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Resumen

Antecedentes. El Sindrome Metabolico (SM) es un grupo de factores de riesgo cardiovascular
gue estadn asociados con la resistencia a la insulina (RI) y son impulsados por factores
subyacentes. Estos factores comienzan cada vez mas en la nifiez y estan asociados con una
alta probabilidad de futuras enfermedades cronicas. Para la determinacién del SM infantil
existen diversas definiciones en donde la mayoria de los criterios diagnosticos lo asocian con
la presencia de 3 o0 mas de los 5 componentes que son: obesidad central, concentraciones
elevadas de triglicéridos (TG), bajos niveles de Colesterol asociado a lipoproteinas de alta
densidad (c-HDL), presion arterial elevada (sistdlica o diastolica) y niveles de glucosa elevados
(Burguete-Garcia & Valdés-Villalpando, 2014). Aunque el SM se debe a multiples factores, se
plantea que la disbiosis de las bacterias intestinales, y una composicion alterada de los acidos
biliares (AB) puede estar involucrada en la fisiopatologia de la enfermedad. Los AB se
sintetizan en el higado a partir del colesterol, generando principalmente acido colico (AC) y el
acido quenodesoxicolico (AQDC). Después estos se conjugan, con la finalidad de ser
secretados en el duodeno, donde las bacterias intestinales residentes los transforman
mediante diferentes reacciones, produciendo principalmente los AB secundarios que son el
acido desoxicdlico (ADC) y acido litocdlico (ALC). Ademas, los AB llevan a cabo acciones de
sefalizacion mediante receptores membranales (TGR5) y nucleares (FXR), los cuales se
expresan en el higado y el intestino, asi como en otros 6érganos donde los AB influyen en la
regulacién del metabolismo de la glucosa, los lipidos y la homeostasis energética (Ridlon et al.,
2014). Por ejemplo, en estudios previos el aumento de los AB 12a-hidroxilados (12a-OH), se
asoci6 con caracteristicas clave de la RI, que incluyen niveles mas altos de insulina, glucosa y
TG, asi como concentraciones de c-HDL mas bajo (Haeusler et al., 2013). Por otro lado, la
alteracion en el equilibrio de las bacterias intestinales provoca un estado de disbiosis, el cual
se ha asociado con la disminucién de bacterias productoras de &cidos grasos de cadena corta,
asi con un estado de endotoxemia el cual contribuye a una mayor inflamacion y esta asociado
a la RI principal factor del SM (Fan & Pedersen, 2021). De igual forma se ha reportado que la
disminucién de la diversidad de las bacterias intestinales en poblacién infantil esta asociada
con estados metabalicos alterados como la obesidad, la Rl y el SM (Boulangé et al., 2016).
Con base en esto se plantea que una disbiosis de las bacterias intestinales, particularmente
una menor diversidad, asi como la alteracién en la composicién de los AB, principalmente en
el aumento de los AB 12a-OH (AC, ADC y sus formas conjugadas), estan asociados a la

presencia de SM en poblacion infantil.
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El presente trabajo tuvo como objetivo analizar las relaciones que existen entre los AB
circulantes, la composicion bacteriana intestinal y la presencia del SM en poblacion infantil

mexicana.

Metodologia. Se realizé un estudio de caso-control en un total de 100 nifios (58 controles sin
presencia de SMy 42 casos con presencia de SM). Los nifios fueron seleccionados a partir de
una cohorte de nifios escolares mexicanos (10-13 afios). Se realizdé andlisis de parametros
antropométricos, clinicos y bioquimicos, asi como la determinacion del perfil de los AB en suero
empleando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS / MS). Para el
analisis de la composicion bacteriana intestinal se realizé la secuenciacion de la region
hipervariable V4 del gen 16S rRNA. Para el andlisis estadistico se emplearon los programas
de Rstudio y SPSS. De acuerdo a la normalidad de las variables se realiz6 la prueba
correspondiente: prueba de t-Student para muestras independientes o U-Mann Whitney.
Ademas, se realizaron correlaciones parciales entre las variables utilizando la prueba de

Spearman o Pearson segun fuera el caso.

Resultados. Al comparar los grupos no se encontraron diferencias significativas en el sexo ni
en la edad, sin embargo, el grupo con SM mostré una diferencia significativa en los factores
de riesgo caracteristicos del SM: aumentando significativamente circunferencia de cintura
(p=4.3x107), percentil de PAS (p=0.001), percentil de PAD (p=6.9x10°®), glucosa en ayuno
(p=0.043), TG séricos (p=3.6x1014) y disminuyendo c-HDL (p=3.9x10°). Ademas, en otros
rasgos metabdlicos asociados al SM, hubo un aumento significativo: particularmente, en el
percentil de IMC (p=3.x10%), el peso (p=1.2x10), asi como en parametros indicadores de RI
como él HOMA-IR (p=3.9x10°) y el indice TG/HDL (p=2.45x10%%). Ademas, se observé que
en los nifilos con SM habia un aumento significativo principalmente en 3 grupos de AB: los AB
secundarios que incrementaron en un 26.79% (p=0.032), los AB 12a-OH en un 34.40%
(p=0.006) y los AB totales en un 36.48% (p=0.035), dentro de estos grupos el ADC fue el tnico
gue tuvo un aumento significativo del 115.98% (p=0.002). Al evaluar la asociacion entre AB
diferenciados y los diferentes rasgos particulares del SM, se observd que principalmente el
ADC y los AB 12a-OH presentaban un mayor numero de correlaciones significativas. EI ADC
se correlaciond positivamente con los TG séricos (rho=0.322, p=0.002), el indice TG/HDL
(rh0=0.361, p=0.0004) y negativamente con el c-HDL(rho=-0.290, p=0.021). En cuanto a los
AB 12a-OH se correlacionaron positivamente con el indice TG/HDL (rho=0.246, p=0.018), los
TG séricos (rho=0.233, p=0.025) y el HOMA-IR (rh0=0.236, p=0.024). En el andlisis de las

bacterias intestinales, al analizar la diversidad a se encontrd que en los nifios con SM habia
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una disminucion significativa en el indice de Shannon (p=0.001), la riqueza de Chao (p=0.006)
y las OTUs (Unidades Operacionales TaxonOmicas) observadas (p=0.007) en comparacion
con el grupo control. Ademas, en el grupo con SM se encontraron enriquecidos principalmente
los taxones: Bacteroidetes, Bacteroidales, Gammaproteobacterias y Megamonas. Llama la
atencion que, al analizar la relacion entre los taxones diferenciados y los factores metabdlicos
asociados con el SM, principalmente los taxones enriquecidos en el grupo control se
correlacionaron negativamente con el indice de TG /c-HDL, particularmente un género no
identificado perteneciente al orden Clostridiales fue el que presenté un mayor nimero de
correlaciones significativas y negativas con los parametros metabolicos evaluados. También
se analizé la relacion entre los taxones enriquecidos en los grupos de estudio y los AB
diferenciados donde se observé que principalmente los AB 12a-OH (rho=-0.209, p=0.045) y el
ADC (rho=-0.276, p=0.007) se correlacionaron negativamente con el género no identificado
perteneciente al orden Clostridiales.

Conclusiones. Se encontré que la Rl un importante factor asociado al SM infantil, influye en
el aumento de los AB 12a-OH y el ADC y estos a su vez podrian contribuir a la fisiopatologia
de la enfermedad. Ademas, la presencia de RI puede condicionar a una disbiosis caracterizada
por una menor diversidad y una alteracion de la composicién bacteriana, que a su vez esta
relacionada con los niveles de AB, los cuales estan reciprocamente involucrados en la

modulacién de la composicién bacteriana intestinal.
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Introduccion

En México el Sindrome Metabdlico (SM) es un problema de salud publica, que esta asociado
con un alto riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2), las cuales son las principales causas de mortalidad en poblacién adulta mexicana
(Pena-Espinoza et al., 2017). De acuerdo con un meta-analisis realizado por Gutiérrez-Solis et
al., la prevalencia del SM en adultos mexicanos, varia del 31% al 54%, dependiendo del criterio
diagnostico utilizado. Llama la atencion que la prevalencia reportada en México fue superior a
la reportada en Estados Unidos (34.2%) y en América latina (24.9%) (Gutiérrez-Solis et al.,
2018). En poblacién pediatrica mexicana los pocos estudios que se han realizado reportan que
puede variar desde 2.4-45.9%, debido a que no hay una definicibn consenso y existen
diferentes puntos de corte para su diagnostico (Pefa-Espinoza et al., 2017). La patogenia del
SM es compleja y aun no esta completamente clara. Aunque la Rl y la obesidad juegan un
papel importante en la fisiopatologia de este padecimiento, de manera reciente se ha planteado
gue las alteraciones en la composicion bacteriana intestinal y en el perfil de los AB podrian ser

parte de los mecanismos patogénicos.

Se sabe que las bacterias intestinales juegan un papel importante en la salud humana, ya que
estan involucradas en la digestion, la homeostasis del sistema inmunolégico y en la produccion
de metabolitos (acidos grasos de cadena corta, AB, etc.) los cuales participan en procesos
metabolicos importantes. Por lo que una disbiosis de las bacterias intestinales esta asociada
con la alteracion de procesos fisiolégicos importantes y con el desarrollo de ciertas

enfermedades cronicas como la obesidad y la DM2 (Festi et al., 2014).

Por otro lado, la alteracién en el perfil de los AB, interviene en sus funciones como moléculas
de sefalizacion de diferentes receptores los cuales participan en el metabolismo de la glucosa
y de los lipidos. Ademas, en algunos estudios se ha observado que padecimientos como la RI
alteran el perfil de los AB (McGlone & Bloom, 2019).

Si bien, tanto los AB como las bacterias intestinales participan en la regulacion de procesos
metabdlicos, aun esta poco estudiado como estos factores podrian estar involucrados con el
desarrollo del SM debido a que resulta complicado establecer una relacion causal entre estos

factores.

Debido a las complicaciones metabdlicas que conlleva el desarrollo del SM en edades cada
vez mas tempranas, surge la necesidad de investigar mas a fondo como estos factores

fisiopatoldgicos poco convencionales podrian estar asociados con el SM, por lo que este
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estudio sera de gran relevancia para investigaciones posteriores que permitan un analisis mas
detallado del SM, asi como el desarrollo de futuras intervenciones y tratamientos para esta

afeccion.
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Antecedentes
Caracteristicas del Sindrome Metabélico

Definicion y diagnéstico del Sindrome Metabdlico

El Sindrome Metabdlico (SM) es un conjunto de factores metabdlicos asociados a la resistencia
a la insulina (RI), la obesidad visceral, la inflamacién sistémica y la disfuncion celular. La
presencia del SM puede llevar al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y metabolicas,
de tal modo que su deteccion y prevencion resultan de suma importancia. Actualmente esta
serie de complicaciones se presentan con mas frecuencia en la poblacion infantil, llevando a
complicaciones méas severas como Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), desde edades tempranas
(Rochlani et al., 2017). La definicion del SM ha evolucionado conforme al paso del tiempo y ha
ido cambiando de acuerdo a las investigaciones realizadas. En poblacion adulta,
organizaciones como la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), el Programa Nacional de
Educacion sobre el Colesterol (NCEP Ill), la Fundacion Internacional de Diabetes (IDF) y el
Instituto Nacional del Corazén, los Pulmones y la Sangre (NHLBI), han establecido diversas
definiciones para el SM (Al-Hamad & Raman, 2017; Wittcopp & Conroy, 2016). En poblacion
infantil el SM no se ha caracterizado bien en términos de criterios, prevalencia o implicaciones
clinicas. Aunque existen diversas definiciones y son similares, estas difieren en el punto de
corte para varios parametros. En resumen, estas establecen como SM, aquellos que presenten
3 0 mas de los 5 factores de riesgo que son; obesidad central, concentraciones elevadas de
triglicéridos (TG), niveles bajos de colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (c-
HDL), presién arterial elevada y niveles de glucosa elevados (Figura 1), (Burguete-Garcia &
Valdés-Villalpando, 2014).

Entre las principales causas por las que es dificil establecer una definicion del SM en poblacién
pediatrica se encuentran: la ausencia de una definicion consenso en poblacién adulta, el
aumento de la Rl debido a la pubertad lo que puede producir cambios en procesos metabdlicos,
ademas de que de acuerdo a la edad y sexo pueden ocurrir cambios en factores metabdlicos
como el perfil de lipidos o la adiposidad central, los cuales dificultan establecer un conjunto de

valores para su diagnostico y definicion (Wittcopp & Conroy, 2016).
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Principales factores
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Figura 1. Principales factores asociados al desarrollo del SM (Creado en BioRender.com)

Epidemiologia

La prevalencia del SM presenta una amplia variacion en todo el mundo debido a factores como
la edad, sexo, razal/etnia y criterios diagnosticos utilizados, entre otros. Independientemente
de los criterios empleados, la prevalencia de SM es alta y estd aumentando en todas las
sociedades occidentales, probablemente como resultado de la epidemia de obesidad (Kassi
et al., 2011). En poblacion adulta mexicana se encontré que la frecuencia del SM oscil6 entre
el 31-54% dependiendo del criterio diagndéstico utilizado (Gutiérrez-Solis et al., 2018), la cual
fue mayor a la reportada en Estados Unidos (34.2%) y en América Latina (24.9%). Ademas de
acuerdo a datos del INEGI, se estim6 que un 40% de las muertes en México se deben a alguna
enfermedad relacionada con el SM, como lo son, la DM2 (15%), enfermedades isquémicas del
corazon (13.4%), enfermedades del higado (5.4%) y eventos cerebrovasculares (5.2%)
(Esteban Aceves Fonseca et al.,, 2019). En cuanto a la prevalencia del SM en poblacion
pediatrica mexicana existen pocos informes al respecto, debido a que no hay una definicién
consenso Yy existen diferentes puntos de corte para su diagnoéstico, por lo que la prevalencia
del SM puede variar en la muestra poblacional. Por ejemplo: en un estudio realizado en el 2015
por Romero-Velarde E et al., en pacientes de la Division de Pediatria del Hospital Civil de
Guadalajara, conformado por 120 nifios y adolescentes con obesidad y con una edad promedio

de 10.6 afios, la prevalencia fue de 37.5 a 54.5% (Romero-Velarde et al., 2016). En otro estudio
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realizado en el 2016 por Avila-Curiel A et al., que incluyé a 1017 nifios escolares del Estado
de México, con edades de 6-12 afos, se encontro una prevalencia del SM de 43.9% utilizando
los criterios del NCEP-ATP Il y adaptados por Cook y colaboradores (Avila et al., 2018). Por
otra parte, en un estudio realizado en el 2017 por Pena-Espinoza et al., en 508 nifios de 9 a
13 afios, de la Ciudad de México, se encontro que la prevalencia del SM en poblacion infantil
fue de 2.4-45.9% de acuerdo al criterio utilizado, donde el porcentaje mas alto se obtuvo
utilizando los criterios de Ferranti y el porcentaje mas bajo se obtuvo con los criterios de Weiss.
Ademas, se observo que los componentes mas frecuentes fueron bajas concentraciones de c-
HDL, concentraciones elevadas de TG y obesidad central, sin embargo, cabe mencionar que
las concentraciones elevadas de TG y bajas de c-HDL son caracteristicos de la poblacion
mexicana (Pefia-Espinoza et al., 2017). Con base en estos estudios, la prevalencia del SM en
México se ha estudiado en diferentes regiones del pais y puede variar ya sea por los criterios
utilizados, la poblacion analizada o la regidn establecida, sin embargo, la frecuencia del SM en
poblacién infantil va en aumento y con ello los riesgos en la salud que conlleva, por lo que es

de suma importancia su comprension (Romero-Velarde et al., 2016).
Etiologia

Se piensa que el SM puede estar asociado a multiples factores causales, incluidos la genética
y el origen étnico. Por un lado, la predisposicion a la Rl y a la obesidad pueden estar
contribuyendo a la expresion del fenotipo del SM. Ademas, se ha reportado una mayor
prevalencia del SM en hispanos, en comparacién con caucéasicos y afroamericanos (Weiss
et al., 2013; Huang, 2009; Park et al., 2003).

