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RESUMEN

Antecedentes: La microbiota intestinal (MI) juega un papel importante en el
metabolismo humano, estudios sugieren que su desequilibrio puede generar una
endotoxemia metabdlica con impacto en la ganancia de peso y resistencia a

insulina.

Objetivo: Analizar la asociacion entre los principales grupos bacterianos de la Ml,
el lipopolisacarido y el perfil metabdlico de jovenes con obesidad y peso normal.

Material y métodos: Se estudiaron 30 sujetos con obesidad (IMC = 30 Kg/m?) y
30 con normopeso (IMC=18.5-24.9 Kg/m?), con un rango de edad de 18 a 25
afios. Los participantes dieron su consentimiento informado, se les aplico una
encuesta y se tomaron las medidas antropométricas. La cuantificacion de las
bacterias intestinales se realiz6 mediante PCR en tiempo real. Las unidades de
endotoxina se determinaron con el test QCL-1000, Lonza y el perfil bioquimico se

realizo bajo un protocolo estandarizado de Spinreact.

Resultados: Los individuos con obesidad presentaron un IMC de 34.5 (32.9-36.4)
kg/m?, mayor concentracion de triglicéridos (123 vs 70 mg/dL), colesterol total (168
vs 142 mg/dL), y LDL-c (114 vs 96.5 mg/dL). Asi como un ligero aumento en la
temperatura corporal, 1°C mas que los de normopeso. La menor cantidad de E.
coli se asocié a un mayor riesgo de tener niveles de LPS que van desde 1 a 1.3
UE/mL. Ademas, se encontré una mayor cantidad de bacterias Gram positivas en
el grupo de obesidad (Lactobacillus y C. leptum). La cantidad de B. fragilis y
bifidobacterias no tuvo valores significativos. Cabe resaltar que se encontré una
correlacién positiva entre el LPS sérico con los triglicéridos (r=0.415, p=0.001),
circunferencia de cintura (r=0.347, p=0.040) e IMC (r=0.426, p=0.015), siendo mas

evidente en los pacientes obesos, del sexo femenino.

Conclusion: La menor cantidad de E.coli en pacientes obesos, acompafiado de
niveles elevados de triglicéridos en circulaciéon y una acumulacién de adiposidad

central, pueden ser indicativos de una endotoxemia metabdlica subclinica.



ABSTRACT

Background: The intestinal microbiota (MI) plays an important role in human
metabolism, studies suggest that the imbalance can cause a metabolic

endotoxemia impact on weight gain and insulin resistance.

Objective: Analyze the association between major bacterial groups in the Mi, the
lipopolysaccharide and the metabolic profile of young obese and normal weight.

Material and methods: We studied 30 obese subjects (BMI = 30 kg/m2) and 30
normal weight (BMI = 18.5-24.9 kg/m?®), with an age range of 18-25 years.
Participants gave informed consent were administered a survey and
anthropometric measurements were taken. Quantification of intestinal bacteria was
performed by real time PCR. Endotoxin units were determined with the test QCL-
1000, Lonza and biochemical profile was performed under a standard protocol of

Spinreact.

Results: obese individuals had a BMI of 34.5 (32.9-36.4) kg/m? , increased
triglycerides (123 vs 70 mg / dL) , total cholesterol (168 vs 142 mg / dL) , and LDL -
c (114 vs 96.5 mg / dL). Just as a slight increase in body temperature 1 ° C higher
than those of normal weight. The least amount of E. coli were associated with an
increased risk of LPS levels ranging from 1 to 1.3 EU / mL. Additionally, we found
a greater number of Gram-positive bacteria in the obese group (Lactobacillus and
C. leptum). The amount of B. fragilis and bifidobacteria had no significant values.
Significantly positive correlation was found between serum LPS with triglycerides (r
= 0.415, p = 0.001), waist circumference (r = 0.347, p = 0.040) and BMI (r = 0.426,

p = 0.015), being more evident in obese patients, female.

Conclusion: The smallest amount of E.coli in obese patients, accompanied by
high triglyceride levels in circulation and central adiposity accumulation may be

indicative of subclinical metabolic endotoxemia.



