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Resumen.

La microbiota es un conjunto de bacterias alojadas y distribuidas a lo largo del
tracto gastrointestinal, con una mayor acumulacién en el intestino grueso. Existen
aproximadamente 10"" células bacterianas por mL en el intestino grueso las
cuales pertenecen a mas de 500 especies. La microbiota puede variar de huésped
en huésped, algunos de los factores que influyen en esto son: nacimiento via
cesarea o via vaginal, dieta, antibioticos, sistema inmune. Este conjunto de
bacterias realizan diversas reacciones bioquimicas, siendo muchas de estas

imposibles de realizar con las enzimas producidas por el huésped.

Investigaciones recientes han encontrado que la microbiota esta directamente
relacionada con la diabetes mellitus. Las proporciones de géneros bacterianos se
ven alteradas respecto a individuos sanos, provocando cambios en la
permeabilidad de la membrana intestinal, sensibilidad a la insulina, metabolismo
de lipidos e hidratos de carbono, aumento del tiempo de transito intestinal y
aumento de la absorcion de nutrimentos provenientes de la dieta, por mencionar

solo algunos.

La diabetes mellitus es un problema de salud publica en México, de acuerdo con
el INEGI, de cada 100 mil personas que mueren, 70 fallecen por diabetes; la
encuesta nacional de salud (ENSANUT) reporta que desde el 2000 hasta el 2012
se ha observado un incremento de diabetes mellitus, de 2,842,800 adultos
enfermos en el 2000 a 6,406,600 adultos enfermos; he aqui la importancia de
estudiar todo lo relacionado con dicha enfermedad.

Para conocer la composicion de la microbiota, en individuos sanos y en pacientes
diabéticos, se han desarrollado métodos de ultima generacion, conocidos como
“‘Next generation sequencing”, los cuales permiten comparar el genoma de la
microbiota de individuos sanos contra el genoma de la microbiota de pacientes
diabéticos; lo anterior es posible debido a que el genoma entero se fragmenta y se

secuencia en millones de reacciones simultaneas, las nuevas lineas de bases



llamadas lecturas, se reensamblan usando un genoma de referencia, de esta
forma se reorganiza la informacion y es asi como se conoce la secuencia de

bases completa del genoma.

Lo anterior mejorara el entendimiento de esta enfermedad, cada dia mas comun
en México y en el mundo. Los métodos de ultima generacion proporcionan
informacion valiosa, la cual nos acerca un poco mas a la posibilidad de poder
tratar la diabetes, haciendo cambios estratégicos en la microbiota intestinal y en la
dieta.



Objetivos

Objetivo general.

Mostrar un panorama actual del papel que desempefia la microbiota intestinal en
el desarrollo de la diabetes mellitus.

Objetivos particulares.

Definir a la microbiota intestinal, identificando los factores que provocan el
establecimiento de diferentes géneros microbianos.

Establecer cdomo los productos metabdlicos provenientes de la microbiota
intestinal, interfieren con la salud del huésped.

Definir diabetes mellitus, conmorbilidades asociadas a dicha enfermedad y cual es

el rol que desempefia la microbiota intestinal.

Establecer los métodos de analisis e identificacion, que nos permiten conocer
minuciosamente el comportamiento de la microbiota intestinal en huéspedes

enfermos o sanos.



Introduccion.

La relacién entre el huésped y la microbiota intestinal, esta influenciada por varios
factores como la dieta, edad, genéticos, ambientales, entre otros. Estos factores
afectan la estructura de la comunidad microbiana y a su vez a muchos procesos
fisiologicos del huésped. Algunas investigaciones sugieren que la composicion de
la microbiota intestinal influencia la extraccion de energia de la dieta,
permeabilidad del intestino, el tiempo de transito intestinal, el sistema inflamatorio
y esto podria a su vez influenciar le desarrollo de obesidad y desdérdenes
relacionados, como la diabetes mellitus tipo 2 (Turnbaugh P.J. et al., 2006;
Ordovas J.M. & Mooser V., 2006; Cani P.D. & Delzenne M. N., 2007). En el caso
de la diabetes mellitus tipo 1 existe riesgo genético, sin embargo, factores como el
consumo de alimentos solidos prematuramente en la infancia pueden provocar el
desarrollo de autoinmunidad contra las células beta del pancreas. Algunas
investigaciones sugieren que la microbiota intestinal tiene la capacidad de activar
o regular el sistema inmune, es por ésta razon que esta relacionada con

enfermedades autoinmunes como la diabetes mellitus tipo 1 (Wen L. et al., 2008).

Falta esclarecer el mecanismo por el cual la microbiota intestinal contribuye para
el desarrollo de la cadena inflamatoria, asi como la composicion ideal de la
microbiota intestinal para mantener un adecuado estado de salud, también se
desconoce la forma o técnica mas conveniente para modular la microbiota

intestinal y asi poder prevenir o tratar enfermedades como la diabetes mellitus.

En este trabajo de investigacion se recopila informacion actualizada, para que sea
posible proponer nuevas lineas de investigacion, que ayuden a resolver algunos
de los asuntos que quedan pendientes para poder proponer una mejor calidad de
vida para las personas que sufren de diabetes mellitus o en el mejor de los casos
evitar que se desarrolle dicha enfermedad.



Capitulo 1.

Ecologia de la microbiota intestinal.

En el cuerpo humano existe una relacion simbidtica comensal, de una gran
cantidad de microorganismos, aproximadamente 10'®, rebasan el nimero de
células eucariotas en el cuerpo humano por mas de 5 ordenes de magnitud (Flint
H., 2012; Peterfreund G.L.,, 2012), principalmente bacterias. Estos
microorganismos son parte esencial para mantener un buen estado de salud. Por
esta relacion favorable, a este grupo de microorganismos se les denomina
microbiota normal del cuerpo humano (Brock et al., 2009). Se ha demostrado en
varios estudios que la microbiota intestinal, tiene una conexién estrecha con el
metabolismo, almacenamiento de energia y gasto de la misma (Musso G. et al.,
2011).

Investigadores notaron, que al realizar cirugias para reduccion de peso (bypass
gastrico) (Bjorneklett A. et al.,1981), la microbiota intestinal tenia cambios en su
conformacion, en este ensayo se midieron la desconjugacion de los acidos biliares
y la produccion y excresion de hidrégeno y metano. Debido a esto se empezé a
estudiar la microbiota intestinal hace mas de 30 afios (Musso G. et al., 2011). Los
primeros estudios de la microbiota eran bastante limitados, debido a que la
mayoria de las bacterias presentes no se pueden cultivar mediante métodos
convencionales (Volker M., 2004). El desarrollo de métodos innovadores como los
de Next Generation Sequencing (NGS), nos permiten indagar mucho mas,
respecto a la composicion, y actividad de la microbiota.

Mas de 500 especies de bacterias estan presentes en esta relaciéon simbidtica, la
extencion y variabilidad en el huésped, a lo largo de la vida, son areas que se
estan investigando cada vez con mas frecuencia (Volker M., 2004).

El microbioma o genoma de la microbiota intestinal, es mucho mas extenso que el
genoma humano, debido a esto es que la microbiota esta relacionada
ampliamente en reacciones bioquimicas imposibles de realizar por el huésped
(Musso G. et al., 2011).



El establecimiento de la microbiota intestinal depende de diversos factores, los
cuales se abordan en este capitulo.

1.1 Géneros bacterianos predominates en la microbiota.

La microbiota es responsable de varias funciones metabdlicas, las cuales el
huésped no puede realizar, por ejemplo: biodisponibilidad de nutrimentos,
conversion de acidos biliares, degradacion de hidratos de carbono complejos
como la celulosa, une y facilita la excrecidn de toxinas, degradacion de
xenobidticos (Musso G. et al., 2010), sintesis de vitamina K, sintesis de vitaminas
del complejo B (B4, B2, Bs ¥y B12), produccion de acidos organicos de cadena corta
(acetato, propionato y butirato) (Brock et al., 2009) , por mencionar algunos. Por
otro lado, la microbiota también genera compuestos toxicos los cuales pueden
contribuir al desarrollo de cancer, diarreas, constipacion e infecciones intestinales
(Rajilic-Stojanovi¢ M., 2013).

Existen 30 phyla del dominio “Bacteria”, (Euzéby, J.P., 2011). Los phyla que
conforman a la microbiota intestinal son: Firmicutes (~60%), Actinobacterias (>
10%), Bacteroidetes (>10%), Proteobacteria (1%), Fusobacteria (1%), y otros mas
en menor proporcion (Figura 1) (Musso G. et al., 2010; Robinson C.J. et al., 2010;
Diamant M. et al., 2011; Power S.E. et al., 2014). Las Firmicutes son bacterias
Gram positivas, de bajo contenido de guanina y citocina, generalmente forman
esporas; los géneros importantes de este phylum son: Bacillus spp. (B. anthracis
patogeno, B. subtillis, el cual es ampliamente usado en biotecnologia), bacterias
acido lacticas ( Lactobacillus casei de uso biotecnologico, Streptococcus pyogenes
patégeno), Clostridium (C. dificile patogeno, C. acetobutylicum uso
biotecnoldgico). Las Actinobacterias son bacterias Gram positivas, tienen un
contenido de guanina y citocina elevado, por esta razon son llamadas “bacterias
Gram positivas de alto contenido de G-C”; algunas especies notables de este
phylum son: Streptomycetes (produccién de antibioticos) y Propionibacterium
acnes (comensal que se encuentra en la piel y despide olores). Las Bacteroidetes,
son bacterias Gram negativas, algunas especies de este phylum, son patéogenos

oportunistas y muchas otras son las que componen a la microbiota normal del
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intestino. Las Proteobacterias son bacterias Gram negativas, este phylum es el
mas grande dentro del dominio Bacteria, aqui se encuentran muchos patégenos
como Esscherichia, Salmonella, Vibrio, entre otras. Las Fusobacterias, son bacilos
Gram negativos, anaerobias obligadas (Euzeby, J.P., 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Arbol filogenético que representa la diversidad de la microbiota intestinal y la presencia relativa en porcentaje, en adultos

sanos de la Union Europea (Diamant M. et al., 2011).



La microbiota alojada en el tracto gastrointestinal, va cambiando a lo largo de éste,
empezando con una reducida diversidad y un numero bajo de microorganismos en
el estdmago, incrementando poco a poco hasta llegar al colon (Figura 2), es ésta
region la mejor para el estudio de la microbiota, pues es aqui donde se encuentra
la mayor diversidad y cantidad de microorganismos (Power S. E. et al., 2014). El
pH y oxigeno, son factores que influyen para que los microorganismos estén
distribuidos de ésta forma; en el colon se realizan casi todas la reacciones de
fermentacion, es un ambiente anaerdbio y con un pH alrededor de 5.5 y 7,
ambiente idoneo para el desarrollo de bacterias de los phyla que se mencionaron

anteriormente.

Boca
105-108 UFC/mlI

Estomago
<10% UFC/mI

Duodeno
10%-10* UFC/ml

Yeyuno
110°-10° UFC/ml

Figura 2. Microorganismos a lo largo del tracto gastrointestinal (Power S.E. et al., 2014).
Ademas de los microorganismos alojados en el tracto gastro intestinal, existen
mas microorganismos, en diferentes cavidades del cuerpo humano, los cuales
constituyen lo que se conoce como microbiota normal. El cuerpo humano puede
visualizarse como un ecosistema que esta sujeto a procesos ecologicos que dan

estructura a las comunidades, incluyendo: dispersion, invasion, sucesion vy

dinamica de comunidades (Gonzalez A. et al., 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Ecologia de la microbiota normal del cuerpo humano (Gonzalez A. et al., 2011).

Algunas especies de microorganismos que forman parte de la microbiota en las 5

diferentes cavidades, se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Géneros representativos de la microbiota normal de humanos (Witkin S.S. et al.,
2007'; Costello E.K. et al., 2009°; Robinson C.J. et al., 2010°; Wos-Oxley M.L. et al., 2010°%)

Lugar anatémico

Piel?

Boca®

Tracto Respiratorio®

Tracto gastrointestinal®

Tracto vaginal'-®

Géneros principales de microorganismos
Corynebacterium, Enterobacter, Klebsiella,
Propionibacterium, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus, Branhamella, Lactobacillus, Malassezia

Streptococcus, Eikenella, Lautropia, Syngeristes,
Bacteriodes, Haemophilus, Actinobacillus, Gmella, Neisseria,
Prevotella, Megasphaera, Stomatococcus, Veillonella

Peptostreptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium,
Pentoniphilus, Moraxella, Propionibacterium,
Dolosigranulum, Finegoldia, Peptoniphilus, Clostridium,
Lactobacillus, Enterobacterium, Bacteroides

Actinomyces, Prevotella, Gemella, Escherichia coli,
Lactobacillus, Streptococcus, Bacteroides, Bifidobacterium,
Deferribateres, Deinococcus, Flavobacteria, Streptococcus,
Enterococcus, Clostridium, Enterobacterium

Lactobacillus, Leptotrichia, Megasphaera, Bifidobacterium,
Gardnerella, Prevotella, Pseudomonas, Streptococcus,
Peptostreptococcus, Atopobium, Clostridiales
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La microbiota presente en la piel esta constituida por bacterias y hongos. La
mayoria son bacterias Gram positivas (Firmicutes y Actinobacterias), debido a que
resisten baja humedad y pH bajo, asi como el acido organico de la piel. Esta
microbiota caracteristica de bacterias Gram positivas, evita que patdégenos Gram
negativos, puedan crecer y provocar infecciones. En muchas ocasiones la
ausencia de ciertos microorganismos, presentes en la microbiota normal, pueden
causar problemas de colonizacion de otros microorganismos que causan
enfermedades serias como la candidiasis en ausencia de Malassezia spp. La
microbiota alojada en la piel varia en cantidad y diversidad bacteriana,
dependiendo del lugar en el que se localice (ingle, axilas, manos) (Brock et al.,
2009; Costello E.K. et al., 2009).

La primera observacién de microorganismos, fue una muestra de la cavidad bucal
de Antonie van Leeuwenhoek, él llamé a estos microorganismo “animalcules”. Las
bacterias que son parte de esta microbiota normal de la boca, se encuentran
distribuidas en la saliva, dientes, lengua y en las encias (Robinson C.J. et al.,
2010). En la cavidad bucal, existen enzimas como la lisozima y la lactoperoxidasa,
sustancias antimicrobianas, sin embargo, debido a la constante disponibilidad de
nutrimentos, la microbiota que se encuentra es bastante amplia. Los
microorganismos que se alojan en la cavidad bucal, producen sustancias
adherentes para poder crecer en las superficies lisas de los dientes, formando una
biopelicula conocida como placa dental; la produccidon de acido de estos
microorganismos dafia la superficie de los dientes, provocando -caries y
enfermedades peridontales (Brock et al., 2009).

El tracto respiratorio esta colonizado por microorganismos, los cuales pertenecen
a la microbiota normal, se encuentran en el tracto respiratorio superior,
conformado por: nasofaringe, cavidad bucal, laringe y faringe; el tracto respiratorio
inferior esta revestido por epitelio ciliado, el cual se encarga de empujar el polvo y
los microorganismos hacia arriba, evitando asi que se alojen en los pulmones,
bronquios y traquea. Esta microbiota, como ya se ha mencionado antes, evita que
microorganismos patégenos puedan colonizar y provocar enfermedades, debido a
la competencia que existe por los nutrimentos (Brock et al., 2009). Uno de los

microorganismos que predomina en el tracto respiratorio es Staphylococcus
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aureus, este microorganismo es patdgeno, si se aloja en otro ambiente (tracto
gastrointestinal), sin embargo en el tracto respiratorio es parte de la microbiota
normal (Wos-Oxley M.L. et al., 2010).

Los microorganismos pertenecientes a la microbiota normal del tracto vaginal, son
Gram negativos. Las bacterias acido lacticas (Lactobacillus, Leptotrichia,
Megasphaera), predominan en el tracto vaginal, es por esta razén que el pH es
ligeramente acido, en la etapa de reproduccion. El pH acido es una defensa contra
la proliferacion de microorganismos patégenos (Witkin S.S. et al., 2007; Brock et
al. 2009). Esta comunidad juega un papel muy grande en la proteccién del tracto
reproductivo, contra patdégenos y danos externos del ambiente al que es expuesto
(Robinson C.J. et al., 2010).

