridos, CC circunferencia cintura.

IMC. Indice de masa corporal, HDL-c. Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad, IFG. Glucosa en

ayunas alterada, IGT. Intolerancia a la glucosa, IR. Resistencia a la insulina, DMT2, Diabetes Mellitus tipo 2,

2

otro 2

5

otro 2

Medida Organizacion Grupo Europeo | Panel de | Diabetes Asociacion
clinica mundial de la | de el estudio de | tratamiento de | Internacional Americana del
Salud (WHO) | resistencia a la | adultos Il del | Federacion Corazon 2005.
1998. insulina 1999. Programa 2005
Nacional de
Educacién sobre
el colesterol
2001
Criterios IR + cualquier otro | IR + cualquier | Cualquiera 3 de | WC + cualquier | Cualquiera 3 de

5

Resistenciaa | IGT/ IFG IR Insulina - - -
la insulina plasmatica >
percentil 75
Glicemia IFG/IGT/DMT2 IFG/IGT >110mg/ dl | >100 mg/dl > 100 mg /dl
(incluye (incluye
diabetes) diabetes)
Dislipidemia | TG > 1.69 mmol/L | TG > 1.69 | TG > 169 | TG > 169 | TG > 1.69
y HDL-c mmol/L y HDL-c | mmol/L mmol/L mmol/L
Presion = 140/90 mmHg = 140/90 mmHg | = 130/85 mmHg | = 130/85 | = 130/85 mmHg
sanguinea + medicamentos | + medicamentos | mmHg + |+
hipertensivos hipertensivos medicamentos | medicamentos
hipertensivos hipertensivos
Obesidad Proporcién Circunferencia Circunferencia Circunferencia | Circunferencia
cintura, cadera | cintura cintura cintura cintura
Hombres = 0.9 Hombres = 94 | Hombres = 102 | = 94 cm Hombres = 102
Mujeres = 0.85 cm cm cm
IMC= 30 kg/m2 Mujeres = 88 cm | Mujeres = 88 cm Mujeres = 88 cm
Otro Microalbuminuria | - - - -

Reportes recientes indican que, en nuestro pais, desde el afio 1961, el patron
de alimentacién ha cambiado debido al incremento de consumo de alimentos de
bajo costo pero con contenido energético elevado, causado por el aumento en el
precio de alimentos de canasta basica (Moreno, 2014). Se ha sugerido que los
estratos de menor ingreso monetario se inclinan a la seleccion de estos alimentos,
ya que con ellos logran reducir la sensacién de hambre. Mientras que, en los
estratos de mayor ingreso monetario, existe mayor posibilidad de adquirir una
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amplia variedad de alimentos (Bertran, 2006). Por lo que se ha demostrado que
existe una estrecha relacion la capacidad adquisitiva con la presencia de obesidad
y su concomitante desarrollo de SMet.

Segun datos de la Encuesta Nacional de Ingresos y Gastos en los Hogares del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2012) la disponibilidad total de
energia aumentd de 2316 Kcal/persona/dia en 1961, a 3146 Kcal en 2009. De
acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion vy la
Agricultura (FAO), estos cambios en la ingesta calérica se deben a que la energia
derivada de los cereales, verduras y leguminosas se redujo considerablemente,
mientras de manera simultanea la energia procedente de azucares, alimentos de
origen animal y grasas vegetales aumentaron por su alta palatabilidad (Moreno,
2014).

Estudios realizados en humanos y en modelos experimentales sugieren que el
SMet tiene un origen multifactorial, en donde el medio ambiente y particularmente
la dieta, tiene un efecto relevante en la etiologia de este sindrome. Adicionalmente,
se sabe que también estan involucrados cambios en la regulacion epigenética en
donde las alteraciones metabdlicas pueden ser heredados transgeneracionalmente
(Basu, et al., 2019).

El concepto de los origenes en el desarrollo de salud y la enfermedad,
Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), propone que algunas
enfermedades crénicas no transmisibles como la cardiopatia, la diabetes mellitus
tipo 2, el accidente cerebrovascular, la hipertension arterial se originan en las
primeras etapas del desarrollo, tales como la gestacién e infancia (Barker and
Osmond, 1986).

La hipotesis de DOHAD propuesta por Barker (2004) ha sido ampliamente
aceptada y corroborada por investigaciones en el campo de biologia del desarrollo.
Esta hipotesis establece que la programacion metabdlica fetal prepara a la
descendencia para las condiciones postnatales, tomando en cuenta el balance
energético al que se expuso el feto durante el periodo prenatal. Se ha demostrado
que la restriccion caldrica durante la gestacion produce en la descendencia un bajo
peso al nacer, asi como en la vida adulta presentan mayor susceptibilidad a
desarrollar diabetes mellitus tipo 2 e hipertension arterial (Barker, et al., 1989). La
sobrenutricidn materna durante la gestacidén también puede provocar bajo peso al
nacer y predispone a la descendencia a desarrollar dislipidemia (Li M., Slobododa
and Vickers, 2011).

El término de programacién metabdlica fetal hace referencia a los estimulos o
las senales metabdlicas y hormonales, que provocan cambios generalizados vy
permanentes en la estructura de los 6rganos, la composicion corporal, modifican las
respuestas enddcrinas y metabdlicas en la descendencia durante la gestacion,
periodo critico de desarrollo embrionario, cuando ocurre la organogénesis fetal,
caracterizado por el desarrollo de todos los 6rganos del embrion a partir de los
primeros tres tipos celulares pluripotentes derivados del blastocisto; el ectodermo,
asociado al desarrollo de epitelio neural, ganglios embrionarios y epitelio escamoso
estratificado, el mesodermo implicado en el desarrollo de cartilago, hueso, musculo
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liso y musculo estriado y el endodermo, involucrado en el desarrollo del epitelio
intestinal (Fall and Kumaran, 2019, Slack, 2008, Thompson et al, 1998). Este
concepto establece que, durante el desarrollo, si hay una asignacion de energia a
un rasgo, por ejemplo, el desarrollo del cerebro necesariamente reduce la
asignacion a uno o mas rasgos, como los procesos de reparacion de tejidos (Barker,
et al.,, 2002). Los recién nacidos con bajo peso al nacer, debido a una menor
exposicidén a energia caldrica durante la gestacion, puede provocar adaptaciones
que los hacen susceptibles al desarrollo de enfermedades no transmisibles en la
vida adulta (Barker, 1995). Un posible mecanismo asociado a estos cambios son
los niveles de hormonas y de metabolitos circulantes, a los que fueron expuestos la
descendencia in utero. Por ejemplo la desnutricion caldrica materna durante la
gestacion podria generar una respuesta adaptativa fetal, en la cual las
concentraciones de glucosa en sangre sean reguladas con el fin de mantener la
demanda energética del cerebro, pero a expensas del transporte de glucosa hacia
los musculos, afectando el crecimiento y desarrollo muscular, lo cual podria tener
como desenlace metabdlico a largo plazo el desarrollo de resistencia a la insulina
(Phillips, 1996).

Durante el periodo prenatal, la pre-implantaciéon; momento que abarca las
remodelaciones morfologicas, estructurales y epigenéticas que ocurren en el
embridn justo antes de la implantacion en el utero, juega un papel clave en el
desarrollo de enfermedades metabdlicas de la descendencia (Peral, et al. 2022). En
este periodo, la placenta es un tejido enddcrino dinamico que actua como el
intermediario de las sefales entrantes y salientes desde los compartimientos
materno y fetal. La salud del utero y de la placenta son factores importantes para el
correcto crecimiento y desarrollo fetal, actuando para comunicar entre el estado
nutricional materno y las alteraciones metabdlicas fetales (Goldfrey y Barker, 1996,
Fernandez, et al, 2019). Existen algunos factores bien establecidos que influyen en
la programacion metabdlica, como lo son el metabolismo durante la gestacion y
mecanismos epigenéticos.

Durante la gestacién ocurren cambios importantes a nivel metabdlico, los cuales
tienen una dinamica y temporalidad precisa, por lo que diferentes alteraciones
importantes pueden trastocar esta regulacion fina y tener como consecuencias
importantes tanto para la madre, como para la descendencia (Liang, et al., 2020).
El sistema circulatorio materno-fetal estan en contacto a través de la placenta,
transportando moléculas bioactivas como hormonas esteroideas, macronutrientes y
acidos nucleicos circulantes, cuyas concentraciones se alteran a medida que
avanza la gestacion (Koh, et al., 2014). Se ha sugerido la existencia de dos etapas
metabdlicas durante la gestacién, la primera etapa abarca los dos primeros
trimestres de la gestacion y se caracteriza por una condicion predominantemente
anabdlica, en la que la secrecion de insulina permite la acumulacion de grasa
corporal materna. Se ha reportado en modelos murinos, que el metabolismo de
lipidos maternos, la acumulacién de grasa corporal se debe a la hiperfagia y el
aumento de la lipogénesis, asi como la disminucion de la actividad de la lipasa
hepatica (Zambrano, et al., 2016). Durante la segunda etapa, la cual abarca el ultimo
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trimestre de la gestacion, se caracteriza por un estado de resistencia a la insulina
para dirigir la energia materna a las necesidades requeridas por el feto, en el cual
la glucosa es el sustrato energético mas importante en donde el feto utiliza mas del
50% del recambio total de glucosa materna. Respecto al metabolismo de lipidos se
reduce la captacion de triglicéridos circulantes y hay un aumento de la lipdlisis en el
tejido adiposo (Zambrano, et al., 2016). Cuando la madre presenta sobrepeso u
obesidad, en el cual se posee mayor suministro de energia y tasa metabdlica
durante el embarazo, la resistencia a la insulina fisiolégica observada al final del
embarazo es mas pronunciada. Esta condicion en particular, exponen al feto a
concentraciones elevadas tanto de glucosa, como de lipidos, provocando efectos
adversos en el feto, debido a que los niveles altos de glucosa sistémicos producen
una disminucién en la oxidaciéon mitocondrial en placenta de acidos grasos por la
inhibicion de carnitina palmitotransferasa 1 (CPT-1), aumentando la acumulacion de
triglicéridos en la placenta, lo cual se ha asociado con la presencia de diabetes
mellitus gestacional (Visiedo, et al., 2013).

En el caso de una restriccion calérica materna produce una disminucion en la
expresion de los receptores hormonales de la insulina, la leptina y el factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), los cuales estan involucrados en el transporte
de nutrientes de la madre hacia el feto a través de la placenta, alteracion que es
evidente en el sincitiotrofoblasto, en especifico en la membrana plasmatica de
microvellosidades que mira hacia la madre, disminuyendo la actividad
transportadora de aminoacidos en las células trofoblasticas (Large y Powell, 2012).

Esta disminucion de receptores debido a la exposicién fetal a una dieta
restrictiva, se asocia a un incremento de la resistencia a la insulina y leptina, asi
como al aumento del riesgo de desarrollar enfermedad crénica no transmisible en
la vida posnatal del individuo, en particular durante la edad adulta (Kirk, et al., 2009).
Por consiguiente, el consumo de una dieta desequilibrada durante la gestacion
puede provocar alteraciones en el medio intrauterino o del transporte de nutrientes
de la madre hacia el feto a través de la placenta y afectar el adecuado desarrollo
fetal. Lo cual evidencia que un adecuado estado nutricional materno durante la
gestacion resulta fundamental para propiciar un ambiente intrauterino favorable
para el adecuado desarrollo fetal y metabdlico de la descendencia.

La epigenética se define como el estudio de los cambios que ocurren en la funcién
de un gen que son heredables, aunque reversibles, sin causar algun cambio en la
secuencia de DNA. Este mecanismo se basa en estimulos ambientales y genéticos,
y promueve patrones de expresidon genética, a corto, mediano y largo plazo (Dupont,
et al., 2009). En la actualidad los tres mecanismos epigenéticos mas estudiados y
conocidos son las modificaciones postraduccionales de histonas, la metilaciéon del
DNA y los microRNA (Zhu, et al., 2019).

La metilacion del DNA tiene una influencia en la expresion génica al controlar la
facilidad de acceso de los modificadores de histonas, los factores de transcripcion
y la maquinaria transcripcional a la cromatina (Kovachev, et al., 2007). Enzimas
especificas, como la DNA metiltransferasas (DNAMT) son las responsables de
regular la expresién génica y también de catalizar la interaccion con los factores de
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transcripcion. Una caracteristica que tienen las DNAMT es que pueden tener
accesibilidad a los metabolitos provenientes de los nutrientes. Estos nutrientes
tienen la capacidad de ser influenciados por ciertas actividades del metabolismo por
parte de la microbiota intestinal, como sintesis de metabolitos, como el folato, colina,
vitamina B12 y betaina que tienen la capacidad de controlar el epigenoma al tener
lugar en la interaccion de una molécula de un carbono (Kovacheva, et al., 2007).
Estos metabolitos tienen la funcion de donar un grupo metilo especifico como el 6-
metiltetrahidrofolato, necesario para la creacién de S-adenosilmetionina (SAM)
indispensables en los procesos de metilacion del DNA (Crider, et al., 2012).
Ademas, se ha reportado vias metabdlicas por el cual se puede generar el SAM a
partir del ATP, por ejemplo, la ribosa derivada de la via pentosa fosfato respalda
sinérgicamente la sintesis de ATP de novo que contribuye en la generaciéon de SAM
a través de la integracion en el ciclo de la metionina (Yu, et al, 2019).

Recientemente se ha postulado la hipotesis de la programacion fetal, la cual
propone que puede haber eventos durante la vida intrauterina que provocan también
enfermedades neuroldgicas en la vida postnatal que pueden originarse a partir de
eventos de programacion relacionados con genes de los progenitores,
independientemente del genoma fetal (Fig. 1).

Preston y colaboradores describieron que ante el consumo de dietas alta en
lipidos durante la gestacién por parte de la madre, se incrementan los niveles de
los acidos grasos circulantes por encima de las concentraciones fisioldgicas
normales, ocasionando hiperlipidemia e hiperinsulinemia fetal provocando
alteraciéon en la descendencia a nivel cardiaco, con regulacién negativa de la via
PISK/AKT activada por el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y regulacion
positiva del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas coactivador
alfa (PGC1a), lo que provoca una remodelacién del transcriptoma cardiaco (Preston,
et. al., 2020).
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Figura 1. La hipdtesis de la programacién fetal propone que la programacion fetal
induce eventos durante la vida intrauterina y que provocan no solo enfermedades



cardiovasculares sino también neurolégicas en la vida posterior podria originarse a
partir de eventos de programacioén relacionados con genes maternos y paternos que
afectan el fenotipo fetal independientemente del genoma fetal (Modificado de B.
Hocher, et al 2014).

En los ultimos afios se ha reconocido que los mecanismos epigenéticos operan en
la interface entre la microbiota intestinal y el genoma de las células epiteliales
(Bergman, et al., 2020). Ademas, investigaciones apuntan a que la microbiota
intestinal parecer tener un papel fundamental en alteraciones metabdlicas.

El término de microbiota hace referencia a la comunidad de microorganismos vivos
residentes en un nicho ecoldgico determinado (Icaza, 2013).

Mientras que el término microbioma hace referencia al total de los genes y
metabolitos de los microorganismos que conforman o que estan presentes en el ser
humano, incluyendo en el tracto gastrointestinal, el tracto genitourinario, la cavidad
oral, el tracto nasofaringe, el tracto respiratorio y la piel (Icaza, 2013). El microbioma
se puede subdividir en cuanto a los integrantes de los microorganismos,
denominado como bacterioma al contenido genético de las bacterias, micobioma al
contenido genético de las levaduras y viroma al contenido genético de los virus que
alberga la microbiota (Rowan, et al., 2019).

El huésped junto con sus simbiontes se denomina holobiontes y su genoma
colectivo se le denomina hologenoma (Adak y Khan, 2019). Varias investigaciones
como el Proyecto del Microbioma Humano y el Metagenoma del Tracto Intestinal
Humano analizaron cuatro sitios de colonizacién microbiana: la cavidad oral, la
intestinal, la vaginal y la cutédnea. De estos sitios, la microbiota intestinal ha tenido
particular atencién por la actuacion en los procesos de salud-enfermedad del
huésped (Adak y Khan 2019).

La microbiota intestinal hace referencia al conjunto de los microorganismos que
habitan en el tracto gastrointestinal. Se estima que la microbiota intestinal contiene
mas de 1000 billones de bacterias y mas de 1000 especies diferentes (Koboziev,
2014), lo que supone un contenido genético estimado entre 10-100 veces superior
al genoma humano (Bull y Plummer, 2014).

El tracto gastrointestinal se divide anatomicamente en estomago, intestino
delgado y grueso, el microambiente caracteristico de cada compartimento, como los
niveles de oxigeno, temperatura y pH, selecciona el crecimiento de una microbiota
especifica (Adak y Khan, 2019). El microambiente intestinal favorece el crecimiento
de bacterias, predominantemente de siete divisiones taxondmicas, Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia y
Cyanobacteria. Dentro de éstas, los Bacteroidetes y los Firmicutes constituyen mas
del 90% de la microbiota intestinal, en el estbmago se encuentran
predominantemente las bacterias pertenecientes al filo Firmicutes, en el intestino
delgado y en el intestino grueso Bacteroidetes y Firmicutes (Fig. 2). Ademas, este
fino equilibrio Bacteriodetes/Firmicutes es considerada como factor prondéstico de la
salud y la enfermedad (Backhed, et al 2005).