Dentro de los factores ambientales que se han visto correlacionados con la presencia del SM,
estd el estrés del entorno en el que se vive, la falta de suefio, las caracteristicas
socioeconOmicas y el estilo de vida. Por ejemplo, diferentes estudios han asociado la
inactividad fisica con el desarrollo del SM, pues se ha observado que esta afecta la sensibilidad
a la insulina en el musculo esquelético y ademas puede contribuir al desarrollo de obesidad.
De igual forma, los factores dietarios se han correlacionado con el desarrollo del SM,
principalmente patrones dietéticos occidentales, que se caracterizan por una mayor ingesta de
carnes procesadas, grasas saturadas, granos refinados, sal y azucares, asi como de un bajo
consumo de frutas y verduras (Cena & Calder, 2020). EI consumo excesivo de fructosa, por
ejemplo, a través de bebidas azucaradas, esta asociado con el desarrollo del padecimiento,
pues podria estar generando una menor sensibilidad a la insulina y una mayor acumulacién de

acidos grasos en la circulacién (Weiss et al., 2013; Huang, 2009).
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Otros factores asociados al desarrollo del SM, son el consumo de ciertos medicamentos. Por
ejemplo, algunos antipsicoticos como la clozapina, los antirretrovirales utilizados contra el VIH,
asi como medicamentos utilizados para las alergias, la depresion y la inflamacion pueden
inducir aumento de peso, cambios en la presion arterial y alteraciones en los niveles de glucosa
en sangre, entre otros. Ademas, algunas enfermedades también se han asociados como
factores de riesgo en el desarrollo del SM, tal es el caso del sindrome de ovario poliquistico,
calculos en los rifiones y algunas enfermedades respiratorias (Wittcopp & Conroy, 2016; Weiss
et al., 2013; Huang, 2009; Park et al., 2003).

Fisiopatologia

Los mecanismos patogénicos del SM son complejos y alin no estan completamente claros. Sin
embargo, la RI, la obesidad, el estrés oxidativo, la inflamacién, la activacion de vias
neurohumorales y la adiposidad visceral se han asociado con su desarrollo (Rochlani et al.,
2017). Ademas, se plantea que cambios en la composicion de las bacterias intestinales, asi
como alteraciones en el metabolismo de los acidos biliares (AB) también puede contribuir a la
enfermedad.

Resistencia a la insulina.

Principales funciones de la insulina

La insulina es una hormona polipeptidica, secretada por las células 8 pancreaticas. La insulina
inicia sus acciones bioldgicas a través de su unién a receptores especificos. El receptor de
insulina, una glucoproteina integral de membrana, ubicado principalmente en tejidos como
higado, musculo esquelético y tejido adiposo, estd formado por 2 subunidades a y dos
subunidades B. La subunidad a se encuentra en la parte extracelular de la membrana y
contiene los sitios de unién a la insulina, mientras que la subunidad B contiene una porcion
extracelular, transmembranal y una intracelular donde se encuentra situado el dominio tirosina
cinasa. Al unirse la insulina a la subunidad a del receptor, provoca cambios conformacionales
gue activan la subunidad B provocando la autofosforilacion de residuos de Tirosina. Los
residuos autofosforilados son reconocidos por proteinas adaptadoras, particularmente por el
sustrato de receptor de insulina (IRS), el cual forma complejos moleculares y desencadena
cascadas de sefalizacion intracelular. La mayoria de las acciones reguladas por la insulina se
llevan a cabo principalmente por dos vias: la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa (P13K)/Akt, en
la cual se llevan a cabo la mayor parte de sus acciones metabdlicas y es la principal via

afectada cuando ocurre la RI, y por otro lado se encuentra la via de las cinasas activadas por
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mitégeno/Ras (MAPK/Ras), en la cual la insulina regula los efectos mitdgenos y de expresion
genética (Figura 2),/(Olivares Reyes & Arellano Plancarte, 2008; Gutiérrez-Rodelo et al., 2017;
Savage et al., 2007).
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Figura 2. Vias de sefalizacion de la Insulina (Creado en BioRender.com). Una vez que se
une lainsulina a su receptor, ocurre una serie de autofosforilaciones que activan a las proteinas
adaptadoras IRS y SCH. IRS est4 mediando funciones metabdlicas a partir de la via de la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)/Akt. Mientras que SCH media las funciones de proliferacion y
crecimiento celular mediante la via de las cinasas activadas por mitbgeno/Ras (MAPK/Ras).
Proteina unida al receptor del factor de crecimiento 2 (Grb2), difosfato de guanosina (GDP),
trifosfato de guanosina (GTP), factor recambiador de nucleétidos de guanina Son of Sevenless
(S0OS), cinasa regulada extracelularmente (ERK), cinasa dependiente de fosfoinositidos
(PDK2), proteina cinasa B (Akt), (Olivares Reyes & Arellano Plancarte, 2008; Gutiérrez-Rodelo
et al., 2017).

La insulina juega un papel importante en varios procesos metabodlicos en diferentes tejidos
(Figura 3). Por ejemplo, en el musculo esquelético y en el tejido adiposo, la insulina ayuda a la
captacién de glucosa a través de la translocacion del transportador GLUT4 y en el tejido
adiposo ademas inhibe la lipdlisis. En el higado, la insulina disminuye la gluconeogénesis, a
través de la cinasa Akt que fosforila al factor transcripcional FoxO1 (forkhead box clase O-1),

disminuyendo la expresion de genes implicados en la produccién de glucosa, principalmente
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fosfoenolpiruvato carboxicinasa y glucosa 6-fosfatasa, de igual forma, en el higado la insulina

también participa en la lipogénesis de novo (Huang, 2009; Savage et al., 2007).

Ademas la insulina influye en la vascularidad endotelial ya que mediante la via (PI3K)/Akt, se
activa la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), aumentando la produccion de éxido nitrico
(NO) provocando el aumento del flujo sanguineo local en los tejidos y con ello aumentando la
vasodilataciéon y el suministro de glucosa e insulina (Huang, 2009). Sin embargo, una menor
actividad de Akt disminuye la fosforilacion de eNOS, conduciendo a la pérdida del efecto

vasodilatador de la insulina.
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Figura 3. Principales tejidos en los que participa la insulina (Creado en BioRender.com)

Alteraciones en las funciones de lainsulina

La RI se ha asociado con un estado en el cual las células de los musculos, del tejido adiposo
y el higado no responden de manera adecuada a la insulina, dando como resultado el aumento
de la glucosa hepatica, una disminucion del transporte de glucosa en musculo esquelético y
adipocitos, asi como alteraciones en el metabolismo de lipidos particularmente en higado y
tejido adiposo. En el SM, la Rl se ha propuesto como uno de los principales mecanismos
fisiopatoldgicos, que en parte es impulsado por el exceso de acidos grasos, derivado de la falta
de inhibicion de la lipdlisis que ademas es mediada por la insulina (Rochlani et al., 2017;
McCracken et al., 2018; Savage et al., 2007).
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La disminucion de sintesis de glucogeno y el transporte de glucosa en el musculo esquelético
se debe a la acumulacion de lipidos, lo que resulta en un aumento de intermediarios como el
Diacilglicerol (DAG), la acumulacién de derivados de acil-CoA, o el aumento de intermediarios
inflamatorios. Esto produce una disminucion en la fosforilacion de Tirosinas de IRS-1 vy la
inhibicion de la PI3K, alterando la sefalizacion de la insulina y sus funciones en el musculo

esquelético, como la translocacion del transportador de glucosa (GLUT4).

Por otro lado, en un estado de RI la acumulacion de acidos grasos libres (AGL) en el higado,
también promueve la produccion de metabolitos como el DAG, que activan a la proteina cinasa
Cy con ello la fosforilacion de serina / treonina de IRS-1, disminuyendo la activacion de Akt, lo
gue conlleva a la produccion de glucosa hepética a través de FoxO1 (Figura 4), (Huang, 2009;
Savage et al., 2007).
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Figura 4. Vias de sefializacion alteradas en presencia de la resistencia a la insulina en
musculo e higado. (Creado en BioRender.com). La acumulaciéon de acidos grasos libres
provoca un aumento de intermediarios lipidicos como el Diacilglicerol (DAG), activando cinasas
de serina como IKKB o Jnk1 que disminuyen la fosforilacién de tirosina en IRS, disminuyendo
la actividad de Akt, donde dependiendo del tejido: A) En el masculo, provoca una disminucion
en la translocacion del transportador GLUT4 y B) En higado, conlleva a un aumento de la
expresion de FOXO1 y a la glucogénesis. Proteina cinasa B (Akt), FOXO1 (forkhead box clase
O-1), fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), proteina cinasa C (PKC), inhibidor del factor nuclear

kappa-B cinasa (IKKp), cinasas c-Jun N-terminal (Jnk-1).

Ademas, la acumulacién de los AGL en el higado, promueve el ensamblaje y secrecion de
VLDL, lo que resulta en un aumento de los triglicéridos. Los triglicéridos en VLDL se transfieren
alas HDLs y LDLs a traves de la accion de la proteina de transferencia de éster de colesterilo
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(CETP). Formando tanto HDL como LDL enriquecidas en triglicéridos. EI HDL enriquecido se
elimina mas rapido, provocando asi su disminucion en circulacién. (Figura 5). Aunado a esto
en un estado de RI, se produce la inhibicion de la degradacion de Apo B, lo que contribuye al
aumento en la sintesis de VLDL (Rochlani et al., 2017; McCracken et al., 2018; Savage et al.,
2007; Semenkovich, 2006).
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Figura 5. Alteracién de la resistencia a la insulina hepética en el metabolismo de los
lipidos (Creado en BioRender.com). Al inicio de la resistencia a la insulina los AGL aumentan
debido a los efectos supresores de la insulina en la inhibicién de la lipolisis, los AGL se
transportan al higado, donde la alteracion en la sefalizacion de la insulina disminuye la
degradacion de Apo B. Aumentando la sintesis y secrecion de VLDL y TG. De igual forma la
inhibicién de la lipoproteina lipasa contribuye a disminuir la velocidad de aclaramiento de VLDL,
esta se metaboliza en lipoproteinas remanentes que pueden conducir a la formacién de un
ateroma. Ademas, la VLDL transfiere sus TG a las HDL. ElI HDL enriquecido en TG es
eliminado mas rapidamente, provocando una disminucion en los niveles en circulacion.
Apolipoproteina B (Apo B), acidos grasos libres (AGL), triglicéridos (TG), proteina de

transferencia de éster de colesterilo (CETP).(Huang, 2009; Semenkovich, 2006).
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Activacion neurohumoral

Dentro de los mecanismos fisiopatolégicos del SM se incluyen las funciones endocrinas e
inmunes de los adipocitos. Alteraciones en las adipocinas liberadas por el tejido adiposo se
han asociado con el desarrollo del SM. Una de estas adipocinas es la leptina la cual esta
involucrada en el control de la ingesta de alimentos, en la sensibilidad a la insulina, en el
metabolismo de los lipidos, en la homeostasis energética y en la activacion de células
inmunitarias como Thl, esto principalmente a través de funciones neuroenddcrinas. El
aumento de esta adipocina se ha asociado a la presencia de obesidad, Rl y como un marcador
del SM (Ghadge & Khaire, 2019). Por el contrario, la adiponectina, una adipocina
antiinflamatoria implicada en la sensibilizacion de la insulina, participa en la mejora de la
oxidacion de lipidos y la vasodilatacion, ya que estimula la fosforilacidon de eNOS. También
participa en la inhibicion de procesos aterogénicos mediante la inhibicibn de TNF-a. En
contraste su disminucion se ha asociado a la presencia de obesidad, DM2 y el SM (Rochlani
et al., 2017; McCracken et al., 2018).

Otra via neurohumoral que contribuye al desarrollo del SM es la activacion del sistema renina-
angiotensina (SRA). La activacion del SRA, conlleva a la formacion de la Angiotensina Il (Ang
I), la cual se ha visto aumentada en factores asociados al SM, como la Rl y la obesidad. La
Ang 1l es una de las principales hormonas efectoras del sistema renina-angiotensina y esta
implicada en procesos fisiolégicos como la regulacion de la presion arterial y la
vasoconstriccion. Sin embargo, también se ha asociado con procesos inflamatorios, de
disfuncion endotelial, hipertension e insuficiencia cardiaca. Ademas a partir de la activacion del
receptor tipo 1, la Ang Il activa la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH),
promoviendo la produccidén de especies reactivas de oxigeno, que estan implicadas en la
inflamacion vascular y la hipertension (Figura 6), (Rochlani et al., 2017; McCracken et al.,
2018). Ademas, Ang Il participa en la Rl a través de la alteracion en la sefializacion de IRS-1
(Vanéckova et al., 2014; Mehta & Griendling, 2007).

Vias de inflamacién

El SM se ha asociado con un estado proinflamatorio que contribuye con algunas
manifestaciones clinicas del padecimiento. Algunos de los mediadores proinflamatorios
involucrados son la interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la proteina
C reactiva (PcR). Por ejemplo, el TNF-a, se ha asociado con la Rl y la obesidad.
Particularmente el TNF-a es secretado por los macrofagos dentro del tejido adiposo, en

respuesta a un aumento de la masa del tejido adiposo y puede influir en la fosforilaciéon e
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inactivacion de receptores de insulina en este tejido. Esto promueve la lipélisis y con ello el
aumento de AGL los cuales inhiben la liberacién de adiponectina y estan involucrados en el
desarrollo de la RI. Ademas, el TNF-a en conjunto con la IL-6 influyen en la presencia de RI,
mediante la activacion de las rutas de la MAPK, la proteina quinasa C y en la degradacion del
sustrato del IRS-1 (Rochlani et al., 2017; McCracken et al., 2018; Kassi et al., 2011). La IL-6
es una citocina producida por el tejido adiposo, los leucocitos y las células endoteliales, es una
citocina proinflamatoria la cual también participa en la respuesta hepatica de fase aguda,
contencion de patdgenos o reclutamiento de mecanismos de defensas. Ademas, la IL-6 regula
la produccion del principal mediador en la respuesta hepatica de fase aguda, que es la PcR.
Debido a esta relacion la IL-6 y la PcR se han asociado como marcadores de inflamacion, los
cuales se han observado aumentados en nifios y adolescentes con obesidad y SM (Figura 6),
(Wisse, 2004; Pradhan et al., 2001).

Patrones dietarios Sedentarismo Genetlca Factores ambientales

-_ |£|\:\ fﬁh 1“ g % .EJ [ Etiologia_)

——— > | Sindrome Metabélico  PRR—
Fisiopatologia i
prmm oo ( Adiposidad visceral F---- e el
H : H + ¥
Activacion vias .. .| Resistenciaala Bacterias Acidos
neurchumorales | =~~~ ' intestinales | biliares
, + ' : : :
ERM ] ¥ I T * )
Adipocinas) i I pﬂ:m;?nd:ﬁmﬁus e Disbiosis: ‘ Alteracion en
m - : *—*;,G,ummm“is -Diversidad | © perfil de AB
; t-* 4 Lipogenesis -Alteracion en —_—
. i || #Trigliceridos e gH
' b / acteriana
+ Lepllna l Nn‘!’l.DPH . HL-6 i ! COOH
+ Adiponectina | ' $TNF-a i ' HO- .
EHD : t PcR "5 ::. ~ 1
bt t ' ) + Glucdgeno % P
ety Expresion de K - | =
_ TNF kB y LOX-1 +Transporte Glucosa 35 ; 3

=%
Figura 6. Principales mecanismos fisiopatolégicos del SM (Creado en BioRender.com).
Acidos Grasos Libres (AGL), Sistema Renina angiotensina-aldosterona (SRAA), Proteina C

Reactiva (PcR), Receptor 1 de lipoproteina de baja densidad oxidada similar a lectina (LOX-
1), nicotinamida adenina dinucleotido fosfato oxidasa (NADPH), (Rochlani et al., 2017).
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Los acidos biliares y su influencia en el metabolismo

Los AB son moléculas endocrinas que ademas de facilitar la absorcion de nutrientes
liposolubles regulan numerosos procesos metabdlicos involucrados en la homeostasis de la
glucosa y de los lipidos. Las acciones de sefializacion de los AB estdn mediadas a traves de
receptores especificos unidos a la membrana y nucleares. Estos receptores no solo se
expresan en tejidos dentro de la circulacion enterohepatica como el higado y el intestino, sino
también en otros 6rganos donde los AB ejercen sus acciones sistémicas y pueden influir en la
presencia del SM (McGlone & Bloom, 2019).

Funciones y caracteristicas de los AB

Sintesis de los AB

Los AB son moléculas anfipaticas planas que presentan una cadena lateral terminal con un
grupo carboxilo. Estas moléculas se derivan del colesterol y son sintetizadas por los
hepatocitos mediante la accion de aproximadamente 14 enzimas. De acuerdo a las
caracteristicas quimicas de los diferentes tipos de AB estos van a presentar diferente polaridad
y solubilidad (Ridlon et al., 2006).