El tracto gastrointestinal es formado por: estdmago, intestino delgado (duodeno,
yeyuno e ileon) y grueso (colon y ano) (Figura 4), los microorganismos que
conforman la microbiota, estan en constante contacto con los nutrimentos
ingeridos en la dieta, y muchos de estos microorganismos permiten la absorcién y
modificacion de moléculas indispensables para mantener un estado de salud
adecuado. En el estomago, debido al pH tan &acido, la cantidad de microbiota
presente es muy baja, menos de 10* UFC/mL, la mayoria de los microorganismos
no pueden sobrevivir a esta barrera quimica, sin embargo, se ha encontrado
presencia de microorganismos como Helicobacter pylori, patégeno responsable de
tlceras estomacales. En el duodeno, existen aproximadamente 10* UFC/mL, en el
jejuno se encuentran 10° UFC/mL, en el ileon 10 UFC/mL. La microbiota que es
alojada el intestino delgado es muy similar a la del estbmago, a medida que nos
alejamos de esta zona, el pH va incrementando asi como la cantidad de
microorganismos. La mayoria de los microorganismos que encontramos en el
intestino delgado, son anaerobios obligados. En el intestino grueso se encuentra la
mayor parte de la microbiota gastrointestinal, aproximadamente 10?2 UFC/mL, ésta
microbiota esta conformada en menor proporcion por aerobios facultativos, los
cuales consumen todo el oxigeno presente, para que los anaerobios obligados, en
mayor proporcion, puedan desarrollarse sin tener dificultades (Brock et al., 2009;
Power S.E. et al., 2014). Los microorganismos que se encuentran en el estomago,

es dificil diferenciar si son microorganismos recidentes o solo transitorios, sin
12



embargo, se sabe que la microbiota es la misma en todo el estdomago. La
composicién de la microbiota del estbmago es similar a la que se encuentra en la
cavidad bucal, esto indica que la comunidad microbiana del estomago, puede ser
resultado de la traslocalizacion de estos microorganismos de la boca al estdmago.
No obstante, hay muchos microorganismos de la comunidad del estbmago que
son asociados espécificamente con él. En el intestino delgado, también se
encuentran microorganismos similares a los del esémago, sin embargo, hay un
cambio en la estructura de la comunidad, bacterias anaerobias facultativas son
reemplazadas por anaerobias obligadas, como lo son la mayoria de los miembros
principales de la microbiota intestinal. Como ya se menciond anteriormente, el
colon, contiene la mayor cantidad de microorganismos pertenecientes al tracto
gastrointestinal, a pesar de esto, muchos miembros alojados en el colon son
bacterias desconocidas y solo encontramos dos phyla predominantes
Bacteroidetes y Firmicutes. Se cree que el ambiente del intestino selecciona poca
diversidad de bacterias en niveles de filogenética elevados y una diversidad
extremadamente grande en niveles de filogenética bajos. La variacion de las
bacterias de niveles filogenéticos bajos, es mucho mayor que el de las bacterias
de niveles filogenéticos elevados, esto sugiere que, a pesar de no haber un nucleo
de microbiota intestinal, podria haber un nucleo de microbioma (Robinson C.J. et
al., 2010).
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Figura 4. El tracto gastrointestinal humano. Distribucion de los microorganismos no

patogenos mas representativos en individuos adultos sanos (Brock et al. 2009).
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1.2 Factores que influyen en el establecimiento de la microbiota.

La microbiota intestinal estd compuesta por una mayor cantidad de
microorganismos (Figura 4), comparada con la microbiota que se encuentra
alojada en la piel, el tracto respiratorio, la boca y el tracto urogenital. Siendo la
microbiota intestinal, la encargada de biotransformar: xenobidticos, fitoestrogenos,
acidos biliares; facilitar la excresion de toxinas; metabolizar hidratos de carbono
complejos no digeribles; por mencionar algunas funciones (Volker. 2004) .

Se han identificado diversos factores que pueden modificar la microbiota intestinal
algunos de ellos son: la dieta, consumo de antibioticos, factores genéticos,
sistema inmune, etapas de la vida, lugar de origen. Existen otros factores que
pueden contribuir al desarrollo de la microbiota intestinal como la colonizacion
incial después del nacimiento, dependiendo si es por via vaginal o cesarea, la
forma de alimentacién del recién nacido, formula lactea o amamantado (Figura 5)
(Volker. 2004; Albenberg L.G. & Wu G.D., 2014).

Exposicion al

Bebé Forma de nacimento  Forma de alimentacion ambiente

(8 Vaging Cezarea Amsmaniady Formatis

-/ Degrecen Apmian

Lackbecus =
—p| R |y (AT (ST
- 82100108
Eircocaenum
L (>
_—_— Diversidad baja, inestable, cadtico Diversidad
estable

microorganismos

Figura 5. Desarrollo de microbiota intestinal en humanos y los efectos de exposicion a
diferentes ambientes (Albenberg L.G. & Wu G.D., 2014).

1.2.1 Dieta.

Por definicion dieta es: el conjunto de alimentos y platillos que se consumen cada
dia (Higashida B. 2005). La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) define la
dieta como todo lo que se consume en un dia, es la unidad fundamental de la
alimentacion; la dieta debe ser: suficiente (que satisfaga las necesidades de un

organismo), agradable sensorialmente y variada.
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La microbiota intestinal cambia, dependiendo la proporcién de la ingesta de
hidratos de carbono, lipidos y proteina, por mencionar solo algunos nutrimentos
que la pueden modificar.

Se ha observado que en personas con una dieta vegetariana (baja ingesta de
acidos grasos saturados, de proteina de origen animal y alta ingesta de hidratos
de carbono complejos), la microbiota intestinal presenta una mayor proporcion de
Prevotella spp. y baja proporcidon en Bacteroides spp., Bifidobacterium spp.,
Escherichia coli y Enterobacterium spp.. Esto se debe a que un consumo elevado
de hidratos de carbono la microbiota fermenta los hidratos de carbono, en el colon,
produce acidos grasos de cadena corta (SFA’s), los cuales disminuyen el pH, en
consecuencia Prevotella spp, resistente a pH acidos, encuentra condiciones
ideales para su proliferacion. Esto tiene como consecuencia que las bacterias
Gram positivas, pertenecientes a la microbiota normal, disminuyan; y patogenos,
que antes eran repelidos por el género de bacterias Bacteroides spp., puedan
colonizar el intestino (Flint H., 2012; Goldsmith R. & Sartor B., 2014).

Otra dieta que ha sido muy estudiada es, la llamada “western diet’, dieta
occidental (es decir la nuestra), la cual esta compuesta por hidratos de carbono
simples y alto contenido de lipidos y proteinas. La dieta recomendada debe estar
compuesta por 58% de hidratos de carbono, 28% de lipidos y 14% de proteinas; la
dieta occidental, esta compuesta por 50% de hidratos de carbono, 35% de lipidos
y 15% de proteinas (Layman D.K., et al., 2003). Con este tipo de dieta se ha
encontrado, que la microbiota intestinal tiene un mayor numero de Bacteroidetes y
Bifidobacterium sp., los cuales estan directamente relacionados con muchos
padecimientos, como: obesidad, enfermedad de inflamacién del intestino,
enfermedades de higado graso no alcoholicas, diabetes mellitus y cancer (Volker.
2004; Aleman, J. O. et al., 2014; Power, S. E. et al., 2014).
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1.2.1.1 Prebioticos.

Existen varias definiciones para prebioticos, la mas actualizada es de Gibson en el
2004: “ingrediente fermentable que permite cambios especificos en la composicion
y actividad de la microbiota gastrointestinal, los cuales confieren beneficios al
huésped, en salud y bienestar” (Gibson. G. R. el al.,, 2004). Segun la OMS, la
definicion de prebidtico es: “ingredientes no digestibles de los alimentos que
afectan beneficiosamente al huésped estimulando selectivamente el crecimiento
y/o la actividad de una de las especies de bacterias que estan ya establecidas en
el colon, o de un numero limitado de ellas, y por consiguiente mejoran de hecho la
salud del huésped” (WHO/FAO, 2001).

Para que algun ingrediente fermentable, se considere prebidtico debe de cumplir
con una serie de especificaciones (Anadon A. et al., 2010):

1. No- digerible.
2. Fermentable por la microbiota intestinal.

3. Estimulacion selectiva en crecimiento y actividad, para ciertas bacterias
intestinales.

Existen prebidticos, de los cuales se conoce perfectamente el efecto que provocan
en el huésped, a estos prebidticos se les conoce como: prebidticos reconocidos;
otro tipo de prebidticos, no se sabe del todo el efecto que provocan en el huésped,
a estos se les conoce como: prebidticos emergentes. En la tabla 2, se enlistan
ambos (Anadon A. et al., 2010).
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Tabla 2. Prebidticos reconocidos y emergentes (Anadon A. et al. 2010).

Tipos de oligosacaridos.
Prebidticos reconocidos
Fructo-ologosacaridos (FOS)
Galacto-oligosacaridos (GOS)
Transgalacto-ologosacaridos(TGOS)
Inulina
Isomalto-ologosacarido
Lactulosa
Pirodextrinas
Oligosacaridos de soya (SOS)
Prebidticos emergentes
Gluco-oligosacaridos
Genti-oligosacaridos
Lactosucrosa
Levanos
Pectino-oligosacaridos
Almidones resistentes

Xilo-oligosacaridos (XOS)

La ingesta de prebidticos eleva la cantidad de bacterias de los géneros:
Bifidobacterium y Lactobacillus, debido a que estas bacterias, utilizan los
oligosacaridos como fuente de carbono, los fermentan y pueden crecer facilmente.
Los productos de fermentacion son: acidos grasos de cadena cota (SCFA's)
como: acido acético, acido propionico, acido butirico; gases como: dioxido de
carbono (COz), metano (CH4), hidrégeno (Hz); acido lactico (Anadon A. et al.,
2010).

Algunos prebidticos u oligosacaridos (inulina, galacto-oligosacarido, lactulosa)
(Tabla 3), pueden ser considerados como fibra soluble, pues aumentan la
biomasa y peso de las heces; aumenta la frecuencia para defecar y tiene un efecto
positivo para la mucosa del intestino. Sin embargo, si el consumo de prebidticos
es muy elevado, mas de 30 gramos por dia, puede haber problemas como:
flatulencia excesiva, diarrea y desordenes abdominales (Anaddn A. et al., 2010).
Se han realizado estudios en donde se administran diferentes dosis de los
prebidticos para poder identificar la dosis maxima recomendada para los
prebioticos mencionados anteriormente. Llegardn a la conclusion que 10g por dia,
es una dosis que no presenta efectos secundarios en el organismo y proporcionan
efectos benéficos; la désis en donde se empezd a observar efectos secundarios
como: diarrea, flatulencia y desdrdenes abdominales fue de 31 a 41g por dia
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(Devrese, M., & Schrezenmeir, J., 2008). En otro estudio, cuyo objetivo era
observar la severidad de diarrea provocada por dos hidratos de carbono no
absorbibles, un fructooligosacarido conocido como Idolax y un disacarido de
lactulosa, en una poblacion de 12 individuos donde se administraron dosis
crecientes de dichos hidratos de carbono (0, 20, 40, 80, 160g/d), se administraron
durante tres dias en una semana y se colectaron las muestras al tercer dia para
realizar diferentes estudios como: medicién de pH, concentracion de acidos de
cadena corta, residuos de ldolax o lactulosa, sodio, potasio, osmolaridad y acidos
organicos. Se observo que en las dosis mas altas (80 y 160 g/d) el volumen de las
heces aumento hasta casi 2 litros, sin embargo en algunos individuos no se
observaron estos efectos, debido a que tienen mayor capacidad para fermentar
este tipo de hidratos de carbono. Concluyendo que el efecto de dosis elevadas de
prebioticos, depende de la microbiota que cada individuo tenga (Clausen, M. r. et
al., 1998).

Tabla 3. Estructura quimica de prebidticos.
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1.2.1.2 Probioéticos.

Los probidticos, han sido definidos de distintas formas a lo largo de tiempo, sin
embargo la mas utilizada y actual es:"Los probidticos son microorganismos vivos
que confieren beneficios en la salud del huésped cuando son administrados en
una cantidad adecuada” (Guarner y Schaafsma, 1998; FAO/WHO, 2002; Anadodn
A. et al., 2010; Kamlesh S. et al., 2011).

Los microorganismos probioticos deben ser capaces no solo de sobrevivir a lo
largo del tracto intestinal, si no también ser capaces de proliferar una vez que han
llegado al intestino grueso. Esto significa que los microorganismos deben de ser
resistentes a las enzimas pancreaticas, a los jugos gastricos y a la bilis (Klein et
al., 1998; Anadon A. et al., 2010).
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Los microorganismos que se pueden clasificar como probidticos deben de cumplir
con ciertos criterios: (FAO/WHO, 2002; Kolida et al., 2006; Anadén A. et al., 2010;
Kamlesh S. et al., 2011)

1. Aislados del tracto gastrointestinal, preferentemente de humanos.

2. Tienen que ser reconocidos por la FDA (Food and Drug Administration),
como aditivos GRAS (Generally Recognized as Safe) generalmente
reconocido como seguro.

3. Debe ser posible producirlos a gran escala, que sean viables y que estén
en un vehiculo adecuado para el consumo. Resistir al procesamiento de los
alimentos y a su almacenamiento.

4. Presentar capacidad de adherencia en las células epiteliales del intestino y
a la mucosa intestinal, para que proliferen y compitan contra
microorganismos patogenos.

5. Produccion de sustancias antimicrobianas como bacteriocinas, para atacar
a microorganismos patdgenos y faciliten el restablecimiento de la microbiota
intestinal.

6. Demostrar en estudios aleatorizados, su eficacia y seguridad.

7. Presentar tolerancia a fagos.

8. Propiedades sensoriales agradables.

Algunos mecanismos por los cuales, los probidticos pueden controlar la
colonizacion de patogenos en el intestino son: produccion de sustancias
antimicrobianas, como barcteriocinas; exclusion competitiva de fijacion de
patogenos; competencia por los nutrimentos; y modulacién de sistema inmune
(FAO/WHO, 2002).

Las cepas mas utilizadas como probidticos son bacterias, de los géneros
Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus y Enterococcus, sin embargo, estos
dos ultimos géneros, tienen patdogenos oportunistas, por lo que son usados en

menor proporcién que los dos primeros.

En la tabla 4, se enlistan los microorganismos que son utilizados como probi6ticos

en alimentos.
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Tabla 4. Microorganismos usados como probiéticos (Cervantes G.A., 2014).

Lactobacillus Bifidobacterium Otras bacterias acido lacticas
L. acidophilus  B. adolescentes Enterococcus faecium

L. calivarius B. animalis Lactococcus lactis

L. casei B. bifidum Leuconostoc mesenteroides
L. crispatus B. breve Pediococcus acidilactici

L. coryniformis B. infantis Streptococcus thermophilis
L. curvatus B. lactis Streptococcus diacetylactis
L.delbrueckii  B. longum Streptococcus intermedius
L. farciminis B. thermophilum

L. fermentum

L. gasseri

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Para que los probidticos tengan un efecto benéfico en el organismo humano,
deben de consumirse en las cantidades necesarias, 0 mejor conocida como dosis
minima terapéutica. Se ha determinado que la dosis minima es de 10® UFC/dia,
de microorganismos viables y activos (Lourens A. et al., 2001; Stanton C. et al.,
2003).

Algunos de los efectos benéficos son: incrementan la absorcion de nutrimentos,
previenen infecciones provocadas por microorganismos patdogenos, promueven la
digestiéon de lactosa, mejoran el sistema inmune, afectan positivamente el transito

intestinal, entre otras (Anadon A. et al., 2010).

Los microorganismos mas utilizados como probidticos, pertenecen a los géneros
de Bifidobacterium y Lactobacillus. Muchos de los probidticos son aislados de
productos lacteos fermentados como el kefir, kule naoto (leche de vaca
fermentada por la tribu Maasai en Kenia), kurut (leche de Yak), por mencionar
algunos. El kefir, esta formado por granulos que contienen diferentes levaduras y
bacterias, algunas de estos microorganismos se aislan para ser usados como
probioticos, por ejemplo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei vy
Leuconostoc mesenteroides (Garcia G.M. et al., 2009). Lactobacillus plantarium es
aislado del kule naoto (Mathara J.M. et al., 2008). En el kurut, podemos encontrar

microorganismos como: Streptococcus thermophilis y Lactobacillus delbrueckii; los
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cuales se pueden aislar para poder usarlos como probidticos en otros productos
(Sun Z. et al., 2010).

1.2.1.3 Consumo elevado de hidratos de carbono.

Los hidratos de carbono, componen la mayor parte de la dieta humana, muchos
de los cuales son digeridos por enzimas propias del cuerpo humano, los que no se
pueden digerir llegan al colon en donde son fermentados por la microbiota
intestinal, generando moléculas que pueden ser absorbidas y aprovechadas por el
cuerpo humano como fuente de enegia. Las moléculas que pueden utilizarse
como fuente de energia, provenientes de la fermentacion bacteriana en el intestino
son los acidos grasos de cadena corta (SCFA’s), como: acido acético, acido
propionico y acido butirico (Rajilic-Stojanovi¢ M., 2013).

Aproximadamente 40g de hidratos de carbono provenientes de la dieta llegan al
colon, para ser fermentados por la microbiota presente. Los hidratos de carbono
que llegan al colon son: almidones resistentes, polisacaridos no-almidonosos, y en

menores proporciones mono Yy disacaridos (Cummings J.H., et al., 1991).

Algunos prebioticos como la inulina, han mostrado que promueven el crecimiento
de Bifidocaterium sp. y Faecalibacterium prausnitzii, este tipo de bacterias tienen
efectos benéficos en la salud humana, aminora los sintomas de enfermedades del
intestino inflamado. También se ha observado que en personas obesas, el
consumo de inulina tiene la capacidad de disminuir los niveles de
lipopolisacaridos, los cuales son téxicos para el cuerpo humano (Rajilic-Stojanovic
M., 2013).