Adicional a la clasificacion taxondmica, la microbiota intestinal se puede clasificar
en Enterotipos: en donde el Enterotipo 1 se caracteriza por el predominio de
Bacteroides con actividad sacaroliticas y proteoliticas, y el Enterotipo 2 se
caracteriza por predominio de Prevotella con actividad degradante de glicoproteina
de la mucina; mientras que el Enterotipo 3 se caracteriza por el predominio de
Ruminococo con actividades degradantes de mucina y transporte de azucar a
través de membrana (Arumugan, et al.,, 2011). Estudios han analizado las
asociaciones de los habitos dietéticos con dos enterotipos, el consumo prolongado
de proteina y grasa animal promueve la presencia de Enterotipo 1 y 3, mientras que
el consumo de una dieta de carbohidratos refinados promueve la prevalencia de
Enterotipo 2 (Wu, et al, 2011).

El adecuado funcionamiento de la microbiota intestinal, depende en gran medida
de la integridad de la mucosa, la cual esta constituida en un 90-95% de agua,
electrélitos, 1-2% de lipidos y 1-5% proteinas (Paone y Cani, 2020). EI moco
intestinal depende de las proteinas que se denominan mucinas, las cuales son los
componentes estructurales y funcionales. Las mucinas son una familia de proteinas
glicosiladas que consisten en un nucleo de proteina con secuencias ricas en
aminoacidos prolina, treonina y serina, denominado PTS, en donde la serina y
treonina estan altamente O-glicosiladas, proceso indispensable para la produccion
de moco. Las mucinas son sintetizadas y secretadas por las células calciformes,
presentes principalmente en la cripta que en las vellosidades del intestino delgado
(Paone y Cani, 2020).
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Figura 2. Division de las bacterias a nivel taxonémico Filo. Distribucion de la
colonizacion bacteriana esperada a lo largo del tracto gastrointestinal (estdmago,




intestino delgado proximal, intestino delgado distal e intestino grueso) de acuerdo a
condiciones como pH, bicarbonato y enzimas (Modificado de Adak y Khan, 2019).

En las células Goblet la expresion de MUC2 pasa del nucleo al reticulo
endoplasmico, en donde los monémeros de MUC2 forman dimeros. En el aparato
de Golgi tendra una reaccion enzimatica de O-glicosilacion, los dimeros de MUC2
forman trimeros en la red de Golgi, donde se empaquetan en las vesiculas
secretoras. Las células calciformes llenan sus vesiculas secretoras de MUC2
mientras migran desde el fondo de la cripta que contienen otros elementos como el
fragmento Fc de la proteina de union a IgG (FCGBP), accesorio del canal de cloruro
1 (CLCA1), proteina de granulos de zimégeno 16 (ZG16) y homdlogo de gradiente
anterior 2 (AGR2). Las vesiculas secretoras destruyen su contenido después de su
fusién con la membrana apical de las células calciformes, mediante exocitosis,
permitiendo la secrecién de moco (Fig. 3) (Paone y Cani, 2020). Ademas, la mucina
sirve como nicho para los microorganismos residentes puedan adherirse y proliferar,
a su vez los microorganismos pueden remodelar la capa de moco del tracto
gastrointestinal para que se renueve (Paone y Cani, 2020). Se sugiere que el perfil
de glicosilacion de las mucinas puede influir en la composicién de bacterias
asociadas al moco, seleccionando aquellas bacterias en que los O-glicanos de
mucina promueven la homeostasis con los microorganismos del huésped,
sugirieron que las adhesinas bacterianas especificas permiten la adaptacion dentro
de la localizacion especifica del huésped (Bergstrom, 2013).
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Figura 3. Esquema de la produccién y distribucion del moco en el intestino delgado
y grueso. La capa de moco recubre a los enterocitos, protegiéndolas del contacto
con sustancias tdxicas, enzimas digestivas y microorganismos patégenos
(Modificado de Paone y Cani, 2020).

Sartor y col. en 2008 reportaron que la composicidén y concentracién de especies
microbianas localizadas en el tracto gastrointestinal es diferencial o esta
compartamentalizada; en el estémago la abundancia bacteriana es 0-10° de
bacterias con predominancia de Lactobacillus, Candida, Streptococcus,
Helicobacter pylori y Peptostreptococcus. A su vez en el intestino delgado cuenta
principalmente con Streptococcus y Lactobacillus con concentraciones que va
incrementando desde el duodeno hasta el ileon de 10%- 10°. A partir del ileon distal
empieza a haber una mayor concentracion de bacterias siendo de 10’-10% con
predominio de Clostridium, Streptococcus, Bacteroides, Actinomycinae,
Corynebacteria y finalizando con el intestino grueso con una concentracion hasta
10", con predominio de Bacteroidetes, Clostridium, Bifidobacterium 'y
Enterobacteriaceae (Koboziev, 2014). Este establecimiento de la colonizacion de
bacterias proporciona funciones que el propio huésped no podria llevar a cabo. Por
ejemplo, cumple con 5 funciones principales; metabdlicas, neuroldgicos,
estructurales, inmunitarias y regulacion la expresion génica del huésped (Adak y
Khan, 2019, Celiker y kalkan, 2020).

En relacién con su funcién metabdlica, se sabe que en el tracto gastrointestinal
de los seres humanos digiere aproximadamente 85% de los carbohidratos, 65-95%
de las proteinas y las grasas. En el colon, la microbiota intestinal capta 10-30% de
la energia de los macronutrimentos y al resto se excreta en las heces (Bergman,
1990). Los microbios intestinales tienen una variedad de enzimas para la utilizacion
de los diversos macronutrientes como los carbohidratos, proteinas y lipidos. Los
integrantes de los phyla Bacteroidetes y Firmicutes tienen en su genoma, genes que
codifican para la enzima glucésido hidrolasas que les permite la utilizacion de
diferentes polisacaridos como fuentes de carbono. La microbiota intestinal fermenta
todas las fibras dietéticas lo que da como resultado la liberacién de gases como el
metano, hidrégeno y didxido de carbono, acidos grasos de cadena corta (AGCC)
como el formiato, acetato, propionato, butirato, valerato, isovalerato, acidos
organicos como lactato y succinato y alcoholes como metanol y etanol (Louis y Flint,
2009).

La microbiota intestinal también esta involucrada en el metabolismo de las
proteinas, la cual puede ser hidrolizada por bacterias tales como Klebsiella spp.,
Escherichia coli, Streptococcus spp. y Succinivibrio dextrinosolvens. Las cuales a
Su vez son capaces de sintetizar proteasas y peptidasas para generar aminoacidos,
péptidos y tripéptidos en el intestino delgado, a su vez estos productos son utilizados
por ciertas bacterias intestinales o absorbidos por los enterocitos intestinales (Fan,
et al., Zhao, et al., 2019). Por otra parte, los aminoacidos no digeridos generalmente
al llegar al intestino grueso no son absorbidos por los colonocitos, sino que se
fermentan por los géneros Bacteroides, Propionibacterium, Fusobacterium,
Clostridium y Lactobacillus en numerosos metabolitos como los acidos grasos de
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cadena corta, sulfato de hidrégeno y amoniaco (Zhao, et al., 2019). Ademas, la
disponibilidad de proteina dietética sirve como sefalizacién del eje intestino-
cerebro, mediante la produccion de neurotransmisores tales como GABA, la
norepinefrina, la dopamina, la histamina y la serotonina, contribuyendo en el
mantenimiento y funcionamiento neurolégico del huésped (Portune, et al 2016).

En modelos murinos, se ha reportado que la ingesta de dietas altas en lipidos se
asocia a cambios en la microbiota intestinal, causando una disminucion del filo
Bacteroidetes y aumento de los filos Firmicutes y Proteobacteras (Murphy,
Velazquez and Herbert, 2015). Caesar y colaboradores (2015) compararon los
efectos de una dieta rica en grasas saturadas en roedores y lo contrastaron con
roedores alimentados con una dieta isocalérica y elevado en &cidos grasos
poliinsaturados. Con esto encontraron que tanto la diversidad, como la abundancia
de la microbiota intestinal de los roedores que consumieron una dieta rica en grasa
saturadas, presentaron una disminucion de Akkermansia Muciniphila, Lactobacillus
y Bifidobacterium. Adicionalmente, el consumo de grasas saturadas redujo la
sensibilidad a la insulina. Estos cambios a nivel intestinal debido al contenido de
acidos grasos en la dieta posiblemente se deban a que los acidos grasos tienen
actividad antibacteriana, provocando dafos en la membrana celulares bacterianas.
Ademas, se ha reportado que la microbiota intestinal puede metabolizar los acidos
grasos de cadena larga por Lactobacillus, promoviendo su crecimiento,
reconstituyendo el perfil bacteriano y reduciendo la lesién hepatica (Chen, et al.,
2015).

Es bien conocida la comunicacién bidireccional que existe entre el intestino y el
cerebro, la cual se le conoce como el eje intestino-cerebro cuya interface es el
sistema nervioso entérico (Holzer, et al., 2012). Investigaciones recientes mostraron
que los cambios en la microbiota intestinal pueden afectar las funciones
conductuales y cognitivas a nivel central (Hong & Wang, 2016). En 2013, el Instituto
Nacional de Salud Mental, Estados Unidos, inicio un proyecto de investigacion sobre
el eje microbiota-intestino-cerebro para aclarar la comunicacién de este eje. En
humanos como en animales, se ha demostrado que la microbiota intestinal puede
desempenar un papel clave en el funcionamiento cerebral y desarrollo cognitivo
mediante la produccion de hormonas, factores inmunitarios y metabolitos, lo que
sugiere eventualmente que la alteracion de la microbiota intestinal puede asociarse
a ciertas patologias del sistema nervioso central (Mayer, et al.,, 2014). Sudo y
colaboradores (2004) reportaron que el estrés inducido por restriccion en roedores
libres de gérmenes condujo al incremento en los niveles de corticoesterona vy
hormona adrenocorticotropina, en comparacion con roedores convencionales y que
dicha respuesta podria revertirse al transplantar Bifidobacterium infantis. En este
estudio se evidencio que la microbiota intestinal juega un papel relevante para el
adecuado desarrollo de la reaccién al estrés, relacionado con el adecuado
desarrollo del eje hipotalamo-pituitario-suprarrenal, funcion de la microbiota
intestinal para la maduraciéon neuroendocrina (Sudo, et al., 2004).

Otra funcién que cumple la microbiota intestinal esta relacionada con el
mantenimiento 6ptimo de la barrera intestinal. Evidencias indican que el consumo
de una dieta equilibrada promueve el estado eubiético de la microbiota intestinal;
dicho estado se caracteriza por una preponderancia de especies de bacterias
benéficas pertenecientes al Filo Bacteroidetes, promoviendo un adecuado equilibrio
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entre los Filos Firmicutes y Bacteroidetes, involucrado en el adecuado sintesis de
mucina por parte de las células Globet, dando integridad de la barrera intestinal
(lebba, 2016). El epitelio intestinal es una capa de células columnares que estan
estrechamente unidas por complejos de union intercelular que regulan la
permeabilidad membranal en la que participan las uniones estrechas intestinales
(TJ) y las uniones adherentes (AJ) que comprenden el complejo de union apical,
uno de los componentes en la barrera intestinal (Rohr, et al., 2020). Los
componentes de las uniones estrechas intestinales y las uniones adherentes estan
como complejos multiméricos que consisten en proteinas transmembranales como
E-cadherina, ocludina, Claudina y molécula adherente de unién (JAM) (Rohr, et al.,
2020). La estructura de estas proteinas incluye dominios extracelulares e
intracelulares (Fig. 4), en el dominio extracelular une la superficie lateral epitelial,
con células epiteliales intestinales adyacentes que albergan proteinas TJ, mientras
que los dominios intracelulares se unen a proteinas como cateninas y zonulina
(Rohr, et al., 2020).

Consumo de grasas y carbohidratos
Lumen Microbioma intestina

Ocludinas

+
Acidos grasos y Eubiosis 8
Monosgcandas
Capa de moco superfical

Mucinas, Defensinas, IgA

Claudinas

Cadenas de

Célula Globet actina-miosina
E- Cadherinas

‘
Quilomicrones —_—

Antiintlamatorias

Lédmina propia

Figura 4. Consumo de una dieta equilibrada promueve el estado eubidtico de la
microbiota intestinal. Este estado de la microbiota intestinal se caracteriza por un
optimo estado en la barrera intestinal, el cual utiliza varios mecanismos para evitar
el paso de componentes del Lumen hacia la Lamina propia (LP). El moco producido
por las células Globet mantiene la integridad de la barrera fisica intestinal,
permitiendo la adecuada produccién de defensinas y estimulando las respuestas
inmunitarias a través de la IgA secretada. Ademas, las uniones estrechas (TJ)
formadas entre los enterocitos son numerosas y permiten de forma selectiva la
permeabilidad de moléculas hacia la LP. Varias proteinas se encuentran
involucradas en el mantenimiento de TJ, el cual incluye ocludina, Claudina,
cadherinas, integrales en la barrera intestinal (Modificado de Rohr, et al., 2020).
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En cuestion de la funcion inmunitaria, el tracto gastrointestinal esta involucrado
en la respuesta inmunolégica innata y adaptativa, ya que algunas respuestas
inmunoldgicas se presentan en las organizaciones linfoides en las placas de Peyer
(Round y Mazmanian, 2009). La barrera inmunoldgica innata consiste en el moco
intestinal, péptidos antimicrobianos e Inmunoglobulina A secretora. Los péptidos
antimicrobianos son secretados por células epiteliales intestinales que incluyen
células enterocitos, células calciformes y células de Paneth que restringen el acceso
tanto de microorganismos comensales, como de patdégenos hacia el epitelio
intestinal. Los péptidos antimicrobianos que incluyen defensinas, catelicidinas y
lecitinas de tipo C, son proteinas catidnicas que se encuentran retenidas en el moco
intestinal. Estos péptidos pueden unirse a las membranas celulares microbianas
cargadas negativamente o atacando enzimaticamente la pared celular para romper
la membrana externa o interna (Boneca, et al. 2007). La inmunoglobulina A (IgA)
protege el epitelio intestinal de los microorganismos patégenos y sus enterotoxinas,
el reconocimiento de los microorganismos patdgenos mantiene su activacion de las
células presentes en las placas de Peyer, en el foliculo linfoide o lamina propia. Las
células dendriticas no migratorias de tipo macrofago en las placas de Peyer
capturan antigenos luminales a través del transporte trans-epitelial, el antigeno
capturado se transfiere a las células CD103 migratorias que se dirigen hacia el area
interfolicular, las CD103 interactuan con las células Treg, que a su vez interactuan
con las células B para que sinteticen IgA con la ayuda de acido retinoico y factor de
crecimiento transformante- (Rescigno, et al, 2001). Ademas, la respuesta inmune
innata puede reconocer microorganismos patdgenos mediante receptores de
reconocimiento de patrones codificados en la linea germinal, los receptores tipo Toll
(TLR) reconocen los patrones moleculares asociados a microorganismos que
contengan lipopolisacéaridos de origen bacteriano (LPS), lipoproteinas, flagelinas y
DNA de patégenos que contiene CpG no metilado (Akira, Uematsu y Takeuchi,
2006).

La microbiota intestinal también tiene la capacidad de modular la expresion
génica y la regulacion del metabolismo del huésped; ciertos cambios epigenéticos
también pueden ocurrir en la microbiota intestinal como regulacion de RNA no
codificante, reestructuracion de la cromatina, modificaciones de histonas y
metilacion del DNA (Celiker y Kalkan, 2020). Estos cambios pueden causar
enfermedades metabdlicas, como el sindrome metabdlico y la obesidad (Celiker y
Kalkan, 2020). Remely y colaboradores (2015) compararon la microbiota intestinal
entre individuos sanos y con obesidad, se observé que los pacientes con obesidad
presentaron menor diversidad y una mayor cantidad de Faecalibacterium
Prausnitzii, también encontraron que el gen receptor de acidos grasos libres 3
(FFARS3) tenia un nivel de metilacion reducido (Remery, et al., 2015).

Un mecanismo adicional que puede ocurrir con los acidos grasos de cadena
corta es la modificacién de las histonas, durante la acetilacion de histonas, el grupo
acetilo esta siendo catalizado por la enzima histona acetiltransferasa, el mecanismo
de accion es la transferencia del grupo acetilo hacia la posicién en la acetil-coenzima
A al grupo amino ubicado en los depésitos de lisina, en la cola de histona (Bernstein,
et al, 2007). Este mecanismo esta controlado por diferentes metabolitos que son
derivados de la fermentacién de la microbiota intestinal; los acidos grasos de cadena
corta tienen la capacidad de modular el estado de la cromatina de muchos
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componentes tisulares, por ejemplo, las células de colon (Krautkramer, et al, 2016).
De acuerdo con estos estudios, las modificaciones epigenéticas en un individuo
tienen un papel en la etiologia de enfermedades crénico no transmisibles, como es
el caso de la obesidad.

1.2.2 Relacion entre la microbiota intestinal y los procesos metabadlicos del huésped

La evidencia creciente indica que la microbiota intestinal responde a factores
ambientales, en particular a la dieta, de tal manera que impactan en su diversidad y
abundancia relativa alterando el metabolismo del huésped, relacionado con el
sindrome metabdlico, con un posible desenlace a enfermedades crénico no
transmisibles como la obesidad, el higado graso no alcohdlico, entre otros
(Maruvada, et al., 2017).