La sintesis de los AB particularmente en humanos, se produce mediante dos vias; la via clasica
se inicia por la enzima limitante de velocidad colesterol 7a-hidroxilasa (CYP7A1) generando
acido colico (AC) y el 4&cido quenodesoxicélico (AQDC), mientras que en la via alternativa es
iniciada por la esterol-27-hidroxilasa (CYP27A1) generando principalmente AQDC. Ademas, la
expresion de la esterol 12a-hidroxilasa (CYP8B1) determina la proporcion de AC a AQDC y la
hidrofobicidad de los AB, ya que el CYP8BL1 esta involucrado en la formacion del AC. Los AB
sintetizados en el higado, a partir del colesterol, se clasifican como AB primarios (Figura 7),
(Wahlstréom et al., 2016; McGlone & Bloom, 2019).

Dentro del higado, los AB primarios a través de su carboxilo de la cadena lateral terminal se
conjugan (amidan) con glicina (G) o taurina (T), cuya proporcion varia entre mamiferos. Esta
conjugacion es importante debido a que aumenta la solubilidad de los AB primarios, para poder
ser secretados en la bilis y almacenados en la vesicula biliar hasta que se secretan en el
intestino, donde los AB conjugados recién secretados estan altamente concentrados en la luz
del intestino delgado (McGlone & Bloom, 2019). Una vez dentro del intestino, las bacterias
intestinales residentes biotransforman los AB primarios a partir de modificaciones enziméticas,
gue incluyen la eliminacion, oxidacion o epimerizacion de los grupos hidroxilos. Por ejemplo,
la eliminacion de un grupo hidroxilo en C7 del AC y el AQDC produce el acido desoxicolico
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(ADC) y el acido litocélico (ALC) respectivamente. Ademas, otro acido biliar secundario deriva
de la conversion microbiana es el acido ursodesoxicélico (AUDC) el cual se forma a través de
la isomerizacion 7a / 3 del acido biliar primario AQDC. Las biotransformaciones realizadas por
las bacterias intestinales son las responsables de la produccion de los principales AB
secundarios en humanos (Figura 7), (Wahlstrom et al., 2016; Ridlon et al., 2006).

CYP7A1 ' ‘ CYP27A1 Estructura general de los acidos biliares
y 4
7a-Hidroxicolesterol 27u-Hidroxioolesteml R o

ABprimarios

(T(G)AC)
>

OH

CYP27A1 l

HO™" R,

AB conjugados

Biotransformacion de los AB
por la microbiota intestinal

deoccccaa

_ AQDC | OH(w) H
Ty iy ADC H OH(a)
ad o oa ey G g g ALC H H
T o N AT
" AQDC . Desconjugacion |
l l Deshidrogenacion
| AB Secundarios | Deshidroxifacién
Y\ “A L UT & pimerizacion

Figura 7. Sintesis de los AB en humanos (Creado en BioRender.com). Acido colico (AC),
Acido quenodesoxicélico (AQDC), Acido litocolico (ALC), Acido desoxicélico (ADC), Acido
ursodesoxicolico.(AUDC). (Wahlstrém et al., 2016)

Circulacién y transporte

Una vez realizada la sintesis de los AB en el higado estos se secretan en los conductos biliares
a través a través de la bomba de exportacion de sales biliares (BSEP) y se almacenan en la
vesicula biliar, para su posterior secrecion hacia el intestino. Durante la ingesta de alimento la
colecistoquinina provoca la contraccion y vaciado de la vesicula biliar, ocasionando la
secrecién de bilis a través de los conductos biliares hacia el intestino donde los AB realizan
una de sus principales funciones la cual consiste en ayudar en la emulsificacién y absorcién
de nutrientes. Los AB se someten a recirculacion enterohepética, un proceso que implica la
absorcion pasiva de AB conjugados y no conjugados, son captados por los enterocitos ileales
a través del transportador de &cidos biliares apical dependiente de sodio (ASBT). Estos son

secretados a la circulacion portal por el transportador de solutos organicos heterotriméricos
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(OSTa/B) expresado en la membrana basolateral de los enterocitos. Posteriormente son
capturados en los hepatocitos por el polipéptido cotransportador de sodio/taurocolato (NTCP)
Figura 8 (Wahlstrom et al., 2016; Ridlon et al., 2006).

La mayoria de los AB (95%) secretados viajan a la circulacion enterohepatica para ser
reabsorbidos, solo el 5% es secretado en las heces. Este ciclo se repite aproximadamente de
4 a 10 veces en el dia de acuerdo a las caracteristicas dietarias. Una pequefia fraccion de los
AB gue se encuentran dentro de la circulacion portal, pasan a la circulacion periférica, lo que

permite la sefializacion de los AB en diferentes tejidos (Winston & Theriot, 2019).

NTCP_ -
o=a» © &
@ ) =
W
t 5
3
=
+ £
[=]
Q
! Hepatocito

I

I
I o
I z *
) o pr—w=e¢o¢ %
gt M= o
i E ® =%
(. -9
o =
; f o Enterocito =9

lumen intestinal = a
Figura 8. Circulacion enterohepéatica mediada por los principales transportadores

(Creado en BioRender.com). Bomba de exportacién de sales biliares (BSEP), Transportador
de acidos biliares apical dependiente de sodio (ASBT), Transportador de solutos organicos

heterotriméricos (OSTa/B), Polipéptido cotransportador de sodio/taurocolato (NTCP).

Los AB y su papel como moléculas de sefializacion

Los AB ademas de tener propiedades de emulsificacion y solubilizacién sobre los lipidos
luminales, actian como moléculas de sefalizacion, produciendo multiples efectos metabadlicos.
Los dos principales receptores de AB implicados en la regulacion del metabolismo son el
receptor nuclear farnesoide X (FXR) y el receptor de membrana acoplado a proteina G Takeda,
receptor de proteina G-5 (TGR5), (McGlone & Bloom, 2019).
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Los AB y su receptor FXR

El receptor FXR es un factor de transcripcion nuclear, que forma un complejo con el receptor
X retinoico y luego se une a las regiones promotoras de genes. El FXR se expresa en gran
medida en el higado y el intestino humano, asi como en los rifiones, las glandulas
suprarrenales, el musculo liso vascular, el tejido adiposo blanco y las células inmunitarias.
Existen 4 isoformas que se expresan diferencialmente en los tejidos y estas varian de acuerdo
a su estimulacién con los AB. En diversas investigaciones se menciona que los principales
agonistas naturales de FXR son AQDC> AC>ALC> ADC, en orden de potencia decreciente,
sin embargo, estos resultados no son contundentes, debido a que su potencia varia en
diferentes estudios y, por otro lado, el AUDC se ha reportado que actia como un antagonista.
El FXR es fundamental para el ciclo de retroalimentacion homeostatica-negativa, que regula la
sintesis y distribucién de AB, ademas, tiene efectos metabdlicos beneficiosos en multiples
sistemas. En el higado, la activacion de FXR incrementa la expresion del par de dimeros
pequefios (SHP) por sus siglas en inglés, el cual inhibe la expresion de CYP7ALl y con ello
disminuye la sintesis de AB. Ademas, SHP también est& involucrado en la captacion de AB de
la circulacion portal realizada por el transportador NTCP. De igual forma, FXR regula otros
transportadores de AB ya que aumenta la expresiéon BSEP incrementando la salida de los AB
del higado hacia los conductos biliares, asimismo FXR esta involucrado en la regulacién del
transportador OSTa/B. Ademas, la activacion SHP inhibe al CYP8B1 el cual esta implicado en
la produccién de los AB 12a-hidroxilados (12a-OH), disminuyendo la proporcién de AC a
AQDC. Sin embargo, la disminuciéon de AC estimula la activacion de CYP7A1, por lo que la
regulacion de los AB es un complejo circuito de retroalimentacién negativa (McGlone & Bloom,
2019; Wabhlstrém et al., 2016).

En los enterocitos, la activacion de FXR esta involucrada en la produccién y secrecién de
FGF15/19 (Factor de crecimiento de fibroblastos 19/ ortélogo en ratones FGF15). Este a través
de la circulacién portal activa al receptor 4 del factor de crecimiento fibroblastico hepatico
(FGFR4), el cual también inhibe a CYP7A1 (McGlone & Bloom, 2019; Chavez-Talavera et al.,
2017).

Ademas, el FXR en los hepatocitos, participa en la expresion de genes implicados en el
metabolismo y transporte de los lipidos, actuando sobre la lipogénesis hepatica y la secrecion
de lipoproteinas. Por ejemplo, disminuye la expresion de la apolipoproteina Clll que participa
en la inhibicién de la lipoproteina lipasa (LPL), mientras que aumenta la expresion de la

apolipoproteina CIl (activador de la LPL). Ademas, FXR reprime la expresion de la
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apolipoproteina B, disminuyendo la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).
De igual forma disminuye la expresion de la apolipoproteina Apo Al, el cual es el principal
componente proteico del colesterol de alta densidad (HDL), por lo que los niveles de c-HDL
disminuyen (McGlone & Bloom, 2019; Claudel et al., 2002; Chavez-Talavera et al., 2017).

El FXR esta implicado en el metabolismo de la glucosa, ya que en los hepatocitos participa en
la regulacion de la gluconeogénesis al suprimir a través de SHP enzimas involucradas en la
via. En los enterocitos el FXR ademas de participar en la secrecion de FGF15/19 esta
involucrado en el aumento de captacion de glucosa. Ademas, en las células L
enteroendocrinas la activacion del FXR se asociada a la disminucion de secrecion de GLP-1
(McGlone & Bloom, 2019; Chavez-Talavera et al., 2017).

Los AB y su receptor TGRS

EI TGR5 es un receptor de AB ubicado en la membrana celular, es un receptor transmembranal
acoplado a proteina G, se expresa principalmente en higado, intestino, vesicula biliar, tejido
adiposo, pancreas, bazo y sistema nervioso. Los AB activan a TGR5 con diferentes potencias
(ALC> ADC> AQDC>AC), su activacion conduce a la sefalizacion intracelular de adenilato
ciclasa y AMP-ciclico, asi como el aumento o disminucién de los niveles de calcio (McGlone &
Bloom, 2019; Chavez-Talavera et al., 2017).

La union de AB a TGR5 también regula el metabolismo de la glucosa, debido a que la
activacion de TGR5 aumenta la secrecion de GLP-1 en las en las células L enteroendocrinas,
promoviendo la secrecion de insulina y disminuyendo los niveles de glucosa. Ademas, esta
involucrado en la respuesta inmune, ya que inhibe la produccion de citocinas proinflamatorias.
Por otro lado, en el tejido adiposo marrén, TGR5 incrementa el gasto de energia, mediante la
activacion de la yodotironina desyodasa tipo 2, que convierte la tiroxina inactiva en 3,5,3'-

triyodotironina activa, Figura 9 (McGlone & Bloom, 2019; Chavez-Talavera et al., 2017).
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Figura 9. Principales funciones que modulan los receptores de los AB de acuerdo a su
localizaciéon en diferentes 6rganos (Creado en BioRender.com). AB: acidos biliares, SHP:
pequefio heterodimero asociado, VLDL.: Lipoproteina de muy baja densidad, LDL: Lipoproteina
de baja densidad, HDL: Lipoproteina de alta densidad, FGF15/19: factor de crecimiento de
fibroblastos, PYY: péptido YY.

Los AB y su relaciéon con el SM

Los AB estan involucrados en diversas funciones metabdlicas y la alteracion en el perfil de
estos se ha vinculado con el desarrollo de enfermedades. Dentro de los factores asociados al
SM, principalmente en la Rl y en la obesidad se ha observado una alteracién en la composicion
de los AB. Por ejemplo, el aumento de los AB 12a-OH (AC, ADC y sus formas conjugadas) se
han asociado con mayor Rl y con factores relacionados como el aumento en los niveles de
TG, glucosa, glucagon y niveles de c-HDL mas bajos (Haeusler et al., 2013). Aunado a esto,
en individuos obesos y diabéticos se ha observado un aumento de los AB, particularmente de
los secundarios como el ADC y el ALC (Tsuei et al., 2014). Sin embargo, se desconoce si el
aumento en la proporcién de AB 12a-OH en relacién a las formas no hidroxiladas es causa o
consecuencia de la RI. Esto podria deberse a que la presencia de RI, promueve una mayor

activacion de FOXO1, el cual activa el CYP8B1, principal citocromo involucrado en la
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produccion de este tipo de AB (Haeusler et al., 2013). De forma interesante, en un estudio
realizado en ratones el aumento en la produccion de subtipos de AB mas hidréfobos como el
ADC se asoci6 con un incremento del estrés en el reticulo endoplasmico que a su vez podria
interferir con la sefalizacidén a la insulina (Zaborska et al., 2018). También se ha observado
gue un alto grado de hidrofobicidad de los AB secundarios se ha asociado con una mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, provocando un aumento en el estrés
oxidativo y dafio al DNA (Tsuei et al., 2014).

Relacion entre los AB y las bacterias intestinales.

El metabolismo de los AB realizado por las bacterias intestinales es determinante para su
composicién. Como ya se describio las bacterias intestinales transforman los AB presentes en
el intestino mediante diversas reacciones, como la hidrélisis de AB conjugados por hidrolasas
de sales biliares (HSB), la 7a-deshidroxilacion, la oxidacion y la epimerizacion (Figura 10),
(Winston & Theriot, 2019).

Desconjugacion

La desconjugacion se refiere a la hidrélisis enzimética del enlace N-acilamina que une a los
AB con la taurina o glicina. Esta se produce a través de las hidrolasas de sales biliares (HSB),
gue se encuentra activa principalmente en 3 phylum: Firmicutes (30%), Bacteroidetes (14,4%)
y Actinobacteria (8,9%). Dentro de estos, los principales géneros involucrados son: Clostridium
(Firmicutes), Bacteroides (Bacteroidetes), Lactobacillus (Firmicutes), Bifidobacterium
(Actinobacteria) y Enterococcus (Firmicutes). Aunque aun no se conoce claramente la funcion
fisiologica de este proceso se ha observado que las HSB podrian contribuir en la disminucién
del efecto antimicrobiano producido por las sales biliares, ademas se ha planteado que la
desconjugacion podria servir como ventaja nutricional para la obtencion de carbono y nitrégeno
para algunas especies (Ridlon et al., 2006; Winston & Theriot, 2019). Es importante considerar,
gue se ha observado que bacterias Gram-negativas presentan una mayor tolerancia a las sales
biliares que las bacterias Gram-Positiva. Particularmente presentan un menor grado de
sensibilidad al Oxgall que es un medio de cultivo que contiene bilis bovina y es utilizado para
evaluar la tolerancia a la bilis de manera in vitro. Ademas, se ha encontrado que bacterias
como Salmonella typhimurium, Escherichia coli y Campylobacter son aisladas de la bilis o de
la vesicula biliar (Ridlon, Harris, et al., 2016).
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Oxidacién y epimerizacion.

La oxidacion y epimerizacion de los grupos 3a, 7a y 12a en los grupos hidroxilo de los AB se
llevan a cabo por la hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSDH) expresada por las bacterias
intestinales principalmente pertenecientes a los phylum Actinobacteria, Proteobacteria,
Firmicutes y Bacteroidetes. La epimerizacion es un cambio reversible en la estereoquimica de
la configuracién a y B de los grupos hidroxilos con la generacion intermedia de un acido oxo-
biliar. En cuanto a la oxidacion (expulsion Hz) y reduccion (insercion Hz) de los grupos hidroxilo
de los AB por HSDH, esta dependera del potencial redox del medio ambiente. En resumen, la
deshidrogenacion puede cumplir funciones relacionadas con la generacion de energia, asi
como disminuir las concentraciones de los AB mas hidrofobos que reducen el efecto
bactericida de los BA al transformar DCA y LCA en iso-DCA e iso-LCA (epimeros 33-OH)
(Ridlon et al., 2006).

Deshidroxilacion

A diferencia de la desconjugacidon que es realizada por un amplio grupo de bacterias, la 7a-
deshidroxilacion es realizada por un reducido grupo de especies anaerobias que representan
menos del 0.025% del microbioma intestinal total y el 0.0001% del microbiota coldnico total.
Entre los principales taxones involucrados estan Clostridium spp. (C. hiranonis, C. hylemonae,
C. sordelliy C. scindens), pertenecientes al phylum Firmicutes. A diferencia de la epimerizacion
y oxidacion, la 7a-deshidroxilacion suele realizarse solamente en AB libres por lo que lo que la
eliminacion de glicina y taurina de los AB conjugados a través de las HSB necesita ser
realizada previamente para que ocurra la 7a-deshidroxilacién. Ademas, el proceso de la 7a-
deshidroxilacion comprende una serie de reacciones llevadas a cabo por bacterias con genes
inducibles por &cidos biliares (bai), que finalmente llevan a la produccion de los AB secundarios
ya mencionados (Ridlon et al., 2006; Winston & Theriot, 2019).