Se ha observado que si se cambia la cantidad y proporciéon de hidratos de
carbono, por mas de cuatro semanas, el cambio en la microbiota intestinal es
profundo y rapido. Cuando en la dieta se favorece el consumo de hidratos de
carbono complejos, los géneros Prevotella y Xylanibacteres pertenecientes a las
Bacteroidetes (Gram negativas), se encuentran en mayor proporcion. Cuando la
ingesta de hidratos de carbono en general, se disminuye, como una medida para
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bajar de peso, las Firmicutes (Gram positivas) disminuyen; el cambio en la
proporcion de bacterias es mayor que la pérdida de peso (Abell GCJ, et al., 2008).

1.2.1.4 Consumo elevado de proteinas.

Las proteinas son el siguiente mayor componente de la dieta humana, existen
muchas enzimas que degradan las proteinas, sin embargo, la proteina que
proviene de vegetales es ligeramente menos digerible que las proteinas de origen
animal (Rajilic-Stojanovi¢ M., 2013).

Aproximadamente 12 a 18g de proteinas provenientes de la dieta llegan al colon,
es aqui donde hay un recambio de proteinas, estas proporcionan el nitrégeno
necesario para el crecimiento de bacterias de la microbiota intestinal (Cummings
JH, et al., 1991).

Las proteinas que alcanzan a llegar al colon, son degradadas o digeridas por la
microbiota presente en el colon. Las bacterias proteoliticas predominantes en la
microbiota son Bacteroidetes (Gram negativas), especificamente Bacillus fragilis y
Clostridium perfringens, hacen reacciones de desaminacion y descarboxilacion,
generando productos metabdlicos benéficos como, acido grasos de cadena corta,
y otros toxicos como: aminas, compuestos nitrosos, amoniaco, compuestos
fendlicos y compuestos azufrados. Muchos de estos compuestos dependen de la
cadena de aminoacidos que forma la proteina que ha sido fermentada por la
microbiota intestinal (Rajilic-Stojanovi¢ M., 2013).

Si la dieta es elevada en proteinas, puede haber un aumento de pH en el colon,
debido al amoniaco, éste afecta las células del intestino y puede ser un promotor
de tumores, sin embargo, la mayoria del amoniaco, es absorbido y transformado
en el higado para desecharse por la orina (Scott K, et al., 2013). Ademas del
aumento de amoniaco, también aumenta la concentracion de p-Cresol, el cual se
produce a partir de aminiacidos aromaticos, éste metabolito toxico dafa el ADN de
las células epiteliales, esta relacionado con el desarrollo de cancer de colon. El p-
Cresol es desechado a través de las vias urinarias, por lo que puede causar fallas
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en el rindbn. En algunos experimentos se ha observado que en presencia de
hidratos de carbono y pH de 5.5 a 6 en el lumen intestinal, la produccién de p-
Cresol disminuye considerablemente (Rajilic-Stojanovi¢ M., 2013).

1.2.1.5 Consumo elevado de lipidos.

La mayor parte de los lipidos, provenientes de la dieta, son absorbidos en el
intestino delgado, sin embargo 7% se excreta en las heces (Gabert L., et al.,
2011).

Se han realizado estudios, en donde, por 12 semanas se alimenta a un grupo de
ratones con una dieta elevada en lipidos y a otro grupo con una dieta chow; donde
la dieta chow contiene 5.28% de grasa y 61.3% de hidratos de carbono, y la dieta
elevada en lipidos contiene 34.9% de lipidos y 26.3% de hidratos de carbono. Se
comparo la microbiota de ambos grupos, encontrando diferencias significativas, en
los ratones alimentados con la dieta elevada en lipidos los géneros de bacterias
incrementados fueron: Mollicutes sp., Erysipelotrichaceae sp., Lawsonia sp.,
Desulfovidrio sp. y Lactococcus sp. Posteriormente durante las siguientes 10
semanas se alimentaron a ambos grupos con una dieta chow, y no se encontraron
diferencias en la microbiota, lo que quiere decir que la microbiota responde a la
dieta. Con la dieta elevada en lipidos se observé una disminucion significativa en
Roseburia spp., también se observé que al disminuir esta especie, los genes
bacterianos involucrados en la absorcién de acidos grasos estan mas activos,

aumenta la colesterolemia y hay aumento de peso (Zhang C, et al., 2012).

1.2.2 Antibioticos.

Existen muchos factores que pueden alterar la microbiota normal de un individuo
sin embargo, el uso de antibidticos afecta drasticamente este ecosistema. Muchos
antibidticos de alto espectro como la ciprofloxacina , cuyo mecanismo de accion es
bloquear la actividad de la enzima ADN girasa, impidiendo de esta forma la

replicacion bacteriana (usado comunmente para tratar infecciones respiratorias,
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infecciones urinarias, enfermedades de transmision sexual, entre otras) alteran
hasta una tercera parte de los microorganismos presentes en la microbiota

intestinal, causando pérdida en la diversidad (Dethlefsen L et al., 2008).

Los antibidticos actuan de diferentes formas, pueden atacar a la membrana
celular; pared celular; y principalmente a moléculas u organelos implicados en la

transcripcion, traduccion y replicacion del ADN.

Los tratamientos con antibioticos pueden generar espacios 0 huecos, disponibles
para que microorganismos no innatos de la microbiota intestinal, puedan colonizar
y provocar enfermedades en el huésped. Un ejemplo de esto es la colonizacién de
Clostridium difficile, 1a cual provoca diarrea y esta relacionado con el desarrollo de
colitis (De La Cochetiere M. F. et al., 2005; Gautam D. et al., 2013).

Los tratamientos con antibioticos son generalmente de 5 a 7 dias, durante este
tiempo la microbiota es afectada, sin embargo, muchos microorganismos de la
microbiota intestinal son resistentes, y después de 60 dias aproximadamente,
pueden restablecerse practicamente al 100%; existen casos en los que la
microbiota no se restaura por completo y es cuando se presentan los desordenes
cronicos como la colitis y el sindrome del intestino irritable (De La Cochetiére M. F.
et al., 2005).

1.2.3 Epigenética.

La epigenética, recientemente se ha definido como: cambios en la expresion de
genes, los cuales no se pueden explicar por cambios en la secuencia de ADN, es
decir, es la suma de la cromatina (histonas y ADN). Dependiendo del estilo de vida
de cada persona, las metilaciones en el ADN cambian, lo que significa silenciar o
activar genes; estas metilaciones estan mediadas por: la alimentacion, actividad

fisica, contaminacion, habitos, entre otras (Toubal A. et al., 2013).

Se han realizado estudios en donde se tienen gemelos, uno obeso y el otro
delgado, se toma la microbiota presente en las heces de estos individuos y se

inocula en ratones libres de gérmenes; éstos se alimentan con una dieta chow ad
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libitum y al cabo de 15 dias se hacen estudios donde se revela que los ratones
inoculados con la microbiota del gemelo obeso presentan mayor acumulacion de
grasa en los adipositos y una ganancia de peso mayor, comparandolos con los
ratones inoculados con la microbiota del gemelo delgado. También se encontraron
niveles elevados de cadenas ramificadas de aminoacidos, caracteristicos de
personas obesas Yy resistentes a la insulina, en los ratones inoculados con la
microbiota del gemelo obeso. Se realiz6 otro experimento en donde, a los ratones
previamente inoculados con la microbiota del gemelo obeso, se les inocula de
nuevo pero ahora con la microbiota del gemelo delgado, y viceversa. Se observé
que los ratones con la microbiota del obeso, inoculados de nuevo pero con la
microbiota del gemelo delgado, disminuyeron de peso y la grasa contenida en los
adipositos también disminuyo, la expresion de genes microbianos fue similar a la
de los ratones inoculados con la microbiota del gemelo delgado; en los ratones
que se inocularon primero con la microbiota del gemelo delgado y después con la
microbiota del gemelo obeso, no se observaron cambios de peso ni de grasa
contenida en los adipositos, asi como tampoco en los genes microbianos
expresados. Esto significa que, la micribiota del gemelo obeso es mas inestable,
provocando que que la microbiota del gemelo delgado, una vez inoculada, pueda
establecerse en el intestino como la microbiota nativa, y realizar las funciones

metabdlicas que son favorables para la salud (Ridaura, V. K. et al., 2013).
1.2.4 Sistema Inmune.

Los microorganismos contribuyen significativamente en enfermedades sistémicas,
mediante la traduccion de genes y activacion de sistema inmune; o circulando
metabolitos, los cuales llegan al higado o al sistema circulatorio sistémico a través
de la vena porta (Salonen A. et al., 2014).

El sistema inmune en ocasiones puede mal interpretar sefales, y atacar a células
y tejidos propios del huésped, produciendo células T, generando enfermedades
autoinmunes. La microbiota intestinal influencia la produccién de estas células;
Bifidobacterium infantis induce CD4"y CD25" la cuales inhiben la activacion de
NF-kB, el cual es un complejo proteico que controla la transcripcion de ADN en

respuesta inmune, inflamacion, crecimiento celular y apoptosis; cuando su
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activacién es inhibida, se pueden desencadenar enfermedades autoinmunes.
Bacillus fragilis, juega un papel muy importante en la proteccion contra la colitis,
pues induce IL-10 la cual tiene propiedades antiinflamatorias (Sathyabama S. et
al., 2014).

El género Mycobacterium se encuentra presente en la microbiota normal, sin
embargo, Mycobacterium avium es responsable de la tuberculosis, cuando el
sistema inmune ataca dicha enfermedad activa al gen PTPN22, el cual esta
directamente relacionado con enfermedades autoinmunes como: artritis
reumatoide, lupus y diabetes mellitus. Por otro lado géneros que son considerados
amigables con el ser humano como: Lactobacillus y Bifidobacterium, regulan el
gen ACE, el cual también se relaciona con enfermedades autoinmunes (Proal A.
D. et al., 2009). En la figura 6, esta esquematizado la relacion de los genes con
algunas enfermedades.
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Figura 6. Relacion entre enfermedades y genes (Goh K.I. et al. 2007). Enfermedades

autoinmunes (NARANJA), otras enfermedades inflamatorias (ROJO).
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1.2.5 Etapas de la vida.

Un neonato esta libre de microorganismos, una vez que nace comienza a ser
colonizado por las bacterias presentes en el ambiente que lo rodea. Los
microorganismos que colonizan al recién nacido, van a depender de: la forma de
nacimiento, de el lugar de nacimiento y del régimen alimenticio. En general se
pueden mencionar los géneros de la microbiota mas representativos de los recién
nacidos: Bifidobacterium, Bacteroides, Enterobacteriaceae y Clostridium (Duncan
H. S. et al., 2013; Di Gioia d. et al., 2014). La forma de nacimiento también es
importante considerarla, es decir, via vaginal o cesarea. Si el bebé nace via
vaginal, la microbiota que va a colonizar el intestino del recién nacido, proviene de
la microbiota que se encuentra alojada en el canal de parto y también en las heces
de la madre. Si el nacimiento es via cesarea la microbiota que colonizara al bebé

dependera del ambiente que lo rodea.

Una vez que el infante puede ingerir comida solida, aproximadamente a los 6
meses de edad, la composicién de la microbiota intestinal cambia, pues ahora el
intestino esta expuesto a hidratos de carbono mas complejos y a otros nutrimentos
que la leche materna y la formula lactea no tienen (Di Gioia d. et al. 2014).
Después de 1 mes de alimentar a un infante con comida soélida, Bacteroides sigue
siendo uno de los grupos predominantes, sin embargo, el numero de
Bifidobacterium, Clostridium perfringes y Clostridium difficile, decrece; y otros
microorganismos estrictamente anaerobios comienzan a aparecer (Fallani M. et
al., 2011).

Después de esta primera etapa, la microbiota intestinal comienza a ser mucho
mas diversa, la proporcion de microorganismos que la van a formar, va a
depender practicamente de la alimentacion y del uso de antibidticos. Los phylum
predominantes de la microbiota de un adulto sano, como ya lo hemos visto
anteriormente, son: Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacterias (Duncan H. S. et
al., 2013). Algunos de las bacterias mas representativas se enlistan en la tabla 5.
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Tabla 5. Especies predominantes en el intestino humano (Walker A. W. et al. 2011).

Especie bacteriana

Anaerostipes hadrus
Bacteroides dorei
Bacteroides vulgatus
Blautia wexleri

Clostridium clostridioforme
Collinsella aerofaciens

Eubacterium halliii
Eubacterium rectale

Faecalibacterium praosnitzii

Ruminicoccus bromii

Phylum
Firmicutes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Durante la vejez la microbiota intestinal disminuye respecto a su diversidad. El

género Bifidobacterium disminuye vy
Desde un punto de vista general las
microbiota intestinal en esta etapa de

el género Enterobacteriaceae aumenta.
especies bacterianas que conforman la

la vida son: Prevotella, Ruminococcus,

Oscillibacter, Alistipes 'y Odoribacter (Claesson M. J. et al. 2012).

En la figura 7 se resume el tipo de microbiota intestinal en cada etapa de la vida.
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Figura 7. Cambios en la microbiota intestinal, a través de las diferentes etapas de la vida
(Duncan H. S. et al. 2013).
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La diversidad de la microbiota intestinal a lo largo de la vida, puede ser un factor
que predispone al desarrollo de ciertas enfermedades como: diabetes mellitus,
enfermedades de inflamacion del intestino, cancer de colon, alérgias,
enfermedades autoinmunes, por mencionar algunas. Estas enfermedades pueden
prevenirse con una dieta adecuada, dependiendo de la etapa de vida que se esta

viviendo.
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Capitulo 2.

Productos metabdlicos de importancia para la salud,

provenientes de la microbiota.

El microbioma o genoma microbiano, excede en dos o6rdenes de magnitud el
tamano del genoma humano, es aqui donde encontramos la informacion necesaria
para realizar funciones metabdlicas y bioquimicas que el ser humano no puede

realizar por si solo.

La dieta diaria que consume el ser humano, esta formada por hidratos de carbono
complejos (celulosa, almidones resistentes, pectinas, por mencionar algunos),
hidratos de carbono simples (glucosa, lactosa, fructosa, por mencionar algunos),
proteinas y lipidos. Los microorganismos que forman la microbiota intestinal, se
encargan de fermentar y/o biotransformar la mayoria de estos, generando
productos de importancia para el cuerpo humano. También se encarga de
biotransformar moléculas como los acidos biliares, de acido biliares primarios a

secundarios, los cuales son toxicos para los enterocitos y los hepatocitos.

Muchos de los metabolitos que son formados por la microbiota intestinal, tienen
funciones de gran importancia para mantener un estado de salud adecuado, o
bien son precursores de cierta enfermedades. A lo largo de este capitulo se
discute como se forman estos compuestos de interés y las repercusiones de cada

uno de ellos.

2.1 Acidos grasos de cadena corta (SFCA’s).

En el colon, en la parte mas anaerobia del intestino, es donde se encuentran
bacterias que se encargan de fermentar los hidratos de carbono complejos. La
fermentacion de estos hidratos de carbono complejos, se considera como un
proceso benéfico para la salud ya que contribuye al aprovechamiento maximo de
energia proveniente de la dieta. El ser humano, ha desarrollado la habilidad de
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aprovechar y absorber los productos de la fermentacion, uno de los productos de
fermentacidn mayoritarios son los SCFAs (por sus siglas en inglés short-chain fatty
acids) especificamente: acetato, propionato y butirato (Musso G. et al., 2011) en
una proporcidon de 60:25:15 (Vipperla K. & O’'Keefe S.J., 2012)

La conversidon de piruvato a cualquiera de los SCFAs, genera una molécula mas
de ATP. En la figura 8, se pueden observar algunas vias alternativas para formar
acetato, propionato y butirato. La produccion de SCFAs representa
aproximadamente el 60% de la energia contenida en los hidratos de carbono
consumidos (Louis P. et al., 2009). Como ya se menciono en el capitulo anterior,
la dieta esta constituida aproximadamente de 40 g de hidratos de carbono, la
fermentacién de estos hidratos de carbono, genera 0.4 moles de SCFAs, los
cuales aportan 140-150 kcal. Aporta casi el 10% del requerimiento calérico (Musso
G. etal., 2011;).

Los SCFAs, son fuente de energia para muchas células del cuerpo, por ejemplo:
el butirato es la fuerte preferida por las células del epitelio del colon, en donde es
convertido a cuerpos ceténicos u oxidado a didéxido de carbono (Louis P. et al.,
20009).
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Figura 8. Vias alternativas para la sintesis de butirato (1) y propionato (2-4);1a, via butirato

cinasa; 1b, via butiril-CoA; 2, via acrilato; 3, via succinato; 4, via propanodiol. Flechas punteadas

indican varios intermediarios. DHAP, Dihidroxiacetona fosfato; P, fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato
(Louis P. et al 2007).