Evidencias indican que la microbiota intestinal promueve la degradacion de fibra
a oligosacaridos y monosacaridos, en particular en el intestino grueso, promueve la
produccion de acidos grasos de cadena corta, principalmente propionato, acetato y
butirato, este ultimo proporciona energia a las células epiteliales del colon, mientras
que el acetato y propionato llegan al higado, donde son sustratos para la
gluconeogénesis y la lipogénesis (Fig. 5) (Tremaroli y Backhed, 2012).

Colon

Fibra dietaria

r& microbiota
Oligo, monosacaridos

Gluconeogénes
fermentacién . i

Acidos grasos cadena
corta

(butirato, propionato,
acetato)

—

Figura 5. Fermentacion de la fibra en el colon. Carbohidratos complejos, como la
fibra dietética son metabolizados por la microbiota residente en el intestino grueso
a oligosacaridos y monosacaridos, luego fermentados a acidos grasos de cadena
corta (principalmente butirato, propionato y acetato), donde el butirato actia como
fuente de energia para las células epiteliales del colon, y el acetato y propionato
llegar al higado donde son sustrato para la gluconeogénesis y la lipogénesis
(Modificado de Tremaroli y Backhed, 2012).

Cotillard y colaboradores reportaron que, en el consumo de una dieta alta en lipidos,
se asocia con una disminucion del Filo Actinobacteria de la subclase Bifidobacterium
spp, el cual esta involucrado en la produccion de los acidos grasos de cadena corta,
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disminuyendo la integridad de la barrera intestinal (Cotillard, et. al., 2013). Ademas,
cuando hay consumo de una dieta alta en grasa se asocia a una mayor produccion
de acido biliar en el cual la microbiota intestinal transformara el acido tauracdlico a
acido sulfhidrico, este acido promueve la apoptosis de los enterocitos (Rohr, et al.,
2020).

Por otra parte, los lipopolisacaridos y peptidoglucanos se pueden reconocer
mediante las proteinas que contienen repeticiones ricas en leucina, que forman el
complejo de inflamasoma, dafando la integridad de la barrera intestinal (Fig.6),
estimulando la via paracelular en donde habra traslocacion bacteriana, que
presentan una membrana de lipopolisacaridos, activando los receptores TLR4 y 9
en el higado, aumentando la secrecion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y
el desarrollo de higado graso no alcohdlico y/o la esteatohepatitis no alcohdlica
(Tremaroli y Backhed, 2012).

Fibrosis

TNFa
A

Eipopolisagﬁdos

Figura 6. Disbiosis intestinal promueve la permeabilidad de la barrera intestinal,
provocando fibrosis hepatica. El incremento de lipopolisacaridos en plasma parece
aumentar con una mayor ingesta de grasas. Tanto el DNA bacteriano como los
lipopolisacaridos parecen estar relacionados con la permeabilidad intestinal. Las
proteinas que contienen repeticiones ricas en leucina (NLRP) 3 y 6 son reguladores
en la ecologia microbiana a través de IL-18. En el Higado, los lipopolisacaridos y el
DNA microbiano pueden activar receptores tipo Toll 4 y 9, provocando un
incremento del factor de necrosis tumoral a. Una continua elevacion de las
concentraciones de TNFo puede desembocar a fibrosis hepatica. NLRP 3/6.
Proteinas que contienen repeticiones ricas en leucina. TNFa. Factor de necrosis
tumoral alfa. TLR 4/9. Receptores tipo toll 4/9. (Modificado de Tremaroli y Backhed
2020).
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En consecuencia, la disbiosis intestinal, se ha relacionado con un aumento en la
aparicion de enfermedades metabdlicas. Tal es el caso de la diabetes mellitus,
obesidad, enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, las
enfermedades inflamatorias del intestino, el cancer, alteraciones en la respuesta
inmunitaria, en enfermedades neurodegenerativas y sindrome metabdlico (Sharma,
et al. 2019, Barberan, et al, 2020). Ridaura y colaboradores (2013) demostraron que
la microbiota intestinal alteraba el metabolismo de la glucosa en gemelos
homocigotos en el cual uno era delgado y el otro presentaba obesidad (Ridaura, et
al., 2013). Al transferir la microbiota intestinal inoculada a ratones libres de
gérmenes, éstos adquirieron el fenotipo del individuo donante, generando un ratdn
delgado u obeso. Otro estudio elaborado por Koh y colaboradores mostré que la
microbiota intestinal de personas con diabetes mellitus tipo 2 tenian una mayor
produccion de imidazol propionato, el cual esta relacionado con la alteracion del
metabolismo de la glucosa. Para confirmar este efecto, se inocul6 la microbiota de
las personas con diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2 y se transfirid a un ratén
libre de gérmenes, incrementando la concentracidn de imidazol propionato,
alterando el metabolismo de glucosa del huésped (Koh, et al., 2019). Desde
entonces, se acepta que la alteracién de la microbiota intestinal conocido como
disbiosis, es tan importante como la genética del huésped en el desarrollo de varias
enfermedades. Esto nos lleva a la oportunidad de monitorear, prevenir o incluso
tratar enfermedades humanas, mediante la regulacion de la microbiota intestinal
(Bahare et. al. 2021).

En la actualidad prevalece la controversia sobre el momento en el que se establece
o se lleva a cabo la colonizacion inicial de la microbiota, si este comienza a
colonizarse in utero o al momento del nacimiento. Esta controversia es desafiada
por estudios en los que se detectaron microorganismos en los tejidos del utero, asi
como en la placenta y el meconio (Pérez, et al 2017).

La hipdtesis del utero estéril sugiere que el feto se desarrolla en un ambiente
estéril y la colonizacién ocurre en el momento del parto (Pérez, et al. 2017). Los
estudios que apoyan la hipétesis del utero estéril sugieren que el meconio, primera
deposicion del recién nacido no alberga bacterias detectables (Hansen, et al 2015).
Desde el estudio realizado por Harris y Brown en 1927 remarcé la hipoétesis, al
investigar la presencia de bacterias cultivables en el liquido amniético de mujeres
sometidas a cesareas, dando negativo a las muestras. Estudios posteriores
basados en cultivos del liquido amnidtico confirmaron que era libre de bacterias
durante un embarazo saludable (Stroup, 1962). La presencia detectable de alguna
bacteria se interpretaba como infecciones subclinicas o clinicas ya que en los casos
que daban positivo a presencia de alguna bacteria se relacionaba con
complicaciones durante la gestacién (Prevedourakis, 1971 y Lewis, 1976).
Sugiriendo que el momento de nacimiento es cuando se coloniza la descendencia
con la microbiota. Existen reportes que indican que la descendencia nacidos via
vaginal adquiere una microbiota similar al de la vagina de la madre con presencia
de Lactobacillus. Mientras que la descendencia nacidos via cesarea, adquieren una
microbiota parecido al de la piel de la madre, colonizados por bacterias anerobias
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facultativas como la especie de Clostridium. Se ha reportado que la microbiota fecal
de la descendencia es 72% similar a la de sus madres quienes nacieron via vaginal
y quienes nacieron via cesarea se reduce al 41% (Aagaard, et al 2012).

En contraste, existe otra hipdtesis la colonizacion in utero que sustenta que la
colonizacion microbiana de la descendencia comienza antes de su nacimiento
(Pérez-Munoz, et al 2017). Se han propuesto varias rutas para explicar cdmo las
bacterias pueden colonizar la cavidad uterina durante el embarazo saludable.
Sugiriendo dos vias principales que se estan considerando actualmente: primero la
ascension vertical desde la vagina y/o tracto urinario a la cavidad uterina y segunda
una via hematdgena a través de la placenta (Neu, 2016). Los microorganismos no
solo estan presentes en el ambiente intrauterino en embarazos sanos a término,
sino que el utero tiene su propia microbiota que puede contribuir a la colonizacion
del feto (Wassenaar y Panigraphi, 2014). Sugieren que el entorno intrauterino puede
facilitar el establecimiento de un microbioma diverso y que podria actuar en el
desarrollo del feto (Wassenaar y Panigraphi, 2014). También se ha propuesto que
la microbiota uterina, con predominio del género Lactobacillus esta involucrado en
el adecuado desarrollo inmunoldgico del utero, antes del embarazo, el cual afectaria
en gran medida el potencial receptivo del endometrio, asi como la capacidad de
iniciar correctamente la formacién de la placenta (Agostinis, et al., 2019).

Algunas consideraciones que se deben tener en cuenta en esta controversia, es
la metodologia con lo que se han analizado la presencia de bacterias y las funciones
de la placenta, ya que proporciona nutrimentos al feto y tiene proteccion contra
microorganismos patégenos por lo que cuenta con caracteristicas fisiologicas e
inmunitarias que previenen la colonizacién de ciertas bacterias (Maltepe, et al 2010).
La barrera materno-fetal tiene dos elementos anatdmicamente distintos, la placenta
corioalantoidea y la membrana corioamniotica. Esta barrera estd formada a nivel
placentario por el sincitiotrofoblasto, una capa de células epiteliales especializadas
de los citotrofoblastos subyacentes (Figura 7). El sincitiotrofoblasto invade
activamente la pared uterina, formando el componente fetal externo de la placenta
y las vellosidades placentarias. Ademas, esta capa epitelial forma un interfaz entre
la sangre materna y el liquido extracelular embrionario que regula el paso de
oxigeno y nutrimentos entre los capilares materno-fetal. Asi mismo, las células del
sincitiotrofoblasto actuan como barrera impidiendo que las células maternas o
bacterianas atraviese y lleguen al torrente sanguineo fetal, por lo que cuenta como
una proteccién estructural (Pérez Mufoz, et. al., 2017). Por otra parte, los
trofoblastos extravellosos proporcionan otro nivel de proteccion, invadiendo la
decidua y anclan la placenta en la pared uterina, ademas la decidua presenta
células asesinas naturales, macréfagos y leucocitos (Zeldovich, et al 2013). Sin
embargo, Stinson y colaboradores (2019) realizaron un estudio en mujeres que se
sometieron a partos por cesarea sin evidencia de infeccion intrauterina,
evidenciaron que habia presencia de microbiota fetal en las muestras de meconio
y en la mayoria de las muestras de liquido amnidtico, cuidando que no hubiera
contaminacion de dichas muestras, evidenciando que no solo hay DNA bacteriano
en el utero, sino también acidos grasos de cadena corta que puede influir en el
desarrollo del sistema inmunoldgico fetal (Stinson, et al., 2019).
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La colonizacién microbiana del intestino del lactante representa el ensamblaje
de novo de una comunidad microbiana compleja, un proceso que esta influenciado
por varios factores tanto ambientales, como del huésped.

Factores prenatales: Factores neonatales: Factores posnatales:
-Placenta -Edad gestacional -Alimentacién (lactancia vs férmula)
-Modo nacimiento -Locacién geogréfica

-Miembros de |a familia
-Interacciones con el huésped
-Dieta materna

A Infantes
( /) ﬁ
,)k —r ..;.

= pea
& { A

A=

¥

- ,LL‘*;;»; 1

Figura 7. Representacion esquematica muestra una lista de factores prenatales,
neonatales y posnatales que contribuyen a la composicion bacteriana del intestino
en los lactantes (Modificado de Milani, et al. 2017).

En las primeras etapas de desarrollo (Figura 7), generalmente la microbiota
intestinal posee baja diversidad y esta determinada por dos filos principales:
Actinobacteria y Proteobacteria (Avershina, et al. 2013). Durante el primer afio de
vida, la diversidad microbiana aumenta y la composicién de la microbiota converge
hacia una caracteristica microbiana parecida a la de los adultos (Avershina, et al.
2013). Estudios sugieren que esta etapa es crucial para el establecimiento de la
microbiota intestinal, en el cual va a repercutir el uso de antibiéticos ya que se ha
reportado que los lactantes a los que se les administraron antibidticos tienen
proporciones mas bajas de bacterias del acido lactico y enterococos (Sender, et al.,
2016). La alimentacion del lactante es otro factor que influye en la colonizacién de
la microbiota intestinal, en infantes amamantados la microbiota esta constituida
predominantemente por Estreptococos y Bifidobacterias, mientras que los neonatos
alimentados con formula lactea tuvieron una predominancia de Enterobacterias y
Bacteroides intestinales (Lakshminarayanan, et. al., 2014). Adicionalmente, se han
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descrito cambios en la colonizacién intestinal después de la introduccion de
alimentos soélidos, un estudio reporté la diferencia de microbiota intestinal de
infantes que consumieron una dieta occidental y la dieta africana. Los infantes que
consumieron una dieta occidental tuvieron una reduccion de la diversidad
microbiana con menor cantidad de Actinobacteria y Bacteroidetes, en comparaciéon
con la dieta africana (Vermuri, et al 2018).

Alrededor de los dos o tres anos de edad la diversidad de la microbiota intestinal
continda siendo menor en comparacion con la microbiota intestinal en adultos. En
la etapa pre-puberal de sujetos sanos, ésta es mas estable, alrededor de 7-12 afios
empieza a ser rico en abundancia de especies en el cual tienen taxones bacterianos
y genes funcionales similares a la microbiota adulta enriquecida con
Lachnospiraceae, Anaerovorx y Faecalibacterium (Vermuri, et al, 2018).

Aunque en la edad adulta, la composicion de la microbiota intestinal es
relativamente estable, se compone predominantemente de Bacteroidetes y
Firmicutes, estd sujeta a modificaciones tanto en la composicibn como en la
diversidad bacteriana por eventos de la vida, por ejemplo, el consumo del tipo de
dieta (Koenig, et al 2011). En un estudio longitudinal realizado en humanos, en el
qgue se analizd la microbiota intestinal durante 10 afos, mostrd que la presencia de
un mismo enterotipo dura hasta seis meses, posterior a este lapso habra
fluctuaciones entre éstos (Lynch y Pedersen, 2016).

En los adultos mayores de 65 afos, la comunidad microbiana cambia, la
variabilidad interindividual es mayor en esta etapa comparada con las anteriores
(Imahori, 1992). Se presenta una disbiosis en la microbiota intestinal con la edad,
junto con el uso de antibiéticos y la falta de una adecuada alimentacioén, en donde
se caracteriza por una mayor abundancia de los Filo Bacteroidetes y Clostridium
grupo IV, en comparacion con los sujetos mas jovenes donde la bacteria Clostridium
grupo XlVa es mas prevalente (Biagi, et al 2010). En general, la capacidad de la
microbiota para llevar a cabo procesos metabdlicos como la produccion de acidos
grasos de cadena corta (AGCC) y la amildlisis se reduce en los adultos mayores,
mientras que la actividad proteolitica aumenta, contribuyendo a alteraciones
metabdlicas degenerativas (Biagi, et al 2010).

Estudios sugieren que la composicién de la microbiota intestinal puede ser el
factor clave en la programacién metabdlica de la obesidad aumentando el riesgo de
desarrollo de alteraciones metabdlicas en la descendencia, incluso la sobre-
alimentacion materna durante el embarazo es asociado con alteraciones tanto en la
composicién, como en la abundancia de la comunidad microbiana intestinal en la
descendencia (Zhou, 2017). Sin embargo, no hay suficiente evidencia sobre el
efecto que posee el consumo crénico durante la gestacion de dietas altas en lipidos
y carbohidratos, aunado a el consumo de esta misma dieta por parte de la
descendencia en la vida adulta. Por lo que en el presente proyecto pretendemos
dilucidar si la exposicion prenatal y en la vida adulta a una dieta alta en carbohidratos
y lipidos, producen alteraciones en la diversidad y abundancia del microbioma
intestinal de la descendencia y alteracién metabdlica.
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En las ultimas décadas investigaciones realizadas en conejo europeo (Oryctolagus
cuniculus) evidencian las ventajas respecto a otros modelos animales. Se ha
reportado sobre la administracion de dietas altas en lipidos y/o carbohidratos
simples para inducir SMet (Zarzoso, et al 2019). Dentro de las principales ventajas
de este modelo, son sus estrechas similitudes en lo que se refiere al metabolismo
de lipidos, con relacion a los humanos. En el conejo europeo, aproximadamente el
40% del colesterol en plasma esta contenido la apolipoproteina B y las lipoproteinas
de baja y muy baja densidad. Adicionalmente, el conejo europeo presenta altos
niveles de la proteina de transferencia del éster de colesterol, un importante
regulador del transporte reverso del colesterol por lo que son susceptibles a
ateroesclerosis inducida por el consumo de una dieta alta en grasa (Picone, et al
2011). Las lesiones observables en el conejo europeo con ateroesclerosis van
desde lesiones en fase inicial, el cual se caracteriza cuando se presentan lesiones
denominadas estrias grasas, dichas lesiones se componen de células espumosas
derivadas de macrofagos entremezclados con células de musculo liso y la matriz
extracelular, asi como lesiones avanzadas, caracterizadas por depésitos de calcio
(Zhang, et al. 2010). Ademas, la distribucion del tejido adiposo en los conejos es
semejante a la disposicién en el ser humano. Por lo que el conejo ha sido aceptado
como modelo de dislipidemia y acumulacion de grasa visceral, siendo un modelo
cercano al ser humano.

Otra de las ventajas que presenta el conejo europeo es respecto a la estructura
de la placenta, la cual esta constituida por dos capas celulares, denominado
hemodicorial, refiriéendose al numero de capas celulares en la barrera placentaria
entre el tejido materno y el tejido fetal (Figura 8) (Andersen, et al. 2018). La placenta
de los humanos posee una sola capa por lo que se hace referencia que es de tipo
hemomonocorial. En el caso de los roedores presentan tres capas celulares siendo
hemotricoral. EI numero de capas que separan al tejido materno del tejido fetal es
considerado como un factor que puede modificar la transferencia de los nutrientes
entre la madre y el feto (Thornburg, et al., 2010). Por lo tanto, la anatomia y fisiologia
de placenta en los conejos representa una ventaja en los estudios
transgeneracionales. Adicionalmente, este modelo tiene ciclos reproductivos
relativamente cortos y una vida relativamente larga para explorar la aparicion de
enfermedades crénicas en la descendencia (Chavatte, et al, 2016).