El metabolismo microbiano de los AB participa en un aumento de la diversidad, asi como en la
regulacion de la hidrofobicidad de los AB, lo que contribuye a su eliminacion fecal (5%), (Ridlon
et al., 2006).

Con base esto podemos establecer que la relacion entre los AB y las bacterias intestinales no
es unidireccional. Ya que tanto como los AB pueden modificar la composicion de las bacterias
intestinales debido a sus caracteristicas antimicrobianas, como las bacterias intestinales

pueden inducir la biotransformacién de los AB (Wahlstrom et al., 2016).
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Figura 10. Metabolismo microbiano de los AB (Creado en BioRender.com). Hidrolasas de
sales biliares (HSB), hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSDH). Acido codlico (AC), Acido
quenodesoxicélico (AQDC), Acido litocdlico (ALC), Acido desoxicolico (ADC), Acido
ursodesoxicolico.(AUDC).

Las bacterias intestinales y su relacion con el SM.

Composicion y funciones de las bacterias intestinales.

El intestino alberga una poblacién compleja y diversa de microorganismos, se estima que son
aproximadamente 10 los que colonizan el tracto gastrointestinal. La comunidad intestinal
bacteriana esta constituida principalmente por 6 phylum de bacterias: Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia, de los cuales
los méas abundantes resultan ser los phylum Bacteroidetes y Firmicutes (Hollister et al., 2015;
Zhang et al., 2015). La microbiota intestinal es dinamica, la colonizacién comienza desde antes
del nacimiento y a lo largo de la vida va cambiando su composicion de acuerdo a las
caracteristicas del hospedero y puede ser modulada por la dieta, la higiene, el consumo de
antibidticos, asi como otros: factores ambientales o del estilo de vida (Zhang et al., 2015;
Boulangé et al., 2016). Estos factores juegan un papel importante en la diversidad bacteriana
intestinal, la cual depende de la rigueza taxonémica, de la abundancia relativa y de la
distribucion que presenta. Por lo general, una diversidad mayor es caracteristica de
comunidades bacterianas sanas (Nazir et al., 2019; Huttenhower et al., 2012; Fan & Pedersen,

2021). Ademas, las bacterias intestinales participan en diferentes funciones importantes dentro
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del organismo, como el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal, evitan que
patdgenos y antigenos entren en el tejido y contribuyen a la homeostasis del sistema
inmunolégico. Como parte del proceso de fermentacion de las fibras dietéticas las bacterias
intestinales producen &cidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente propionato,
acetato y butirato. El acetato es producido principalmente por bacterias intestinales anaerobias,
mientras que el butirato y el propionato por diferentes tipos de bacterias. Por ejemplo,
Eubacterium rectale, Eubacterium hallii, Faecalibacterium prausnitzii y Ruminococcus bromii,
son de los principales productores de butirato, por otra parte, Akkermansia municiphilla es uno
de los principales productores de propionato (Zhang et al., 2015; Thursby & Juge, 2017). Los
AGCC son la principal fuente de energia de las células intestinales, sin embargo, su funcién
no solo se limita a nutrirlas (Morrison & Preston, 2016). Los AGCC, principalmente el butirato,
participan en la activacion del Receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas
(PPARYy), el cual modula el metabolismo de los lipidos a través del gasto energético, la
disminucién de peso y la reduccion en la acumulacion de TG (Fan & Pedersen, 2021; Schoeler
& Caesar, 2019). Otra funcion de los AGCC es la inhibicion de citocinas inflamatorias como IL-
6. Ademas, estos se pueden unir a receptores acoplados a proteina G, que se expresan en
células L, provocando el aumento de la secrecibn de GLP-1 y péptido YY (PYY) que
contribuyen a un mayor gasto energético, una menor ingesta de alimentos y mejora en el
metabolismo de la glucosa (Fan & Pedersen, 2021; Schoeler & Caesar, 2019). De manera
individual los AGCC tienen diferentes funciones, por ejemplo, el butirato actila como molécula
antiinflamatoria, ayuda a regular el sistema inmune, atenuda la translocacion bacteriana, ayuda
a mejorar la funcién de la barrera intestinal y es la principal fuente de energia de los
colonocitos. El propionato ayuda a los tejidos a responder a la insulina y actia sobre las
funciones de las células 3 pancreaticas (Figura 11) (Fan & Pedersen, 2021; Morrison & Preston,
2016;'Schoeler & Caesar, 2019).

Las bacterias intestinales, también participan en la produccién de ciertos metabolitos como la
vitamina B12 y el folato el cual es producido principalmente por bacterias del género
Bifidobacterium. Participa en procesos de sintesis y reparacion del DNA, ademas de la

produccion de vitamina K que favorece a la circulaciéon (Fan & Pedersen, 2021).
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Figura 11. Principales efectos benéficos que realizan los AGCC producidos por las

bacterias intestinales (Creado en BioRender.com).

Alteraciones en la composicion bacteriana intestinal y el SM.

Cuando las funciones mencionadas anteriormente se ven interrumpidas debido a la alteracion
en el equilibrio de la microbiota intestinal, se le conoce como disbiosis (Thursby & Juge, 2017).
De acuerdo con esto las bacterias intestinales juegan un papel fundamental en la homeostasis
fisioldgica por lo que su alteraciobn puede estar asociada al desarrollo de diferentes
enfermedades. La disbiosis puede caracterizarse por una disminucién en la diversidad, o
pérdida de taxones benéficos. Por ello la disbiosis se ha asociado con afecciones metabdlicas
como la inflamacion producida por lipopolisacéridos (LPS), Rl y la obesidad, componentes
implicados en el desarrollo del SM (Boulangé et al., 2016; P.-X. Wang et al., 2020).

Segun diversos estudios, un cambio en la composicion bacteriana, se ha asociado con la
presencia de alteraciones metabdlicas. Por ejemplo, en diferentes investigaciones en personas
con obesidad la proporcion de Firmicutes se ha encontrado aumentada en comparacion con la
de los Bacteroidetes. Sin embargo, estos resultados no han sido contundentes, debido a que
también se ha observado que el aumento de los Bacteroidetes esta asociado con la presencia
de obesidad. Schwiertz et al. infieren que mas alla de la proporcion Bacteroidetes/Firmicutes

estas variaciones estan asociadas a la cantidad de AGCC producidos por las bacterias
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intestinales, asi como a la influencia de factores ambientales (Schwiertz et al., 2010). Sin
embargo, el aumento de bacterias Gram-negativas como Bacteroidetes y Proteobacterias, esta
altamente asociado a procesos inflamatorios, obesidad y RI, debido a que este tipo de
bacterias contienen un LPS en su membrana. El LPS se une a receptores tipo Toll 4 (TLR4),
los cuales activan cinasas de serina (JNK, IKKs) y al TNF-a induciendo la fosforilacion de
serinas de IRS-1 y provocando alteraciones en la sefalizacion de la insulina (Figura 12)
(Boulangé et al., 2016; Saad et al., 2016).
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Figura 12. Alteracién en la sefializacion de insulina debido a los efectos inflamatorios
inducidos por LPS (Creado en BioRender.com). Activador de proteina 1 (AP-1), Factor
nuclear kB (NF-kB).

Se ha encontrado que, en adultos con SM, especies del género Bacteroides y Ruminococcus
como B. fragilis, B. thetaiotaomicron y el subgrupo R. flavefaciens, asi como la especie
Parabacteroides distasonis, se encontraron disminuidos. Estas tienen una importante actividad
sacarolitica, lo que puede causar una disminucion en la produccién de AGCC como el
propionato y el acetato (Santos-Marcos et al., 2019). Ademas, la disminucion de este ultimo
conlleva a una reduccién en las bacterias beneficiosas que consumen este metabolito como
F. prausnitzii y E. rectale y que son importantes productoras de butirato. Otra bacteria
productora de butirato es el género Roseburia, cuya disminucion se ha asociado con la
presencia de DM2 en adultos. También la disminucion de Bifidobacterium, implicada en la
disminucién de la translocacion bacteriana y en la mejora de la barrera intestinal se ha
relacionado con una dieta alta en lipidos y con el sobrepeso (Wang et al., 2020; Santos-Marcos

et al., 2019).
36



Relacion entre los AB, las bacterias intestinales y el metabolismo.

Los AB y las bacterias intestinales estan involucradas en la regulacion de diferentes funciones
metabolicas, por lo que una composicion alterada de los AB vy la disbiosis bacteriana, se ha
asociado con la presencia de enfermedades como obesidad, cancer y DM2 y podria estar
involucrada con la presencia del SM. Se ha observado que una dieta alta en grasa aumenta la
secrecion de AB vy altera la composicion de la microbiota intestinal, tanto en animales obesos
como en personas con DM2 (Tsuei et al., 2014; Yokota et al., 2012). Ademas, en ratones con
una dieta alta en grasas se observo que el aumento del &cido taurocélico estaba asociado al
incremento excesivo de Bilophila wadsworthia, un patobionte asociado a la colitis ulcerosa (M.
L. Chen et al., 2019). Se ha encontrado que el aumento en los niveles del AC provoca un
cambio en la composicibn bacteriana intestinal aumentando el phylum Firmicutes
particularmente el grupo XlIVa del género Clostridium, los cuales a su vez provocaron el
aumento de los AB secundarios, debido a que son sus principales productores (Tsuei et al.,
2014; Ridlon et al., 2014). Por otro lado, la suplementacion con ADC en ratones provoco
inflamacion intestinal y un aumento en los Bacteroidetes (Xu, Shen, et al., 2021). Ademas, la
desregulacion de los AB también se ha asociado con el aumento de la translocacion bacteriana
al alterar la funcién de barrera en el intestino (Tsuei et al., 2014). Sin embargo, aun no hay los
suficientes estudios que nos permitan comprender la relacion entre los AB, las bacterias

intestinales y su influencia con el SM.

Relacion de las bacterias intestinales y los AB con alteraciones metabdlicas en
poblacion pediatrica

En poblacion infantil, existe una limitada informacién en relacion a la composicion de las
bacterias intestinales en presencia del SM. Entre las investigaciones realizadas, el estudio de
Del Chierico et al., en jovenes con obesidad, de 9 a 18 afios observd que en aquellos con
mayor riesgo de SM existia una mayor abundancia de los taxones Coriobacteriaceae y
Prevotella y una menor abundancia de Ocillospira y Parabacteroides distasonis. Ademas de
gue individuos con factores asociados al SM, en particular la Rl y una mayor presion arterial
diastolica presentaron una disminucion significativa de la diversidad a (Del Chierico et al.,
2021). De forma consistente en un estudio realizado por Orsso et al., en nifios de 10-16 afios,
se encontrdé una asociacion negativa entre mayores niveles de HOMA-IR vy la diversidad y

riqgueza de especies (Orsso et al., 2021).

Adicionalmente, la bacteria Akkermansia muciniphila que es degradadora de mucina, lo que
influye en la restauracién de la mucosa intestinal y que se ha relacionado con un aumento de
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la sensibilidad a la insulina, se observéd disminuida en nifios con sobrepeso (Santos-Marcos
et al., 2019).

En México, son muy escasos los estudios reportados sobre la composicion de las bacterias
intestinales en poblacion infantil y su relacion con el SM. En un estudio realizado por Maya-
Lucas et al., en nifios de 9-11 afios se observé que los nifios con obesidad presentaban una
microbiota intestinal dominada por el enterotipo Prevotella spp. y un aumento en la abundancia
del género Methanobrevibacter (Maya-Lucas etal., 2019). Ademas, en la investigacion
realizada por Murugesan et al., en nifios de 9 a 11 afios con presencia de obesidad, se
encontré un aumento en la abundancia de Faecalibacterium sp., Lachnospiraceae y Roseburia
sp., pertenecientes al phylum Firmicutes (Murugesan et al., 2015). De igual forma en el estudio
realizado por Lopez-Contreras et al., en nifios con obesidad entre 6-12 afios, no se observo
una diferencia significativa en la proporcion de Firmicutes/Bacteroidetes, pero si un aumento
principalmente del taxdn Bacteroides eggerthii (LOpez-Contreras et al., 2018). En otro estudio
realizado por Nirmalkar et al., en adolescentes (12-18 afios) y nifios (6-11 afios) con obesidad,
gue ademas presentaban SM y RI, se encontré un aumento de los géneros Collinsella y
Prevotella en adolescentes y un aumento del género Lactobacillus y la familia
Coriobacteriaceae en nifios (Nirmalkar et al., 2018). Ademas, en el estudio de Vazquez-
Moreno et al., realizado a nifios obesos en diferentes regiones del pais (Ciudad de México y
Oaxaca) se encontraron asociados con obesidad los taxones Fusicatenibacter, Romboutsia,
Ruminococcaceae, Ruminiclostridium, Blautia, Clostridium, Anaerostipes e Intestinibacter en
nifios de la Ciudad de México y los taxones Bacteroides, Alistipes y Clostridium se encontraron
asociados con los TG principalmente en nifios del estado de Oaxaca (Vazquez-Moreno et al.,
2021).

Los estudios realizados en poblacion infantil mexicana, se enfocaron en la presencia de
disbiosis asociada a la obesidad o RI. Es importante destacar que los resultados son pocos
consistentes, si bien se presenta una composicion bacteriana alterada, no se ha encontrado
una firma bacteriana especifica asociada a estas enfermedades. Por ello, se requieren mas
estudios que ayuden a entender la influencia de la microbiota intestinal en la presencia de

alteraciones metabdlicas en nuestra poblacion infantil.

En relacién al estudio de los AB en poblacién pediatrica, si bien se han asociado como
marcadores de ciertas enfermedades, la informacion aun es escasa. En un estudio reciente
realizado por Jahnel et al., se observo que la composicion de los nifios de 6-11 era muy similar

a los sujetos mayores de 11 afios, también se observé que habia un aumento de los AB
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secundarios con la edad en particular del ADC. De igual forma se ha observado que la
composicion de los AB puede cambiar con ciertas enfermedades (Jahnel et al., 2015). En un
estudio realizado por Higgins et al., en adolescentes con obesidad se reporté una disminucion
de los AB no 12a-hidroxilado postprandiales (Higgins et al., 2019). También en un estudio
realizado por Montagnana et al., se informé sobre el aumento de los AB totales y conjugados
con glicina en nifilos y adolescentes que presentaron esteatosis hepatica (Montagnana et al.,
2020). Sin embargo, hasta el momento no se han reportado estudios en los que se realice su

caracterizacion en presencia del SM en poblacién infantil.

Aunque diferentes factores tanto ambientales, genéticos y dietarios estan involucrados en el
desarrollo del SM, la relacion que existe entre el perfil de los AB y la composicion de las
bacterias intestinales en presencia del SM no es completamente clara. Por otro lado, el
aumento en la prevalencia del SMy la presencia de este padecimiento cada vez a edades mas
tempranas, en patrticular, en la poblacién infantil mexicana, hace que sea de suma importancia
comprender la asociacion entre el SM y las alteraciones en la composicion tanto de los AB,
como de las bacterias intestinales.
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Justificacion

El incremento en la prevalencia del SM en poblacion infantil mexicana es un problema de salud,
gue conlleva al desarrollo enfermedades como DM2 y enfermedad cardiovascular las cuales
son las principales causas de muerte a nivel nacional (Pefia-Espinoza et al., 2017). Por ello,

es de suma importancia comprender los factores fisiopatologicos asociados al SM.

Debido a la relacion bilateral entre los AB y las bacterias intestinales y los procesos metabdlicos
en los que estan implicados, recientemente se ha planteado que ambos factores podrian estar

involucrados en la fisiopatologia del SM.

De acuerdo con lo reportado en algunos estudios, la Rl y la DM2 se han asociado con el
aumento de los AB 12a-OH comparado con las formas no hidroxiladas (Haeusler et al., 2013).
Ademas en personas con obesidad el aumento de los AB totales circulantes se asocio con el
IMC y los TG (Agus et al., 2021). Aunque se ha evaluado la asociacidbn con componentes
importantes del SM en poblacion infantil no hay estudios enfocados en el analisis de este
padecimiento.

Por otro lado, aunque la alteracion en la composicién de las bacterias intestinales se ha
asociado con factores del SM en poblacion infantil, los estudios enfocados en poblacion
pediatrica mexicana son escasos. En un estudio previo de nuestro grupo de investigacion, el
cual fue realizado en nifios de 6-12 afios, se encontrd que los nifios con RI presentaron una
menor diversidad, ademas en nifios con obesidad se encontré una mayor abundancia del taxén

Bacteroides eggerthii (LOpez-Contreras et al., 2018).