El acetato y propionato que han sido absorbidos en el intestino, llegan al higado,
donde la mayoria del propionato entra a la via de la gluconeogénesis; y el acetato
a la via de la lipogénesis. Se ha observado en ratones que el acetato también
llega a otras células como colonocitos y adipocitos, en donde es sustrato para la
lipogénesis (Elia M., 2007)

Los SCFAs, particularmente el butirato, tienden a disminuir el pH del colon,
limitando de esta forma el crecimiento de bacterias patégenas como ciertas
Enterobacterias (Musso G. et al., 2011; Vipperla K. & O’Keefe S.J., 2012), inhiben
la degradacion de los acidos biliares primarios a secundarios, disminuyendo asi
los efectos toxicos de éstos (Vipperla K. & O’'Keefe S.J., 2012). En la tabla 6, se

enlistan los roles que desempefian los tres principales SCFAs.
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Tabla 6. Accién principal de los dcidos grasos de cadena corta (Vipperla K. & O’Keefe S.J.,

SCFA

Acido propiénico Higado y tejido adiposo

Acido butirico

Acido acético

Sitio de accién

Colonocitos

Higado, musculo y
otros tejidos periféricos

2012).

Accion principal

Metabolismo:  sustrato para gluconeogénesis,
disminuye la sintesis hepatica de colesterol.
Anti-inflamaciéon: regula la actividad de |la
ciclooxigenasa; inhibe NF-kB.
Antimicrobiano: inhibe la expresiéon de genes que
faciltan a Salmonella typhimurium, penetrar el
epitelio intestinal. Mejora la sensibilidad a la insulina:
inhibe la lipdlisis y promueve la lipogénesis en tejido
adiposo visceral, suprime la formacion de acidos
grasos en el higado, el estado inflamatorio es menor,
mitiga la resistencia a la insulina causada por la
interaccion de los acidos grasos. Saciedad:
promueve la saciedad mediante via neuronal,
enddcrina, pancreatica y autocrina; influencia la
produccion de hormonas adipocinéticas como la
leptina.

Anticancerigeno: inhibe la histona diacetilasa,
provocando hiperacetilacién de histonas y dificulta la
accesibilidad de los factores de transcripcion, al ADN
nucleosomal, regulando la expresién de genes vy el
funcionamiento celular; mejora la actividad de
enzimas destoxificantes como la glutation-S-
transferasa, inhibe la migracién de células tumorales
mediante la inhibicién del factor de decaimiento
acelerado. Anti-inflamacién: suprime la activacion de
NF-kB mediante la inhibicion de histonas
diacetilasas, inhibe la produccién y/o activacién de
interferon-y. Reforzamiento de defensa de la barrera
del colon: incrementa la expresion del gen MUC2, el
cual estimula la sintesis de mucina.

Metabolismo: sustrato principal para la sintesis de
colesterol.

2.2 p-cresol, acido sulfhidrico (H,S), compuestos N-nitrosos,

Isovalerato.

La fermentacion de proteinas de origen animal o vegetal, da como resultado

algunos metabolitos que son toxicos para el cuerpo. Cuando el consumo

proteinico es elevado, estos metabolitos elevan su concentracion, causando
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enfermedades degenerativas como cancer de colon, falla renal, ulceras, colitis,

por mencionar algunas.

El p-cresol es un metabolito toxico producido a partir de la fermentacion de
aminoacidos aromaticos, causa dafio al ADN de las células epiteliales y esta
relacionado con el desarrollo de cancer de colon. La eliminacién del p-cresol es a
través del tracto urinario, lo que también provoca falla renal. Se han realizado
experimentos donde se observa que la produccion de p-cresol disminuye cuando
el pH del intestino es bajo por la presencia de SCFAs. Esto sugiere que si se tiene
una dieta balanceada, en donde los hidratos de carbono sean el componente
mayoritario, los metabolitos que la microbiota intestinal producira seran
mayoritariamente, los benéficos para la salud y no los téxicos (Rajilic-Stojanovic
M., 2013).

Debido al contenido de azufre en algunos aminoacidos, cuando los
microorganismos fermentan este tipo de aminoacidos, producen metabolitos como
acido sulfhidrico (H2S), el cual es bastante tdxico, pues incrementa apoptosis en la
mucosa, deplecion de células calciformes, ulceracion superficial y dafio en el ADN
genomico. Existen varias vias por las cuales se puede producir HzS: por la accidon
de bacterias reductoras de sulfatos, que utilizan hidrogeno y sulfatos provenientes
de derivados de la dieta o de la mucina sulfatada; por la degradacion de taurina,
liberada por la desconjugacion de los acidos biliares primarios o la que esta
presente en la dieta (carne y bebidas energéticas); por la degradacion de
proteinas. Se ha demostrado que existe una correlacion lineal entre la cantidad de
consumo de carne y la excrecion de HyS en las heces (Rajilic-Stojanovi¢c M.,
2013).

Los compuestos N-nitrosos son metabolitos asociados a la digestion de proteinas,
estos compuestos son carcinogénicos, son sintetizados en el tracto
gastrointestinal, cuando los grupos aminos de los aminoacidos reaccionen con
nitratos en el pH acido del estbmago, o bien por accion de enzimas bacterianas
presentes en la microbiota intestinal (Rajilic-Stojanovi¢ M., 2013).

En la figura 9, se muestran algunas vias por las cuales se pueden metabolizar las

proteinas, y los principales microorganismos encargados de dicho proceso.
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Figura 9. Principales vias de fermentacion proteinica y grupos microbianos asociados a

dicha fermentacién (Rajilic-Stojanovi¢ M., 2013).

2.3 Acido linoléico conjugado (CLA), acido eicosapentanéico
(EPA), acido docosahexandico (DHA).

Algunos microorganismos de la microbiota intestinal, tienen la habilidad de
producir acidos grasos con actividad biolégica como: acido linoleico conjugado
CLA, por sus siglas en inglés conjugated linoleic acid, especificamente el cis-9,
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trans-11; el acido eicosapentanoico EPA, por sus siglas en inglés eicosapentanoic
acid; y el acido docosahexanoico DHA, por sus siglas en inglés docosahexanoic
acid (Figura 10).

HO jf\/\/\/\/:\/\/\/\/

Acido linoleico conjugado (CLA, C18:2, omega-6)
HO

(o}
Acido eicosapentandico (EPA, C20:5, omega-3)

HO — = = — == =

(o]
Acido docosahexandico (DHA, C22:6. omeqa-3)

Figura 10. Estructura de acidos grasos de importancia para la salud que pueden ser

generados por la microbiota intestinal.

El CLA, tiene propiedades favorables contra la diabetes, obesidad y en la
enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés
nonalcoholic fatty liver disease); promueve la disminucion del colesterol y de
azucar en sangre, inhibe la proliferacion celular, baja los niveles de grasa corporal
y actua como inmunoregulador, entre otras (Baddini F.A. et al., 2009; Wall R. et
al., 2009). El EPA y el DHA, son acidos grasos pertenecientes al grupo de omega-
3, los cuales disminuyen la cantidad de lipidos en la sangre y presentan
propiedades antiinflamatorias (Wall R. et al., 2009; Musso G. et al., 2011). Esto es
posible debido diferentes mecanismos:

* Disminuye la sintesis hepatica de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, por sus siglas en inglés, very low density lipoprotein).

* Incrementa la lipolisis periférica, inhibe la sintesis y secrecion de
quilomicrones.

* Reduce la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 (moléculas de adhesion de
células endoteliales) y reduce la adhesion de monocitos a las células

endoteliales.
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* Reduce la produccién de moléculas del tipo leucotrieno B4 (actuan como
atrayentes de células circulantes proinflamatorias) e inhiben la expresion

del factor del transcripcion NF-kB (Garcia-Rios A. et al., 2009).

Los géneros bacterianos que se relacionan con la produccion de CLA, EPA y
DHA, son Lactobacillus y Bifidocterium. La formacion de CLA, es una
biotransformacion que realizan bacterias a partir del acido linoléico proveniente de
la dieta. La concentracion de estos acidos grasos poliinsaturados depende de la
proporcion de microorganismos y de la dieta del huésped (Wall R. et al., 2009).

2.4 Acidos biliares secundarios.

Los acidos biliares son sintetizados en el higado a partir de colesterol, su funcidn
es: emulsificar la grasa proveniente de la dieta y absorberla; transportar vitaminas
liposolubles; excretar drogas y toxinas. Los acidos biliares son moléculas
anfifilicas y es debido a esta propiedad que pueden realizar las funciones antes

mencionadas (Bertram et al., 2013).

Los acidos biliares que se sintetizan en el higado son conocidos como primarios,
la microbiota intestinal se encarga de hacer cambios estratégicos para formar
acidos biliares secundarios. Estos cambios son: desconjugacion y dehidroxilacion
(Musso G. et al., 2011; Bertram et al., 2013). En la figura 11, se muestran la

biotransformacion de los acidos biliares primarios a secundarios.

39



ACIDOS BILIARES

e E= cood . PRIMARIOS
COLESTEROL HO - . taurina DDNH»DH-DH-SEIH:A:
HO ACIDO QUENODESOXICOLICO

HO

0OH
CO-NHCH-CH-SOH

/* glicina
tauring  Ho OH
ACIDO GLICO-

CO0H ACIDO TAUROCOLICO QUENODESOXICOLICO

g'ICII"IG CO-NHCH-COOH CO-NHCH-COOH
Lo \’_
. ACDo cduco

ACIDO TAURO- ;
QUENODESOXICOLICO

Baderlcs
integtinais

Bactérios e
integtinais

_ ACIDOSBILIARES .
" SECUNDARIOS :

COOH:

TR IRET T

COOK:

S/ HO {HO

... ACIDO DESOXICOLICO.- .Aapo urocoLico .-

Figura 11. Acidos biliares primarios y secundarios. Desconjugacién y dehidroxilacién.

El receptor X farsenoide FWR, por sus siglas en inglés farsenoid X receptor, es el
encargado de regular la generacion de acidos biliares y también se encarga de
regular vias metabdlicas como: lipogénesis hepatica; gluconeogénesis hepatica;
sintesis de glucogeno en musculo; y sensibilidad a la insulina (Duseja, A., &
Chawla, Y. K., 2014; O'Connell, K., & Brasel, K., 2014). Cuando esta activado se

promueve la oxidacion de acidos grasos y triglicéridos (Musso G. et al., 2011).

La microbiota intestinal desconjuga los acidos biliares primarios, debido al poder
antimicrobiano de estos. Los microorganismos encargados de desconjugar a los
acidos biliares primarios se encuentran en el ileon y parte superior del colon
(Bertram et al., 2013), particularmente los géneros de Clostridium, Bacteroides y
Enterobacteria (Musso G. et al., 2011). Al quitarles la glicina o taurina, genera los
acidos biliares secundarios y estos son téxicos para los enterocitos y los
hepatocitos. Si el huésped consume una dieta alta el grasa y en hidratos de
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carbono simples, la acumulacion de estos acidos biliares secundarios es mayor y
puede provocar enfermedad de higado graso no-alcoholico (NALFD), asi como
dislipidemia, calculos biliares, pancreatitis, por mencionar algunas (O'Connell, K.,
& Brasel, K., 2014).

Se han realizado experimentos donde se comprueba que los acidos biliares
secundarios tiene propiedades antiinflamatorias, mediante la activacion del
receptor TGRS (Rajilic-Stojanovi¢c M., 2013), el cual inhibe la produccién de
citocinas proinflamatorias (Stepanov V. et al., 2013) En la enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD, por sus siglas en inglés inflammatory bowel disease), debido a la
disbiosis presente en el intestino, la biotransformacion de los acidos biliares
primarios a secundarios, es menor a la normal, esto provoca que la disbiosis
incremente debido al poder antimicrobiano de los acidos biliares primarios, y que
las propiedades antiinflamatorias de los acidos biliares secundarios, no tengan los
efectos favorables esperados (Rajilic-Stojanovi¢ M., 2013).
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Capitulo 3.

Diabetes mellitus.

3.1 Generalidades de la diabetes mellitus.

En el siglo Il d.c., Galeno describe a la diabetes como una enfermedad de los
rifones e insiste que la poliuria es la responsable de la caquexia de los diabéticos.
Se nombro por primera vez a esta enfermedad como diabetes lo que en griego
significa “correr a través”, fue nombrada asi por Areteo de Capadocia. Cullen
anadio a esta enfermedad el término mellitus, que significa “dulce” (Roche. 2001).

La concentracién de glucosa en sangre, es controlada por la insulina que es una
hormona producida por las células B de los islotes de Langerhans en el pancreas y
se encarga de introducir la glucosa a las células (Clark, P., & McDonald, T., 2013).

La diabetes mellitus es una enfermedad donde la concentracién de la glucosa en
sangre es anormalmente alta (hiperglucemia). Esto se debe a tres causas:
insuficiencia en la secrecién de la insulina; que la insulina no pueda introducir la

glucosa a las células; o ambas (Clark, P., & McDonald, T., 2013).

Esta enfermedad se trata mediante la dieta y administrando insulina o drogas que
aumenten la secrecion de ésta o que incrementen la sensibilidad (Clark, P., &
McDonald, T., 2013).

En la tabla 7, se realiza una clasificacion de las posibles causas que ocasionan
diabetes mellitus.

La diabetes mellitus es clasificada en dos tipos: uno y dos; existen caracteristicas
clinicas al momento de diagnosticar cualquiera de esto dos tipos: poliuria, sed,
debilidad, polifagia con pérdida de peso, vision borrosa recurrente, vulvovaginitis,
neuropatia periférica y enuresis nocturna. Estas caracteristicas clinicas pueden o
no estar presentes en cualquiera de los dos tipos (Gadner D. G. & Shoback D.,
2012).
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Existen varios analisis que se realizan para diagnosticar la diabetes mellitus o bien
para monitorear a los pacientes con dicha enfermedad. Estos analisis son:
cuantificacion de glucosa y cuerpos cetonicos en orina; cuantificacion de glucosa
en sangre entera y plasma en ayunas y después de administrar glucosa; pruebas
de hemoglobina glucosilada; medicién de concentraciones de insulina o péptico C
(Gadner D. G. & Shoback D., 2012).

Tabla 7. Clasificacion etiolégica de la diabetes mellitus (Modificado de Gadner D. G. &
Shoback D., 2012).

Destruccion de células 3

que, por lo general, 1. De mediacion inmune, tipo 1a
conduce a una deficiencia 2. Idiopatica, tipo 1b

absoluta de insulina.

Puede variar del
predominio de la
resistencia al predominio
de un defecto secretorio
con minima resistencia a
la insulina.

Diabetes Mellitus tipo 1

Diabetes Mellitus tipo 2

" 1. Diabetes hereditaria juvenil del
Defectos genéticos

Otros tipos especificos

autosémicos dominantes
de las células (8 del
pancreas.

Otros defectos genéticos
de las células
pancreaticas.

Defectos genéticos en la
accion de la insulina.

Diabetes neonatal

Enfermedades del
pancreas exocrino

Endocrinopatias

tipo 2 (MODY)

2. Gen de la insulina (INS)

3. Canal de potasio sensible a
ATP (KCNJ11 y ABBCS8)

1. Defectos genéticos
autosdmicos recesivos

2. ADN mitocondrial

3.Diabetes con tendencia a la
cetosis (KPD)

1. Mutaciones en los receptores
insulinicos

2. Diabetes lipoatroficas

1. Transitoria

2. Permanente

1. Pancreatitis

2. Traumatismo,
pancreatectomia

. Neoplasias

. Fibrosis quistica

. Hemocromatosis

. Pancreatopatia fibrocalculosa

. Acromegalia

. Sindrome de Cushing
. Glucagonoma

. Feocromocitoma

. Hipertiroidismo

. Somatostatinoma

. Aldosteronoma

NO OB WN-= OO W
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1. Toxicidad de células B: vacor,
pentamidina, ciclosporina
2.Autoinmunidad a las células f3:
interferén a
3. Disfuncion de las células 3:
tiazida y diuréticos del asa,
diazoxido, agonista a, B
Inducida por farmacos o bloqueadores, fenitoina,
quimicos opiaceos
4. Resistencia a la insulina:
glucocorticoides, progesterona
acido nicotinico, hormona
tiroidea, 3 bloqueadores,
farmacos antipsicéticos atipicos,
antirretrovirales inhibidores de la
proteasa

1. Rubéola congénita

2. Otros virus: citomegalovirus,
coxsackievirus B, adenovirus,
paperas

Infecciones

1. Sindrome de la persona rigida
2. Inmunodeficiencia,
poliendocrinopatia, enteropatia
asociada con el cromosoma X
(IPEX)

3. Sindrome de
poliendocrinopatia autoinmune
tipo 1

4. Anticuerpos contra los
receptores autoinmunes

5. Sindrome de ataxia
telangiectasia (anticuerpos
contra los receptores)

6. Sindrome POEMS

1.Defectos cromosdmicos:

sindromes de Down, Klinefelter y

Turner

2. Sindromes neuromusculares:
Otros sindromes genéticos ataxia de Friedreich, corea de

Formas inusuales de
diabetes de mediacion
inmune

ocasionalmente Huntington, distrofia mioténica,
relacionados con la porfiris y otros
diabetes 3. Sindromes de obesidad:

sindromes de Laurence-Moon-
Biedl, de Bardet-Biedl, de
Prader-Wili y otros

4. Sindrome de Wolfram

Uno de los analisis mas importantes para diagnosticar la diabetes mellitus es la
medicion de glucosa en sangre total y plasma en ayunas y después de la ingesta
de cierta cantidad de glucosa. Los laboratorios especializados usan el plasma para

realizar las mediciones, debido a que éste no tiene tantos componentes como en
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la sangre total y es mas sensible la medicidn; solo los aparatos caseros para medir
glucosa usan la sangre total (Gadner D. G. & Shoback D., 2012).