INTRODUCCION

La obesidad a nivel mundial esta catalogada como un problema de salud publica.
Antes de 1980 las tasas de obesidad reportadas estaban por debajo del 10%, en
el 2010 la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico report6
que mas del 50% de la poblacion mundial tenian obesidad (Conterno et al., 2011).
Estos datos son alarmantes de acuerdo con las comorbilidades asociadas, entre

las que se destacan la resistencia a insulina.

La obesidad se define por el aumento de tejido adiposo, producto de un
desbalance energético, es decir un aumento de la ingesta caldrica a partir de la
dieta y una disminucion de la energia de salida asociada con una baja actividad
fisica. Ademas, el fondo genético juega un papel importante, en el plazo que se
lleva a cabo el gasto energético y el almacenamiento (Vrieze et al., 2010).
Creciente evidencia sugiere que hay factores ambientales que contribuyen en el
desarrollo obesidad, recientemente se ha propuesto a la microbiota intestinal (MI)
como uno de ellos, responsable para el control del peso corporal y metabolismo

energético (Delzene et al., 2011).

La MI es un socio simbidtico que ayuda en el mantenimiento de la salud, la
homeostasis de la Ml depende de las caracteristicas del huésped (edad, sexo,
antecedentes genéticos), condiciones ambientales (estrés, ingesta de
medicamentos, cirugia gastrointestinal, agentes infecciosos y toxicos) y los

cambios de dia a dia en la dieta (Delzene et al., 2011).

El intestino humano alberga una gran variedad de microorganismos, donde el
grupo predominante y mas diverso son las bacterias. En conjunto el microbioma
es 100 veces mas grande que el genoma humano (Dethlefsen et al., 2007). El
microbioma puede ser visto como un Organo exterior que contribuye en el
metabolismo, desempefiando un papel importante en la conversién de alimentos
en nutrientes y energfa. La Ml se compone de aproximadamente 10** bacterias,

dominada por anaerobios y compuesto de 500 a 1000 especies diferentes (Xu y



Gordon., 2003). Por muchos afios fue imposible cultivar la fracciéon dominante de
las bacterias intestinales (anaerobias) y por lo tanto hacia dificil la identificacion de
las poblaciones de estas bacterias, pero el desarrollo de tecnologia basada en la
secuenciacion del gen 16S del ARN ribosomal ha facilitado la identificacion
bacteriana sin necesidad de cultivar (Hsiao et al., 2009; Turbaugh et al., 2006).

Las tres divisiones bacterianas que predominan en el intestino humano adulto son:
a) el phylum de los Firmicutes (Gram-positivos) contiene mas de 200 géneros, que
incluye a Lactobacillus, Bacillus, Mycoplasma y Clostridium; b) Bacteroidetes
(Gram-negativos) que incluye 20 géneros y c) el phylum de Actinobacterias (Gram-
positivos) (Zoetendal et al., 2006).

La MI desempefia funciones esenciales para el mantenimiento de la salud como:
de proteccion (activacion del sistema inmune contra patdgenos), estructurales
(crecimiento y diferenciacion de células epiteliales) y metabdlicas; un ejemplo de
estas Ultimas funciones es: la fermentacion de sustratos no digeribles por las
enzimas del huésped, produciendo acidos grasos de cadena corta (SCFA, por sus
siglas en inglés) como: el acetato, butirato y propionato, ademas de gases. Los
cuales son absorbidos en el colon y ciego, estimulando la absorcién de sales,
agua y la lipogénesis. Este fendbmeno se ve incrementado en ratones obesos, por
el aumento de los Firmicutes (figura 1). El acetato es el principal sustrato para la
sintesis de colesterol. El butirato es la fuente de energia para las células
epiteliales, ademas, se ha observado que el incremento de butirato en el plasma
incrementa la expedicion de energia y mejora la sensibilidad a insulina, (figura 1)
(Lefebvre et al., 2009).