De acuerdo con lo anterior, analizar la relacion entre los AB, las bacterias intestinales y el SM,
es de gran relevancia, debido a la alta prevalencia del SM en poblacion pediatrica mexicana.
Aunque es una problematica compleja y multifactorial, los hallazgos de este estudio podrian
servir como referencia para estudios posteriores que permitan un andlisis mas detallado con

la finalidad de desarrollar futuros tratamientos preventivos y terapéuticos.
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Hipotesis
Un estado de disbiosis, particularmente una menor diversidad bacteriana, asi como la
alteracion en la composicion de los AB, principalmente en el aumento de los AB 12a-OH, estan

asociados a la presencia de SM en poblacion infantil.

Objetivos
Objetivo general. Analizar las relaciones que existen entre los AB circulantes, las bacterias

intestinales y la presencia del SM en poblacién infantil mexicana.
Objetivos particulares.

= Analizar las diferencias en los niveles circulantes de AB en presencia y ausencia de SM.

» Analizar las diferencias en la composicidn bacteriana intestinal en presencia y ausencia
del SM.

= Evaluar la asociacion entre la composicién de las bacterias intestinales y los AB

circulantes.
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Metodologia

Poblacion de estudio

Estudio de caso-control para la presencia de SM en un total de 100 nifios (58 controles sin
presencia de SMy 42 casos con presencia de SM). Para este estudio transversal se utilizaron
los datos de un estudio previo realizado en el Instituto Nacional de Medicina Genomica. Los
nifios fueron seleccionados a partir de una cohorte de nifios escolares mexicanos (6-13 afos)
que fueron reclutados de un campamento de verano para hijos de empleados de la Secretaria
de Salud de México entre 2013 y 2015.

Criterios de seleccion
= Criterios de inclusion
» Consentimiento informado firmado por padres o tutores.
» Edad entre 10-13 afios.
» Para el estudio de los casos, cumplir con los valores de referencia de los criterios
para la clasificacion del SM en nifios.
= Como criterio de exclusion
» Para el andlisis de las bacterias intestinales, se eliminaron aquellos nifios que
hubieran reportado un consumo de antibioticos 3 meses antes de la prueba o el
mismo dia de esta.
= Criterios de eliminacion
» Nifios sin muestra de suero disponible para el analisis de AB.

» Nifios sin muestra fecal para el andlisis de secuenciacion.

Datos antropométricos

Las medidas obtenidas fueron talla, peso y circunferencia de cintura, de acuerdo con la
metodologia empleada por Martinez Medina, 2020. El indice de masa corporal IMC se calcul6
como el peso corporal dividido por la altura al cuadrado (kg/m?). Después de calcular el IMC
se obtiene el percentil a partir de gréaficas o tablas de referencia en nifios y adolescentes, las
cuales estan establecidas por los Centros de Control de Enfermedades (Acerca del indice de
masa corporal para nifilos y adolescentes | Peso Saludable | DNPAO | CDC, 2020) segun su
edad y sexo. De acuerdo con el percentil obtenido en las tablas de crecimiento se definio su

estado nutricional (Tabla 1).
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Tabla 1. Estado nutricional en poblacion infantil segun los valores de referencia

establecidos por la CDC.

Estado nutricional Rango de percentil.

Bajo peso < percentil 5

Peso saludable De percentil 5 a <percentil 85
Sobrepeso Entre >Percentil 85 y <percentil 95
Obeso =2percentil 95

Datos clinicos y bioguimicos

Datos clinicos.

Para los datos obtenidos de la presion arterial en los nifios, de acuerdo a su edad y
sexo, se realizaron los percentiles y se clasificaron de acuerdo a los valores de
referencia establecidos por American Academy of Pedriatrics (Flynn et al., 2017) para
nifios de 10-13 afos.

Andlisis bioquimico.

Se realizé una toma de muestra de sangre periférica, en un tubo de gel activador de
coagulacion para extraer el suero, tras un ayuno previo de 8-12 horas. Las
determinaciones se realizaron en el Departamento de Endocrinologia y Metabolismo del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Los valores de
glucosa en ayuno, insulina, niveles séricos de triglicéridos y colesterol fueron
determinados por métodos enzimaticos, el c-HDL se determind por el método de
precipitacion (fosfotungstato + Mg*2). La alanina transaminasa ALT y el aspartato
transaminasa AST, mediante kits colorimétricos, el LDL se determind mediante la
diferencia entre Colesterol total y c-HDL. La sensibilidad a la insulina se estimé con la
evaluacién del modelo de homeostasis para la resistencia a la insulina (HOMA-IR), a
través de la siguiente ecuacion: HOMA-R = Insulina (mU/ml) x glucemia basal
(mmol/1)/22.5. El indice de TG/c-HDL fue calculado dividiendo las concentraciones de
triglicéridos entre las de c-HDL y el punto de corte que se considero fue de un valor de
indice TG/c-HDL>3 para riesgo cardiovascular, dislipidemia y RI (Hannon et al., 2006;
Baez-Duarte et al., 2017; Martinez Medina, 2020).

43



Clasificacion del SM infantil
Con base a los criterios establecidos por Ferranti et al. (Burguete-Garcia & Valdés-Villalpando,
2014). Se establecieron los valores de referencia para los 5 factores de riesgo (Tabla 2),

asignando como SM a aquellos que presentaron 3 0 mas de estos factores:

Tabla 2. Criterios diagnosticos utilizados en la determinacién del SM

Factor de riesgo Valores de referencia

Glucosaen ayuno >110 mg/dl

Obesidad central CC = percentil 75 para edad y sexo

Triglicéridos = 100 mg/dl
c-HDL < 50 mg/dl
Presion arterial (sistdlica o diastdlica)

= percentil 90 para edad, sexo y talla

Analisis de la composiciéon de los AB

Para el andlisis de los AB las muestras de suero recolectadas se enviaron al West Coast
Metabolomics Center, en la Universidad de California Davis EUA, en donde la cuantificacion
se realiz6 por analisis de metabol6mica dirigida a los AB por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS / MS). Brevemente, a una alicuota de 50 pl, se le afiadio 25
ul de solucién antioxidante, 25 ul de la solucion de estandar sustituto SSTD, 25 ul de la solucién
de estandar interno CUDA / PHAU vy se afiadié metanol (MeOH) y acetonitrilo (ACN), ambos
de grado LCMS en una proporcién 50:50 en un pocillo para llegar a un volumen final de 250pl.
Ademas, a la placa se le afiadio los blancos ( solucién antioxidante, CUDA / PHAU en MeOH:
ACN con un vol. Final de 250 ul), los controles: IS Check (solucion antioxidante, SSTD, CUDA
/ PHAU en MeOH: ACN con un vol. Final de 250 pl) y el control Utak (50 pl Utak Serum, solucién
antioxidante, CUDA / PHAU en MeOH: ACN con un vol. Final de 250ul). La placa se agit6 en
un vortex y se centrifugd durante 5 min, se tomaron 200 pL aproximadamente del sobrenadante
y se colocaron en una placa con filtro PDVF, esta se cubrié y se almacend para su posterior
analisis en el Sistema LC-MS (Figura 13), Waters Acquity - Sciex 4000 QTRAP (C18 Column
2.1x100mm, 1.7 um), el cual se ajusto y se realizo la preparacion de las curvas estandar. Se
cuantificaron 23 AB, tanto primarios (AQDC, AC, a-AMC, 3-AMC); conjugados (A(T)C, A(G)C,
A(T)QDC, A(G)QDC, A(T)DC, A(G)DC, A(T)LC, A(G)LC, a-A(T)MC, B-A(T)MC, a-A(G)MC, B-
A(G)MC, w-A(T)MC, w-A(G)MC, A(T)UDC, A(G)UDC, ATDHC); y secundarios (AUDC, ALC,
ADC), tomando en cuenta un limite de deteccion (LD) de un valor de 0.2 nM.
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Figura 13. Anédlisis de la composicién de los AB (Creado en Biorender.com).

Analisis de la composicion de las bacterias intestinales

Las muestras de heces fueron recolectadas en casa con la ayuda de los padres y fueron
colocadas en un recipiente de plastico estéril. Las muestras se almacenaron en casa donde
se mantuvieron en refrigeracion por un tiempo maximo de 12 horas. Posterior a esto fueron
transportadas con la debida refrigeracion al Instituto Nacional de Medicina Genomica
(INMEGEN), donde se prepararon alicuotas de 200 mg y se almacenaron a -70 °C, de acuerdo
con la metodologia utilizada por Lopez-Contreras et al., (LOpez-Contreras et al., 2018).
Posteriormente se realiz6 la extraccion de DNA de acuerdo al protocolo establecido por el
QlAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Inc .; Hilden, Alemania). La cuantificacién se realizd
utilizando el nanofotémetro (Thermo Scientific NanoDrop 2000c). Después se realizé la
amplificacion de la region hipervariable V4 del gen 16S ribosomal RNA (rRNA) y los amplicones
se purificaron (Agencourt AMPure) y cuantificaron (kit Qubit dSDNA High Sensitivity Assay Kits
y el fluorémetro Qubit 3.0) para su posterior secuenciacion a través de la plataforma lllumina

MiSeq 2x250. Estos procesos se describen con mas detalle a continuacion.

= Extraccion de DNA de muestras fecales
Se pesaron aproximadamente entre 120-180 mg de muestra fecal, y se afiadieron a un
tubo de microcentrifuga de 2 ml, la extraccién del ADN de muestras fecales se realiz6
de acuerdo al protocolo del estuche DNA Stool Mini Kit Qiagen. A la muestra se le afiadio
un Buffer de ASL (lisis) y se coloco en el vortex hasta homogeneizarse. Después fueron
colocadas en el termociclador por 5 min, se volvieron a homogeneizar y se centrifugaron
a 13000 rpm/1 min. Se tom6 una alicuota de 1.2 ml del sobrenadante y se afiadid el
Buffer InhibiTex para eliminar contaminantes. Esta mezcla se volvio a homogeneizar y

centrifugar, para poder tomar 1.5 ml del sobrenadante al cual se le afiadié 15 pl de
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proteinasa K, para eliminar contaminantes e inactivar nucleasas, posteriormente se tomo
200 ply se colocaron en un nuevo tubo al cual se le afladieron 200 ul de Buffer AL, esta
mezcla se homogeneizé. Después estos fueron incubados por 30 min en un
termociclador a 70°C, posterior a esto se centrifugo y se les afiadié 200 pl de etanol y,
por ultimo, se volvié homogeneizar.

En columnas de centrifugado se afadidé el contenido obtenido anteriormente, y se
centrifugd por 1 min, desechando el tubo con el filtrado, y se colocé la columna de
centrifugado en un nuevo tubo de recoleccion, donde se afiadié 500 pl de Buffer de AW1
se centrifugd, se desechd el tubo de recoleccion con el filtrado y la columna de
centrifugacion se paso a un tubo de recoleccion de 2 ml, este proceso también se realizo
con 500 pl de Buffer AW2, sin embargo, la columna de centrifugacion se colocé en un
tubo de 1.5 ml y se le afadié 200 pl de Buffer AE directamente a la membrana de la
columna, permitiendo la elucion del DNA.

Cuantificacion de DNA de las muestras extraidas

Esta se realiz6 en nanofotémetro Thermo Scientific NanoDrop 2000c, se colocaron 2 pl
de cada muestra y se utilizé6 como blanco el Buffer de AE. Posteriormente se realizé la
precipitacion y resuspension para aquellas que no lograran la concentracion adecuada,
tuvieran una concentracion de 50 ng/ul.

Amplificacion de la region hipervariable V4 del gen 16S ribosomal RNA (rRNA).
La secuenciacion del gen 16S rRNA se usa ampliamente para caracterizar la diversidad
taxondémica de comunidades microbianas, debido a que esta presente en casi todas las
bacterias, ademas su estructura y funcién se ha conservado con el paso del tiempo
(Abellan-Schneyder et al., 2021). El gen 16S rRNA consta de 9 regiones hipervariables
intercaladas con regiones conservadas. Para la determinacion taxonémica, es suficiente
con la secuenciacion de las regiones hipervariables, en lugar de la longitud completa del
gen. La regidon hipervariable V4 en la mayoria especies bacterianas tiene 254 pb
aproximadamente, para su secuenciacién se construyen cebadores de las regiones
conservadas especialmente 515F and 806R, es comunmente usada para estudios de
composicion taxonomica y diversidad, ademas su objetivos principales son las bacterias
y arqueas, también produce un amplicén de tamafio apropiado para su secuenciacion
(Apprill et al., 2015).

Después de la extraccion del DNA, se procedié con la amplificacion, la cual consistié en
una Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (del inglés Polymerase Chain

Reaction; PCR1), donde se emplearon los oligos: 515F (5 G TGC CAG CMG CCG CGG
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TAA 37; 19 pb) y 806R (5°GG ACT ACH VGG GTW TCT AAT 3’; 20 pb). Este ultimo
contenia los codigos de barras para su identificacion. Ademas, estos primers también
contenian, una secuencia espaciadora de heterogeneidad y un adaptador de lllumina
parcial. Se utilizo el siguiente programa para la amplificacién: 94 ° C durante 3 min para
la fusion inicial; 25, 30 o 35 ciclos de 94 ° C durante 30 s, 60 ° C durante 30 s, 68 ° C
durante 1.5 min; 68 ° C durante 5 min. Los productos se verificaron en un gel de agarosa
al 2%, utilizando un Buffer de Syber green (para la tincién y deteccion en gel) y un
marcador de peso molecular de 100-2000 pb. Posteriormente para la eliminacion de
contaminantes (dNTP, sales, cebadores, dimeros de cebado) se utilizé el kit de
purificacion de PCR Agencourt AMPure (Ref A63881).

Para la segunda PCR (PCR2) se prepar6 la mezcla de reaccion (polimerasa y oligo
universal forward) y se afiadieron los oligos reverse, ambos primers contenian el
adaptador lllumina necesarios para la secuenciacion, ademas de que el primer reverse
contenia una segunda secuencia de indexacion. La PCR2 tuvo las siguientes
condiciones 94 °C por 2 min, luego de 5 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s, 68 °C
por 1.5 min, y un ciclo a 68 °C por 5 min. de igual forma se le realizé el proceso de
verificacion y purificacion ya mencionado. Finalmente, se realizd una cuantificacion a
través del kit Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kits y el fluorometro Qubit 3.0.

Region V4
S | 3
3 I &
PCR1 |
codigo de barras
f 1 5
Adaptador Primer <
" ] Primer adaptador
llumina parcial foward. reverse  regién Ilu‘r:.nina
5 regién espaciadora parcial
espaciadora
|
PCR2 I @ Aﬁ'ﬁlﬂlﬁdﬂr
Primer foward. 4+— voooommm ~
[ —_— Primer Cﬁg;go
Adaptador I I reverse
IIurE'lina barras
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. |

Figura 14. Descripcién de la amplificacién realizada alaregion V4 del gen 16S ribosomal

RNA (rRNA) (Creado en BioRender.com). (Caporaso et al., 2011).
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= Secuenciacion de los amplicones
= El proceso de secuenciacion fue realizado en la plataforma Illumina MiSeq 2x250 en la

Unidad de Secuenciacion del Instituto Nacional de Medicina Genémica.

1.Preparacion 2.Geeneracion 3. Secuenciacion 4. Alineaciony
de bibliotecas de clusters analisis
DNA TTTTTTTIIT] ROGHOHRABGR
l 1 D%'-Lmﬂ HRABREE
o B Ml g GREGR
;:\__”}\:EZ M N Wi o, CHRAPROGH
o X AEMAMEAH AKMAN

ll

Figura 15. Pasos generales realizados en la secuenciacion realizada por llumina MiSeq.
(Creado en Biorender.com)

El analisis de la secuenciacion obtenida se realizo a través del pipeline Quatitative Insights Into
Microbial Ecology (QIIME v 1.9). Para la seleccidén de las secuencias que presentaran una
buena calidad se utilizé un valor de Phred>30 el cual determina la probabilidad de que la base
llamada sea correcta. La asignacion taxondémica se realizd en el algoritmo UCLUST, donde se
empled la base de datos GreenGenes v13 08 como referencia. La determinacion de las
Unidades Taxondmicas operacionales (del inglés Operational Taxonomic Units; OTU) se
realizé con un 97 % de identidad. Posterior a esto se filtraron las secuencias cuya abundancia
fuera menor al 0.005% del total de las secuencias observadas en toda la muestra. Aunque no
se ha establecido cual es la mejor medida para determinar la diversidad alfa, en este estudio
la diversidad alfa fue determinada mediante tres diferentes parametros; Chaol, el indice de
Shannon y OTUs observados. Las OTUs observadas son el numero de OTU por muestra y
nos permiten comparar la riqueza entre diferentes comunidades, mientras que Chaol es un
método no paramétrico para estimar el nimero de especies en una comunidad, dando mas
peso a las especies de baja abundancia. En cambio el indice de Shannon es un estimador que
utiliza un algoritmo natural para calcular la diversidad y riqueza, este contempla la riqueza y
uniformidad basandose en los OTU, (Edgar, 2010; Caporaso et al., 2010; Illlumina, s. f; Kim

et al., 2017).
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Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizaron los paquetes estadisticos Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS v.27.0.1.0) y Rstudio v.1.4.1106. Se realiz6 una prueba de
Kolmogorov-Smirnov para determinar la distribucion de los datos y de acuerdo a su distribucion
la prueba correspondiente. Para los parametros clinicos con una distribucion normal
(circunferencia de cadera, colesterol, c-LDL) se realiz6 una prueba de t-Student para muestras
independientes (prueba paramétrica), que compara las medias de los dos grupos. En el caso
de los parametros clinicos que no tenian una distribucion normal, la prueba no paramétrica
utilizada fue U-Mann Whitney. Para ambas pruebas se consider6 como diferencias

significativas aquellos con un valor de P<0.05.