Aunado a lo anterior, las ventajas de la reproduccion en el modelo del conejo
son el momento exacto de las etapas de fertilizacion y gestacion, el alto numero de
blastocistos y su rendimiento, la implantacion relativamente tardia en un momento
en que la gastrulacién ya esta en desarrollo (Fischer, et al, 2012).

El estado nutricional materno es un factor importante para el estado de salud de
la descendencia, debido a la creciente evidencia clinica y experimental, que indican
la relacidon sobre el origen de las enfermedades metabdlicas que se presenta en el
periodo gestacional, por lo que un factor clave es el ambiente nutricional de la
gestante.
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Uno de los métodos experimentales para inducir sindrome metabdlico materno
en modelos animales, es la administracion de dietas altas en lipidos y carbohidratos.
Dicha dieta, se administré solo durante la gestacidon para conocer el efecto que tiene
en la descendencia.

Los efectos metabdlicos que producen tanto en las madres como en su
descendencia asociadas al tipo de dieta administrado, dependen de la duracién de
la ingesta y el porcentaje elevado de lipidos y carbohidratos de la dieta. Ademas de
la ventaja del modelo, el conejo europeo puede presentar caracteristicas
fisiopatoldgicas que evidencian las alteraciones metabdlicas asi como el cambio en
la diversidad y abundancia de la microbiota intestinal.

De especial importancia, el consumo de dietas que tuvieron las madres también
puede repercutir en la diversidad y abundancia de la microbiota intestinal de la
descendencia. Datos preliminares mostraron que el consumo de dietas altas en
lipidos y carbohidratos provocaba una disminucion de la especie Akkermansia en la
descendencia, de peculiar interés ya que tiene efectos de mantenimiento e
integridad de la barrera intestinal.
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Figura 8. Esquema de diferentes barreras placentarias. a) La barrera placentaria
hemomonocorial del homo sapiens, conejillo de indias y chinchilla, sélo una capa de
sincitiotrofoblasto separa el espacio sanguineo materno de los capilares fetales. b)
La barrera placentaria hemodicorial en el conejo, una capa de sincitiotrofoblasto y
una capa de citotrofoblastos separan el espacio sanguineo materno de los capilares
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fetales. c) La barrera placentaria Hemotricorial, reportada en ratas y ratones, tres
capas de células trofoblasticas separan el espacio sanguineo materno de los
capilares fetales. (Modificado de Andersen, et al. 2018).

Dado el incremento acelerado de sobrepeso, obesidad y sindrome metabdlico,
de especial interés en mujeres en edad reproductiva, por el aumento en el consumo
de dietas altas en lipidos y carbohidratos, los estudios transgeneracionales en
modelo de conejo europeo basados en la sobre nutricion materna empieza a tomar
relevancia.

El consumo cronico materno de una dieta alta en carbohidratos y lipidos durante la
gestacion, aunada al consumo de la misma por parte de la descendencia en la etapa
adulta, se asocia a alteraciones en el metabolismo energético, asi como a cambios
en el perfil bacteriano intestinal en el conejo europeo.

Establecer si en el conejo europeo la sobrenutricion materna durante la gestacion,
aunada al consumo de dietas altas en carbohidratos y lipidos por parte de la
descendencia en la vida adulta (reto metabdlico), se asocia a cambios en los perfiles
metabdlico y bacteriano intestinal.

Determinar si el estado nutricional materno durante la gestacion, aunado el reto
metabdlico de la descendencia en la etapa adulta se asocia a:

* El metabolismo energético.
* El perfil bacteriano intestinal.
* La correlacion entre las alteraciones metabdlicas y el perfil bacteriano

intestinal.

El presente proyecto se realizé de acuerdo con los lineamientos establecidos en la
Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de los Institutos Nacionales
de Salud (NIH Pub. No. 86-23, revisada en 1996) y conforme a las normas de
Tratamiento de animales en Investigacion del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Autbnoma de México, UNAM (numero de registro
#98).
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El estudio se realizd en conejos de la cepa Chinchilla. Se utilizaron dos grupos de
conejos (Figura 9), conejas alimentadas con dieta estandar (CON, n=8) y el segundo
grupo conejas alimentadas con una dieta alta en lipidos y carbohidratos (SN, n=12).
Los animales fueron criados y mantenidos en el bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Las hembras reproductoras se alojaron en jaulas individuales de acero
inoxidable, 120x 60x 45cm y se mantuvieron en un ciclo de 16 horas luz/ 8 horas de
oscuridad, encendido de las luces a las 09:00 horas.

) % CON/con n=6

FO F1 77 é CON/sn n=5

CON n=8 con . Reto metabélico
SN n=12 sn (Dieta estandar)
Apareamiento Eutanasia Hembras )
machos o ) SN/sn n=7
PRGNSO CGHiGS Destete Eutanasia descendencia
Dia
FO (edad) 30 60 75 0
F1 (edad) 0 30 440 (reto metabolico) 470
Mediciones A
Biométricas A
== Registro peso corporal, consumo de alimentos y agua A Muestra plasma A Muestra contenido cecal

Figura 9. Disefo experimental del protocolo de los animales y grupos
experimentales. Se obtuvieron 20 conejas pie de cria en el cual se subdividieron de
acuerdo con la dieta proporcionada. Se aparearon con machos alimentados con
dieta estandar. El dia 0 es el momento del nacimiento de las crias, denominado con
F1, la descendencia fue alimentada con madres nodrizas que consumieron una
dieta estandar, al dia 30 de nacidos se realizé el destete, consumiendo una dieta
estandar. Al dia 440 se proporciond el reto metabdlico durante 30 dias,
subdividiendo los grupos en CON-CON, CON-SN, SN-CON y SN-SN. Al dia 470 se
obtuvieron las muestras de suero y contenido cecal.

Las crias fueron obtenidas de conejas (FO) nuliparas de 24 semanas de edad,
alimentados con dieta estandar para conejo, (Tabla 1, Conejo Ganador Malta
Cleyton, México) o con una dieta rica en grasa y carbohidratos (Anexo 1).

La dieta SN fue elaborada a partir de la dieta estandar, la cual se suplementd
con 0.1% de colesterol (Sigma, E.U.A.), 4% aceite de soja, (Sigma, E.U.A.) y 15%
azucar refinada (Great Value, México), proporcionando 47% y 10% mas de energia
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de las grasas y carbohidratos que el obtenido de CON. Durante todo el experimento
los animales de ambos grupos tuvieron acceso ad libitum al agua y alimento.

A las 20 semanas de edad, las hembras de ambos grupos experimentales se
aparearon con machos de 24 meses de edad, de la misma cepa, que fueron
alimentados con dieta CON durante toda su vida.

Durante la gestacion, las hembras se alojaron individualmente. Las hembras
CON continuaron con la dieta CON, mientras que las hembras SN tuvieron una
alimentacion mixta, recibiendo la dieta SN cada tercer dia y los demas dias, la dieta
CON. Cuatro dias antes de la fecha programada al parto, se colocé una madriguera
artificial en la jaula de las conejas prefiadas.

El dia del parto se definié como el dia posnatal cero (P0). Los conejos recién
nacidos se pesaron al nacer, se marcaron en las orejas para su identificacién
individual y se les permiti6 permanecer en la madriguera con la madre durante 6
horas. Posteriormente, éstas se dividieron en dos grupos:

* Crias obtenidas de hembras CON.

* Crias obtenidas de hembras SN.

Cada camada se ajustd con 6 conejos cada una. En el presente estudio se utilizé
un total de 24 conejos Chinchilla.

Los conejos de ambos grupos fueron amamantados por nodrizas alimentadas
con dieta CON hasta el dia P31, el cual fue inicio del destete. La etapa de transicion
se realizé en los dias P32-P35, por lo que ademas de tener acceso a la hembra
lactante, también tenian acceso a la dieta CON de forma ad libitum. Los animales
fueron destetados al dia P36, ambos grupos de animales recibieron dieta CON, a la
cual tuvieron acceso ad libitum hasta el dia 440 de edad, momento en que se
sometieron al reto metabdlico, el cual consisti®é en administrar la dieta
desequilibrada (dieta SN), durante 30 dias de acuerdo con los siguientes grupos
experimentales:

Q© CON-CON Grupo de animales obtenidos de hembras alimentados con

dieta estandar y que en la edad adulta la descendencia fue
alimentada con dieta estandar. Constituido por 2 hembras y 4
machos.

© CON-SN Grupo de animales obtenidos de hembras alimentados con
dieta estandar y que en la edad adulta la descendencia fue
alimentada con dieta alta en lipidos y carbohidratos. Integrado
por 2 hembras y 3 machos.

Q SN-CON Grupo de animales obtenidos de hembras alimentados con
dieta alta en lipidos y carbohidratos y que en la edad adulta la
descendencia fue alimentada con dieta estandar. Conformado
por 2 hembras y 4 machos

©Q SN-SN Grupo de animales obtenidos de hembras alimentados con
dieta alta en lipidos y carbohidratos y que en la edad adulta la
descendencia fue alimentada con dieta alta en lipidos y
carbohidratos. Con 2 hembras y 5 machos.
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Durante los 30 dias que duro el reto metabdlico, se registré diariamente el consumo
de alimento y agua. Dicho registro se realizé colocando 300 gr de alimento en el
comedero y 1.9 | de agua en el bebedero de cada animal a las 9:00 horas, el
alimento y agua remanente fueron medidos pasadas 24 horas. De inmediato se
completé la misma cantidad de alimento y agua, respectivamente. El peso corporal
de los conejos fue obtenido una vez a la semana a las 9:00 horas, colocando al
conejo en medio de la bascula digital (s/m).

Al término del reto, en el dia 470 de edad, la descendencia fue eutanizada.
Para tal efecto, los animales fueron colocados en un cepo de manta para impedir su
movilidad, se les expuso a una dosis de sevoflurano inhalado, (Abbott, México) para
sedarlos, posteriormente en la vena marginal de alguna de las orejas se le inyectd
una sobredosis de 30 mg/kg de pentobarbital (Pisabental, Pisa Agropecuaria,
México). Posteriormente los animales fueron decapitados con ayuda de una
guillotina.

Para determinar los niveles séricos de glucosa (GLU), colesterol (COL), colesterol
de alta densidad (HDL), colesterol de baja densidad (LDL), triglicéridos (TG) y
acidos grasos no esterificados (NEFA). Los animales se mantuvieron en ayuno por
15 h antes de tomar la muestra de sangre, dicha muestra se obtuvo mediante la
insercidon de un catéter en la arteria de alguna de las orejas, el plasma recolectado
se centrifugd a 3,000 rpm durante 15 min para obtener el suero, las cuales fueron
almacenadas en un ultracongelador a -70°C hasta el momento de las
determinaciones.

Para determinar el perfil bacteriano intestinal, fueron obtenidas muestras de
contenido cecal, las muestras fueron colocadas en un tubo Eppendorf de 2 ml y se
almacenaron en un ultracongelador a -70°C, hasta el momento de las
determinaciones.

Las muestras de suero fueron analizadas mediante la técnica de colorimetria en el
cual se procesa usando el método de espectrofotometria utilizando el Kit comercial
de ensayo colorimétrico enzimatico (Randox Laboratories LTD., Reino Unido y
Biosino Bio-Technology & Science Inc.); las determinaciones se realizaron de
acuerdo con las especificaciones del fabricante.

La extraccion de DNA bacteriano, se realiz6 mediante el Kit QlAamp PowerFecal
DNA, QIAGEN Meéxico, conforme a las especificaciones del fabricante (Figura 10).
Brevemente, la extraccion se realizé de 0.2 g de contenido cecal, los cuales se
transfirieron al tubo con perlas y se le afadié 750uL de buffer Powerbead Solution,
las muestras fueron homogenizadas mediante el Fastprep durante 45 s.
Posteriormente, las muestras se incubaron y se transfirio el DNA al MN Spin column
(Figura 10). Después se realiz6 lavados para retirar contaminantes de las muestras.
Finalmente, se transfirio el DNA a un tubo de recoleccion mediante eluir con agua
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grado biologia molecular. Las concentraciones de DNA de cada muestra fueron
determinadas por espectrofotometria, mediante mediciones en Nanodrop y se
determiné la pureza de cada muestra midiendo la relacion de absorbancia
A260/A280. Posteriormente el DNA bacteriano se diluyd para tener una
concentracion final de 50 ng/uL y se almaceno en un ultracongelador a -70°C.

Preparar la muestra. - Afiadir muestra, PowerBead Solution,
agregar solucion C1, incubar a 65°C
durante 10 min.

Lisis celular. = Fast prep. Afadir solucion

- C2, incubar a 8°C

Inhibir la eliminacion. Agregar solucién C3, incubar a
8°C

Enlazar DNA. - Agregar solucién C4. Cargar en
el MN Spin Column.

Lavar. = Afiadir solucién C5
Eluir. 1 Agregar solucién C6

Figura 10. Protocolo del Kit QlAamp Powerfecal DNA para la extraccion de DNA
del contenido cecal.

La realizacién de las librerias se basd en el protocolo de amplificacion de la
region V4 del gen 16s RNAr (Figura 11). Se utilizé primers 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), siendo este ultimo oligo el que incluyd el cddigo de barras para la
identificacion de la muestra, como sugiere el Earth Microbiome Project (Caporaso,
et al., 2010).

Se utilizaron 30 uL del DNA de cada muestra para la realizacion de la primera
PCR punto final, se us6 una concentracién de 50 ng/uL de ADN de cada muestra y
se prepard 23 ulL de la mezcla de reaccion, el cual incluia 22.5 uL Platinum Taq
DNA polimerasa y 0.5 uL primer universal forward, posterior se afiadié 2 uL de DNA
de cada muestray 0.5 ulL del primer reverse, de los cuales se utilizaron 24 diferentes
(Anexo 3) y se colocaron en una placa los tubos para PCR pertenecientes a cada
muestra; se realizé la PCR con los siguientes ciclos: 94°C durante 3 min por 1 ciclo,
94°C durante 30s por 30 ciclos, 50°C durante 30s por 30ciclos, 68°C durante 3 min
por 30 ciclos y 68°C durante 5 min por 1 ciclo. Una vez concluido, se realizé la
confirmacion de la amplificacion de la region V4 gen 16s RNAr mediante una
electroforesis (agarosa al 2%). Los productos se purificaron usando perlas
Angecourt AMPure XP, seguido de su cuantificacion mediante el fluorometro Qubit
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2.0 (Invitrogen). Se realiz6 una segunda PCR punto final, se utiliz6 una mezcla de
reaccion con 45ul Platinum Taq DNA polimerasa y 1 uL primer universal forward y
1 uL de primer reverse, los cuales se ocuparon cuatro diferentes (Anexo 3); estos
oligos son necesarios para que se unan por complementariedad a los oligos que se
encuentran en la placa de flujo en el proceso de secuenciacion en la plataforma de
lllumina, los cuales se corrieron en cuatro tubos para PCR y se realiz6 la PCR con
los siguientes ciclos: 94°C durante 2 min por 1 ciclo, 94°C durante 30s por 5 ciclos,
60°C durante 30s por 5 ciclos, 68°C durante 1.5m por 5 ciclos y 68°C durante 5 min
por 1 ciclo. De nueva cuenta se realizé una electroforesis (agarosa al 2%), para
comprobar que el amplicon sea mas grande como resultado de la adiciéon de los
adaptadores de lllumina. Los productos se purificaron usando perlas Angecourt
AMPure XP, seguido de su cuantificacion mediante el fluorémetro Qubit 2.0. Las
proporciones equimolares de amplicones de las muestras individuales se
combinaron y secuenciaron utilizando una plataforma lllumina MiSeq 2 x 250, en la
unidad de secuenciacion del Instituto Nacional de Medicina Gendmica, en
colaboracion con la Dra. Sofia Moran Ramos.

1a etapa P(R 2a etapa PR
2da P(R
1er PCR Adicion de los codigo
Amplificacion de la de barras
region V4

Purificacion de
producto de PCR

Purificacion de
producto de PCR

Normalizacion de la
-
concentracion de la
N
libreria

Codigo de barras

\, (Cédigo de barras

Figura 11. Protocolo de amplificacion de la region V4 del gen 16s rRNA. (Modificado
de Illlumina Miseq system).

Cada una de las lecturas de las secuencias de la region V4 (254 pb) del gen 16s
RNAr, se sometieron a un tratamiento para asegurar su calidad. Se removieron los
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primers de las lecturas F1 y R2 y el codigo de barras, posteriormente se realizé el
corte de las lecturas, seguido de la union de ambas lecturas (F1 y R2) de cada
muestra, usando fastg-join (Aronesty, 2013), para obtener amplicones con una
longitud maxima de 250 par de bases los cuales se sometieron a un filtro de calidad.