Para determinar la cantidad de glucosa en plasma los laboratorios usan los
siguientes meétodos: el método enzimatico, el método de condensacion o el
método de reduccion; en este ultimo se aprovechan las propiedades reductoras
de la glucosa para cambiar el estado de oxidacion de un ion metalico; sin
embargo, es mas utilizado el método de condensacion, es un método colorimétrico
donde se agrega o-toluidina y se forma glucosamina, este compuesto tiene un
color verde intenso, la desventaja de éste método es que la o-toluidina es
corrosiva y toxica. EI método que actualmente se utiliza en los laboratorios
especializados es el enzimatico, en donde la glucosa oxidasa reacciona con
glucosa, agua y oxigeno para formar acido gluconico y peréxido de hidrégeno,
este perdxido de hidrégeno oxida un cromégeno y se mide el consumo de oxigeno
para determinar la cantidad de glucosa presente (Gadner D. G. & Shoback D.,
2012).

La hemoglobina glucosilada se debe a las reacciones entre la glucosa y otros
azucares y grupos amino libres de la cadena a y B. La glucosilacion de la valina
aminoterminal de la cadena (3 imparte una carga negativa suficiente a la molécula
de hemoglobina, para poder separarla mediante técnicas dependientes de carga.
Al separar estas hemoglobinas por su carga, se les conoce colectivamente como
hemoglobinas As (HbA1), la forma principal de la HbA: es la hemoglobina Aic
donde la glucosa es el hidrato de carbono que esta ligado a la hemoglobina
(HbA1c). La hemoglobina total esta formada por 6% de HbA1c, en personas sanas,
sin embargo en pacientes diabéticos la HbAic, se encuentra anormalmente
elevada, debido a la hiperglucemia crdnica, en la tabla 8 se muestran los rango
de HbAic, para determinar si un paciente es diabético, prediabético o sano. La
hemoglobina glucosilada, circula dentro de los eritrocitos, cuyo ciclo vital dura
hasta 120 dias, reflejan el estado glucémico de 8 a 12 semanas anteriores al
estudio, por esta razon es un método para la valoracién del control diabético
(Gadner D. G. & Shoback D., 2012).
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Los analisis de glucosa en orina, sangre total y plasma sanguineo, obtenidas en
ayunas y después de administracion de glucosa, son de enorme importancia para
la evaluacién de pacientes diabéticos. Las pruebas de hemoglobina glucosada,
son utiles en la evaluacion inicial y también en la valoracion del efecto terapéutico
del paciente (Gadner D. G. & Shoback D., 2012).

En la tabla 8, se muestran los criterios para el diagnostico de la diabetes mellitus.

Tabla 8. Criterios para el diagnostico de la diabetes mellitus (Modificado de Gadner D. G. &
Shoback D., 2012).

Tolerancia normal a

I Prediabetes Diabetes mellitus®
a glucosa

Glucosa plasmatica en 100 a 125 (glucosa

ayunas (rFr)wg/dI)b Sy basal altc(e?ada) £L28

2 horas después de 2140 a 199

carga de glucosa <140 (intolerancia a la 2200
(mg/dI)° insulina)

HbA . (%)? <5.7 57a6.4 26.5
Sintomas y

concentracion de - - 2200

glucosa al azar (mg/dl)

?La glucosa plasmatica en ayunas o HbA; son diagndsticos de diabetes si se confirma en pruebas repetidas.
El analisis de HbA+; debe llevarse a cabo mediante procedimientos certificados por el programa de National

Glycohemoglobin Standardization y estandarizarse al procedimiento DCCT.

® La glucosa plasmatica en ayunas 2126 mg/dL es diagndstico de diabetes si se confirma en algun dia

subsiguiente al que se encuentra en rango diabético después de ayuno nocturno.

° Antes de la prueba, administrar 75 g de glucosa disuelta en 300 mL de agua, después de ayuno nocturno en
pacientes que recibieron al menos 150 a 200 g de hidratos de carbono a diario por tres dias. En ausencia de

una hiperglucemia inequivoca, el resultado debe confirmarse mediante pruebas repetidas.

La diabetes mellitus es una enfermedad de importancia mundial, ya que 347
millones de personas han sido diagnosticadas con esta enfermedad. Se calcula
que para el 2030 la diabetes mellitus sera la séptima causa de muerte en el
mundo. El 80% de las muertes por exceso de glucosa en la sangre, es en paises
de bajos y medianos ingresos (WHO. 2013).

La encuesta nacional de salud (ENSANUT) 2012, dice que 6.4 millones de adultos
mexicanos estan diagnosticados con diabetes mellitus, sin embargo, se calcula
que aproximadamente el mismo numero de personas podrian tener la enfermedad
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sin ser diagnosticada aun. En la figura 12, se observa que desde el afio 2000, ha

habido un incremento en el numero de pacientes diabéticos.

30%

25%

Prevalencia ajustada de diabetes por diagnéstico médico previo a la encuesta

< 20%
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12. Incremento de diabéticos, tipo 1 y 2 diagnosticados a nivel nacional. Datos de
Encuestas Nacionales (ENSANUT 2012).

En la figura 13, se observa que la prevalencia de la diabetes mellitus tipo 1 es en

edades tempranas, mientras que la prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 es en

35
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edades mas tardias.
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Rango de edades

Figura 13. Comparacién de prevalencia de diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) y diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2). Datos obtenidos de Direccién General de Epidemiologia, DGE.
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El costo aproximado para la atencion médica de todos estos pacientes diabéticos,
en México es de 3,872 millones de pesos, monto que supera al presupuesto
asignado, por el gobierno federal, al Seguro Popular en el 2012, el cual fue de
3,790 millones de pesos (Secretaria de Salud, 2012).

Lo anterior hace notar el porque es tan importante estudiar y proponer soluciones
para prevenir y tratar la diabetes mellitus.

3.2 Diabetes mellitus tipo 1.

La diabetes mellitus tipo 1, conocida como diabetes insulino dependiente, se
divide en dos: la autoinmune, tipo 1a; y la idiopatica, tipo 1b. La diabetes mellitus
tipo 1a se presenta en 95% de los casos y consiste en la destruccion total o parcial
de las células B pancreaticas, lo que provoca una deficiencia de insulina (Gadner
D. G. & Shoback D., 2012; Sanchez-Zamora, Y. ., & Rodriguez-Sosa, M., 2014).
Existe trastorno catabodlico en donde hay ausencia de insulina circulante, como es
el caso de la diabetes mellitus tipo 1, se eleva el glucagdn pancreatico y las
células [ del pancreas no responden a ningun estimulo insulinogénico. La
ausencia de insulina ante los tres tejidos blanco principales (hepatico, muscular y
graso), ocasiona que no pueda captar glucosa y que se aporten mas nutrimentos
al torrente sanguineo, proveniente de la degradacion de glucogeno, proteinas y
grasa. Las alteraciones en el metabolismo de las grasas, provoca acumulacion de
cetonas. Esto puede revertirse con la administracion de insulina (Gadner D. G. &
Shoback D., 2012).

La diabetes tipo 1, puede presentarse en cualquier etapa de la vida, sin embargo,
es mas comun que se presente en edad preescolar y antes de la pubertad,
habiendo casos en donde se diagnostica a adultos mayores (Gadner D. G. &
Shoback D., 2012).

Para el diagndstico de la diabetes tipo 1, se realizan analisis para identificar
anticuerpos circulantes, que hacen frente a las céluas B pancreaticas, estos
anticuerpos son: anticuerpos antiislotes (ICA, por sus siglas en inglés, islet cell

antibodies), anticuerpos antiinsulinicos (IAA, por sus siglas en inglés, insulin
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autoantibodies), anticuerpos contra la descarboxilasa glutamica acida (GAD, por
sus siglas en inglés, glutamic acid decarboxylase), anticuerpos contra la tirosina
fosfatasa IA2 (ICA152, por sus siglas en inglés, islet cell cytoplasmic antibodies) y
anticuerpos contra el transportador de cinc 8 (ZnT8) (Gadner D. G. & Shoback D.,
2012; Sanchez-Zamora, Y. l., & Rodriguez-Sosa, M., 2014). Los ICA, son
anticuerpos circulantes de naturaleza 1gG, dirigidos contra elementos
citoplasmaticos de la totalidad de las células que constituyen los islotes
pancreaticos, la presencia de este anticuerpo esta fuertemente asociada con el
desarrollo posterior de diabetes tipo 1 (Mayrhofer M. et al., 1996). Los IAA,
bloquean la unién de la insulina con su receptor, impiden su accioén y crean una
resistencia periférica a la hormona, la presencia de este anticuerpo, en pacientes
tratados con insulina exdégena, se considera la causa mas comun de resistencia a
la insulina (Casanova C.D. et al, 2001). Los GAD, estan implicados en
mecanismos para atacar a los islotes del pancreas (Gilliam L.K. et al., 2004).

Los anticuerpos en contra de las proteinas de las células B no provocan la
destruccion de este tipo de célula de manera directa en la diabetes tipo 1, sin
embargo, como ya antes fue mencionado, son de utilidad para poder monitorear y
diagnosticar esta enfermedad. En el sistema inmune celular, los linfocitos T,
infiltran a los islotes (un proceso denominado insulitis) y destruyen las células 3. Al
momento del diagndstico, los islotes de los pacientes con diabetes tipo 1 se
encuentran extensamente infiltrados con linfocitos T tanto auxiliares como
citotoxicos. Por lo regular, el timo elimina los linfocitos T autorreactivos durante su
desarrollo, de modo que el sistema inmune se vuelva tolerante a los
autoantigenos. Ademas, ciertos linfocitos T especializados, los linfocitos T
reguladores, evitan ataques adicionales en contra de tejidos sanos mediante la
reconversion de linfocitos T citotoxicos y auxiliares que pudiesen haber escapado
del timo. La diabetes tipo 1 es el resultado de una falla en estos procesos de
autotolerancia dentro del sistema inmune (Gadner D. G. & Shoback D., 2012). En

la figura 14, se muestra un esquema, del proceso de insulitis.
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Figura 14. Insulitis. Destruccién de células (3, por células T citotdxicas y auxiliares. Infecciones
virales o procesos inflamatorios, pueden inducir apoptosis de las células beta del pancreas. Las
células que son apoptéticas, liberan antigenos que activan a las células presentadoras de
antigenos, estas células activan a las células T en los nédulos linfaticos del pancreas, las células T
activas regresan al islote en donde liberan factores de inflamacion e inducen la insulitis. La
citocinas inflamatorias activan a la transcripcion de NFk3 y STAT-1, las cuales decrecen la
expresion de PDX1 y GLUT1, llevando a insuficiencia de produccién y secrecién de insulina. La
activacion de NFkB y STAT-1 también provoca estrés en el reticulo endoplasmico (RE), procesos
apoptoticos y liberacion de citocinas por las células beta, llevando a un ciclo de inflamacién y
destruccion de células beta, que mantiene y eventualmente amplifica el ataque inmune. (Lazo M.L.
& Fernandez-Mejia C. 2011).

La herencia genética, desempefia un papel importante en el desarrollo de la
diabetes tipo 1, sin embargo, la mayoria de los pacientes que tienen la
enfermedad, no tienen familiares enfermos. Los factores ambientales, por otra
parte, tienen mayor influencia en el desarrollo de ésta enfermedad; se ha
observado que en gemelos monocigoéticos, solo uno de ellos la desarrolla, lo

anterior puede deberse al azar en la expresién y mutacion de ciertos genes, o0 a
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los factores ambientales a los que estan expuestos ambos individuos. Estos
factores ambientales pueden ser: virus, sustancias quimicas como raticidas de
nitrofeniurea, citotoxinas destructivas, entre otras (Gadner D. G. & Shoback D.,
2012; Sanchez-Zamora, Y. |, & Rodriguez-Sosa, M., 2014). Algunos genes
implicados en la diabetes mellitus tipo 1, son: PDX1/IPF1 (por sus siglas en inglés,
pancreatic duodenal homeobox gene 1), el cual sufre una mutacion que genera un
fenotipo, en donde existe insuficiencia pancreatica, pues se expresa en la
formacion del brote pancreatico y controla el destino de las células progenitoras
del pancreas, también controla la supervivencia de las células 3 del pancreas; el
gen PTF1A (por sus siglas en inglés, pancreas-specific transcription factor 1A
gene), cuando sufre una mutacion, conlleva a un mal desarrollo embrionario del
pancreas asociado a una hipoplasia cerebelosa, en pacientes con esta mutacion,
se detectan niveles de insulina y péptido-C bajos; otro gen implicado en la
diabetes mellitus tipo 1 es el GATAG6, esta implicado en la proliferaciéon de las
células progenitoras del pancreas, si este gen muta, existen anomalias en el

desarrollo del pancreas (Schwitzgebel V.M., 2014).

En algunos estudios de asociacion del genoma (GWAS, por sus siglas en inglés,
Genome-wide association studies), se ha determinado que variaciones en genes
como HLA (por sus siglas en inglés, human leukocyte antigen) representan un
factor de alto riesgo para desarrollar diabetes mellitus tipo 1, este gen codifica
proteinas las cuales actuan como presentadoras de antigenos para las células T.
Otras variaciones, en genes de importancia para dicha enfermedad, se mencionan
a continuacion: el gen INS, que codifica para la insulina; PTPN22 (por sus siglas
en inglés, protein tyrosine phosphatase), se encarga de reconocer antigenos
especificos, e inicia la respuesta inmune; CTLA4 (por sus siglas en inglés,
cytotoxic T-lymphocyte- associated protein 4), actia como regulador negativo de la
activacion de las células T; IL2RA (por sus siglas en inglés, interleukin 2 receptor
alpha) este gen codifica para la subunidad alfa de las IL-2, conocida también como
CD25, esta relacionado con la memoria inmunitaria. Estos ultimos tres genes,
presentan variaciones en donde solo cambia nucledtido no-sinbnimo, de manera
que al ser traducida la cadena, se cambia un aminoacido (Polychronakos C. & Li
Q. 2011).
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La meta principal para el tratamiento de la diabetes tipo 1 es prevenir el desarrollo
de complicaciones crénicas, como: complicaciones microvasculares vy
macrovasculares. La terapia intensiva de insulina, logra el control total de glucosa
en sangre, esta terapia es combinada con tratamiento para regular la presion
arterial y otro para controlar la hiperlipidemia; juntos hacen la combinacion
perfecta para sobrellevar esta enfermedad sin desarrollar las complicaciones antes
mencionadas (Leroux, C., 2014). Es muy importante que los pacientes con
diabetes mellitus tipo 1, tengan especial cuidado en mantenerse en un peso
adecuado, pues los tratamientos con insulina, provocan un aumento de peso y
entre mayor sea el peso del paciente, mayor es la cantidad de insulina que se
tiene que administrar (Chillaron, J. J., 2014).

3.3 Diabetes mellitus tipo 2.

La diabetes mellitus tipo 2, conocida como diabetes no insulino dependiente o
diabetes mellitus de la edad madura, se caracteriza por tener una deficiencia en la
produccion de insulina o bien resistencia a la misma (Gadner D. G. & Shoback D.,
2012).

En la figura 15, se esquematiza los que ocurre en una persona sana y en una

persona con diabetes mellitus tipo 2, cuando ingiere alimentos.
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Cuando una persona sin diabetes ingiere alimentos Cuando una persona con diabetes ingiere alimentos

o El tubo digestivo degrada los
alimentos en azdcares simples
llamados glucosa, y los absorbe.
También libera hormonas incretinas

o Puede haber menos hormonas
incretinas que indiquen a su
pancreas que produzca insulina
después de una comida, y ademas
algunas de estas hormonas que
envian el mensaje no lo hacen bien.

en respuesta a los nutrientes de los
alimentos.

6 Las hormonas incretinas

5 indican al pancreas que . 9 Su pancreas no produce
: libere insulina. . suficiente insulina -
. 0 Se concentra demasiada entonces trabaja mas para
eLa glucosa viaja a . glucosa en la sangre. | Iogtatlo.

través de los vasos
sanguineos a las
células del cuerpo.

o El cuerpo indica al 0 08 hlgafio continda
higado que deje de N0 produciendo glucosa.
producir glucosa. 50

5 ..
0 Lainsulina ayuda a| 2
ainsulina ayuda a la .
Ucosa 8 en:’tar 2 las e N 0 Se vuelve mas dificil la

g entrada de la glucosa a

células. . las células

.
' :
.
O Los rifiones funcionan normalmente—filtrando sangre

E 0 Sus rifiones tratan liberar el exceso de glucosa

limi iclos. | i : )
ye ;m p:ndo drsngdICtos No'm: mentle o e * de |a sangre. Si hay demasiada glucosa en su
producida porlos rinones no contiene glucosa. ., orina, puede orinar frecuentemente y necesita
» tomar muchos liquidos.