Para determinar la asociacion lineal entre dos variables, considerando los efectos de una o
mas variables adicionales, se utilizo la correlacion parcial de Pearson (prueba paramétrica)
para variables con distribucion normal y la prueba de Spearman (prueba no paramétrica) para
aquellas variables que no seguian una distribucién normal. Considerando valores significativos

aqguellos con un valor de p<0.05 y ajustando con la edad, el sexo y el percentil de IMC.

Para determinar los taxones que presentaron una diferencia significativa entre los grupos de
estudio se utilizo el método del tamafio del efecto del andlisis discriminante lineal (LDA) (LEfSe)
en el servidor Huttenhower lab Galaxy. Este andlisis combina la prueba de Kruskall-Wallis para
todas las variables metagenomicas, la prueba de Wilcoxon y el modelo de analisis
discriminante lineal (LDA) (Segata et al., 2011).

El andlisis de la diversidad 3, consistio en determinar la variabilidad de las comunidades
bacterianas. Se utiliz6 el andlisis de varianza multivariado permutacional usando
(PERMANOVA), sobre las matrices de distancia de UniFrac ponderada (Weighted) y no
ponderada (Unweighted).
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Resultados y discusion

Caracteristicas clinicas de la poblacion.

El estudio de caso-control para la presencia de SM incluydé en un total de 100 nifios (58
controles sin presencia de SM y 42 casos con presencia de SM), donde el 54% fueron nifios y
la mediana de edad fue de 11.28 afios (10.60, 12.17). Los resultados descriptivos de las
poblaciones se muestran en la Tabla 3. Al comparar los grupos no se encontraron diferencias
significativas en el sexo ni en la edad, sin embargo, el grupo con SM mostré una diferencia
significativa en los factores de riesgo caracteristicos del SM: aumentando significativamente
circunferencia de cintura, percentil de PAS, percentil de PAD, glucosa en ayuno, triglicéridos
séricos y disminuyendo c-HDL. Ademas, en otros rasgos metabolicos asociados al SM, hubo
un aumento significativo: particularmente, en el percentil de IMC, el peso, algunas enzimas
hepaticas; como aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa, asi como en
pardmetros indicadores de RI como él HOMA-IR y el indice TG/HDL el cual esta asociado con
la sensibilidad hepética a la insulina y con SM (Burguete-Garcia & Valdés-Villalpando, 2014).
Dentro del grupo con SM las alteraciones que se presentaron en la mayor cantidad de los nifios
fueron; bajos niveles de c-HDL(100%), aumento de los triglicéridos (88.09%), niveles altos en
el indice de TG/c-HDL (60.42%) y para variables asociadas a la obesidad como circunferencia
de cintura ( el 95.24% fue mayor al percentil 75) y el percentil de IMC (el 50.00%.fue mayor al
percentil 95). Lo anterior esta asociado a la fisiopatologia de la enfermedad en la cual la
presencia de obesidad y RI conlleva a el aumento de la gluconeogénesis hepatica, una
disminucién del transporte de glucosa en musculo esquelético y adipocitos, asi como
alteraciones en el metabolismo de lipidos particularmente en higado y adipocitos. Por ejemplo,
el aumento en los niveles de triglicéridos, la disminucién del c-HDL y el aumento de la
lipolisis.(Huang, 2009) Ademés los resultados de nuestra poblacion son consistentes con
reportes de que en poblacién infantil mexicana los componentes del SM con una mayor
prevalencia son la hipertrigliceridemia e hipoalfalipoproteinemia (Pefia-Espinoza et al., 2017;
Castillo et al., 2007).
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Tabla 3. Descriptivos de la poblacién en el grupo control y en los casos.

Parametro Sin SM (n=58) Con SM (n=42) Valor de p
Datos clinicos

Sexo 2 28:30 18:24 0.592
Mujeres: Hombres

Edad (afios)° 11.58 (10.68, 12.21)  11.28 (10.60, 12.17) 0.645
Peso ¢ (Kg) 43 (35.50, 51.00) 53.00 (48.00, 62.00) 1.2x10
Circunferencia 72.32 (10.757) 85.47 (9.009) 4.3x10°
cintura (cm)?®

Percentil IMC ¢ 76.65 (43.40, 92.65) 94.90 (90.53, 97.30) 3.x108
Percentil PAS © 37.9 (21.56, 68.26) 62.90 (39.35, 86.45) 0.001
Percentil PAD ¢ 70.7 (52.96, 83.40) 85.5 (73.40, 96.25) 6.9x10°
Homeostasis de glucosa

HOMA-IR € 1.42 (0.90, 2.45) 2.14 (1.64, 3.72) 3.9x10°
Glucosa (mg/dl)¢ 88 (85.00, 92.00) 91 (86.00, 97.00) 0.043

Perfil de lipidos

TG séricos(mg/dl) ¢ 67.00 (57.50, 83.00) 140.50 (115.75, 194.25) 3.6x10%

c-HDL (mg/dl) © 49.00 (43.00, 55.00)  39.50 (35.75, 43.00) 3.9x10°
LDL (mg/dl)® 101.43 (25.270) 101.63 (22.337) 0.968
indice TG/c-HDL ~ 1.38(1.11, 1.88) 3.56 (2.97, 4.83) 2.45x10 1
Colesterol (mg/dl)® 164.86 (29.648) 170.48 (25.202) 0.323
Enzimas hepéaticas

AST UI/L ¢ 27.00 (22.00, 30.25) 30 (25.00, 36.00) 0.017

ALT UI/L ¢ 18.00 (15.00, 24.00) 30.50 (22.75, 39.25) 4.5x10°

a Analisis de Xicuadrada para datos categoéricos (p<0.05) *. ® Medias, método paramétrico (t-
Student para muestras independientes), p < 0,05 . ¢ Medianas, método no paramétrico (U
Mann-Whitney) p < 0,05. IMC: indice masa corporal; PAS: presioén arterial sistolica; PAD
presion arterial diastolica; TG: triglicéridos; HOMA-IR: evaluacion del modelo de homeostasis
para la resistencia a la insulina; HDL: colesterol de lipoproteinas de alta densidad, LDL:
colesterol de lipoproteinas de baja densidad; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina

aminotransferasa.
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Para determinar si el sexo estaba influyendo en las diferencias anteriores, se realizd una
comparacion de los mismos parametros clinicos y bioquimicos. Aunque no hubo una diferencia
significativa entre los sexos en cuanto a los principales factores de riesgo asociados al SM, al
analizar algunos otros parametros se encontr0 que las enzimas hepéaticas como AST
(p=0.009), ALT (p=0.021) y la circunferencia de cintura (p=0.025) mostraron un aumento
significativo en hombres (Apéndice; Anexo 1: Tabla 1). Se ha observado en diferentes estudios
realizados en poblacion pediatrica niveles mas elevados de estas enzimas hepéaticas en nifios
en comparacion con los niveles presentados por las nifias. Se ha sugerido que esto podria
deberse a las diferencias de masa corporal y las diferencias en las hormonas sexuales que

presentan ambos sexos (Poustchi et al., 2011).

Diferencias en el perfil sérico de AB y su relacion con el SM.

Como uno de los principales objetivos del estudio, se planteé el andlisis de los AB en
circulacién. Con respecto al grupo control, en los nifios con SM se observd un aumento
significativo principalmente en 3 grupos de AB (Figura 17): los AB secundarios incrementaron
en un 26.79% (p=0.032), los acidos 12a-hidroxilados en un 34.40% (p=0.006) y los AB totales
aumentaron en un 36.48% (p=0.035). Llama la atencidén dentro de estos grupos que el acido
desoxicolico ADC (Tabla 4) fue el Unico que tuvo un aumento significativo del 115.98%
(p=0.002). Al realizar las comparaciones entre sexo, el Unico que tuvo una diferencia
significativa fue en el grupo de los hombres donde el acido taurocdlico A(T)C aumento
(p=0.031) (Apéndice; Anexo 1; Tabla 2).

Dado que el SM es conjunto de rasgos metabdlicos asociados a la RI, sus indicadores tienen
un papel muy importante. Aunque no existen estudios en poblacion pediatrica, en estudios
previos realizados en poblacion adulta, se ha observado que el aumento de los AB 12a-OH se
asocia con caracteristicas clave de la Rl, que incluyen niveles mas altos de insulinay TG, asi
como niveles mas bajos de c-HDL. Por lo que, resultan consistentes con nuestros resultados
(Figura 17 y Tabla 4). Dada la naturaleza transversal del estudio no se puede establecer la
causalidad, sin embargo, el incremento de los AB 12a-OH podria derivarse de la RI. Esto
debido a que la insulina influye en la regulacion del CYP8b1 que se encarga principalmente de
la produccion de los AB 12a-OH (Haeusler et al., 2013). Particularmente en un estado de R,
FOXO1, presenta una mayor actividad lo que promueve la activacion de CYP8b1 (Figura 18)
(Haeusler et al., 2013; Haeusler et al., 2012; Yoshitsugu et al., 2020; Staels & Prawitt, 2013).
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Dentro de los AB 12a-OH se encuentra el ADC, que es el unico que de forma individual
presentd una mayor concentracion en los sujetos con SM y que pertenece a los otros 2 grupos
que tuvieron un aumento significativo. EI ADC es un AB hidréfobo y se ha reportado que su
aumento modifica el indice de hidrofobicidad de los AB, provocando mayores propiedades
detergentes y capacidad para romper membranas celulares. Aunque no se puede determinar
exactamente las implicaciones del aumento del ADC la evidencia sugiere que el aumento en
la hidrofobicidad de los AB incrementa el estrés del reticulo endoplasmico (RE) hepatico,
disminuyendo la sefalizacion de la insulina hepética (Figura 18) (Zaborska et al., 2018,
McGlone & Bloom, 2019). De acuerdo con esto, podriamos sugerir que la Rl puede influir en
la alteracion de los AB al incrementar los niveles de los AB 12a-OH, y de forma reciproca el
aumento del ADC podria contribuir a la RIl. Sin embargo, hasta donde sabemos ningun estudio

ha reportado esta respuesta bidireccional entre los AB 12a-OH, el ADC y la RI.
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Figura 17. Diferencias en la concentracion de los distintos grupos de AB
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Tabla 4. Anélisis de los AB entre el grupo control y el grupo de muestra

Concentraciones de AB en suero (nM)

AB
Sin SM Con SM Valor de p

AB primarios ¢

ACF¢ 5.41 (3.05, 10.88)  7.5300 (3.19, 12.74) 0.328
AQDC*¢ 11.21 (5.78, 29.33) 15.89 (7.56, 53.41) 0.09
AB conjugados

A(T)LC® 0.77 (0.26, 1.50) 0.60 (0.21, 1.12) 0.414
A(G)LC® 3.16 (1.21, 5.29) 2.28 (1.03, 5.86) 0.564
A(T)DC © 0.57 (0.31, 0.87) 0.64 (0.29, 1.42) 0.279
A(G)DC® 5.88 (2.82, 9.84) 7.63 (4.76, 18.63) 0.052
A(G)uUDC*® 5.37 (2.89, 9.96) 7.01 (2.43, 15.42) 0.296
A(G)QDC® 35.78 (25.57,51.78) 51.54 (20.85,93.35)  0.222
A(T)QDC© 13.06 (9.25, 22.93)  12.78 (7.67, 28.12) 0.845
A(T)C® 0.67 (0.46, 1.57) 0.75 (0.47, 1.65) 0.630
A(G)C © 0.96 (0.59, 1.74) 1.14 (0.58, 3.20) 0.432
AB secundarios

ALC ¢ 66.47 (51.04, 86.78) 64.67 (48.15,94.17)  0.967
ADC ¢ 14.89 (7.22,32.74) 32.16 (14.59, 52.20) 0.002
AUDC¢® 20.22 (13.35, 38.13) 29.01 (13.18, 45.61) 0.281

°Medianas, método no paramétrico (U Mann-Whitney, p< 0.05). AC: Acido célico; AQDC: Acido
quenodesoxicolico; A(T)LC: Acido taurolitocélico; A(G)LC: Acido glicolitocélico; A(G)QDC:
Acido Glicoquenodesoxicoélico; A(T)QDC: Acido Tauroguenodesoxicolico; A(T)DC: Acido
Taurodesoxicolico; A(G)DC: Acido Glicodesoxicolico; A(G)UDC: Acido Glicoursodesoxicélico;
A(T)C :Acido Taurocolico; A(G)C: Acido Glicocélico; ALC: Acido litocélico: ADC: Acido

desoxicolico; AUDC: Acido ursodesoxicalico.
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Figura 18. Influencia de la Rl en el aumento de los AB 12a-OH y el ADC. Creado en

BioRender.com

Posterior a esto, para observar la asociacion de los AB diferenciados con los diferentes rasgos
particulares del SM, se realizaron correlaciones parciales ajustadas por sexo, edad y ademas
por pIMC para los pardmetros bioquimicos, debido a que este influye en la variacion de algunos
pardmetros metabdlicos a evaluar. De forma consistente se observo que principalmente el
ADC y los AB 12a-OH presentaban correlaciones significativas con los parametros asociados
al SM (Figura 19). Los AB 12a-OH se correlacionaron positivamente con el indice TG/HDL, los
TG séricos y el HOMA-IR (Figura 19). Ademas, los AB secundarios presentaron una
correlacion positiva y significativa con el indice TG/HDL y negativa con el c-HDL (Apéndice;
Anexo 2, Figura 1). El ADC (Figura 19) se correlacion6 positivamente con los TG séricos, el
indice TG/HDL y negativamente con el c-HDL.

De acuerdo con estos resultados, el aumento de AB 12a-OH y particularmente el ADC, podria
estar asociado a una menor activacion de FXR, debido a que son ligandos con menor potencia.
Esto a su vez podria estar influyendo en el aumento de TG séricos y la disminucién de c-HDL,
ya que FXR influye en el metabolismo de lipoproteinas. Ademas, una menor activacion de
FXR, disminuiria la expresion de SHP, provocando el aumento de la expresion de CYP8bl y
con ello contribuyendo al aumento de los AB 12a-OH (Haeusler et al., 2012; Staels & Prawitt,
2013; Shapiro et al., 2018).
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Figura 19. Gréficas de correlacion entre los AB 12a-hidroxilados y el ADC en relacion a
los pardmetros metabdlicos que presentaron una asociacién significativa. A) Correlacion
entre el ADC y los niveles de HDL. B) Correlacion entre el ADC y los TG séricos, C) Correlacion
entre el ADC y el indice de TG/HDL, D) Correlacion entre los AB 12a-OH y el HOMA-IR, E)
Correlacion entre los AB 12a-OH y el indice TG/HDL, F) Correlacion entre los AB 12a-OH y

los TG séricos.

Caracterizacion de las bacterias intestinales
Con base al segundo objetivo establecido, se realizo el analisis de la diversidad de las bacterias
intestinales. Para el estudio de la diversidad a se utilizaron tres parametros que nos permitieron

evaluar la riqueza y diversidad de las muestras. En los nifios con SM se observo una
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disminucién significativa en los 3 parametros (el indice de Shannon, la riqueza de Chao y las
OTUs observadas) en comparacion con el grupo control (Figura 20). Con base en nuestros
resultados la presencia del SM en poblacion infantil podria estar asociado a un estado de

disbiosis, caracterizado por una menor diversidad.

La determinacion de la diversidad bacteriana intestinal resulta de gran importancia debido a
gue nos brinda un panorama sobre la riqueza y abundancia del entorno bacteriano. La alta
diversidad bacteriana se asocia con individuos sanos, debido a que una elevada diversidad de
especies bacterianas presenta una mayor resistencia a alteraciones ya sea por factores
ambientales, factores dietéticos, consumo de antibioticos y otros. Lozupone et al. plantea que
esto se debe a que la competitividad entre un mayor nimero de especies por los nutrientes
restringidos y la adaptabilidad de estas especies al entorno les permite mantener limitado el
crecimiento excesivo de otras especies (Lozupone et al., 2012). Ademas, una alta diversidad
permite que bacterias con funciones similares intervengan cuando una especie abundante se

ve afectada por alguna alteracion (Sommer et al., 2017).