Las librerias en formato fastq se convirtieron a formato fasta, y se generd una
Tabla en formato BIOM (Del inglés: Biological Observation Matrix), la cual es una
tabla de contingencia en un formato que puede ser reconocido por el software QIIME
(Del inglés: Quantitative Insights Into Microbial Ecology). Se analizaron un total de
3,217,865 secuencias de extremos emparejados utilizando QIIME v.2.0 (Caporaso
et al.,, 2010). Se cred un archivo manifiesto (mapping file) donde se integran el
cédigo de barras, del Forward y el Reverse. La seleccion de unidades taxonémicas
operativas (OTU) se realizé utilizando el conjunto de herramientas Qiime-tools,
mediante el método UCLUST. Posterior se realizaron las agrupaciones de las
lecturas de las secuencias, seguido de una comparacién contra la base de datos
SILVA generando una Tabla de contingencia con los OTUs establecidos, el nombre
de cada muestra, el OTU y las lecturas de las secuencias. Las OTU se definieron
como secuencias bacterianas con al menos un 97 % de similitud. Posteriormente,
las secuencias se filtraron para eliminar las que presentaron baja calidad, quimeras,
OTUs que estan representados solamente por una lectura y combinacion de
lecturas de extremos emparejados, mediante el algoritmo de eliminacién de ruido
de amplicon divisivo (DADAZ2) (Callahan, et, al. 2016). Se exportd el archivo con el
numero de lecturas en un archivo denominado “OTU”. Después de que los archivos
de los OTUs/ASVs resultantes, se fusionaron en una Tabla general. La taxonomia
se asign6 de acuerdo con la taxonomia de referencia de las lecturas el cual se
asignaron a nivel de dominio, filo, clase, orden, familia, género y especie,
respectivamente, generando el formato de taxonomia “TAX”. Los archivos
generados se utilizan con el metadatos (Anexo 4) para realizar los analisis
bioestadisticos.

Con el propdsito de determinar el efecto de la sobrenutricidn materna y el consumo
directo de la misma por parte de la descendencia en el peso corporal, ingesta de
agua y alimento, asi como las concentraciones de los niveles séricos de cada
analito, los datos fueron analizados mediante una ANOVA de una via, seguida de
una prueba post hoc Bonferroni/Dunn. (StatView, SAS, Estados Unidos).
Finalmente se graficaron con el programa Sigma Plot.

Para poder determinar el perfil bacteriano intestinal se analizé6 tanto la
diversidad, como la abundancia. Dentro de las métricas de diversidad se encuentra
la a, para poder determinar la diversidad dentro de las muestras se realizaron a
partir de la Tabla BIOM con el comando “alpha_rarefaction.py” en QIIME, los cuales
fueron el indice de Shannon para conocer la diversidad y homogeneidad de los
OTUs con sus tratamientos respectivamente. Para estimar la riqueza de OTUs
(diferentes tipos de especies bacterianas) en los tratamientos, se utilizé el indice de
Simpson, el cual estima la riqueza y la distribucion de la abundancia de las especies,
detectando la dominancia de éstas y el indice de Shannon, el cual estima la equidad
en la riqueza y abundancia dentro de los grupos experimentales. Se realizé a una
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profundidad de 4000 lecturas, con la finalidad de evitar un sesgo por las diferentes
profundidades de lecturas en cada muestra, los valores obtenidos de los analisis de
las métricas Shannon, Simpson y OTUs observados, se evaluaron estadisticamente
mediante Kruskall-Wallis, para determinar si existe una diferencia significativa entre
los tratamientos. Para graficar los analisis se utilizé el programa R (Anexo 5).

Para determinar la disimilitud del perfil bacteriano intestinal entre las muestras,
se estimé la diversidad B, el cual se utilizaron las métricas de Bray Curtis y Jaccard.
Se realizaron a partir de la tabla BIOM, en QIIME, utilizando el comando
“beta_diversity _through_plots.py”, para la comparacion de las comunidades
microbianas en funcién de su tratamiento. Las matrices de distancia generadas en
cada analisis de diversidad p se utilizaron para determinar el valor R, mediante una
prueba PERMANOVA (Permutational analysis of variance), tal valor permite
determinar la diferencia entre los grupos, a partir de las distancias generadas y
representado por un valor que puede ir de 0 a 1, siendo 0 para una diferencia nula,
y 1 que indica que los grupos son diferentes. Para graficar los analisis se utilizo el
programa R (Anexo 6).

Para conocer la abundancia relativa bacteriana en cada grupo bajo estudio, se
realizé a partir de la Tabla BIOM generada, se asigné la taxonomia a nivel de filo,
familia 'y género, con QIIME 1.9.1, |utilizando el comando
“summarize_taxa_through_plots.py”, para normalizar dicha abundancia. Para
graficar el analisis de abundancia se utilizé el programa R (Anexo 7).

Para saber cuales son las bacterias diferencialmente abundantes entre los
grupos bajo estudio, se realizdé un analisis estadistico multivariante en el paquete
LEfSe (Segata et al, 2011), con parametros predeterminados, consultados en:
Galaxy (harvard.edu) (18/abril/2022), para detectar caracteristicas significativas,
taxonomia y abundancia de vias, que diferencian grupos y clasifican estas
caracteristicas por tamafio del efecto. El valor de a utilizado para la prueba factorial
de Wilcoxon fue de 0,05. El umbral utilizado en la puntuacién del analisis de
discriminacion lineal logaritmica para la caracteristica discriminatoria fue 2.

Para el analisis de correlacién de datos entre los niveles de los analitos
metabdlicos con las bacterias diferencialmente abundantes a nivel taxondmico
género, mediante los resultados del analisis de LEfSe, se realiz6 la correlacion de
Spearman, medida de correlacién o interdependencia entre dos variables aleatorias,
en el programa R. Se elaboré un mapa de calor con su coeficiente de correlacion y
su valor-p (Anexo 8).
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Resultados

6.1 Peso corporal
En cuanto al efecto de la sobrenutriciéon crénica materna por el consumo de una
dieta alta en lipidos y carbohidratos, asi como el consumo de la dieta desequilibrada
por parte de la descendencia en la vida adulta, la ANOVA (Grupo: F3s3 =1.8,
p=0.11) reveld que las conejas de los cuatro grupos bajo estudio presentaron un
peso corporal similar entre 3.9 + 0.4 — 4.0 = 0.6 kg. (Figura 12).

5000 -

4000 =

3000 -

Gramos

2000 -

1000 -

0 T
CONCON CONSN SNCON SNSN

Figura 12. Promedio del peso corporal del conejo Chinchilla al término del reto
metabdlico. Barra azul claro (CON-CON, n=6), barra azul fuerte (CON-SN, n=6),
barra rojo claro (SN-CON, n=6) y barra rojo oscuro, (SN-SN, n=6). Los valores estan

representados como medias X = E.E. El reto metabdlico duro 30 dias.
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En cuanto a la ingesta de agua, la ANOVA revel6 cambios asociados a la condicién
nutricional de los animales (Grupo: F(34994.056)=15.51, p <0.001). Los animales del
grupo CON-CON mostraron el mayor consumo de agua, ingiriendo 126.0 + 5.9 ml
al dia, mientras que los grupos CON-SN, SN-CON y SN-SN consumieron 86.0 +
3.1,115.0 + 4.2 y 103.0 = 3.6 ml/dia, respectivamente (Figura 13a)..

Respecto al consumo de alimento, la ANOVA evidencié que no se presentd
cambios significativos de la cantidad de gramos consumidos de alimento entre los
grupos bajo estudio (Grupo: F(1753.4=1.69, p=0.16). Los animales pertenecientes a
los cuatro grupos bajo estudio consumieron un promedio de alimento entre 69 + 2.5
—-77.5 = 3.3 g (Figura 13 b).

En la ingesta de kcal provenientes de los carbohidratos, fueron identificados
cambios significativos entre los grupo de animales (Grupo: F(1258422=6.18, p
<0.001). Los animales del grupo CON-CON consumieron un promedio de 98.5 + 4.2
kcal/dia, mientras que los animales que se sometieron al reto metabdlico, el grupo
CON-SN y SN-SN consumieron significativamente mas kcal, con un promedio de
104 £ 4.6 y 109 + 4.1 kcal/dia, respectivamente. Mientras que los animales del grupo
SN-CON mostraron una disminucién significativa en el consumo de
kcal/carbohidratos respecto al grupo CON-CON, con un promedio de 86 + 3.1
kcal/dia. (Figura 13 c).

De forma similar en la ingesta de kcal aportadas por los lipidos fueron
observados cambios entre los grupos bajo estudio (Grupo: F(2246.80=94.47, p
<0.001). Los animales pertenecientes al grupo CON-CON consumieron un promedio
de 6.5 = 0.3 kcal/dia. Similar a los animales del grupo SN-CON tuvieron un consumo
de 5.8 £ 0.2 kcal/dia, como era de esperar los animales que se sometieron al reto
metabalico, el grupo CON-SN y SN-SN aumentaron su ingesta significativamente
en la ingesta de kcal aportados por los lipidos, con un promedio de 13.3 + 0.6 y 13.6
+ 0.5 kcal/dia, respectivamente (Figura 13 d).
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Figura 13. Promedio de la ingesta de agua, alimento y Kcal de conejos Chinchilla en la edad adulta después
del reto metabdlico. a) Promedio de consumo de agua. b) Promedio consumo de alimento en gramos. c)
Promedio de consumo de kcal provenientes de carbohidratos y d) Promedio de consumo de kcal provenientes
de los lipidos. Barra azul claro (CON-CON), barra azul fuerte (CON-SN), barra rojo claro (SN-CON) y barra
rojo oscuro (SN-SN). Los valores estan representados como medias + E.E.

Los asteriscos representan la significancia estadistica entre los grupos experimentales * p < 0.05, ** p < 0.001.
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En relacion a los niveles séricos de GLU (Figura 12 a), TG (Figura 12 b) y NEFA
(Figura 14c) la ANOVA reveld que no se presentaron cambios significativos
asociados a la condicion nutricional de los animales (GLU: Grupo: F(173.98=0.82,
p=0.49; TG: Grupo: F(158.32=0.65, p=0.58; NEFA: Grupo: F(254.19)=0.83, p=0.49).

Por el contrario, en los niveles séricos de COL, HDL y LDL la ANOVA revelo
cambios significativos en los niveles de estos analitos por el consumo de la dieta
desequilibrada en la descendencia proveniente de madres sobrenutridas y por el
consumo directo de la misma. En los niveles de COL (Grupo: F(34676.73)=5.58,
p<0.05), los niveles séricos promedio en ayuno de este metabolito en el grupo CON-
CON fueron de 47.8 + 6.4 mg/dl, un rango similar fue observado en el grupo SN-
CON de 44.8 + 2.2 mg/dl. En contraste, el grupo CON-SN y SN-SN mostraron un
incremento significativo en los niveles de COL con un promedio de 126.1 + 24.8
mg/dl. y 210.0 + 68.4 mg/dI, respectivamente, respecto al grupo CON-CON (Figura
14 d). De forma similar los niveles séricos de LDL (Grupo: Fe9s.35=5.15, p<0.05),
el grupo CON-CON los niveles séricos promedio en ayuno fueron de 9.1 + 3.2 mg/dI,
y en el grupo SN-CON fue de 5.5 + 0.6 mg/dl; mientras que los animales sometidos
al reto metabdlico, los grupos CON-SN y SN-SN aumento significativamente los
niveles de LDL respecto al grupo CON-CON, con un promedio de 51.8 + 18.8 y 55.8
+ 17.2 mg/d|, respectivamente (Figura 14f).

En relacion a los niveles séricos de HDL, el analisis de varianza mostré cambios
significativos en los niveles de este analito por el consumo de la dieta
desequilibrada, (Grupo: F(32241)=3.65, p<0.05). Los animales pertenecientes al
grupo CON-CON los niveles séricos promedio en ayuno fueron de 40.7 + 5.7 mg/dI.
La sobrenutricion materna durante la gestacién (grupo SN-CON) produjo una
disminucién significativa de los niveles de HDL respecto al grupo CON-CON, con
un promedio 28.2 + 2.5 mg/dl. El reto metabdlico (grupo CON-SN) también indujo
una disminucion significativa de HDL respecto al grupo CON-CON, con un promedio
de 24.7 + 4.0 mg/dl. De igual forma el grupo de conejos obtenidos de hembras
sobrenutridas y que adicionalmente fueron sometidas el reto metabdlico (grupo SN-
SN), mostraron una disminucion significativa respecto al grupo CON-CON, con un
promedio de 26.2 + 1.8 mg/dl (Figura 14e).
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Figura 14. Perfil metabdlico en conejos Chinchilla después de consumir la dieta desequilibrada. a) Promedio
de GLU. b) Promedio de TG. ¢) Promedio de NEFA. d) Promedio de COL. e) Promedio de HDL. f) Promedio de
LDL. Barras azules claro (CON-CON), barras azules fuerte (CON-SN), barras rojas claro (SN-CON) y barras
rojas oscura (SN-SN). Los valores estan representados como medias + E.E.

Los asteriscos representan la significancia estadistica entre los grupos experimentales * p < 0.05, ** p < 0.001.
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Para conocer el efecto de la sobrenutricion materna por el consumo de dietas altas
en lipidos y carbohidratos, asi como una segunda exposicion a la dieta en la edad
adulta sobre el perfil bacteriano intestinal, se secuencio el gen 16s RNAr del
contenido cecal de los animales pertenecientes a los grupos bajo estudio, para
evaluar el efecto de dichas dietas mediante las métricas de diversidad y abundancia.

Se evaluo la diversidad a dentro de los grupos experimentales mediante 3
indices OTUs observados, Shannon y Simpson. En el primero de estos, OTUs
observados (Figura 15a), los cuatro grupos bajo estudio presentaron una riqueza
bacteriana similar (p= 0.85), entre 345-450. Respecto al indice de Shannon (Figura
15b) y el indice de Simpson (Figura 15c), los grupos mostraron tendencias similares
(Shanon: p=0.48; Simpson: p= 0.25). Por lo que los grupos bajo estudio presentaron
una equidad bacteriana similar.
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Figura 15. Diversidad a en conejos Chinchilla. a) OTUs observados, b) indice de
Shannon y c) indice de Simpson. Barra roja (CON-CON), barra verde (CON-SN),
barra azul claro (SN-CON) y barra morada (SN-SN). Los valores estan
representados como medias + E.E.
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Para determinar el efecto asociado a la sobrenutricion materna y/o reto metabdlico
sobre la diversidad bacteriana intestinal, se realizé el analisis de la diversidad , el
cual estima la disimilitud entre las muestras. De acuerdo con la PERMANOVA,
revel6 cambios significativos en la diversidad bacteriana por el efecto de
sobrenutricibn materna y el consumo directo de la dieta desequilibrada (Grupo:
F(0_3747)=1 24, R2= 14.9%, p < 005) Y por sexo (GI"UpOI F(0.65635) =2.17, R2= 8.7%; p
< 0.001). Se utilizé la métrica de Jaccard entre los grupos experimentales, el cual
estima la composicion del perfil bacteriano intestinal ya que evalua si hay presencia
o ausencia de ciertas bacterias intestinales entre los grupos experimentales (Figura
16).
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Axis.1 [9.9%]

Figura 16. Diversidad § mediante la métrica Jaccard en conejos Chinchilla. Color
rojo (CON-CON), color verde (CON-SN), el color azul (SN-CON) y el color morado
(SN-SN). Los circulos representan a las hembras y los triangulos a los machos.

Ademas, la PERMANOVA revel6 cambios significativos mediante la métrica Bray
Curtis, el cual pondera por abundancia relativa, la diversidad bacteriana por el
consumo de la dieta desequilibrada (Grupo: Fo.20080=1.42, R*= 16.2%, p < 0.05) y
por sexo (Grupo: F(e2000) =3.03, R*= 11.5%; p < 0.001) (Figura 17). Por lo que la
sobrenutricién materna y/o el reto metabdlico son causantes de una disimilitud en la
diversidad tanto en la composicién, como en la abundancia del perfil bacteriano
intestinal.
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Figura 17. Diversidad  mediante la métrica Bray Curtis en conejos Chinchilla. Color
rojo (CON-CON), color verde (CON-SN), color azul (SN-CON) y color morado (SN-
SN). Los circulos representan a las hembras y los triangulos a los machos.

Nivel taxonémico Filo

El analisis de taxonomia revel6 que la sobrenutricion materna, asi como el consumo
directo de la dieta desequilibrada tiene efecto en la abundancia del perfil bacteriano
intestinal. A nivel de Filo (Figura 18), los Firmicutes fueron los mas abundantes, en
el grupo CON-CON fue de 48.4%, en el grupo CON-SN fue de 57.7%, mientras que
el grupo SN-CON fue de 57.8% y en el grupo SN-SN fue de 43.8%. Seguido de
Bacteroidota, en el grupo CON-CON se present6 en 35.2 %, el consumo de la dieta
desequilibrada provocé una ligera disminucién de la abundancia relativa de dichas
bacterias, en los grupos CON-SN (30.3%), SN-CON (30.0 %) y SN-SN (33.0%). El
tercer Filo mas abundante fue Verricomicrobiota, en el grupo CON-CON presentd
una abundancia de 11.4%, los grupos CON-SN y SN-CON mostraron una
disminucién de este filo (abundancia fue de 4.6% y 7.9%, respectivamente),
mientras que el grupo SN-SN mostraron un ligero incremento (16.5%). Respecto al
Filo Proteobacteria, todos los grupos mostraron abundancias similares entre el 1.2
-1.7% (Figura 18). En el grupo CON-CON la abundancia relativa fue de 1.5 £1.5%,
en el grupo CON-SN fue de 1.7 = 0.02%, en el grupo SN-CON de 1.2 + 0.06% y en
el grupo SN-SN de 1.4 + 0.06%.
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Figura 18. Abundancia relativa del perfil bacteriano intestinal a nivel taxonémico Filo
en conejos europeo. Se esquematiza los 15 Filos mas representativos ordenados
de acuerdo con los grupos bajo estudio. Conejos provenientes de madres que
consumieron una dieta estandar en la gestacion y postnatalmente consumieron una
dieta estandar (CON-CON), conejos obtenidos de madres que consumieron una
dieta estandar durante la gestacién y postnatalmente consumieron una dieta
desequilibrada (CON-SN), conejos obtenidos de madres que consumieron una dieta
desequilibrada durante la gestaciéon y posnatalmente consumieron una dieta
estandar (SN-CON) y conejos originarios de madres que consumieron una dieta
desequilibrada durante la gestacidon y posnatalmente tuvieron una segunda
exposiciéon a la misma dieta (SN-SN).