Figura 15. Ingesta de hidratos de carbono en persona sana y persona con diabetes mellitus
tipo 2 (Merck Sharp &Dohme I.A. Corp., 2012).

Por lo general la diabetes tipo 2, se presenta en personas adultas, sin embargo, el
creciente numero de obsesos en etapas mas tempranas, también ha elevado el
numero de casos de diabetes tipo 2 en adolescentes y nifios (Gadner D. G. &
Shoback D., 2012).

Existen varios factores que estan relacionados a la insensibilidad histica a la
insulina, como: presencia de anticuerpos antiinsulinicos, mutacion en receptores

insulinicos, sindrome de Rabson-Mendenhall leve (es una enfermedad recesiva
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cromosomal, en donde existe resistencia a la insulina y hay un crecimiento
anormal de cabeza, cara y ufas), hipertiroidismo, obesidad visceral,
enfermedades hepaticas, trastornos genéticos, trastornos neuromusculares,
cambios hormonales (pubertad, embarazo), inanicién, uso de glucocorticoides,
entre otros (Gadner D. G. & Shoback D., 2012).

La mayoria de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2, tienen familiares con la
misma enfermedad, sin embargo, la herencia no se ajusta a patrones
mendelianos, por lo que se le da sustento a la conclusion que existen genes
involucrados con diferentes grados de penetrancia (Gadner D. G. & Shoback D.,
2012). Los genes involucrados en el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2,
pueden activarse, debido a cambios en la dieta, ambientales, edad, por mencionar

algunos.

La hiperglucemia en pacientes diabéticos agrava la resistencia de los tejidos a la
insulina, asi como la mala respuesta de las células B en presencia de glucosa
(Figura 16). Existen tratamientos que disminuyen los niveles de glucosa en
sangre, mejorando de esta forma la resistencia a la insulina, y hasta cierto grado la
liberacidn de insulina por las células 3 del pancreas (Gadner D. G. & Shoback D.,
2012).
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Hiperglucemia crénica

Reaccion de glicosilacion
cadena de transporte de electrones

( - Glucosa

l Apoptosis

;Insulina

Secrecion
de insulina

Reduccion en el
numero de células B

Figura 16. Efecto del estrés oxidativo sobre el nimero y la funcién de las células B del
pancreas. El gen PDX-1, se encarga de la reparacion y regeneracion de las células 8 del
pancreas (Rosado-Pérez J. & Mendoza-Nufez V.M., 2007).

La hiperglucemia cronica, provoca estrés oxidativo generando dafio a nivel celular,
tisular y sistémico que conlleva a enfermedades degenerativas, en las cuales se
encuentra incluida la diabetes mellitus, arterioesclerosis, cancer, artritis
reumatoide, entre otras. Dicho estrés oxidativo puede ser desarrollado por la
activacion de distintas vias metabdlicas (Rosado-Pérez J. & Mendoza-Nufiez V.M.,
2007)(Figura 17).
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Hiperglucemia crénica
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Figura 17. Principales vias metabdlicas activadas por la hiperglucemia crénica, vinculadas

con el desarrollo de estrés oxidativo en pacientes diabéticos (Gugliucci, 2000).

La diabetes mellitus tipo 2 puede ser diagnosticada mediante los analisis que
antes se han mencionado, sin embargo, muchos pacientes con dicha enfermedad
no se diagnostican a tiempo y esto conlleva a problemas microvasculares y
macrovasculares (Gadner D. G. & Shoback D., 2012).

Es de gran importancia, controlar la presion sanguinea, pues es uno de los
factores que influyen en el dafio microvascular y macrovascular, en pacientes
diabéticos. Se controla con medicamentos y con medidas no farmacoldgicas,
como: hacer ejercicio, cambio de dieta, reduccion en el consumo de sal y
reduccion en el consumo de alcohol (Lastra, G. et al., 2014). Ademas de controlar
la presién sanguinea, es muy importante usar medicamentos que controlen la
hiperglucemia, y en algunos casos administrar insulina para contrarrestar el mal
funcionamiento de las células 3 del pancreas. El tratamiento farmacolégico para la

diabetes mellitus tipo 2, debido al deterioro progresivo de las células (B del
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pancreas, debe irse intensificando conforme pasa el tiempo (Hirsch, |. B. et al,,
2014).

Se ha observado en algunos estudios de asociacion del genoma (GWAS, por sus
siglas en inglés, Genome-wide association studies) que son 11 los genes
involucrados en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2. Los mas importantes son:
TCF7L2 (por sus siglas en inglés, franscription factor 7-like 2), altera la secrecion
de insulina y codifica factores de trascripcion en el pancreas fetal; HHEX-IDE (por
sus siglas en inglés, haematopoietically expressed homeobox insulin-degrading
enzyme), involucrado en el desarrollo pancreatico, altera la secrecion de insulina y
altera la funcion de las células B del pancreas; CDKNZ2A-AB (por sus siglas en
inglés, cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) , reduce la proliferacion de los islotes
en edades avanzadas; FTO (por sus siglas en inglés, fat mass and
obesity.associated), altera el indice de masa corporal, se expresa en el hipotalamo
(region del cerebro en donde se controla el apetito) (Frayling T.M. 2007).

3.4 Conmorbidades asociadas a la diabetes mellitus.

La diabetes mellitus, es una enfermedad que deteriora muchos 6rganos del cuerpo

humano, existen dos tipos de deterioro: microvascular y macrovascular.

Las enfermedades microvasculares, son patologias de los vasos sanguineos mas
pequefios, estos vasos sanguineos se engrosan y causan problemas en la retina
(retinopatia diabética), rindbn (nefropatia) y corazén (cardiomegalia con
insuficiencia cardiaca) (Gadner D. G. y Shoback D., 2012).

Las enfermedades macrovasculares, son patologias de los vasos sanguineos de
gran tamano, estos se endurecen como en la artereoesclerosis, causando infartos

del miocardio, embolias y gangrena periférica (Gadner D. G. & Shoback D., 2012).

Las conmorbilidades asociadas a la diabetes mellitus (tabla 9), pueden
presentarse en ambos tipos de diabetes la tipo 1 y la tipo 2, sin embargo, la
frecuencia y muchas veces las causas son distintas, por ejemplo: la diabetes

mellitus tipo 1, genera enfermedades renales terminales en 40% de los casos,
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siendo que en la diabetes mellitus tipo 2, solo 20% presenta este tipo de
conmorbilidad; la ceguera ocurre por distintas causas, en la diabetes mellitus tipo
1 es debido a una retinopatia proliferativa, desprendimiento de retina y
hemorragias vitreas, mientras que en la diabetes mellitus tipo 2 las causas de la
ceguera son distintas, es por edema macular e isquemias (Gadner D. G. &
Shoback D., 2012; Kovacic, J. C. et al., 2014).

Tabla 9. Conmorbilidades de la diabetes mellitus (Modificado de Gadner D. G. y Shoback D.,
2012).

Rifnones Glomeruloesclerosis intercapilar
Infecciones
Necrosis tubular renal

Piel Dermopatia diabética
Necrosis lipoidica diabética
Candidiasis

Ulceras en pies y piernas

Huesos y articulaciones Queiroartropatia diabética
Contractura de Dupuytren
Articulacion de Charcot
Osteomielitis

En general los pacientes con diabetes tipo 1, presentan complicaciones con
enfermedades microvasculares (retinopatia diabética, nefropatia, cardiomelagia),
mientras que los pacientes con diabetes tipo 2, presentan complicaciones con

58



enfermedades macrovasculares (infarto de miocardio, embolias, gangrena

periférica).

3.5 La microbiota intestinal y sus implicaciones en la salud.

La microbiota intestinal juega un rol importante en el desarrollo, mantenimiento y
correcto funcionamiento del intestino, a través de diferentes vias: fortalece las
barreras fisicas de la mucosa, manteniéndola estable por el comensalismo;
estimula las vellosidades microvasculares, para promover la absorciéon de
nutrimentos por el epitelio; regula la secrecidén de IgA, para proteger al intestino de
patogenos; produce SCFA’s, nutrimentos esenciales para los enterocitos; induce a
la produccion de péptidos antimicrobianos; y modula la mucosa inmune innata y
adaptativa (Li D. et al., 2013).

La microbiota intestinal esta intimamente relacionada con la salud del cuerpo
humano, dependiendo de la conformacion de ésta, se presentaran o no algunas
enfermedades como: enfermedades del intestino inflamado (colitis, enfermedad de
Crohn), obesidad, enfermedades de higado graso no alcohdlicas (EHGNA),
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, por sus siglas en inglés, nonalcoholic
steatohepatitis), resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 1 y 2, cancer de
colon, infecciones bacterianas, entre otras (Aleman, J. O. et al., 2014; Power, S. E.
et al., 2014).

Como ya antes se ha mencionado, muchos factores influyen para el
establecimiento de la microbiota intestinal. Una mala alimentacién y el uso
prolongado de antibioticos, puede provocar una disbiosis en donde predominan las
bacterias Gram positivas y la diversidad de la microbiota intestinal es baja. La
disbiosis esta directamente relacionada con: el sindrome del intestino inflamado,
NAFLD, NASH, cancer de colon, cancer hepatico, por mencionar algunos. Estos
padecimientos, tienen en comun un aumento en la permeabilidad del intestino, por
donde pasan metabolitos que conllevan a desencadenar cascadas
proinflamatorias y dafio de tejidos (Bellavia M. et al., 2013; Mehal W.Z., 2013).
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3.5.1 Microbiota intestinal y diabetes mellitus.

La diabetes mellitus es una enfermedad, de importancia mundial y sobre todo
nacional; esta enfermedad, al estar relacionada con la microbiota intestinal, puede
ser estudiada desde éste punto de vista, para que se propongan mejores y mas
innovadores tratamientos, asi como medidas preventivas para que la prevalencia

de esta enfermedad no siga en aumento, y por el contrario disminuya.
3.5.1.1 Rol de la microbiota intestinal en diabetes tipo 1.

Existen muchas hipétesis, que intentan explicar la causa por la cual se presenta la
diabetes mellitus tipo 1, muchas de ellas incluyen a la microbiota intestinal, como
la llamada “viejos amigos”, la cual propone que los microorganismo que conforman
la microbiota intestinal, tienen la habilidad de inducir o regular el sistema inmune;
otra conocida como “tormenta perfecta”, considera 3 componentes para desarrollar
la enfermedad: la microbiota intestinal (composicion influenciada por factores
externos), anormalidades genéticas en la regulacion de la inmunidad de la mucosa
y una alta permeabilidad del intestino (Atkinson M.A, & Chervonsky A., 2012). Con
estas hipotesis se han propuesto algunos experimentos, cuyo objetivo es
demostrar éstas hipotesis, y de esta forma poder sugerir tratamientos alternativos
para el mantenimiento de la salud de pacientes diabéticos, asi como propuestas
preventivas para dicha enfermedad.

La mayoria de los estudios que se realizan sobre diabetes mellitus tipo 1, se
hacen en ratones diabéticos no obesos (NOD, por sus siglas en inglés, non-obese
diabetic) y en ratas bio-criadas propensas a la diabetes (BB-DP, por sus siglas en
inglés, BioBreeding diabetes-prone). Estudios practicados en estos modelos, han
encontrado que la ingesta de algunos antibidticos, puede prevenir el desarrollo de
la diabetes mellitus tipo 1 (Brugman S. et al., 2006). En otros estudios han
inoculado a ratones NOD libres de gérmenes, con bacterias aerobias Gram
positivas esporogenas, se alimenta a estos ratones con una dieta libre de
endotoxinas NIH31-M, para cumplir los requerimientos nutrimentales, después de
pasar por el tratamiento de autoclave, se noté una disminucion en la tasa de

diabetes mellitus tipo 1 (King C. & Sarvetnick N., 2011). Algunos mas, han
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alimentado a estos modelos con diferentes probidticos: Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus  bulgaricus
Lactobacillus plantarum y Streptococcus salivarius; han observado que se puede
prevenir o eliminar el desarrollo de la enfermedad (Calcinaro F. et al., 2005). A
ratones NOD, a los cuales les falta la proteina adaptadora para multiples
receptores, encargados de unir antigenos bacterianos, no desarrollan diabetes
mellitus tipo1; esto indica que la interaccion entre, la microbiota intestinal y el
sistema inmune innato, juegan un papel importante en el desarrollo de esta
enfermedad (Wen L. et al., 2008).

Sin embargo, la microbiota intestinal, no es el unico factor que esta directamente
relacionado con el desarrollo de enfermedades como la diabetes mellitus tipo 1, en
la figura 18, se propone un modelo de todos los factores que favoresen para el
desarrollo de dicha enfermedad.

Influencia
ambiental Nacimiento via
cesarea
Alimentado
Riesgo bajo/ neutro DMT1 Nacimentovia porférmula
Riesgo alto de DMT1 vaginal lactea
Amamantado Vacunas
Higiene Drogas anti
Dieta fiebre

Predisposicion Microbiota
genética

- . Bacteroidetes/Firmicutes
Bajo riesgo Alto riesg

normales
:aLf\ ZIIJ? Mucina normal
en;:c;elos suecg stibles Butirato normal
P Diversidad microbiana normal

protectores para
desarrollar Alteracion de
DMT1 Bacteroidetes/Firmicutes

Mucina baja
Butirato bajo
Diversidad microbiana baja

Figura 18. Modelo de factores que influyen para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 1. En
negro, factores que influyen en un riesgo bajo. En rojo, factores que influyen en un riesgo alto.
HLA, por sus siglas en inglés, Human leukocyte antigen; se encargan de diferenciar lo propio de lo
ajeno, aseguran la respuesta inmune (Atkinson M.A, & Chervonsky A., 2012).
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Por otra parte, se ha observado una relacion entre, la composicién de la
microbiota intestinal, la barrera intestinal y el sistema inmune de la mucosa, con
algunas enfermedades alérgicas y otras autoinmunes como la diabetes mellitus
tipo 1 (Vaarala, O. et al., 2008). El sistema inmune intestinal, no s6lo se encarga
de producir anticuerpos para el intestino, sino que también los produce para el
pancreas, es por esta razén, que existe una relacién tan estrecha de la diabetes
mellitus tipo 1 con el intestino y por consecuencia la microbiota intestinal (Vaarala
0., 2012).

Algunas de las alteraciones reportadas en pacientes diabéticos son: aumento en la
permeabilidad del intestino (Sapone A. et al., 2006), sobreexpresion de enzimas
proinflamatorias (Westerholm-Ormio M. et al., 2003), aumento en la expresion de
células apoptoticas (Auricchio R. et al., 2004), activacion del sistema inmune en el
intestino  (Auricchio R. et al., 2004), produccion de anticuerpos de
transglutaminasa (Bister V. et al., 2004), alteraciones en las uniones estrechas del
intestino (Sapone A. et al., 2006).

Indiscutiblemente, la microbiota intestinal normal ayuda a mantener en buen
estado la barrera intestinal, por ejemplo: Lactobacillus plantarum, aumenta la
expresion de las proteinas que se encuentran en las uniones estrechas del
intestino, ayudando a que la permeabilidad sea normal (Vaarala O., 2012). Sin
embargo, cuando existen alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal
normal, muchos efectos benéficos desaparecen, por ejemplo: un elevado numero
del phylum Firmicutes (alteracion en la microbiota intestinal, observada en
pacientes diabéticos) (Vaarala O., 2012) desencadena una respuesta
inmunologica en donde se promueve la produccion de células colaboradoras
Th17, las cuales producen citocinas IL-17 y éstas estimulan al estdmago para
producir mas citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8). A través de la inflamacion y la
atraccion de neutrdfilos, la funcion primaria de las células colaboradoras Th17 es
atacar a patdégenos extracelularmente durante alguna infeccion, sin embargo, es
posible que una excesiva respuesta inflamatoria, contribuya a enfermedades
autoinmunes (Atkinson M.A, & Chervonsky A., 2012). Se han realizado
experimentos en donde a ratones NOD que tienen diabetes tipo 1, se inoculan con

Lactobacillus johnsonii (microorganismo presente en la microbiota intestinal
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normal), y se observa un retraso en el desarrollo de la diabetes tipo 1, debido a
que éste microorganismo regula las células colaboradoras Th17, las cuales
promueven inflamacién y estan muy relacionadas con enfermedades autoinmunes,
la via de regulacion de las células colaboradoras Th17, es mediante las células
dentriticas (DC, por sus siglas en inglés, Dendritic Cell), éstas son células
presentadoras de antigenos, y son parte de la defensa inmunitaria innata (Lau K.
et al., 2011). Lo anterior sugiere que una dieta en la cual se incluyan
microorganismos como Lactobacillus johnsonii, puede retrasar o prevenir el

desarrollo de diabetes mellitus tipo 1.