Es importante resaltar que las incretinas son responsables de la secrecién de
insulina postprandial en un 70%, las dos principales incretinas son: A) el péptido
inhibidor géstrico, secretado en respuesta a la ingesta oral de carbohidratos y
lipidos. B) El péptido similar a glucagén 1, secretado por las células L de la
mucosa, células del pancreas y neuronas. La secrecion del primer péptido, en

diabetes tipo 2 es normal, mientras que la secrecion del segundo se reduce,



también parece reducirse en pacientes obesos en comparacién a pacientes con
IMC normal. Por lo tanto, se cree que la composicion de la Ml en obesos, puede
contribuir en la reduccion del péptido similar a glucagon 1 (Figura 1) (Vriezeet al.,
2010).

Si bien la MI es una aliada, cuando se altera puede ocasionar un desbalance
energético en el huésped. Como se describe en el siguiente experimento. Un
estudio realizado con ratones axénicos (libres de MI) y ratones con Ml
(denominados convencionales), mostré lo siguiente: los ratones axénicos a pesar
de consumir 30% mas alimento que los animales convencionales de la misma
edad y peso, tenian 42% menos grasa corporal. Al realizar un trasplante de tubo
digestivo de ratones convencionales (donantes) a ratones axénicos (recipientes),
se encontrdo que en solo 10 dias los ratones axénicos aumentaron un 57% de
grasa corporal total. Dicho fendmeno fue acompafado de una elevacion
significativa de glucosa, insulina y leptina en circulacion. También se observé que
los adipocitos de los animales con Ml eran de mayor tamafio que aquellos de los
ratones axénicos. Esto por el aumento de la actividad de la lipoproteina lipasa
(LPL), una enzima implicada en la captacion celular de acidos grasos a partir de
las lipoproteinas y en la acumulacion de triglicéridos en los adipocitos
(Stappenbeck et al., 2002). Esta mayor actividad LPL se debe a la inhibicion de
Fiaf (“Fasting-Induced Adipocyte Factor”) por la MI; Fiaf es una hormona expre-
sada constitutivamente en la mucosa intestinal de los ratones axénicos y que
actia como inhibidor circulante de la LPL (Figura 1) (Backhed et al., 2004;
Mandard et al., 2006).

Diversos experimentos sugieren que la administracién de una dieta alta en grasas
por 4 semanas, altera la Ml de los ratones, lo que provoca un predominio de
bacterias Gram-positivas y disminucion de bacterias Gram-negativas, esto
comparado con el perfil de Ml de un ratéon no obeso. Este fendmeno tiene por

consecuencia el incremento de 2-3 veces en las concentraciones plasmaticas de



lipopolisacarido (LPS), lo que genera una endotoxemia metabodlica (Cani et al.,
2007 y 2008).

El LPS es un componente de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas, que se compone de una porcion lipidica, muy conservada entre las
especies, denominado lipido A, y una porcién hidrofilica compuesta por azlUcares
gue presentan una gran variabilidad estructural. El lipido A es responsable de las
propiedades fisiopatoldgicas (secrecion de citocinas, fiebre, hemorragias, etc...)
de la endotoxina. El polisacarido O, le confiere a la bacteria la especificidad
serolégica (Rojas, 1995). La afinidad del LPS por las grasas permite su
acumulacion principalmente a nivel de tejido adiposo y otros dérganos como
musculo e higado. Donde al interaccionar con su receptor TLR4 y correceptor
CD14, desencadena una serie de procesos inflamatorios, con la liberacion de
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1, MCP-1) (Lee et al., 2010). La
constante secrecion de estas citocinas provoca una fosforilacion inhibitoria del
sustrato receptor de insulina 1 (IRS-1), lo que reduce la capacidad de los IRS-1 de
asociarse a su receptor de insulina y por lo tanto inhibe la sefializacién rio abajo y
la accion de la insulina. Ocasionando que la glucosa no puede ser internalizada, lo
gue genera un estrés celular. Todo esto acompafiado de hipertrofia e hiperplasia a

nivel de tejido adiposo (figura 1) (Shoelson y Yuan, 2003).