En cambio, una baja diversidad bacteriana intestinal es un indicador de un estado de disbiosis,
ya que, como se menciond anteriormente varios estudios han informado que, en poblaciones
pediatricas, una menor diversidad est4 asociada con la Rl y la obesidad. De acuerdo con lo
gue sugiere Kriss et al., la disbiosis de baja diversidad podria estar relacionada principalmente
a un aumento de bacterias anaerobias facultativas y la disminucion de las bacterias
anaerobias. Ademas de una menor abundancia de anaerobios intestinales encargados de la
produccibn de AGCC como los taxones Lachnospiraceae, Ruminococcaceae vy
Faecalibacterium prausnitzii (Kriss et al., 2018).

Esto es consistente con estudio previos que muestran la relacion entre una menor diversidad
bacteriana intestinal y diferentes alteraciones metabdlicas (Kriss et al., 2018), sin embargo, en
el contexto del SM nuestro estudio es de los primeros en mostrar esta relacion en poblacion
infantil mexicana. Esto resulta de gran relevancia para comprender como se relaciona este
factor con la fisiopatologia del SM, lo cual podria ayudar con el desarrollo de futuras

investigaciones enfocadas en nuevos tratamientos.

Para observar la influencia del SM sobre la variabilidad en la composicion de las comunidades
bacterianas se realiz6 el analisis de la diversidad B, la cual se puede medir en dos categorias:
medidas cualitativas, que utilizan la presencia/ausencia de datos para comparar la

composicion de la comunidad y medidas cuantitativas, que también tienen en cuenta la
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abundancia relativa de cada tipo de organismo. Con base en esto se uso la distancia Unifrac
no ponderada (medida cualitativa) y Unifrac ponderada (cuantitativa). A partir de un analisis
estadistico no paramétrico (PERMANOVA) y con la métrica Unifrac se obtuvo un valor de la
variacion de la composicion de las bacterias intestinales. En donde la presencia del SM, solo

cuando se utilizé Unifrac no ponderado tuvo un valor significativo del 2.784 % (p=0.0046).

Diversidad Alfa
800+ p=0.007 8 p=0.001 0.9 p=0.006
0.8
700+
7
g 0.7
w [ o
3 600- s 2087
2 61 o
] o © 05
S 5001 T N
@ S ® 0.4
= 9 5 g
o o oo,
400+ a |
n 0.2-
300+ 0.1
Sin_SM  SM Sin_SM SM Sin_SM  SM

Figura 20. Graficas de las diferencias de diversidad a entre el grupo sin SMy con SM. (t-

Student para muestras independientes).

Estudio de la composicion de las bacterias intestinales a nivel taxondmico

Con la finalidad de observar que taxones se encontraban diferenciados en el grupo con SM,
se realizo el estudio de las OTUs, a través de un andlisis discriminante lineal (LDA). En el grupo
con SM se observé que se encontraban enriquecidos los siguientes taxones: el phylum
Bacteroidetes, clase Bacteroidia, orden Bacteroidales, la clase Gammaproteobacteria y el
género Megamonas. Mientras que en el grupo sin SM los taxones enriquecidos fueron: el
phylum Firmicutes, la clase Clostridia, el orden Clostridiales y un género no identificado
perteneciente a este taxén; la familia Rikenellaceae y Ruminococcaceae, el género
Ruminococcus y un género desconocido perteneciente a la familia Rikenellaceae. De igual
forma se encontraban enriquecidos la familia Odoribacteraceae, género Odoribacter, los
taxones pertenecientes a la clase Pasteurellales, familia Pasteurellaceae y un género no

identificado perteneciente a este taxén (Figura 21).
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La microbiota intestinal esta constituida principalmente por 6 phylum Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia, de los cuales los mas
abundantes resultan ser los phylum Bacteroidetes y Firmicutes (Boulangé et al., 2016; Hollister
et al., 2015). La relacién de estas dos divisiones a menudo se asocia con la obesidad, que es
un factor importante para el desarrollo del SM y que podria estar relacionado con el aumento
de Bacteroidetes en el grupo con SM (P.-X. Wang et al., 2020; Angelakis et al., 2012). De
acuerdo con diversos estudios, se ha observado un aumento de Bacteroidetes en grupos con
sobrepeso y obesidad, y una disminucién en el taxdn Firmicutes (P.-X. Wang et al., 2020;
Schwiertz et al., 2010), que resulta consistente con los resultados obtenidos. Sin embargo,
otros estudios han observado el aumento de Firmicutes en grupos con obesidad y una
disminucién en los Bacteroidetes. Por ejemplo, en el estudio realizado por Vazquez-Moreno
et, al., en el que se evalu6 a 330 nifios pertenecientes a la Ciudad de México y el estado de
Oaxaca, el taxén Firmicutes se asocié de manera positiva y significativa con el grupo de nifios
con obesidad (Vazquez-Moreno et al.,, 2021). Estas inconsistencias en la proporcion de
Firmicutes /Bacteroidetes podrian deberse a factores como la dieta, la ubicacién geogréfica o
diferentes aspectos ambientales que influyen en la composicion bacteriana (Lopez-Contreras
et al., 2018; Devkota et al., 2012).

El aumento de Bacteroidetes en el grupo con SM también podria estar asociado con la RI. Por
un lado, se ha observado que, en grupos con RI, hay un aumento de este grupo. Ademas, los
Bacteroidetes y el taxbn Gammaproteobacteria son un grupo de bacterias Gram-negativas,
gue contienen LPS en su membrana externa, que es un activador de los receptores tipo Toll 4
(TLR4) y esta uniéon activa una respuesta inflamatoria. Por ello, el aumento de LPS esta
asociado con la alteracion de la permeabilidad intestinal, como la ruptura de las uniones
estrechas que conduce a la translocacion de LPS, lo cual puede inducir inflamacién y Rl en
humanos (Boulangé et al., 2016; Larsen et al., 2010; Saad et al., 2016).

Por otro lado, Megamonas uno de los géneros que resultd enriquecido en el grupo con SM,
presenté mayor abundancia en un grupo de poblacién infantil mexicana con obesidad (Maya-
Lucas et al., 2019). Ademas Megamonas se encontr6 relacionado con el aumento de los TG,
lo que podria deberse a que este género es un productor de metano, acido aceético y propionico
y estos metabolitos aumentan los niveles de acetil CoA el cual esta asociado al aumento en
los TG y colesterol en sangre (Maya-Lucas et al., 2019; Polansky et al., 2016). De igual forma
la clase Gammaproteobacteria que se presentd enriquecida en el grupo con SM, se ha
encontrado aumentada en adultos con obesidad (Peters et al., 2018; Festi et al., 2014).
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Por otra parte, se encontré que los taxones Odoribacter y Rikenellaceae estaban enriquecidos
en el grupo sin SM lo cual es consistente con el estudio realizado por Lim MY, et al., donde
estos taxones se encontraron enriquecidos con el grupo de adultos sanos en comparacion con
aquellos que presentaban SM (Lim et al., 2017). Ademas en estudios realizados en poblacion
infantil Odoribacter, Rikenellaceae y también el género Ruminococcus se encontraron
enriquecidos en los grupos sanos, comparado con los nifios que presentaron obesidad (X.
Chen et al., 2020; Del Chierico et al., 2018). Otros taxones enriquecidos en el grupo sin SM
fueron los taxones Clostridia y Roseburia, los cuales se han observado en menor abundancia
en grupos de adultos con RI y en diabéticos (Larsen et al., 2010; Saad et al., 2016; Tamanai-
Shacoori et al., 2017). Llama la atencion que estos taxones son productores de AGCC en
particular de butirato el cual ayuda en el mantenimiento del sistema inmunitario y tiene
propiedades antiinflamatorias, por lo cual podrian ser estos sus mecanismos de accion
(Devkota et al., 2012;'Saad et al., 2016).
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Figura 21. Analisis discriminante lineal (LDA) para evaluar el tamafio del efecto (LEfse),

para el estudio de los taxones diferenciados en el grupo sin SMy para el grupo con SM.
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Relacion entre la microbiota intestinal y factores asociados al SM.

Después de analizar los taxones enriquecidos en el SM y en el grupo control, para comprender
mejor cOmo estan asociados con los diferentes factores del SM se realizaron pruebas de
correlaciéon de Spearman. Aunque no se encontraron correlaciones significativas entre los
taxones enriquecidos en el grupo con SM, el phylum Bacteroidetes y orden Bacteroidales
resultaron tener una correlacion positiva con el indice TG/c-HDL con un valor muy cercano a
la significancia (rho=0.197, p=0.053). Esto contribuye a los resultados del analisis anterior
donde el aumento de los Bacteroidetes en el grupo con SM podria estar asociado a la RI
principal factor subyacente del SM (Figura 22). Por otro lado, resulta interesante que los
taxones enriguecidos en el grupo control mostraron correlaciones negativas y significativas con
el indice de TG/c-HDL, los TG séricos y positivas con el c-HDL (Figura 22). Dentro de estas
variables el indice de TG/c-HDL y los TG séricos presentaron correlaciones negativas
principalmente con un género desconocido perteneciente a la familia Pasteurellaceae; la
familia Odoribacteraceae, el género Odoribacter y con un género desconocido perteneciente
a los Clostridiales. Como se mencion6 anteriormente en diferentes estudios estos taxones se
han encontrado enriquecidos en grupos de adultos sanos en comparacion con aquellos que
presentaban obesidad o RI, lo cual es consistente con los resultados.

El género no identificado perteneciente al orden Clostridiales, fue el principal taxén asociado
negativamente a componentes del SM, como la RI y la dislipidemia. Esto coincide con lo
reportado en diferentes investigaciones enfocadas en adultos con Rl o DM2 en donde el taxén
Clostridiales presenté una menor abundancia en estos grupos (Larsen et al., 2010; Saad et al.,
2016).

Se ha observado en otros estudios que los Clostridiales productores de butirato, incluyendo
los géneros Clostridium, Roseburia, Faecalibacterium y Phascolarctobacterium, estaban
disminuidos en adultos con DM2 (Naderpoor et al., 2019;Chen et al., 2021;Yamashita et al.,
2019; Coppola et al.,, 2021). Dentro de nuestros resultados estos taxones mencionados
también presentaron correlaciones negativas con variables asociadas a la Rl, como el
HOMA_IR, indice de TG/c-HDL y glucosa, sin embargo, después de la correccion por pruebas
multiples, solo el género Faecalibacterium mostré valores de P con una tendencia a la
significancia (P<0.1), (Apéndice; Anexo 3, Tabla 3). De acuerdo con nuestros hallazgos y con
lo reportado en la literatura se podria especular que el género no identificado perteneciente al
orden Clostridiales es posiblemente un productor de butirato lo que podria explicar las
correlaciones negativas encontradas principalmente con indicadores de Rl como el HOMA-IR
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y el indice TG/c-HDL. De tal forma resultaria interesante un estudio enfocado en la deteccion
de los genes bacterianos asociados a la sintesis de butirato, como el butiril-CoA: acetato CoA-
transferasa ( but ) y butirato quinasa (buk). Con base en esto se podria obtener un estudio mas
detallado acerca de como las bacterias intestinales y en particular en nuestro caso este género
no identificado perteneciente al orden Clostridiales se encuentra asociado con la presencia del
SM en poblacion infantil (Vital et al., 2013).

Correlacion entre el SM
y las bacterias intestinales

p_Firmicutes #
p Bacteroidetes #
o_Clostridiales|f |g_ = * *%k  kk *
o_Clostridiales #
o_Bacteroidales # Spearman
- . Correlation
g_Ruminucoccus 04
8 g_Roseburia -
S g_Odoribacter | * kx| *% 0.2
al g_Megamonas 0.0
= f Ruminucoccaceae
f Rikenellaceaelg_ *k *k -0.2
f Pasteurellaceaelg * -,
f Odoribacteraceae @ # *% * '
¢_Gammaproteobacteria
c_Clostridia #
¢_Bacteroidia #

Qv @@ & & \29\/ Q‘?Q Q?@ Y
) Q\O@ <7

Factores asociados al SM
Figura 22. Analisis de correlacion parcial entre los principales taxones diferenciados y
los factores de riesgo asociados al SM. Correlacion de Spearman (p<0.05)*; Con tendencia

significativa (#). Ajustado por edad, IMC y sexo.

Relacion entre las bacterias intestinales y los AB

Como parte del tercer objetivo, el cual consistia en analizar la asociacion entre la composicion
bacteriana intestinal y los AB circulantes se realizé una correlacion para observar la asociacion
entre la diversidad alfa y los AB diferenciados. De forma interesante, se observd una
asociacion negativa de la riqueza de Chao, el indice de Shannon y las OTUs observadas con
los AB diferenciados. Sin embargo, solo la correlacion con los AB totales fue significativa con
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la diversidad de Shannon (rho= -0.218, p= 0.035), mientras que la asociacién con los AB
secundarios mostré valores cercanos a la significancia con respecto a la Diversidad de
Shannon (rho=-0.190, p=0.068) y la Riqueza de Chao (rho=-0.191, p=0.066) (Figura 23).

La relacion entre los AB y la diversidad bacteriana intestinal ha sido analizada en otros
estudios; en el trabajo de Just et al., a través de un modelo murino se observo que la
suplementacion de AB (AC y AQDC) indujo valores significativamente menores en los
recuentos efectivos de Shannon (Just et al., 2018). Ademas en otro estudio realizado por Van
Best et al., que analizé como los AB influyen en la maduracién de la microbiota intestinal en
ratones suplementados con AB (AGC, ATC, ABTMC o AUDC), se encontré que solo aquellos
ratones suplementados con los AB conjugados (A(T)C y ABTMC) mostraron una riqueza
(especies observadas) significativamente mayor comparada con los controles (van Best et al.,
2020). Con base en estudios previos y nuestros resultados podemos observar que cada tipo
de AB tiene un efecto distinto en la modulacién bacteriana intestinal. Sin embargo, hasta donde
sabemos, nuestro trabajo es uno de los primeros en mostrar que los AB diferenciados en
poblacion infantil con SM estan correlacionados con la diversidad alfa de las bacterias

intestinales.
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Figura 23. Analisis de la correlacion entre los AB diferenciados y la diversidad alfa.

Correlacién parcial de Spearman (p<0.05)*; Con tendencia significativa (#). Ajustado por edad,

pIMC y sexo.

Adicionalmente, también se analiz6 la relacion entre los taxones enriquecidos en los grupos

de estudio y los AB diferenciados. Llama la atencion que principalmente los AB 12a-OH vy el
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ADC se correlacionaron significativa y negativamente con el género no identificado
perteneciente al orden Clostridiales. Ademas, los AB totales se asociaron negativamente con
un género desconocido perteneciente a la familia Rikenellaceae (Figura 24). En contraste los
taxones enriquecidos en el grupo con SM; Bacteroidetes, Bacteroidia y Bacteroidales
mostraron una correlacion positiva, aungue solo como tendencia (rho=0.188, p= 0.072) con la
concentracion del ADC. Por otro lado, los taxones Firmicutes, Clostridia y Clostridiales también
mostraron una correlacion con tendencia a la significancia (rhorirmicutes=-0.195, prirmicutes=0.060,

rhOciostridia, Clostridiales=-0.189, Pclostridia, Clostridiales=0.069) pero negativa con el ADC.
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Figura 24. Analisis de correlacion de Spearman entre las bacterias enriquecida y los
principales AB diferenciados (*p<0.05.**p<0.01); Con tendencia significativa (#). Ajustado

por edad, IMC y sexo.
65



Dentro del ileon, el 95 % de los AB secretados inicialmente al intestino son reabsorbidos y el
15% ingresa al colon donde son biotransformados por las bacterias intestinales y reabsorbidos
para someterse a la circulacion enterohepatica (aproximadamente el 10 % de los AB logran
pasar a la circulacion sistémica), (Di Ciaula et al., 2017; Sarenac & Mikov, 2018). A pesar de
lo anterior, en un estudio realizado por Van Faassen et, al., se demostro que el perfil de AB en
plasma refleja el perfil de AB intestinales (van Faassen et al., 1997), aunque debido a los
procesos de reabsorcion por los que pasan para llegar a la circulacidon sistémica su
concentracion se puede ver disminuida (Ahmad & Haeusler, 2019). Si bien es importante
sefialar que en nuestro estudio la determinacion de los AB se realiz6 en suero, la alteracion en
la composicion de los AB podria también estar influyendo en la composicidon de las bacterias
intestinales. Particularmente la alteracién de las bacterias intestinales podria estar relacionada
con las caracteristicas antimicrobianas de los AB presentes en el intestino. Los AB constituyen
el 50 % de los componentes de la bilis y de acuerdo al perfil de los AB se pueden modificar las
caracteristicas hidrofébicas y antimicrobianas que tiene la bilis. Con base en esto la bilis
participa de manera importante en la modulaciéon de la composicion bacteriana intestinal, ya
gue puede modificar la abundancia de aquellas bacterias que presentan una mayor
sensibilidad y permitir el enriquecimiento de taxones resistentes (Ridlon et al., 2006; Begley
et al., 2005).