3.5.1.2 Rol de la microbiota intestinal en diabetes tipo 2.

Diversos enfoques se han realizado para establecer las razones por las que se
puede desarrollar la diabetes mellitus tipo 2, algunos de ellos estan enfocados a
explorar el rol de la microbiota intestinal en la regulacion de moléculas que estan
involucradas en el sistema inflamatorio e inmunitario, como las TLRs (por sus
siglas en inglés, Toll like receptors), en ratones deficientes de TLRS, se observé
que desarrollan hiperfagia, obesidad, hipertensién, hipercolesterolemia y
resistencia a la insulina, cuando se trasplanta la microbiota intestinal de estos
ratones a ratones libres de gérmenes, se observd que desarrollaban
caracteristicas similares, lo que sugiere que la microbiota intestinal es la clave
determinante para este tipo de desérdenes metabdlicos (Carvalho B.M. et al.
2012). En otro estudio en ratones deficientes en TLR2, se observd que estos
ratones desarrollaron obesidad, resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa,
se demostréo también que la microbiota que coloniza al intestino tiene mayor
abundancia de Firmicutes y menor de Actinobacteria; se les administro antibidticos
a estos ratones deficientes en TLR2, y se observo una mejora en la sensibilidad a
la insulina y la tolerancia a la glucosa, por otra parte al ser menos abundantes las
Actinobacterias, la permeabilidad del intestino aumenta y por ende la
concentracion de lipopolisacaridos en el sistema circulatorio aumenta, y el sistema
inmune reconoce a estas endotoxinas, y desencadena la cascada inflamatoria

mediante las TLR. La obesidad asi como la inflamacion tienden a causar diabetes,
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por lo que la pérdida de TLR2, provoca cambios en la microbiota, los cuales
resultan en un riesgo grave para desarrollar diabetes mellitus (Jialal I. et al., 2012).

Los cambios observados en la microbiota intestinal en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 son: aumento de Bacteroidetes y disminucién de Firmicutes; los
microorganismos involucrados en el mantenimiento intestinal, estan en menor
proporcion que en personas sanas; estos microorganismos son los productores de
acidos grasos de cadena corta (SFCA), y también los productores de proteinas
para el mantenimiento de las uniones estrechas del intestino (Larsen N. et al.,
2010; Moreno-Indias I. et al., 2014).

El aumento de Bacteroidetes (bacterias Gram negativas), observado en los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2, incrementa las posibilidades de desarrollar
una endotoxemia metabdlica. Las bacterias Gram negativas, tienen en su
membrana lipopolisacaridos que son clasificados como endotoxinas; estas
endotoxinas provocan que la permeabilidad del intestino aumente, altera la
expresion, localizacién y distribucion de proteinas de las uniones estrechas y
aumenta la cantidad de lipopolisacaridos en el serum (Everard A. & Cani P.D. et
al. 2013; Fallucca, F. et al., 2014; Moreno-Indias I. et al., 2014).

En contraste, Bifidobacterium spp., tiene la capacidad de producir moléculas que
modulan la inflamacion y la permeabilidad del intestino; mejoran la funcién de las
células B del pancreas reduciendo asi la resistencia a la insulina (Cani P. D. &
Delzenne M. N., 2009). Existen prebioticos como: los fructo-oligosacaridos (FOS) y
los transgalcto-oligosacaridos (TGOS), los cuales favorecen el crecimiento de
Bifidobacterium spp. (Cervantes G.A., 2014). Se ha observado que si el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 incluye a prebidticos y probidticos para el
control de la microbiota, tiene mejores resultados que los tratamientos que no los
incluyen, por los efectos benéficos que ya se mencionaron anteriormente (Moreno-
Indias I. et al., 2014).
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3.5.1.2.1 Endotoxemia metabdlica.

Los lipopolisacaridos son uno de los mayores componentes de las bacterias Gram
negativas (Figura 19), contribuyen a la integridad de la estructura bacteriana y la
protegen de ataques quimicos. Estos lipopolisacaridos, son considerados
endotoxinas, una vez que llegan a la circulacion sanguinea, causan endotoxemia
metabdlica, la cual puede inducir una respuesta inmune que conlleva a inflamacion
(Cani P.D. & Delzenne N.M., 2011;Fallucca, F. et al., 2014; Moreno-Indias |. et al.,
2014). La respuesta inflamatoria se desencadenada por TLR4, es la encargada de
mediar la respuesta inflamatoria en el intestino (Sweet & Hume, 1996). Se ha
observado en experimentos realizados en ratas obesas con una dieta alta en
grasa, que la expresion de TLR4 es mayor que en ratas delgadas con una dieta
chow (de La Serre et al., 2010). De igual modo, se ha observado que las dietas
elevadas en grasa, afectan la integridad y la permeabilidad de la membrana. Una
dieta alta en grasa, retrasa el crecimiento de Bifidobacterium sp., lo cual esta muy
relacionado con el aumento de adipocitos y resistencia a la insulina (Zhang C, et
al. 2012). Cuando se ingiere este tipo de dietas, la microbiota intestinal es
afectada, y la expresion de proteinas para las uniones estrechas como Z0O-1 y
ocludinas, disminuyen (Cani P.D. et al., 2008 ; Cani P.D. & Delzenne N.M.,
2011;Fallucca, F. et al., 2014; Moreno-Indias |. et al., 2014). De igual forma la dieta
elevada en grasas promueve el desarrollo de bacterias como Lawsonia sp. y
Desulfovibrio sp., las cuales son capaces de reducir el azufre en acido sulfhidrico
(H2S) danando la barrera intestinal (Zhang C, et al. 2012). Lo anterior sugiere que
la composicidn de la microbiota intestinal, en respuesta a una dieta alta en grasa,
puede ser detonante para el desarrollo de obesidad asi como de diabetes mellitus
tipo 2.
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Proteina integral J
Figura 19. Membrana de bacterias Gram negativas (Sanchez de Rivas C., 2006).

Los lipopolisacaridos estan constutuidos por la union covalente de un lipido y un
polisacarido. Tiene 3 regiones distintas: una porcion llamada lipido A ( responsable
de la actividad endotdxica), el nucleo del polisacarido y el polisacarido O
especifico también conocido como antigeno-O (Figura 20) (Raetz C.R.H.,
Whitfield C., 2002).

Figura 20. Estructura de lipopolisacarido (Raetz C.R.H., Whitfield C., 2002).

Una dieta alta en grasas, es un factor importante para la translocacion de los
lipopolisacaridos a través de la mucosa intestinal. Una vez que el lipopolisacarido
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se incorpora a la mucosa del intestino, se internaliza en el enterocito, se dirige al
aparato de Golgi donde se introduce en quilomicrones para que pueda salir y
alcanzar al sistema linfatico y a la sangre (Manco M. et al., 2010). Otra forma para
que los lipopolisacaridos lleguen al torrente sanguineo, es debida al cambio en la
permeabilidad del intestino, debido a la baja expresion de proteinas como Z0O-1 y
ocludinas de las uniones estrechas, haciendo posible que los lipopolisacaridos se
puedan incorporar al sistema circulatorio. Al primero se le conoce como modelo
transcelular y al segundo como modelo paracelular (Figura 21) (Kelly C.J. et al.,
2012).
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Figura 21. Modelos mediante los cuales, los lipopolisacaridos alcanzan el torrente
sanguineo. LPS, lipopolisacaridos (Kelly C.J. et al., 2012).

Los lipopolisacaridos se encuentran de forma normal en personas sanas, pues hay
microorganismos Gram negativos que conforman la microbiota normal de
cualquier individuo, sin embargo, los niveles en que se encuentran en la sangre

son muy bajos; cuando nos referimos a una persona obesa o con diabetes mellitus
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tipo 2, los niveles de lipopolisacaridos aumentan debido al cambio drastico en su
microbiota intestinal (ver seccion 3.5.1.2), y es cuando se presentan los problemas
de inflamacion y respuesta inmune (Boroni Moreira A.P., 2012).

La figura 22, resume como la dieta alta en grasa liga a enfermedades cronico
degenerativas y a la endotoxemia metabdlica.
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Figura 22. Posibles vias que ligan el consumo de una dieta alta en grasa con endotoxemia
metabodlica y enfermedades cronoco degenerativas. QM, quilomicrones; FAI, fosfatasa alcalina
del intestino; LPS, lipopolisacaridos (Moreira A.P.B. et al., 2012).
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Capitulo 4.

Métodos de analisis e identificacion.

Uno de los primeros alcances en la identificacion de los microorganismos que
conforman la microbiota intestinal fue el cultivo bacteriano, es un método directo
que permite la identificacion mediante pruebas morfoldgicas, fisioldgicas y
bioquimicas, sin embargo, no mas del 30% de los microorganismos presentes en
la microbiota intestinal eran detectados debido a que la mayoria de los
microorganismos que la forman son microorganismos no cultivables, o se
desconocen los requerimientos de crecimiento, o bien son anaerobios estrictos y
requieren de condiciones rigurosas para poder cultivarse en laboratorios (Musso
G. et al., 2011). Las limitaciones de este tipo de metodologias llevo al desarrollo
de nuevos métodos que aplican herramientas moleculares independientes del
cultivo, ofreciendo un rango mucho mayor para la identificacion de los
microorganismos (O Sullivan, 2000; Vaughan et al., 2000; Zoetendal et al., 2004).
Uno de los métodos mas utilizados es el PCR (por sus siglas en inglés
Polymerase chain reaction), esta metodologia nos permite conocer a todos los
microorganismos presentes en la microbiota, cultivables y no cultivables. Para el
estudio de la diversidad microbiana se amplifica el gen ribosomal 16S y se
construyen bibliotecas gendmicas en donde se comparan las secuencias de dicho
gen y se depositan en una base de datos, esta metodologia permiti6 notar que
gran parte de la microbiota intestinal no habia sido descrita mediante las técnicas
convencionales (Altschul et al., 1997; Suau et al., 1999; Cole et al., 2003). Otros
métodos moleculares son: FISH (por sus siglas en inglés, Fluorescence in situ
hibridization), con este método podemos conocer la abundancia de cierto
microorganismo, se utilizan sondas que hibridan con el ARN ribosomal, al hibridar
emiten fluorescencia que es detectada mediante microscopia de fluorescencia
(Welling et al., 1997; Harmsen et al., 2000); DGGE (por sus siglas en inglés,
Denaturing gradient gel electrophoresis) y TGGE (por sus siglas en inglés,
Temperature gradient gel electrophoresis), estos métodos se usan para conocer la
variedad de microorganismos, se basan en la separacion de fragmentos de ADN,
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mediante un gradiente quimico o de temperatura (Zoetendal et al., 1998; Requena
et al., 2002; Zoetendal et al., 2002).

Estas metodologias, aunque siguen siendo utilizadas, ya no son las que
proporcionan mayor informacion, a continuacion se mencionan las metodologias
de nueva generacion que esclarecen de mejor manera la composicion de la
microbiota intestinal y también el rol que desempefian los microorganismos en el

ambiente intestinal.

4.1 Next generation sequencing (NGS).

Una herramienta esencial para todas las ramas de la investigacion biologica es
descifrar la secuencia de ADN.

En los 80’s se introdujo la técnica de replicacion del ADN (PCR); en 1995 se
secuencio el primer genoma bacteriano de Haemophilus influenzae, dicha

secuenciacion tardé 13 meses en completarse (Padmanabhan R. et al., 2013).

Fedrick Sanger en 1977 desarrollo la secuenciacion de las bases terminales de la
cadena de ADN, a la cual se le conoce como secuenciacion Sanger; el método
que utilizé fue el de electroforesis capilar (Padmanabhan R. et al., 2013). Gracias
a esta secuenciacion, los cientificos tienen la habilidad de esclarecer la

informacion genética de cualquier sistema bioldgico.

Los métodos de NGS son diferentes a los de Sanger en aspectos como:
reacciones masivas en paralelo y costos. NGS se ha convertido en una tecnologia
ampliamente utilizada en laboratorios alrededor del mundo; tiene la capacidad de
revelar una vision del genoma, transcriptoma y epigenoma de cualquier especie
sin ningun limite. Esto permite que se avance a pasos agigantados en algunos
campos cientificos, como la investigacién de diferentes enfermedades humanas
(Liu L et al., 2012).

La tecnologia de NGS, es similar a la electroforesis capilar, la cual consiste en:

fragmentar una cadena de ADN con enzimas de restriccion, después
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resintetizarlos con la cadena base de ADN, esta resintetizacion se hace limitando
los oligos, es decir, se resintetizan los fragmentos de ADN en 4 tubos distintos, se
agregan en cada tubo uno de los 4 oligos existentes (ddATP, ddGTP, ddCTP Y
ddTTP); asi se tienen fragmentos que terminan en la misma base y se puede
separar por tamafos mediante una electroforesis. Hacer esto, es bastante lento,
sin embargo, NGS extiende este proceso a millones de reacciones masivas en
paralelo, en vez de estar limitado a unos cuantos fragmentos de ADN (lllumina et
al., 2013).

Para ilustrar el proceso de NGS, se toma una muestra de ADN gendémico (ANDg),
el cual se corta en pequeinos fragmentos, los cuales son secuenciados de manera
uniforme y precisa en millones de reacciones en paralelo. Las nuevas cadenas de
esos fragmentos, se les conoce como lecturas, las cuales son reensambladas
usando una cadena de ADN de referencia, y éstas secuencias alineadas revelan

la secuencia completa del ADNg desconocido (Figura 23) (lllumina et al., 2013).

Fragmentos de ADN
Lecturas
~————Genoma referencia

A B C D

ADN g Secuencia en Alineamiento Secuencia
paralelo

A. ADNg extraido

B. ADNg es fragmentado en gequeﬁos segmentos, que son secuencias en paralelo
C. Las lecturas son reensambladas con un genoma de referencia.

D. La secuencia completa del genoma se deriva del alinamiento de las lecturas.

Figura 23. Diagrama de resecuenciacion del genoma competo (lllumina et al., 2013).

NGS, ha avanzado mucho con el paso de los afnos; en el 2007 una sola corrida de
secuenciacion producia un maximo de una giga base de datos; en el 2011 en una

corrida se producen alrededor de una tera base de datos. Con la habilidad de

71



generar grandes cantidades de datos, se puede tener una idea de los datos
completos en cuestion de horas. Los investigadores pueden secuenciar 5
genomas humanos al mismo tiempo y tener los resultados en semanas; la primera
secuenciacion del genoma humano tardé 10 afios y 3 afos mas para poder
analizar los datos (lllumina et al., 2013).

Los avances en los métodos de NGS, han hecho posible estudiar a muchos
microorganismos que no son cultivables, y también estudiar a comunidades

enteras de microorganismos en un contexto nativo.

Existen muchos modelos comerciales para poder realizar secuenciaciones
masivas, sin embargo, las mas conocidas son: Sistema Roche 454, Sistema AB
SOLID ( Sequencing by Oligo Ligation Detection) y Sistema de lllumia GA/HiSeq
(Genome Analyzer/ High Sequencing). Las diferencias se encuentran en la tabla
10 (Liu L et al., 2012; Solomon K.V. et al., 2014). Dependiendo de los alcances
que se deseen y tomando en cuenta las caracteristicas de las tecnologias
actuales, se decide cual de ellas emplear.

Tabla 10. Diferentes plataformas de secuenciacién (Liu L et al., 2012; Solomon K.V. et al.,

2014).
Secuenciador Roche 454 lllumia HiSeq SOLiD
. L Ligacion y
s'::::::;zr Pirosecuenciador mSe?j?:rigcé?:'::gis codificacion de
dos bases
2L IDICD 500-600 pb 101-151 pb 85pb
lectura
Precision 99.90% 98% 99.94%
Lectura_ls por 106 3%10° 3%10°
corrida
Salida de datos 0.7 Gb 600 Gb 120Gb
Lipmzo ek 23 horas 9 a 15 dias 7 dias
lectura
Aplicacion Metagendmica con Ensamblamiento
Br;olé ica el gen ribosomal de genoma Trascriptomica
9 16S completo
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4.2 Metagenémica.

Cuando se realizan secuenciaciones de genomas individualmente, proveen mucha
informacion, sin embargo, cuando se realizan secuenciaciones de genomas para
una comunidad de bacterias, por ejemplo, esta informacion es mucho mas
completa y sobre todo, nos da un panorama mas preciso de lo que pasa en esa
comunidad; el analisis gendmico de una comunidad de bacterias (generalmente
bacterias no-cultivables), como la microbiota intestinal, se le conoce como
metagendmica (Padmanabhan R. et al., 2013), el metagenoma de la microbiota
intestinal, o también conocido como microbioma, estd compuesto por 100 veces
mas genes, que los genes que conforman al humano (Musso G. et al., 2011;
Raijilic-Stojanovi¢ M., 2013).

La metagenomica ha acelerado la forma de estudiar a comunidades bacterianas,
nos da la posibilidad de conocer interacciones entre las bacterias de dicha
comunidad, la actividad en conjunto y la naturaleza de su relacion con el entorno
(Padmanabhan R. et al., 2013). El microbioma, tiene la capacidad de cambiar
dinamicamente su configuracion para adaptarse a las necesidades del huésped y
de la comunidad bacteriana en general; dicha adaptacion es requerida debido a
muchos factores como los que ya se han mencionado en el capitulo 1 (Musso G.
et al., 2011).

La metagendmica trata de explicar dos preguntas principalmente: ;Quién esta
ahi? y ¢Qué hace ahi?