Nivel taxonémico Familia

A nivel de Familia, la Bacteroidaceae fue el mas abundante (Fig. 19); todos los
grupos bajo estudio mostraron una abundancia entre el 14.9 — 18.5%. Seguido de
la Familia Lachnospiraceae, el cual en el grupo CON-CON mostré una abundancia
del 13.9%, la sobrenutricion materna y/o reto metabdlico causo un incremento de
esta familia cuya abundancia fue del 19.6% en el grupo CON-SN, 20.2% en el grupo
SN-CON fue de 20.2 + 7.9% y 17.5% en el grupo SN-SN. En tercer lugar de
abundancia estuvo la Familia Oscillospiraceae, donde en el grupo CON-CON
presentaron una abundancia del 11.9%, en el grupo CON-SN fue de 16.3%, en el
grupo SN-CON del 13.5% y en el grupo SN-SN del 9.8%. En cuarto nivel de
abundancia estuvo la Familia Akkermansiaceae, en el grupo CON-CON mostré un
11.3% de abundancia de esta familia, los grupos CON-SN y SN-CON mostraron una
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disminucién mostrando una abundancia del 4.6 y 7.9%, respectivamente, mientras
que el grupo SN-SN mostré un incremento con una abundancia del 16.5%. Por
ultimo, la Familia Clostridia_vadinBB60 presentdé una abundancia similar en los
grupos CON-CON, CON-SN y SN-CON con un 10.2, 7.4 y 9.4%, respectivamente,
en contraste el grupo SN-SN mostrd una disminucién marcada de esta familia con
una abundancia del 3.4%.
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Figura 19. Abundancia relativa del perfil bacteriano intestinal a nivel taxonémico
Familia en conejos europeos. Se esquematiza las 20 Familias mas representativas,
ordenados de acuerdo con los grupos experimentales. Conejos provenientes de
madres que consumieron una dieta estandar en la gestacion y postnatalmente
consumieron una dieta estandar (CON-CON), conejos obtenidos de madres que
consumieron una dieta estandar durante la gestacion y postnatalmente
consumieron una dieta desequilibrada (CON-SN), conejos obtenidos de madres que
consumieron una dieta desequilibrada durante la gestacién y posnatalmente
consumieron una dieta estandar (SN-CON) y conejos originarios de madres que
consumieron una dieta desequilibrada durante la gestacién y posnatalmente
tuvieron una segunda exposicion a la misma dieta (SN-SN).
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Nivel taxonémico Género

A nivel de Género, Bacteroide mostré una abundancia similar en todos los grupos
bajo estudio del 14.9 — 18.5% (Figura 20). Seguido de Lachnospiracea con una
abundancia del 12.8 + 6.8% en el grupo CON-CON, este género mostré6 mayor
abundancia en los grupos CON-SN, SN-CON y SN-SN del 18.2, 19 y 16.3%,
respectivamente. El género Akkermansia mostré una abundancia del 11.3% en el
grupo CON-CON, en los grupos CON-SN y SN-CON mostraron una disminucion en
su abundancia alcanzando el 4.6 y 7.9%, respectivamente; por el contario en el
grupo SN-SN este género se incremento alcanzando una abundancia del 16.5%. El
género Clostridia vadinBB60 mostré una abundancia similar del 7.4 — 10.2% en los
grupos CON-CON, CON-SN y SN-CON, mientras que en el grupo SN-SN este
género mostré una disminucion alcanzando una abundancia de tan solo el 3.4%.
Por ultimo, un género perteneciente a la familia Oscillospiraceae, presenté una
abundancia del 6% en los grupos CON-CON, SN-CON y SN-SN, mostrando un
incremento en el grupo CON-SN alcanzando el 11.5%.

100% -

75%-

50% -

25%-

0% -

CON-CON CON-SN SN-CON SN-SN
il g_Other g_Monoglobus
' g _Atopoblaceae g_Other
& g_Bacteroides I g_Colidextribacter
8 g_uncultured I g Vv8D2013_group
8 g Muribaculaceae I g_Other
I g Alistipes © g UCG-10
m g_dgA-11_gut_group i g_Other
] g_Parabacteroides = g_Akkermansia
m g_Clostridia_vadinBB60 & g_Other
Bl g_uncultured
] g_Other

40



Figura 20. Abundancia relativa del perfil bacteriano intestinal a nivel taxonémico
Género en conejos europeos. Se esquematiza los 20 Géneros mas representativos,
ordenados de acuerdo con los grupos experimentales. Conejos provenientes de
madres que consumieron una dieta estandar en la gestacion y postnatalmente
consumieron una dieta estandar (CON-CON), conejos obtenidos de madres que
consumieron una dieta estandar durante la gestacion y postnatalmente
consumieron una dieta desequilibrada (CON-SN), conejos obtenidos de madres que
consumieron una dieta desequilibrada durante la gestacién y posnatalmente
consumieron una dieta estandar (SN-CON) y conejos originarios de madres que
consumieron una dieta desequilibrada durante la gestacién y posnatalmente
tuvieron una segunda exposicion a la misma dieta (SN-SN).

El consumo de dietas desequilibradas durante la gestacién, asi como el consumo
directo de la misma por parte de la descendencia en la vida adulta, provocdé
diferencias en la abundancia en el nivel taxonémico Filo, Familia y Género,
acentuandose en los animales que tuvieron las dos exposiciones a la dieta alta en
carbohidratos y lipidos.

Para conocer el efecto que tiene el consumo de la dieta desequilibrada, se aplico el
analisis lineal discriminante (LDA) que utiliza método el tamano del efecto (Lefse)
para comparar las bacterias diferencialmente abundantes entre los grupos
experimentales CON-CON y CON-SN. EI grupo CON-CON presenté dos clados
bacterianos, bacterias pertenecientes al género Rikenellaceae y Frisingicoccus
respecto al grupo que consumié la dieta desequilibrada, CON-SN. A su vez,
consumo de la dieta desequilibrada produjo un incremento en la abundancia de seis
clados bacterianos, quienes destacan a nivel del Filo Proteobacteria, asi como de
los géneros Subdoligranulum, Eubacterium_ventriosum y bacterias que aun no se
han reconocido (Figura 21a, b).

Para conocer el efecto de la sobrenutricibn materna, se realizé el analisis lineal
discriminante entre los grupos CON-CON y SN-CON. El LDA revelé que el grupo
CON-CON presentd bacterias diferencialmente abundantes pertenecientes al filo,
clase, orden, familia y género de Campylobacterota comparado con el grupo SN-
CON. Los animales provenientes de madres sobrenutridas presentaron un
incremento de bacterias pertenecientes al orden, familia y género de
Christensenellales, ademas de los géneros Parvibacter y Subdoligranulum
comparado con el grupo CON-CON Figura 22a, b).
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Figura 21. Analisis lineal discriminante por tamafo del efecto (Lefse) en conejos
europeos. a) Analisis lineal discriminante comparando a los grupos experimentales
CON-CON y CON-SN. Las barras rojas representan los clados bacterianos mas
abundantes en el grupo CON-CON. Las barras verdes representan los clados
bacterianos mas abundantes en el grupo CON-SN. b) Cladograma derivado de
LEfSe que representa nodos dentro de la jerarquia taxondmica bacteriana intestinal.
Los filos significativos estan etiquetados con letras pertenecientes de acuerdo con
el nivel taxondmico (p=filo, o=orden, f=familia y g=género).
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Figura 22. Analisis lineal discriminante por tamafo del efecto (Lefse) en conejos
europeos. a) Analisis lineal discriminante comparando a los grupos experimentales
CON-CON y SN-CON. Las barras rojas representan los clados bacterianos mas
abundantes en el grupo CON-CON. Las barras verdes representan los clados
bacterianos mas abundantes en el grupo SN-CON. b) Cladograma derivado de
LEfSe que representa nodos dentro de la jerarquia taxondmica bacteriana intestinal
en conejos europeos.
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Para conocer el efecto de la sobrenutricibn materna, aunado a una segunda
exposicién por parte de la descendencia, se realizé LDA entre los grupos CON-CON
y SN-SN, revelando que el grupo CON-CON presenté 18 clados taxondémicos
diferencialmente abundantes respecto al grupo SN-SN, los cuales incluyen
bacterias pertenecientes a los géneros Campylobacter, Butyricimonas, Hexamastix,
Clostridium methylpentosum, Intestinimonas y Frisingicoccus. Mientras que el grupo
SN-SN presentd 11 clados taxonémicos diferentes respecto al grupo CON-CON,
incrementando la abundancia de bacterias pertenecientes principalmente a los
géneros Akkermansia, Shuttleworthia, UCG 005 y Subdoligranulum (Figura 23a, b).

De acuerdo con el analisis lineal discriminante para distinguir las bacterias que
fueron diferencialmente abundante a nivel taxonémico de Género entre los 4 grupos
bajo estudio, reveld6 ocho bacterias; Subdoligranulum, Akkermansia, Clostridium
methyloentosum, Campylobacter, Frisingicoccus, Hexamastix, Rikenellaceae y
Eubacterium ventriosum. Para conocer la abundancia relativa de las bacterias
detectadas, se graficaron de acuerdo con los grupos bajo estudio (Figura 24).

Referente a Akkermansia, la sobrenutricion materna (SN-CON) produjo una
disminucién de la abundancia de esta bacteria con 7.401 = 5.137% en comparacion
con el grupo CON-CON con un 9.871 = 7.667 %, el consumo de la dieta
desequilibrada en la vida adulta no tuvo efectos en la abundancia de Akkermansia,
indicado por las estrechas similitudes los grupos CON-CON y CON-SN con 8.728 +
0.454%, interesantemente la sobrenutricidn materna aunado al reto metabdlico (SN-
SN) incremento la abundancia relativa de Akkermansia con 18.282 + 4.496%
respecto al grupo CON-SN (p < 0.05). De manera similar, el incremento de la
abundancia de Rikenellaceae en el grupo SN-SN fue de 0.514 + 0.331% y fue
estadisticamente mayor comparado con el grupo CON-SN, el cual presenté una
abundancia de 0.041 = 0.072% (p < 0.05). Simultdneamente, la sobrenutricion
materna aunado a una segunda exposicidon a la dieta desequilibrada, en el grupo
SN-SN incrementé la abundancia Subdoligranulum con 0.342 + 0.336% respecto
al grupo CON-CON con 0.003 + 0.004% (p < 0.05). De acuerdo con Eubacterium
ventriosum, incremento la abundancia de manera significativa el consumo de la
dieta desequilibrada con 0.118 + 0.048% (CON-SN) comparado con el grupo CON-
CON con 0.049 = 0.048(p < 0.05).

Por el contrario, el consumo de la dieta desequilibrada durante la gestacién y en
la edad adulta, por parte de la descendencia, redujo la abundancia de
Campylobacter, Hexamastix y Clostridium methylopentosum con 0.115 + 0.150,
0.009 = 0.002 y 0.006 + 0.009% respectivamente, comparado con el grupo CON-
CON, con 0.337 + 0.240, 0.014 + 0.001% y 0.053 + 0.059 % respectivamente (p <
0.05). De manera peculiar, Frisingicoccus solo se disminuy6 de manera significativa
cuando los animales tuvieron un consumo directo de la dieta desequilibrada (CON-
SN) con 0.082 + 0.059%, comparado con el grupo CON-CON con 0.163 + 0.026%
(p < 0.05).
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Figura 23. Andlisis lineal discriminante por tamano del efecto (Lefse) en conejos
europeos. a) Analisis lineal discriminante comparando a los grupos
experimentales CON-CON y SN-SN. Las barras rojas representan los clados
bacterianos mas abundantes en el grupo CON-CON. Las barras verdes
representan los clados bacterianos mas abundantes en el grupo SN-SN. b)
Cladograma derivado de LEfSe que representa nodos dentro de la jerarquia
taxonémica bacteriana intestinal en conejos europeos. Los filos significativos
estan etiquetados con letras pertenecientes de acuerdo al nivel taxonémico
(p=filo, o=orden, f=familia y g=género).
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Figura 24. Bacterias diferencialmente abundantes en conejos Chinchilla. Se
esquematiza de acuerdo a los grupos bajo estudio. Cajas azules claro (CON-CON),
cajas azules fuerte (CON-SN), cajas rojo claro (SN-CON) y cajas rojo oscuro, (SN-
SN). A nivel taxondmico género a) Subdoligranulum, b) Campylobacter, c)
Rikenellaceae, d) Akkermansia, e) Frisingicoccus, f) Eubacterium ventriosum, g)
Clostridium methylopentosum y h) Hexamastix. Los asteriscos representan la
significancia estadistica entre los grupos experimentales * p < 0.05, ** p < 0.001.
Los valores estan representados como medias + E.E.
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En el grupo CON-CON, fueron identificadas 6 bacterias abundantes a nivel
intestinal, los cuales presentaron una correlacién significativa con los analitos
energéticos (Figura 25), los cuales son:

Akkermansia exhibié una correlacién negativa de manera significativa con TG
y HDL en el grupo CON-CON. La sobrenutricion materna y/o el reto metabdlico en
la vida adulta se asocia a la pérdida de correlacion de Akkermansia con estos
analitos en los grupos experimentales CON-SN, SN-CON y SN-SN.

En el grupo CON-CON la abundancia de Rikenellaceae presenté una
asociacion positiva con GLU y TG y una asociacion negativa con COL y LDL. El
consumo de la dieta desequilibrada, en el grupo CON-SN produjo cambios en estas
relaciones, de tal forma que solo persisti6 una correlacion negativa con LDL.
Mientras que en los grupos SN-CON y SN-SN, Rikenellaceae no presenté una
correlacion significativa con ninguno de los analitos considerados.

En relacién con Campylobacter, su abundancia en el grupo CON-CON
mostrd una asociacion positiva con HDL y una asociacidén negativa con COL y LDL.
El reto metabdlico en la edad adulta, se asocié con una correlacidon negativa de esta
bacteria con LDL en el grupo CON-SN. La sola sobrenutricidn materna crénica
durante la gestacion, grupo SN-CON, se asoci6 con la perdida de la correlacion del
Campylobacter con los analitos bajo estudio. Interesantemente, la sobrenutricion
materna aunado al reto metabdlico, grupo SN-SN, indujo una correlacién positiva
de la abundancia de esta bacteria con los niveles de HDL.

En el grupo CON-CON, la abundancia de Frisingococcus mostré una
correlacion positiva con GLU y TG. La sobrenutricidn materna y/o el reto metabdlico
se asociaron a la pérdida de correlacion en la abundancia de Frisingococcus con
los analitos asociados al metabolismo energéticos.

En relaciéon con la abundancia de Eubacterium entriosum, presenté una
correlacion positiva con GLU, TG y HDL en el grupo CON-CON. La sobrenutricion
materna y/o el reto metabdlico se asociaron a la pérdida de correlacion en la
abundancia de esta bacteria con los analitos asociados al metabolismo energéticos.

La abundancia de Clostridium metholopentosum en el grupo CON-CON
presenté una asociacién positiva con COL y LDL y una asocacién negativa con GLU.
Interesantemente, el consumo de la dieta desequilibrada durante el reto metabdlico
(grupo CON-SN) se asocio con una asociacion positiva con TG y una asociacién
negativa con COL y LDL. La sobrenutricibn materna favorecié una asociacion
positiva con HDL y una asociacion negativa con GLU. Al exponerse a ambos
momentos con la dieta desequilibrada se observo una correlacion negativa con los
niveles de TG.

Por lo que la correlacion entre los perfiles metabdlicos y bacterianos, pueden
verse alterados debido a de la sobrenutricion materna durante la gestacion, asi
como por el consumo de la dieta desequilibrada en la vida adulta, o por la exposicion
a ambos.
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Figura 25. Correlacion entre los analitos energéticos y las bacterias
diferencialmente abundantes en conejos Chinchilla. Analitos energéticos: glucosa
(GLU), triglicéridos (TG), acidos grasos no esterificados (NEFA), colesterol (COL),
lipoproteina de alta densidad (HDL) y lipoproteina de baja densidad (LDL).
Subdoligranulum, Akkermansia, Rikenellaceae, Campylobacter, Frisingicoccus,
Eubacterium_ventriosum, Clostridium y Hexamastix son las bacterias a nivel
taxonémico género diferencialmente abundantes. El color rojo representa una
correlacion positiva entre las concentraciones de los analitos y las bacterias
intestinales. El color azul representa una correlacidn negativa entre las
concentraciones de analitos y la abundancia del perfil bacteriano intestinal.
Significancia * p < 0.05, **p < 0.001.
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Nuestros resultados demuestran que el efecto de la sobrenutricion materna por el
consumo de una dieta alta en lipidos y carbohidratos durante la gestacion produce
alteraciones en la regulacién metabdlica de la descendencia en la edad adulta.
Estas alteraciones estan asociadas a cambios en la diversidad y abundancia del
perfil bacteriano intestinal, los cuales se ven exacerbadas por una segunda
exposicién a la dieta desequilibrada.