Por ejemplo, en diferentes estudios se ha reportado que las bacterias Gram-negativas tienen
una mayor resistencia a la bilis debido a las caracteristicas estructurales de su membrana
externa, pues se ha observado que aquellas bacterias que carecen del antigeno O en el LPS
son mas susceptibles a la bilis. También se ha reportado que la presencia de bombas de eflujo
y porinas esta asociada con una mayor resistencia a los efectos bactericidas de la bilis
(Casadesus et al., 2010; Gunn, 2000). Con base en esto y aunque solo se encontraron
correlaciones con tendencia a la significancia entre los taxones enriquecidos en el grupo con
SMy los AB diferenciados, el aumento de estas bacterias podria deberse a que estos taxones
(Bacteroidetes, Megamonas, Gammaproteobacteria) son bacterias Gram-negativas y que las
caracteristicas de su envoltura celular les estén brindando una mayor proteccion contra los
efectos bactericidas de los AB. Por el contrario, dentro de los taxones enriquecidos en el grupo
control la mayoria a excepcion del género Odoribacter, el género no identificado perteneciente
a la familia Rikenellaceae y el género no identificado perteneciente a la familia Pasteurellaceae
son bacterias Gram-positivas lo que podria estar asociado a una mayor sensibilidad a los AB.

Aungue aun no se comprende completamente los mecanismos de resistencia a la bilis se ha
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observado que cada vez mas bacterias Gram-positivas desarrollan mecanismos de resistencia
a la bilis por lo que resultaria interesante estudiar si las bacterias que presentaron mayor
abundancia estan asociadas con la presencia de genes especificos involucrados en la
resistencia a la bilis, tal es el caso de genes acr y emr los cuales son genes de bombas de

eflujo o el gen OmpF asociado a porinas.

En contraste el aumento de los AB en el grupo con SM resulté estar asociado a la disminucion
de la diversidad bacteriana intestinal (Figura 23), esto podria deberse a las caracteristicas
antimicrobianas de los AB. De acuerdo con Schubert et al se han reportado 3 diferentes
mecanismos que explican como los AB ejercen un efecto citotoxico en las bacterias
intestinales. Como primer mecanismo se encuentra la alteracion de las membranas celulares
bacterianas debido a sus propiedades hidrofébicas, en segundo lugar se propone que altas
concentraciones de sales biliares dentro de la célula bacteriana provocan una acidificacion
interna y por ultimo la obtencion de taurina por la desconjugacion de los AB, conlleva a la
produccién de H2S (Schubert et al., 2017; Ridlon, Wolf, et al., 2016). En el caso particular de
este estudio una menor diversidad bacteriana intestinal en los nifios con SM, podria justificarse
con el hecho de que la mayoria de los taxones disminuidos eran bacterias Gram-positivas las
cuales se ha observado tienen una mayor sensibilidad a la bilis y ademas las cuales en su
mayoria estan representadas por phylum Firmicutes el cual es uno de los phylum dominantes
y con mayor diversidad (Rinninella et al., 2019) de especies en el intestino y es el taxdn que

mostré una menor abundancia en los nifios con SM.

Llama la atencion que, de los resultados encontrados, el ADC fue el que presenté mayor grado
de correlacién y significancia con respecto al género no identificado perteneciente al orden
Clostridiales (Figura 24). Esto podria deberse a sus caracteristicas hidrofébicas las cuales
pueden causar una mayor citotoxicidad comparado con los diferentes tipos de AB. Por otro
lado, aunque la asociacion entre el taxdén Bacteroidetes y el ADC (rho=0.188, p=0.072) no
alcanz6 significancia, en un estudio realizado por Xu et al., se observo que la suplementacion
con ADC incrementé el phylum Bacteroidetes, que dentro de nuestro estudio es el principal

taxon aumentado en nifios con SM (Xu, Cen, et al., 2021).

Es importante mencionar que contrario a nuestros resultados la clase Clostridiales se ha
correlacionado positivamente con el ADC. Particularmente algunas especies del género
Clostridium como C. scindens, C. hiranonis , C. hylemonae presentan el operén bai (inducible
por acidos biliares) responsable de la produccion de este AB (Ridlon et al., 2014). Sin embargo,

nuevos estudios han emergido, donde se plantea que la presencia de este esté operon no esta
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limitada a especies del género Clostridium. Tal es el caso del estudio realizado in vitro por
Lucas et al. en donde sugieren que las especies Bacteroides vulgatus , Bifidobacterium
adolescentis y Roseburia intestinalis presentaban genes asociados al operdn bai debido a que
estos taxones eran capaces de realizar la 7a-deshidroxilacién tanto del AC como del AQDC
(Lucas et al., 2021). Por lo anterior, seria interesante realizar un analisis de secuenciacion de
genomas completos (Sinha etal., 2020), para identificar si las bacterias diferenciadas
contienen el operdn bai ya que este analisis nos permitiria comprender con mayor detalle la

relacion entre los taxones enriquecidos en el grupo con SMy el ADC, principal AB diferenciado.

Aungue debido a la naturaleza transversal de nuestro estudio es dificil establecer los factores
causales implicados en la alteracion de la composicion bacteriana intestinal y en el perfil de los
AB en los nifios con SM, sugerimos que la relacion entre los AB y las bacterias intestinales

podria estar funcionando de forma bidireccional.

Conclusiones

Los resultados del presente estudio mostraron que la presencia del SM en poblacién infantil
mexicana estd asociada con alteraciones en el perfil de los AB y la composicion bacteriana
intestinal. Se encontré que la RI es un importante factor asociado al SM infantil, que influye en
el aumento de los AB 12a-OH y el ADC y estos a su vez podrian contribuir a la fisiopatologia
de la enfermedad. Ademas, la presencia de SM puede condicionar a una disbiosis
caracterizada por una menor diversidad bacteriana y una alteracion de la composicion
bacteriana, que en particular podria estar ligada con la Rl y con algunas de las alteraciones
observadas en los niveles de AB, los cuales podrian estar reciprocamente involucrados en la

modulacién de la composicion bacteriana intestinal.

Aungue se desconoce el mecanismo y debido a la naturaleza transversal del estudio es dificil
establecer la causalidad, es posible que exista una relacion bidireccional entre estos tres ejes
AB-bacterias intestinales-SM, en resumen y de acuerdo con los resultados obtenidos, se
podrian describir de la siguiente manera; se observo que la presencia del SM esta asociada
con alteraciones en la composicién bacteriana intestinal y el perfil de AB, ademas, los cambios
en la composicion de los AB a su vez podrian estar exacerbando la RI, por otro lado, en el
caso de este estudio, la relacion entre los AB y las bacterias intestinales pareciera estar
modulada por los cambios en la composicion de los AB, debido a que el estudio a nivel
taxonomico de las bacterias intestinales no nos permite concluir detalladamente si las bacterias

intestinales estan modulando los AB y los factores asociados con el SM (Figura 25).
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Finalmente, hasta donde tenemos conocimiento este estudio es el primero realizado en
poblaciéon infantil mexicana enfocado en el estudio de la relacion de los AB, las bacterias
intestinales y el SM, de tal forma que contribuye como referencia para posibles investigaciones
futuras orientadas en la comprension de la fisiopatologia para la prevencion y desarrollo de

posibles tratamientos de este padecimiento.
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Figura 25. Eje SM-Bacterias intestinales-AB. Creado en BioRender

Perspectivas
Con base en los hallazgos del presente trabajo se propone como perspectiva el analisis a nivel

metagenémico, que nos permitiria reconstruir los genomas microbianos y buscar por
homologia con genes previamente identificados del operdn bai si se encuentra en las bacterias
diferenciadas. De igual forma resultaria interesante un estudio enfocado en la deteccion de los
genes bacterianos asociados a la sintesis de butirato, como el butiril-CoA: acetato CoA-
transferasa ( but) y butirato quinasa (buk) o la medicién de los AGCC para analizar como estas

bacterias diferenciadas estan asociadas con la produccion de estos metabolitos y el SM.

Por ultimo, como perspectivas finales, este estudio sirve como referencia en futuras
investigaciones centradas en tratamientos terapéuticos asociados al SM, por ejemplo, la
suplementacion con agonistas de FXR, podria servir como un futuro tratamiento terapéutico
debido a que se ha observado que la activaciéon de FXR reduce la expresién de CYP8b1,
conduciendo a una menor produccion de los AB 12a-OH, de igual forma la activacion de FXR

se ha visto involucrada con la disminucién en las concentraciones del ADC (Xu, Shen, et al.,
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2021; McGlone & Bloom, 2019). La disminucion de estos AB podria contribuir con la mejora de

la sensibilidad a la insulina y reducir su efecto citotoxico, lo que podria favorecer a la

restauracion de la composicion bacteriana intestinal. Adicionalmente, el empleo de trasplante

de microbiota fecal contribuiria con estos efectos beneficiosos, ya que estudios recientes han

observado que tanto en ratones como adultos con SM presentaron una mejora de la

sensibilidad a la insulina y una mejora del estado microbiano intestinal (Wang et al., 2020;

Kootte et al., 2017; de Groot et al., 2020) (Figura 26).
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Apéndice (Contenido adicional de trabajo)

Anexo 1: Influencia del sexo en factores metabdlicos y en la composicion de los AB
Tabla 1. Descriptivos de la poblacién de acuerdo con el sexo

Parametro Sexo Valor de
Hombre (n = 54) Muijer (n = 46) P
Caracteristicas clinicas
Edad (afios)° 11.52 (10.60, 12.15)  11.40 (10.68, 12.23)  0.887
Peso © 50.50 (43.00,57.00)  48.00 (37.75,55.00) 0.226
CC (cm)®b 80.31 (12.411) 74.95 (10.807) 0.025
Percentil IMC® 92.40 (80.33,96.68)  89.05 (58.00, 94.73)  0.077
Percentil de PAS© 59.20 (32.68, 79.98) 44.70 (25.10, 69.20) 0.271
Percentil de PAD ¢ 80.50 (52.98, 89.90) 76.30 (62.75,87.90) 0.986
Homeostasis de glucosa
HOMA-IR ¢ 1.79 (1.08, 2.78) 1.87 (1.22, 2.98) 0.507
Glucosa (mg/dl) € 90.00 (86.00, 95.50)  88.50 (84.00, 94.00)  0.350
Perfil de lipidos
TG séricos (mg/dl) © 78.50 (59.75, 129.00) 96.00 (65.00, 139.75) 0.169
c-HDL (mg/dl) © 43.00 (38.50, 47.25)  45.50 (39.00, 53.00)  0.235
LDL (mg/dl) b 98.89 (24.638) 104.88 (23.079) 0.227
Colesterol (mg/dl) b 162.70 (28.641) 172.52 (26.264) 0.079
indice TG/c-HDL 43.67 (24.87,97.93) 40.01 (22.89, 61.30) 0.633
Enzimas hepéticas
AST UI/L © 29.00 (24.75, 33.25)  26.00 (20.75, 31.00)  0.009
ALTUIL ¢ 24.50 (17.00, 35.00)  18.00 (15.75, 28.25) 0.021

a Andlisis de Xicuadrada para datos categoricos (p<0.05) *. ® Medias, método paramétrico (t-
Student para muestras independientes), (p< 0,05) *. ¢ Medianas, método no paramétrico (U
Mann-Whitney (p< 0,05) *. IMC: indice masa corporal; PAS: presion arterial sistolica; PAD
presién arterial diastélica; TG: triglicéridos; HOMA-IR: evaluacion del modelo de homeostasis

para la resistencia a la insulina; HDL: colesterol de lipoproteinas de alta densidad, LDL:
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colesterol de lipoproteinas de baja densidad; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina

aminotransferasa.

Tabla 2. Anélisis de AB en relacién al sexo

AB Sexo
Hombre (n = 54) Mujer (n = 46) Valordep

AB primarios © 20.61 (10.02, 64.20) 17.91 (8.33, 48.36) 0.167
AC® 6.33 (3.09, 10.88) 5.26 (2.91, 12.58) 0.735
AQDC*¢ 15.78 (6.92, 44.78) 11.80 (5.51, 34.98) 0.326
AB conjugados © 89.08 (49.23, 138.90) 68.36 (48.80, 114.09)  0.414
A(T)LC® 0.63 (0.27, 1.27) 0.72 (0.23, 1.70) 0.580
A(G)LC® 3.09 (1.19, 5.18) 2.59 (1.20, 5.85) 0.923
A(T)DC © 0.62 (0.28, 1.29) 0.55 (0.31, 0.88) 0.401
A(G)DC® 6.16 (2.72, 17.37) 6.39 (3.47, 10.82) 0.825
A(G)UDC © 6.14 (2.31, 13.56) 5.12 (3143, 10.89) 0.717
A(G)QDC® 41.22 (22. 94, 84.71) 38.94 (22.73, 52.76) 0.580
A(T)QDC ¢ 15.06 (9.81, 34.72) 12.57 (7.93, 18.41) 0.061
A(T)C® 0.82 (0.56, 1.68) 0.58 (0.42, 0.99) 0.031
A(G)C¢® 1.02 (0.66, 3.06) 0.99 (0.48, 1.69) 0.271
AB secundarios ¢ 128.61 (84.86, 177.38) 111.94 (90.25, 178.65) 0.985
ALC © 62.67 (49.33, 92.15) 69.26 (51.11, 82.59) 0.683
ADC ¢© 23.00 (9.38, 47.66) 18.06 (9.16, 41.16) 0.633
AUDC¢® 22.38 (13.90, 45.34) 21.89 (12.99, 42.99) 0.901
12a-hidroxilados 2.01(1.31, 3.22) 1.94 (1.32, 3.42) 0.550

234.11
325.14)

¢ La determinacion del tipo de distribucion de realizo a través de la prueba de Kolmogorov

AB totales © 250.95 (172.74, 350.63) (171.29, 0.633

Smirnov. Debido a su no distribucion normal (p<0.05) se utilizaron las medianas (percentil 50
) como descriptivo estadistico y se utiliz6 un método no paramétrico (U Mann-Whitney) para
observar el valor de significancia (p< 0,05) de los datos.AC: Acido célico; AQDC: Acido
quenodesoxicdlico; A(T)LC: Acido taurolitocolico; A(G)LC: Acido glicolitocolico; A(G)QDC:
Acido Glicoquenodesoxicélico; A(T)QDC: Acido Tauroquenodesoxicolico; A(T)DC: Acido

Taurodesoxicolico; A(G)DC: Acido Glicodesoxicolico; A(G)UDC: Acido Glicoursodesoxicélico;
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A(T)C :Acido Taurocolico; A(G)C: Acido Glicocélico; ALC: Acido litocolico: ADC: Acido

desoxicolico; AUDC: Acido ursodesoxicolico.

Anexo 2: Relacién entre los factores metabodlicos y los AB

Correlacion entre el SM y los AB

o IR
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w
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Figura 1. Correlacion entre los AB y rasgos metabdlicos. ¢ Correlacion de Spearman (p<0.05)*.
€ Correlacién de Pearson (p<0.05), Valores cercanos a la significancia (#). Las correlaciones

se ajustaron por sexo, edad y percentil IMC.

Anexo 3: Relacion entre los factores metabdlicos y taxones pertenecientes al orden

Clostridiales
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Tabla 3. Correlacion parcial entre los taxones pertenecientes al orden Clostridiales y los

factores de riesgo asociados al SM.

Pardmetros | Faecalibacterium Clostridium, Phascolarctobacterium
Metabolicos | rho P FDR | Rho P FDR Rho P FDR
TG séricos -0.187 0.067 0.186 | -0.157 0.124 0.186 |-0.082 0.425 0.425
c-HDL 0.233 0.021 0.063 | 0.157 0.126 0.189 |-0.076 0.459 0.459
Glucosa -0.274 0.007 0.021 | -0.002 0.982 0.982 |-0.104 0.309 0.46
HOMA-IR -0.222 0.028 0.084 | -0.115 0.263 0.3945 | -0.085 0.410 0.41
indice

TG/MDL -0.225 0.026 0.078 | -0.192 0.059 0.088 |-0.026 0.796 0.796
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