Uno de los objetivos principales de la metagendmica es el estudio de la
taxonomia, mediante similaridad de bases o bien, mediante la composicién de
bases. La primera compara en bases de datos, que tan similar es una secuencia
de otra, dependiendo de cuantos nucledtidos se repitan o bien secuencias para
aminoacidos; el segundo, compara la composicion de los nucledtidos, por ejemplo:
el contenido de guanina y citosina, el codén de uso, los patrones de uso de
oligonucledtidos, entre otros. Se han empezado a introducir programas, en donde
se utilizan estos dos métodos, para que el analisis sea mas completo y preciso
(Brady A. & Salzberg S., 2011).
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La metagendmica nos permite saber que tipo de bacterias estan presentes, la
cantidad en la que se encuentran y que actividad tienen en dicha comunidad;
gracias a esto, podemos saber que los Firmicutes disminuyen en enfermedades
como la diabetes mellitus y que los Bacteroides aumentan; asi como se puede
saber que algunas bacterias pertenecientes a la microbiota intestinal, producen
metabolitos como: proteinas, acidos grasos de cadena corta, endotoxinas, entre
otras; ya sean benéficos o perjudiciales para la salud del huésped (Culligan E.P. et
al., 2014).

En la figura 24, se muestra en resumen el método para poder identificar y clonar
nuevos genes, presentes en bacterias de cierta comunidad, usando la
metagendmica. Primero se toma una muestra de interés; se aisla el contenido de
ADN; se realiza un analisis de la secuencia de bases usando métodos de NGS; se
crea una libreria de clones; se focalizan al gen usando primers degenerados,
disefiados a partir de regiones conservadas; se capturan los genes nuevos del
plasmido, usando TRACA (captura de transposon asistido, por sus siglas en inglés
transposon-aided capture) o usando PCR con primers que integran sitios
conservados de la secuencia; se realiza una metagendmica funcional, la cual crea
librerias de insertos grandes o pequefos, usando los vectores adecuados
(plasmidos, formidos, cosmidos o BAC (cromosoma artificial bacteriano, por sus
siglas en inglés bacterial artificial chromosome)); se escoge un huésped
heterologo para la expresion metagendémica del ADN, los mas utilizados son E.coli
y algunas especies de Streptomyces y Bacillus; se identifican las clonas mediante
el fenotipo de interés en placas; y para finalizar se clona el gen nuevamente para

comprobar el fenotipo (Culligan E.P. et al., 2014).
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A

Muestra ambiental

(C Secuencia de bases metagenomica. )

1. NGS

- 454 pirosecuenciacion
- llumina

- SOLID

2. Mapeo genético
- Primers degenerativos + PCR

3. Significado de datos
- Bioinformatica
- Sintesis de genes novo
- Dominio conservado

4. Plasmidos
- TRACA o primers especificos

1. Creacion de libreria
Inseto pequeno (plasmido)

2. Seleccion de huésped
- Huésped sencillo
- Huésped doble

3. Secuenciactn de librerias
- Identificacion de clones

H: :

.

Metagenomica funcional.

- Insertos arandes (cosmidos/ BAC)‘

}

4. Mutagénesis transposon

- IS

5. Clonacion de genes

7%

fE §< D(gscubrimlenm de nuevos genes.

Figura 24. Método para descubrir nuevos genes usando la metagenédmica (Culligan E.P. ef al.,

2014).
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Una gran parte de los proyectos de investigacion de la metagendmica, estan
enfocados en encontrar genes y compuestos nuevos, pero también en encontrar
especies nuevas. Algunos de los proyectos de investigacion que estan en
desarrollo actualmente son: Meta Hit (por sus siglas en inglés, Metagenomics of
the Human Intestinal Tract), HMP (por sus siglas en inglés Human Microbiome
Project) y ELDERMET, entre otros (Claesson M.J. et al., 2012).

Existen cambios en la expresion de genes microbianos, dependiendo si un
individuo esta sano o enfermo. Debido a estos cambios, la metagendmica podria
predecir algun riesgo para desarrollar enfermedades como la diabetes mellitus,
convirtiéendose en una herramienta indispensable para el diagndstico, y también
ser una estrategia terapéutica (Power S. E. et al., 2014).

4.3 Ensayos in vivo e in vitro, para el estudio de la microbiota

intestinal y su rol en la diabetes mellitus.

Existen experimentos para poder observar de forma mas tangible los efectos en
los cambios de la microbiota intestinal, estos pueden ser in vivo o in vitro. A
continuacion se van a mencionar algunos de estos ensayos y algunas de sus

ventajas y desventajas.

Algunos ensayos in vivo, se hacen con ratones genéticamente modificados, en
donde se eliminan la expresion de ciertos genes; como noquear el gen TLR5 en
ratones, este gen es importante para que el sistema inmune reconozca antigenos
bacterianos en el colon, estos ratones genéticamente modificados son
hiperfagicos y desarrollan: hiperlipidemia, hipertensién, resistencia a la insulina e
incremento en el tamano de los adipocitos; la microbiota presente en estos ratones
modificados genéticamente, fue transferida a ratones libres de microorganismos, y
los efectos observados fueron los mismos, lo que indica que le microbiota
intestinal, es la que es la responsable de la hiperlipidemia, hipertension,
resistencia a la insulina e incremento en el tamafo de los adipocitos (Vijay-Kumar
et al.,, 2010). Otro tipo de modificacion genética en ratones, es provocar una
mutacion en el gen que codifica para la hormona leptina, la cual se encarga de
controlar el apetito, manda la sefial de saciedad al cerebro, a estos ratones se le
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conoce como ratones ob/ob, en un inicio no es posible identificar a los ratones
ob/ob de los normales, conforme pasa el tiempo, estos ratones engordan, el
azucar en sangre aumenta, los islotes pancreaticos se alargan y aumentan sus
niveles de insulina, esto es debido a la ausencia de leptina funcional; con este tipo
de ratones, se han realizado investigaciones para saber si la microbiota afecta al
control glicémico y a la tolerancia a la glucosa, se tratan con antibidticos a los
ratones ob/ob, disminuyendo los niveles de microbiota en el intestino y han
observado que mejora la tolerancia a la glucosa significativamente (Membrez et al.
2008).

Los ratones genéticamente modificados se producen en laboratorios
especializados. Existen en la actualidad aproximadamente 10,000 variedades de
ratones con genes noqueados, a los que se les conoce como ratones knockout,
los investigadores elijen el gen que quieren silenciar, dependiendo de lo que les
interese investigar, estos genes noqueados ayudan a entender la funcién de dicho
gen, lo cual ayuda a proponer tratamientos contra cierto tipo de enfermedades,
incluyendo la diabetes. Existen otro tipo de transformaciones genéticas como los
ratones transgénicos, cuyo objetivo es la sobre expresion de ciertas proteinas,
para poder conocer los efectos de esta sobreexpresion; también existen los
ratones knockin, los cuales son muy utiles cuando se quiere establecer un modelo
de alguna enfermedad relacionada con mutaciones en algun gen humano (Hamra
F.K., 2010).

Existen mas investigaciones que se realizan con animales sin ningun cambio
genético, simplemente se realizan cambios en dietas o bien se realizan trasplantes
de microbiota. Algunos grupos de investigacion como el de Zhang C., realizan
investigaciones, alimentando a grupos de ratones con dietas que difieren los
porcentajes de grasa e hidratos de carbono; otros grupos de investigacion como el
de Ridaura V. K., realizan experimentos trasplantando microorganismos de la
microbiota de gemelos, uno obeso y otro delgado.

Gran parte de los grupos de investigadores, utilizan ensayos in vitro y también in
vivo, como Possemiers S., publicod un articulo donde colocan heces humanas en el

sistema SHIME (Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem) (del cual
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se explicara su funcionamiento posteriormente), para poder identificar la
microbiota presente y desarrollar una microbiota, agregando prebioticos, que
produzca cierto tipo de metabolitos benéficos para la salud, cuando se tuvieron las
bacterias de interés en el ensayo in vitro, se procedi¢ a inocular a ratas con esta
nueva microbiota, para observar si seguia produciendo metabolitos. Debido a
todos los factores que ya revisamos en el capitulo 1, es muy dificil saber los
efectos que tienen los prebidticos en el cuerpo humano, es por ésta razén que
mucho ensayos inician in vitro y después evolucionan a ensayos in vivo. Otro
grupo de investigacion a cargo de Van den Abbeele P., asi como Possemiers S.,
realizan investigaciones, acoplando los dos tipos de ensayos, para poder observar
el efecto bifidogénico de prebioticos como los FOS y la inulina.

Los modelos de lumen intestinal para poder llevar acabo los ensayos in vitro, son:

* Lote de incubacion de corto tiempo: este es el mas simple y se usa para la
mayoria de los ensayos in vitro, es para estudiar lotes de fermentacién estaticos.
Se colocan microorganismos aislados de animales o humanos, en pequefios
reactores o tubos de prueba, para probar su habilidad de metabolizar diferentes
sustancias. Este tipo de sistemas esta lejos de ser una aproximacion fisioldgica.
Son usados generalmente para poder hacer proyecciones iniciales (Venema K &
Van Den Abbeele P., 2013).

* Sistema continuo multicompartamental: estos sistemas permiten el estudio
profundo de la microbiota intestinal, asi como la actividad de moléculas
provenientes de la comida o la actividad de la microbiota dependiendo de la dieta,
bajo condiciones ambientales representativas (Venema K & Van Den Abbeele P.,
2013). Algunos modelos multicompartamentales son:

* MacFarlane/Gibson, sistema de cultivo continuo de tres etapas. Inicio en
los 80°s, con el grupo de Mac Farlane y Gibson. Este modelo consiste en
tres recipientes conectados entre si, los cuales representan el colon,
ascendente, transverso y distal. El pH de estos recipientes es de 6.0, 6.5y
7.0, respectivamente, el volumen de operacién es de 300, 500 y 800mL,
con diluciones de 80, 48 y 34mL/h. El tiempo de retencion total en el

sistema es aproximadamente de 63 horas. El medio de crecimiento consiste
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en una fuente de proteina e hidratos de carbono complejos (pectina,
arabinogalactano, xylano y almidones resistentes), los cuales no pueden ser
digeridos por las enzimas del cuerpo humano y son fermentados por la
microbiota presente en el colon (Venema K & Van Den Abbeele P., 2013).

* SHIME. El simulador del ecosistema microbiano del intestino humano
SHIME, consiste en una sucesion de cinco reactores, los cuales simulan el
tracto digestivo. Los dos primeros reactores, simulan el estomago y el
intestino delgado, en donde ademas del medio que vimos anteriormente, se
agregan enzimas pancreaticas y bilis para simular las condiciones. Los tres
reactores siguientes tienen las mismas condiciones que el de
MacFarlane/Gibson, el tiempo de retencion final cambia a 72 horas.
Después de la inoculacion de los microorganismos fecales, se estabiliza
durante dos semanas para que la microbiota se adapte a las condiciones in
vitro. Después de el tiempo de estabilizacion, se deja dos semanas mas
para un periodo de control y dos o tres semanas para el tratamiento.
Finalmente un periodo de dos semanas para el lavado, esto permite evaluar
si hay reversibilidad del tratamiento (Venema K & Van Den Abbeele P.,
2013).

* Entero Mix. Esta compuesto por cuatro recipientes de vidrio, los cuales
representan el colon ascendente, transversal, descendiente y distal. Es
posible correr cuatro unidades al mismo tiempo, usando el mismo in6culo
fecal. Los recipientes trabajan con volumenes pequefos, aproximadamente
de 6 a 12mL. Los niveles de pH son similares a las condiciones in vivo, 5.5,
6.0, 6.5 y 7.0 respectivamente. El in6culo es mezclado en el primer
recipiente con 10mL de cultivo, después es bombeado al siguiente
recipiente de la cadena. Tres horas después se bombea medio simulador a
través del primer recipiente, esto se hace durante 48 horas continuas y
después se colectan las muestras de todos los recipientes (Venema K &
Van Den Abbeele P., 2013).

* Modelo Lacroix. Es un modelo de tres etapas, desarrollado por el grupo de

Lacroix en Zurich, usa microbiota inmovilizada, con la idea de representar la
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complejidad de la comunidad microbiana en el colon. El ino6culo fecal, se
inmoviliza en unas bolitas de gel ( compuestas por goma xantana, gelana y
citrato de sodio) de diametro entre 1 y 2mm. Los parametros son ajustados
a los del intestino de un nifo. El tiempo de retencién total es de 13 horas,
con un volumen total de 325mL y un flujo de 25mL/h, lo que representa un
tiempo de retencién de 4 a 4.5 horas en cada recipiente. El pH de los
recipientes es de 5.9, 6.2 y 6.7, respectivamente (Venema K & Van Den
Abbeele P., 2013).

* TIM-2. Fue desarrollado por los holandeses, consiste en cuatro bolsas de
vidrio con membranas de silicon flexible por dentro. Se simulan los
movimientos peristalticos, presionando las membranas flexibles de las
bolsas. El pH se mantiene en 5.8 y el volumen es de 135 mL. Se pueden
hacer diez corridas en paralelo, usando el mismo inéculo fecal. Este es el
unico modelo que tiene membranas para didlisis, las cuales simulan el
transporte de metabolitos producidos por la microbiota, al cuerpo, también
previene la acumulacion de los mismos en el lumen. Se puede inocular al
sistema con una gran cantidad de microorganismos, debido a que no se
satura tan facilmente. Los experimentos se llevan a cabo en periodos cortos
de tiempo (de 1 a 3 dias). Generalmente este modelo solo simula el colon
proximal (Venema K & Van Den Abbeele P., 2013).

Los ensayos in vitro, asi como los in vivo, tienen muchas limitaciones, sin

embargo, cuando se complementa uno con el otro, los resultados son mas

prometedores, ya que los ensayo in vitro, arrojan informacion sobre algunos

efectos externos como la dieta, uso de antibidticos y consumo de prebidticos; los

ensayos in vivo, dan informacion sobre el comportamiento de la microbiota en un

modelo tan completo como lo es el tracto gastrointestinal de un mamifero, se

pueden conocer la reaccion del sistema inmune, efecto de metabolitos producidos

a partir de la fermentacién de hidratos de carbono complejos, estudiar el

comportamiento de la microbiota en modelos diabéticos, por mencionar algunos.
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Conclusiones.

Se sabe que la microbiota intestinal esta constituida por mas de 10" células
microbianas, la cual es afectada por muchos factores de la vida cotidiana, sin
embargo, se ha tratado de modularla para poder encontrar un tratamiento eficiente
contra la diabetes mellitus.

Algunas de las investigaciones recientes, sugieren transplantes de microbiota de
huespedes sanos a pacientes con dicha enfermedad, otras mas se han enfocado
a la identificacion de los géneros que representan la microbiota de un huesped
sano para que de esta forma, mediante alimetos adicionados con probioticos y
prebioticos y uso estrétejico de antibiodticos, se pueda tener la microbiota intestinal
ideal para mantener un buen estado de salud, de igual importancia se encuentran
las investigaciones dedicadas a la identificacion de la actividad del microbioma,
para poder conocer mas intimamente la influencia metabdlica que esta poblacion
confiere al huésped y asi poder proponer soluciones como tratamiento o bien
preventivas para evitar el desarrollo de dicha enfermedad.

Con todas las investigaciones que se han realizado hasta el momento, se puede
inferir que la microbiota intestinal puede ser la clave, para tratar la diabetes
mellitus debido a la relacion intima que existe entre la actividad metabdlica de la

microbiota intestinal, el sistema inmune y metabolismo del huésped.

Se espera que en un futuro cercano, con todos los avances en tecnologia, se logre
proponer un tratamiento de modulacion para mejorar la calidad de vida de los
pacientes y bajar la incidencia de esta enfermedad en México y el mundo.
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Perspectivas.

Los estudios practicados hasta el momento en microbiota intestinal han sido de
gran importancia para poder incorporar métodos y conceptos que facilitan el
analisis de la riqueza de los datos generados por los nuevos métodos de
secuenciacion, sin embargo, no se ha abarcado todo lo relevante para poder

entender por completo el funcionamiento y composicion de la microbiota intestinal.

Es indispensable que los lazos entre la diversidad y la funcion de la microbiota,
sean establecidos para poder entender los mecanismos que contribuyen a la
patogenicidad de diferentes enfermedades, en especial diabetes mellitus, debido a
disbiosis en la microbiota intestinal, o bien factores que influyen en la composicion
de la misma, como los que se mencionaron en el capitulo uno. También es de vital
importancia hacer uso de métodos como los de NGS y metagenomica, para poder
comparar el comportamiento y composicion de la diferente ecologia de la
microbiota, dependiendo de los factores a los que se exponga. Se requiere hacer
investigaciones en las cuales se estudie mas a fondo la interaccidn que existe
entre enfermedades como la diabetes mellitus y la permeabilidad del intestino asi

como algunas disfunciones de la barrera intestinal.

Otro camino que puede tomar el estudio de la microbiota intestinal es el estudio
del rol de diferentes microorganismo (probioticos), para usarlos como

herramientas terapéuticas.

Con lo anterior se podria comenzar a formular estrategias que permitan

diagnosticar, tratar o prevenir la diabetes mellitus.
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