La descendencia de hembras sobrenutridas no mostraron una disminucion
en el consumo de alimento, manteniendo el peso corporal. Contrario a lo observado
en modelo murino, donde las madres gestantes que consumen una dieta alta en
lipidos y carbohidratos durante la gestacion, la descendencia mostré aumento en el
consumo de alimento, con el subsecuente incremento de peso corporal y desarrollo
de la obesidad (Darren, et. al., 2021).

Diversos trabajos han reportado la influencia del estado nutricional materno y el
desarrollo de enfermedades metabdlicas en la edad adulta de la descendencia
(Desai y cols. 2014, Vicker y cols. 2000). Sin embargo, ninguno de estos estudios
ha caracterizado el efecto de la sobre-nutricion materna sobre el perfil de los
diferentes analitos en la descendencia de conejos en la edad adulta. En contraste
con los animales obtenidos de madres sobre-nutridas que recibieron una dieta
estandar postnatalmente, presentaron cambios en los niveles de HDL y NEFA de
manera espontanea (Salazar, et al. 2021). Estos resultados son similares a lo
reportado en otros modelos, como es el caso de Alfaradhi y colaboradores, en
donde la descendencia de roedores sobrenutridos presentaron mayor contenido de
lipidos hepaticos, mayor concentracion de PPARYy y menores niveles de lipoproteina
lipasa (Alfaradhi, et. al. 2014).

Los animales que consumieron una dieta desequilibrada desarrollaron
dislipidemia el cual se caracteriza con altos niveles de COL, TG, LDL y disminucién
de HDL comparado con el grupo CON-CON. Este resultado podria explicarse ya
que el conejo europeo es sensible a desarrollar dislipidemia por la presencia de
apolipoproteina B y niveles altos de la proteina de transferencia del éster de
colesterol. Esta proteina plasmatica sintetizada por el higado y tejido adiposo, tiene
efectos sobre el intercambio de colesterol esterificado de HDL a LDL por triglicéridos
(Di Bartolo, et. al. 2016). Es importante destacar, que este es el primer estudio del
efecto del consumo directo de una dieta alta en lipidos y carbohidratos previo y
durante la gestacion aunada a una segunda exposicion a la dieta desbalanceada
sobre los cambios en el perfil metabdlico y bacteriano intestinal en conejos en la
edad adulta.

En cuanto a los animales obtenidos de madres sobrenutridas y que en la edad
adulta fueron expuestos al reto metabdlico, estos mostraron un incremento en el
consumo caldrico, el cual esta dado por el consumo directo de la dieta postnatal
independientemente de la condicién materna. Hallazgos en la literatura demuestran
que el consumo de una dieta desbalanceada durante la gestacién y la lactancia
aunado a la ingesta de una dieta alta en grasas postnatalmente en la descendencia
no tiene efectos en el peso corporal (Howie y cols. 2009, Sheen y cols. 2018).
Contrario a lo observado por Godfrey y colaboradores, en donde demuestran que la
obesidad materna independientemente del tipo de alimentacion consumido
posterior al destete en la descendencia, desarrollan obesidad (Godfrey, et. al, 2016).
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En este trabajo no se observé un incremento en el peso corporal de la descendencia
provenientes de madres sobrenutridas, lo cual se podria explicar por la composicion
de la dieta, asi como el tiempo de consumo de la misma, el momento de la
manipulacion y la susceptibilidad especifica del modelo a desarrollar alteraciones
metabdlicas.

Respecto a la microbiota intestinal, los resultados mostraron alteracién en la
diversidad y abundancia de bacterias a diferentes niveles taxonémicos desde filo,
clase, orden, familia, género debido a la sobrenutricion materna, lo cual es un claro
indicador que la diversidad y abundancia de las bacterias intestinales, se ve
afectada por la programacién fetal in dtero. Los cambios mas notables fueron
observados en los animales obtenidos de hembras sobrenutridas y que fueron
expuestos al reto metabdlico (grupo SN-SN) los cuales mostraron un incremento de
las bacterias pertenecientes al Filo Firmicutes y Proteobacterias, al mismo tiempo
una disminucion en la abundancia del Filo Bacteroidota, provocando disbiosis
intestinal, con un desbalance en la proporcion Bacteroides/Firmicutes, relacionadas
con alteraciones metabdlicas respecto a la glucosa y perfil lipidico, lo cual guarda
una estrecha relacion con los cambios observados en el huésped.

En cuanto al consumo directo de una dieta alta en lipidos y carbohidratos en la
edad adulta, no indujo una alteracién en el consumo de alimentacién. Aunque se
han reportado hallazgos similares en roedores donde el consumo de dietas altas en
lipidos produce cambios en los patrones conductuales de alimentacién (Kohsaka y
cols. 2007, Diaz- Urbina y cols. 2018). Esta alteracion en el patrén de consumo de
alimento se puede relacionar con disbiosis del perfil bacteriano intestinal, ya que
puede alterar el sistema nervioso entérico con la subsecuente alteracién de las
hormonas que se relaciona con la ingesta de alimentos como Ghrelina,
neuropéptido PYY, Serotonina, Glp 1-2 (Smitka, et al 2020).

Nuestros resultados mostraron que la combinacion de la sobre-nutricion materna
y el consumo directo de una dieta alta en lipidos y carbohidratos en la edad adulta
provoca un aumento de la abundancia relativa de las bacterias pertenecientes al
Filo Firmicutes, Verrocromicrobia y Proteobacterias; estas alteraciones en la
ecologia microbiana ocurren antes de que los animales desarrollen SM.
Posiblemente con mayor tiempo a la exposicién a la dieta desbalanceada se podrian
observar cambios en el peso corporal y el diagnostico de SM.

El analisis metagendmico, asi como los grupos experimentales, ayudaron a
estimar la diversidad, la abundancia relativa de bacterias especificas y la correlacién
con la concentracion de analitos involucrados en el metabolismo energético, lo que
permite describir fenotipos del huésped, como el efecto del consumo de dietas altas
en lipidos y carbohidratos, asi como correlacion de alguna patologia como el
sindrome metabdlico. Al comparar los 4 grupos bajo estudio CON-CON, SN-CON,
CON-SN y SN-SN para conocer el efecto de la programacién metabdlica en la
alteracion del perfil bacteriano intestinal, se presentaron 8 bacterias a nivel
taxonémico género diferencialmente abundantes. En el grupo CON-CON al
comparar con los grupos experimentales, presenté mayor abundancia de la bacteria
Campylobacter, Clostridium methylpentosum, Hexamastix y Frisingicoccus, en el
grupo CON-SN present6 mayor abundancia de las bacterias Eubacterium
ventriosum y Rikenellaceae, respecto a los otros 3 grupos bajo estudio y los
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animales pertenecientes al grupo SN-SN presentd mayor abundancia de
Akkermansia y Subdoligranulum, comparado con los demas grupos experimentales.

Interesantemente, se incrementé la abundancia del género Akkermansia
Muciniphila en el grupo SN-SN respecto a los demas grupos experimentales, datos
gue coindicen con las observaciones realizadas por Hagi y colaboradores, quienes
reportan que el consumo de una dieta alta en lipidos en modelo murino promueve
los acidos biliares primarios secretados por el huésped, estos se convierten en acios
biliares secundarios, mediante bacterias intestinales asociados con la hidroxilacién
y la desconjugacion de la bilis, los acidos biliares secundarios que pueden
incrementar la abundancia de Akkermansia es el acido desoxicélico (DCA) y el acido
ursodesocixolico (UDCA) (Hagi & Belzar, 2021). Ademas, en nuestros resultados
Akkermansia se correlacion6 negativamente con los niveles séricos de HDL, existen
evidencias que indican que los lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas
puede interactuar con el HDL disminuyendo su concentracion, ya que puede unirse
a los LPS bacterianos, promoviendo su eliminacion (Pirillo, et al. 2015).
Akkermansia Muciniphila es una bacteria que en altas concentraciones es
degradadora de mucinas, que a su vez puede producir sulfuro y éste puede ser
convertido a acido sulfurico relacionado con la apoptosis de los enterocitos.
Contrario a lo reportado por Remely y colaboradores el cual establece que
Akkermansia tiene efecto positivo en el huésped, ya que la disminucién de la
abundancia relativa se asocio con presencia de obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y
sindrome metabdlico (Remely, et al., 2016).

Ademas, el incremento de la abundancia de Akkermansia favorecio la presencia
de Subdoligranulum, coincidiendo con lo reportado por Van Hul y colaboradores
(2020). A su vez, Subdoligranulum present6 una asociacién positiva con los niveles
de triglicéridos en el grupo control, perdiendo esta correlacion después de consumir
30 dias la dieta desequilibrada, perdiendo su funcién protectora, ya que Van y
colaboradores (2020) ha reportado esta bacteria con incremento en HDL y por ende
como factor cardioprotector (Van Hul, et. al 2020).

En cuanto al resultado de la abundancia de Eubacterium_ventriosum y los
niveles de GLU, TG y HDL en los animales pertenecientes al grupo CON-CON,
asociandolo con un fenotipo saludable, similar a lo reportado por de Moraes y
colaboradores (2017), quienes observaron una asociacion positiva entre
Eubacterium_ventriosum y un IMC dentro del rango de normopeso (IMC kg/m?24.5
t 4.2) y mayor concentracién de HDL-c (49 + 1 mg/dl), relacionado con un perfil
cardiometabdlico sano (de Moraes, et al. 2017). Esto podria deberse a que
Eubacterium_ventriosum es una bacteria productora de butirato, acido graso de
cadena corta que estimula las células enteroenddcrinas para secretar incretinas,
que inhibe la produccion de citosinas proinflamatorias (Barcenilla, et al. 2000).

De acuerdo con la abundancia de Hexamastix, el cual fue disminuyendo por el
efecto de la sobrenutricion materna, asi como el consumo directo de la dieta
desequilibrada, se observo una correlacion negativa con los analitos TG y NEFA, lo
cual podria explicar que los animales pertenecientes a los grupos experimentales,
la elevacion de estos analitos por la disminucion en la abundancia, ya que se ha
reportado que Hexamastix puede degradar la fibra dietaria, produciendo acidos
grasos de cadena corta (AGCC) como el butirato, involucrado en el metabolismo
lipidico a través de la interaccidn con los receptores nucleares como PPARGq, la cual
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puede disminuir lipoproteinas con alto contenido de triglicéridos (Cepicka, et. al,
2010, Han et. al. 2017).

Se ha reportado que el género Frisingicoccus, perteneciente al Filo Firmicutes,
esta relacionado con beneficios en el huésped ya que puede producir AGCC como
el butirato, también contribuye en la inhibicidon de patdégenos oportunistas, protege
contra la inflamacion y puede intervenir en la regulacion de las respuestas
inmunitarias sistémicas lo que contribuye al ahorro de energia (Yang, et al, 2017).
En el presente estudio las bacterias pertenecientes al género Frisingicoccus se
correlacioné positivamente con los niveles de GLU y TG en los animales CON-CON,
perdiendo su asociacion con el metabolismo energético por el efecto de la
sobrenutricidn materna, asi como el consumo directo de la dieta desequilibrada. Un
posible mecanismo es que las bacterias relacionadas con el perfil lipidico en el
grupo control, como Frisingicoccus, Eubacterium ventriosum y Clostridium
methylopentosum, es que puede regular a la baja la expresion del RNAm del factor
de transcripcion lipogénica de la proteina de uniéon a elementos reguladores de
esteroles 1 (SREBP1c), que estan relacionados con el control de la lipogénesis en
el higado (Axling, et al. 2012).

Conforme a los resultados, el consumo de dietas desequilibradas por parte de la
madre o por la descendencia, disminuye la abundancia de Campylobacter, bacteria
Gram negativa, la cual se ha reportado como constituyente de la microbiota
intestinal del huésped en mamiferos (Fernandez, et, al, 2008). Un posible
mecanismo por el cual disminuye su abundancia ante la exposicion a la dieta
desequilibrada es porque puede metabolizar aminoacidos para su crecimiento como
el aspartato, glutamato, serina y prolina, ademas de carecer de genes involucrados
en las vias metabdlicas para el uso de glucosa, galactosa u otros carbohidratos
(Stahl et al. 2012). Analisis del lipidoma, han demostrado que el metabolismo de los
acidos biliares afecta la composicién de la microbiota intestinal, en este sentido el
incremento de los acidos biliares por el consumo de dietas desequilibradas pudo
disminuir la capacidad de colonizacion de Campylobacter (Asakura, et al. 2021).

A lo largo de este estudio se ha evidenciado que la sobrenutricion materna
provoca modificacion en el perfil bacteriano intestinal y el consumo directo de las
dietas desequilibradas influye en los niveles séricos relacionados al perfil lipidico.
No obstante, nuestros resultados son un claro indicado que la combinacién de la
sobrenutricion materna y el reto metabdlico en la edad adulta provoca disbiosis
intestinal, acompanado con cambios en el perfil lipidico, esta alteracion del perfil
bacteriano ocurre antes de que se desarrolle hiperglucemia o SMet. Se considera
que la disbiosis intestinal guardan una estrecha relacién con el desarrollo de
enfermedades metabdlicas, asociado con la resistencia a la insulina y la leptina, asi
como en la inhibicion de factores transcripcionales involucrados en la sintesis de TG
o COL (Axling, et al, 2012, Lee, et. al, 2019, Armandi, et al, 2021). Por lo que resulta
relevante hacer un estudio mas extenso en la microbiota intestinal, de modo que se
pueda incluir los hongos, virus y arqueas, a su vez conocer su interaccién con el
huésped (Mims, et al. 2020, Richards, et. al. 2019).

En suma, la sobrenutricion materna provocé alteraciones en la descendencia
provocando disminucion en el consumo de alimento y agua, en el perfil lipidico
tuvieron menores niveles de HDL-c y en el perfil bacteriano intestinal presentaron
una aumento de bacterias pertenecientes al filo Firmicutes comparado con el grupo
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CON-CON (Figura 26). Por otra parte, el consumo directo de la dieta desequilibrada
por parte de la descendencia provoco un aumento en el consumo de kcal y
disminucién en el consumo de agua, altero6 el perfil lipidico, disminuyendo niveles
de HDL-c al mismo tiempo elevando niveles de colesterol total y LDL-c, en el perfil
bacteriano intestinal presenté mayor disimilitud en la diversidad y aumento de la
abundancia de bacterias pertenecientes al Filo Firmicutes comparado con el grupo
CON-CON. Finalmente, los animales que estuvieron expuesto a la dieta
desequilibrada tanto en el momento prenatal como posnatal presentaron mayor
consumo de kcal y menor cantidad de agua, alter6 el perfil lipidico provocando
dislipidemia con niveles elevados de colesterol total, en el perfil bacteriano intestinal
afecto tanto la diversidad como aumento de la abundancia de bacterias
pertenecientes al filo Firmicutes, Verricromicrobiota y Proteobacteria al mismo
tiempo con una menor abundancia de bacterias benéficas fermentadoras de fibra 'y
una pérdida de correlacién entre los analitos energéticos y las bacterias intestinales.
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Figura 26. Resumen del disefio del proyecto con los efectos del consumo de la dieta
desequilibrada.
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El consumo crénico de una dieta alta en lipidos y carbohidratos antes y durante la
gestacion por parte de la madre, provocé alteraciones en el perfil metabdlico de la
descendencia en la edad adulta, aun cuando consumieron una dieta estandar. Estas
alteraciones se correlacionan con la modificacion en la diversidad y abundancia del
perfil bacteriano intestinal. Aunado a una segunda exposicion al consumo de dietas
desequilibradas por parte de la descendencia, produce alteraciones en el perfil
lipidico. Estas alteraciones estan asociadas al cambio en el perfil bacteriano
intestinal, tanto en la diversidad f§ como la abundancia relativa, provocando un
desequilibrio entre la relacidon Firmicutes/Bacteroidetes, relacionado con la disbiosis
intestinal y sindrome metabdlico.

Las alteraciones metabdlicas, relacionadas con el sindrome metabdlico, asi
como los cambios en el perfil bacteriano intestinal, son los resultados del consumo
directo de la dieta desbalanceada. Por lo que el perfil bacteriano intestinal responde
a estimulos como la sobrenutricion materna, programacion metabdlica y el consumo
directo de la dieta desbalanceada repercutiendo en el fenotipo del huésped. A su
vez, la microbiota intestinal responde al sexo del huésped, sugiriendo que puede
intervenir en procesos endocrinos.

De acuerdo con nuestros resultados seria indispensable el estudio del perfil
bacteriano intestinal en el diagnéstico de algunas alteraciones metabdlicas, como el
sindrome metabdlico, brindando informacion sobre la patologia a abordar.

El concepto de DOHaD ofrece una estrategia preventiva primordial para reducir
las enfermedades en las generaciones futuras al mejorar el desarrollo fetal. Seria
de gran relevancia determinar el efecto de la microbiota intestinal materna como
estrategia para mitigar los efectos adversos que genera el consumo de una dieta
alta en lipidos y carbohidratos. Por lo tanto, tener estrategias de intervencion
mediante prebidticos y probidticos ayudaria a entender los mecanismos por el cual
se puede establecer estas alteraciones metabdlicas.
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Anexo 1

Composicion nutrimental de las dietas

Tabla 1. Contenido nutricional de las dietas utilizadas en el presente proyecto

Composicion Dieta estandar (SD) Dieta suplementada
(HFCD)

Humedad 5.61% 12.80%

Proteina 15.73% 11.22%

Lipidos 3.83% 5.58%

Carbohidratos 47.87% 52.61%

Fibra cruda 15.39% 10.21%

Minerales totales 11.56% 7.58%

Energia Kcal/Kg 2542.57 2609.15
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Tabla 3. Lista de oligo forward

para la primera PCR. Tomado de Martinez, 2020.

No. Oligonucleétido Secuencia de oligonucledtidos Cdédigo de
s Barras
1 FWD_MB_MHIT TCTTTC CCT ACA CGA CGC TCT TCC GAT GATCT
CTG TGC CAG CMG CCG CGG TAA
Lista de oligos reverse en la
1ra PCR
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
- -7 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
- -7 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 MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC AAGCTA
T - -7 TAA GCT AGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
11 REV_BC11_MB_MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GTAGC
T TGT AGC CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT C
12 | REV BC12 MB MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TACAAG
T - -7 TTA CAA GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
13 | REV_BC13_MB_MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TTGACT
T TTT GAC TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
14 | REV BC14 MB MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GGAACT
T - -7 TGG AAC TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
15 | REV_BC15_MB_MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TGACAT
T TTG ACATGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
16 | REV BC16 MB MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GGACG
T - T TGG ACG GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT G
17 | REV_BC18_MB_MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GCGGA
T TGC GGA CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT C
18 | REV BC19 MB MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TTTCAC
T - T TTT TCA CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
19 | REV_BC20_MB_MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC GGCCA
T TGG CCA CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT C
20 | REV BC21 MB MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC CGAAAC
T - T TCG AAA CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
21 | REV_BC22 MB_MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC CGTAC
T TCG TAC GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT G
22 | REV_BC23_MB_MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC CCACTC
T TCC ACT CGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
23 | REV_BC25_MB_MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC ATCAGT
T TAT CAG TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
24 | REV BC27 MB MHI| GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC AGGAAT
T - T TAG GAA TGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT
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Anexo 3

Descripcidn de los oligos forward y reverse en la segunda PCR

Tabla 4. Lista de oligo forward para la segunda PCR. Tomado de Martinez, 2020.

No.

Oligonucleétidos

Secuencia de oligonucleétidos

Caddigo de
barras

1

UNIV_ILLUMINA_F

AAT GAT ACG GCG ACC ACC GAG ATC TAC
ACT CTT TCC CTA CAC GAC GCT CTT CCG
ATCT

Lista de oligos reverse en la 2da
PCR

REV_BC27_ILLUM

CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT AAAGGA
ATG TGA CTG GAG TTC AGA CGT GTG
CTCTTC CGATCT

AGGAAT

REV_BC25_ILLUM

CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT AAA
TCA GTG TGA CTG GAG TTC AGA CGT GTG
CTCTTC CGATCT

ATCAGT

REV_BC23_ILLUM

CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT AAC
CAC TCG TGA CTG GAG TTC AGA CGT GTG
CTCTTC CGATCT

CCACTC

REV_BC22_ILLUM

CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT AACGTA
CGG TGA CTG GAG TTC AGA CGT GTG
CTCTTC CGATCT

CGTACG
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Anexo 4

Condicion de los conejos europeos

Tabla 2. Metada. Relacién del numero de animal con variables bajo estudio

# ANIMAL CONDICION SEXO Horario
132 SN-CON H 9 am
134 SN-SN H 9 am
137 CON-CON H 9 am
141 SN-SN H 9 am
148 CON-SN H 9 am
151 CON-SN H 9 am
153 CON-CON H 9 am
156 SN-CON H 9 am
109 SN-SN M 9 am
111 SN-CON M 9 am
112 SN-SN M 9 am
115 CON-SN M 9 am
116 CON-CON M 9 am
118 CON-SN M 9 am
120 SN-SN M 9 am
121 SN-CON M 9 am
123 SN-SN M 9 am
128 CON-CON M 9 am
131 SN-SN M 9 am
133 SN-CON M 9 am
140 CON-CON M 9 am
146 SN-CON M 9 am
149 CON-CON M 9 am
150 CON-SN M 9 am
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Los avances tecnoldgicos de biologia molecular aplicada en la secuenciacion de
genes, ha ayudado en el estudio de la microbiota intestinal tanto en animales como
en humanos. El estudio de la metagendmica puede brindarnos informacion acerca
de la diversidad a y f, la abundancia relativa y la correlacion del perfil bacteriano
intestinal con analitos energético, asi como el estado de salud y la enfermedad del
huésped. Actualmente Vaulot y colaboradores en 2017 explica el uso de la biblioteca
Phyloseq en el programa R para analizar datos de secuenciacion de genes. En este
apartado se resumen los scripts utilizados para analizar la microbiota del contenido

cecal de los conejos europeos.

” o« tE I 11

#Agregar librerias “phyloseq”, “ggplot2”, “dplyr”, “ggpubr”, “Matrix”,

” o«

#’reshape?”, “vegan”, “readx!”

library(“phyloseq”) # Paquete de R que hace andlisis metagenomicos

library(“ggplot2”) # Realizar graficos
library(“readxl”) # Necesario para importar archivos Excel a R
library(“dplyr”) # Filtar y reajustar data frame

library(“tibble”) # Neceario para convertir columnas a renglones

library(“ggpubr”)
library(“rlang”)
library(“vegan”)
library(“reshape2”)

# Programa 1 phyloseq (Fijar el directorio)

# Importar y leer archivos

otu_mat<- read_excel(“OTU.xIs”)

tax_mat<- read_excel(“TAX.xIs”)

samples_df <- read_excel(“metadata.xlsx”, sheet = “Bacterias”)

# Leer datos abundancia

otu_mat <- otu_mat %>%
tibble::column_to_rownames(“otu”)
otu_mat <- as.matrix(otu_mat)

# Leer datos taxonomicos

tax_mat <- tax_mat %>%
tibble::column_to_rownames(“otu”)
tax_mat <- as.matrix(tax_mat)
samples_df <- samples_df %>%
tibble::column_to_rownames(“sample”)

#0Objetos individuales para phyloseq
TAX = tax_table(tax_mat)

69



OTU = otu_table(otu_mat, taxa_are_rows = TRUE)
samples = sample_data(samples_df)
alfa_div <- phyloseq(OTU, TAX, samples)

# visualizar

sample_names(alfa_div)
rank_names(alfa_div)
sample_variables(alfa_div)

### Rarificar a una profundidad de 4000 reads

alfa_div.rarefied=rarefy_even_depth(alfa_div,rngseed=1,sample.size=0.95"min(sa
mple_sums(alfa_div)), replace=F)

# Graficar

plot_richness_estimates(alfa_div.rarefied, x="condicion”, measures=c(“Observed”,
“Simpson”, “Shannon”), color = “condicion”) +geom_boxplot(alpha=0.6) +

theme(legend.position="none”,
axis.text.x=element_text(angle=45,hjust=1,vjust=1,size=12)) +
stat_compare_means(method = “kruskal.test”)
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Anexo 6

Diversidad

#Agregar librerias “phyloseq”, “ggplot2”, “dplyr”, “ggpubr”, “Matrix”,
#’reshape?”, “vegan”, readxl

library(“phyloseq”) # Paquete de R que hace analisis metagendémicos
library(“ggplot2”) # Realizar gréaficos

library(“readx!|”) # Necesario para importar archivos Excel a R
library(“dplyr”) # Filtar y reajustar data frame

library(“tibble”) # Neceario para convertir columnas a renglones
library(“ggpubr”)

library(“rlang”)

library(“vegan”)

library(“reshape2”)

# Programa 1 phyloseq (Fijar el directorio)

# Importar y leer archivos

otu_mat<- read_excel(“OTU.xIs”)

tax_mat<- read_excel(“TAX.xIs”)

samples_df <- read_excel(“metadata.xlsx”, sheet = “Bacterias”)

# Leer datos abundancia

otu_mat <- otu_mat %>%
tibble::column_to_rownames(“otu”)
otu_mat <- as.matrix(otu_mat)

# Leer datos taxonomicos

tax_mat <- tax_mat %>%
tibble::column_to_rownames(“otu”)
tax_mat <- as.matrix(tax_mat)
samples_df <- samples_df %>%
tibble::column_to_rownames(“sample”)

#0bjetos individuales para phyloseq

TAX = tax_table(tax_mat)

OTU = otu_table(otu_mat, taxa_are_rows = TRUE)
samples = sample_data(samples_df)

beta_div <- phyloseq(OTU, TAX, samples)

### Ordenada Bray

beta_div_ord <- ordinate(beta_div, “PCoA”, “bray”)
beta_div_ord

#Graficar condicion
plot_ordination(beta_div, beta_div_ord, color="condicion”, shape= “condicion”) +
geom_point(size=4) +
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stat_ellipse(aes(group=2T))

#i#HHHE Graficar sexo

plot_ordination(beta_div, beta_div_ord, color="condicion”, shape= “sexo”) +
geom_point(size=4) +

stat_ellipse(aes(group=2T))

#### Graficar sexo

plot_ordination(beta_div, beta_div_ord, color="sexo”, shape= “condicion”) +
geom_point(size=4) +

stat_ellipse(aes(group=sexo))

### Hacer un data frame, antes de sacar diferencia estadistica
metadata <- as(sample_data(beta_div), “data.frame”)

#Para correr permanovas

beta_div <- as((“PCoA”, “bray”),”data.frame”)

h = adonis(distance(beta_div, method="bray”) ~ CONDICION + SEXO,
data = metadata)

h$aov.tab
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” o«

#Agregar librerias “phyloseq”, “ggplot2”, “dplyr”, “ggpubr”, “Matrix”,
#’reshape?”, “vegan”, readxl

library(“phyloseq”) # Paquete de R que hace analisis metagendémicos
library(“ggplot2”) # Realizar gréaficos

library(“readx!|”) # Necesario para importar archivos Excel a R
library(“dplyr”) # Filtar y reajustar data frame

library(“tibble”) # Necesario para convertir columnas a renglones
library(“ggpubr”)

library(“rlang”)

library(“vegan”)

library(“reshape2”)

# Programa 1 phyloseq (Fijar el directorio). Se importan los datos a R

# Importar y leer archivos

otu_mat<- read_excel(“OTU.xIs”)

tax_mat<- read_excel(“TAX.xIs”)

samples_df <- read_excel(“metadata.xlsx”, sheet = “Bacterias”)

# Leer datos de abundancia de las bacterias. Se realiza los ajustes necesarios para
que correlacionen los archivos.

otu_mat <- otu_mat %>%
tibble::column_to_rownames(“otu”)
otu_mat <- as.matrix(otu_mat)

# Leer datos taxonomicos

tax_mat <- tax_mat %>%
tibble::column_to_rownames(“otu”)
tax_mat <- as.matrix(tax_mat)
samples_df <- samples_df %>%
tibble::column_to_rownames(“sample”)

#0Objetos individuales para phyloseq

TAX = tax_table(tax_mat)

OTU = otu_table(otu_mat, taxa_are_rows = TRUE)
samples = sample_data(samples_df)

# Se crea objeto de phyloseq

abundancia_relativa <- phyloseq(OTU, TAX, samples)

# Relativizar

median(sample_sums(abundancia))

stanf = function(x) round((x / sum(x)))

abundancia = transform_sample_counts(abundancia,stanf)
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##Para exportar el objeto de phyloseq a un data frame

##Para extraer la tabla a nivel de genero

ab_exp <- tax_glom(a, “Genero”)

ab_exp##confirmo que se redujeron el numero de taxa contra la base inicial
library(“dplyr”)

##Luego lo exporto nuevamente a un data frame

sp_tab <- as.data.frame(abundances(ab_exp)) # Obtener asvs/otus

sp_tab$asv_id <- rownames(sp_tab) # Afadir una nueva columna para los ids
tax_tab <- as(ab_exp@tax_table,”’matrix”) # Obtener la taxonomia como una matrix
tax_tab <- as.data.frame(tax_tab) # Convertir a data frame

tax_tab$asv_id <- rownames(tax_tab) # Afadir una nueva columna para los ids
sp_tax_tab <- tax_tab %>%

left_join(sp_tab, by="asv_id") # Unir la taxonomia con la tabla ASVS/OTUS

head(sp_tax_tab)[,1:10] ##verifico mi data frame
write.table(sp_tax_tab, “Taxonomy_genus_levels.txt”, sep="\t") #guardo mi archivo
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Anexo 8

Correlaciéon de datos

library(“psych”) ##Paquete de R

##Analisis de microbiota y metabolitos

correlacion_df<-read_excel(“correlacion.xIsx”,sheet= “Bioquimicas”)

names(correlacion_df)

#Asociaciones de la abundancia relativa con los analitos energéticos

## Se crea una base (4 x 17, siendo estos ultimos las bacterias identificadas)

resultados=array(NA,c(4,7))

colnames(resultados) <- names(correlacion_df,9:15]) ## poner la columnas de las
variables metabolicas

row.names(resultados) <- c(“rho”, “p”, “n”, “t")

## Se corren la correlaciones para el primer género y las variables metabolicas

temp <-

corr.test(as.data.frame(correlacion_dff,5]),as.data.frame(correlacion_df[,9:15]),

use= “pairwise”, method = “spearman”, adjust = “none”)

## Se corren la correlaciones segundo género y las variables metabolicas

temp2 <-
corr.test(as.data.frame(correlacion_dff,6]),as.data.frame(correlacion_df[,9:15]),
use= “pairwise”, method = “spearman”, adjust = “none”)

## Se corren la correlaciones para el tercer género y las variables metabolicas
temp3 <-
corr.test(as.data.frame(correlacion_dff,7]),as.data.frame(correlacion_df[,9:15]),
use= “pairwise”, method = “spearman”, adjust = “none”)

## Se corren la correlaciones cuarto género y las variables metabolicas

temp4 <-
corr.test(as.data.frame(correlacion_dff,8]),as.data.frame(correlacion_df[,9:15]),
use= “pairwise”, method = “spearman”, adjust = “none”)

## Se corren la correlaciones quinto género y las variables metabolicas
tempb5<-
corr.test(as.data.frame(correlacion_dff,5]),as.data.frame(correlacion_df[,9:15]),
use= “pairwise”, method = “spearman”, adjust = “none”)

## Se corren la correlaciones sexto género y las variables metabolicas

temp6 <-
corr.test(as.data.frame(correlacion_dff,6]),as.data.frame(correlacion_df[,9:15]),
use= “pairwise”, method = “spearman”, adjust = “none”)

## Se corren la correlaciones para el séptimo género y las variables metabolicas
temp7 <-
corr.test(as.data.frame(correlacion_dff,7]),as.data.frame(correlacion_df[,9:15]),
use= “pairwise”, method = “spearman”, adjust = “none”)

## Se corren la correlaciones octavo género y las variables metabolicas

temp8 <-
corr.test(as.data.frame(correlacion_dff,8]),as.data.frame(correlacion_df[,9:15]),
use= “pairwise”, method = “spearman”, adjust = “none”)
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## Se acomodan en la base de datos del género diferenciado subdoligranulum

resultados[1,] <- temp$r

resultados[2,] <- temp$p

resultados[3,] <- temp$n

resultados[4,] <- temp$t

## Se mandan a un archivo de texto

write.table(resultados, “correlacion_subdoligranulum.txt”, sep="\t")

## Se acomodan en la base de datos del género diferenciado akkermansia
resultados[1,] <- temp2$r

resultados[2,] <- temp2$p

resultados[3,] <- temp2$n

resultados[4,] <- temp2$t

## Se mandan a un archivo de texto

write.table(resultados, “correlacion_akkermansia.txt”, sep="\t")

## Se acomodan en la base de datos del género diferenciado hexamastix
resultados[1,] <- temp3%r

resultados[2,] <- temp3$p

resultados[3,] <- temp3$n

resultados[4,] <- temp3$t

## Se mandan a un archivo de texto

write.table(resultados, “correlacion_Rikenellaceae.txt”, sep="\t")

## Se acomodan en la base de datos del género diferenciado ventriosum
resultados[1,] <- temp4$r

resultados[2,] <- temp4$p

resultados[3,] <- temp4$n

resultados[4,] <- temp4$t

## Se mandan a un archivo de texto

write.table(resultados, “correlacion_campylobacter.txt”, sep="\t")

## Se acomodan en la base de datos del género diferenciado subdoligranulum
resultados[1,] <- temp5%r

resultados[2,] <- temp5%$p

resultados[3,] <- temp5%n

resultados[4,] <- temp5%t

## Se mandan a un archivo de texto

write.table(resultados, “correlacion_frisingicoccus.txt”, sep="\t")

## Se acomodan en la base de datos del género diferenciado akkermansia
resultados[1,] <- temp6$r

resultados[2,] <- temp6$p

resultados[3,] <- temp6$n

resultados[4,] <- temp6$t

## Se mandan a un archivo de texto

write.table(resultados, “correlacion_eubacterium.txt”, sep="\t")

## Se acomodan en la base de datos del género diferenciado hexamastix
resultados[1,] <- temp7$r

resultados[2,] <- temp7$p

resultados[3,] <- temp7$n
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resultados[4,] <- temp7$t

## Se mandan a un archivo de texto

write.table(resultados, “correlacion_clostridium.txt”, sep="\t")

## Se acomodan en la base de datos del género diferenciado ventriosum
resultados[1,] <- temp8%r

resultados[2,] <- temp8%p

resultados[3,] <- temp8%n

resultados[4,] <- temp8%t

## Se mandan a un archivo de texto

write.table(resultados, “correlacion_hexamastix.txt”, sep="\t")
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