El primer estudio que describe los cambios cualitativos de la Ml en personas
obesas se publicé por Ley et al (2006). En este estudio, el analisis de materia fecal
de individuos obesos y delgados mostré un cambio en los filos de bacterias
presentes en la materia fecal (menos Bacteroidetes y mas Firmicutes en los
obesos). Curiosamente, los autores observaron que después de la pérdida de
peso (dieta baja en calorias, restringida en grasas y carbohidratos), la relacion
Bacteroidetes - Firmicutes se acerco al perfil de un paciente con IMC normal. Otro
estudio realizado por Armougom et al (2009), donde participaron 20 pacientes

obesos, 9 anoréxicos y 20 con normopeso, todos sin tratamiento. Mostro que la



concentracion de Bacteroides fue menor en los pacientes obesos, mientras que la
cantidad de Lactobacillus fue mayor.

Estos hallazgos indican, que los pacientes con obesidad tienen una composicion
distinta de la Ml que los pacientes con normopeso. Sin embargo, alin queda por
esclarecer el fendbmeno de endotoxemia en estos pacientes, lo cual es muy
importante ya que el LPS sérico tiene un impacto dramatico en la inflamacién de
bajo grado y la resistencia a insulina (Cani et al, 2007).

El objetivo del presente estudio fue, analizar la asociacion entre los principales
grupos bacterianos del intestino, LPS y perfil metabdlico de jovenes con obesidad
y peso normal. Esto con la finalidad de conocer el perfil bacteriano de nuestra
poblacién, asi como los niveles de LPS sérico. Lo cual sentara las bases para
estudios posteriores, que en conjunto podran ser aplicados para brindar una
asesoria nutricional, adecuada para cada paciente. Donde se incluyan las terapias
con nuevos prebidticos o probidticos y/o simbidticos, o que puede mejorar la salud

de los Guerrerenses.
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MATERIAL Y METODOS
Disefio

Los participantes fueron seleccionados durante el periodo de junio a noviembre del
2012. Se incluyeron hombres y mujeres de 18-25 afios originarios del Estado de
Guerrero, México. A cada uno de los jévenes se le realizé una evaluacion
antropométrica, la cual consisti6 en la evaluacion de peso, IMC, porcentaje de
grasa y masa magra, determinados por impedancia bioeléctrica empleando la
bascula de presion Tanita tbf-300, la talla se mido con un estadiometro portétil de
la marca Seca y la circunferencia de cintura se mido con una cinta métrica.
También se les aplicO un cuestionario sobre datos socioeconomicos, habitos
alimenticios, actividad fisica y antecedentes de enfermedades cronicas. A cada
individuo se le explico de manera verbal y escrito sobre el estudio, firmando asi un
consentimiento informado. De tal manera se formaron dos grupos de estudio: uno
con IMC = 30 kg/m? y otro con IMC = 18.5-24.9 kg/m?. Se excluyeron del estudio a
pacientes bajo tratamiento con antibioticos y/o con suplementacion con probidticos

0 prebidticos y mujeres embarazadas.
Toma de muestra y analisis bioquimico

La toma de muestra sanguinea se efectué con 8 horas de ayuno previo, mediante
venopuncion, se utilizé un tubo al vacié sin anticoagulante para la obtencion del
suero y con ello realizar el perfil bioquimico. Las mediciones de glucosa,
colesterol, triglicéridos, HDL-c y LDL-c se determinaron mediante un ensayo
colorimétrico empleando reactivos de la marca Spinreact, asi como un equipo

semiautomatizado de Spinlab.
Determinacion de LPS sérico

Para la determinacion sérica de LPS se utiliz6 un kit basado en el extracto de
limulus amebocito (QCL-1000, Lonza Grupo Ltd), validado por la FDA. Para cada
cuantificacion de LPS se construyé una curva estandar con las siguientes

concentraciones: 1.0, 0.5, 0.25, 0.1 unidades de endotoxina por mL (UE/mL)

9



(anexo 1). Las mediciones se realizaron en un equipo automatizado a 405 nm
(Tecan 3500).

Recoleccion de materia fecal y extraccion de ADN.

La materia fecal recolectada fue inmediatamente colocada en criotubos de 1.5 mL
y congelada a —70°C, hasta su posterior andlisis. Para la extraccion de ADN se
utilizé el mini kit QlIAamp (Qiagen, Hilden, Germany).

Anélisis de la microbiota intestinal por PCR en tiempo real.

Los géneros bacterianos cuantificados en esta investigacion fueron los siguentes;
Clostridium leptum, Lactobacillus, Bacteroides del grupo fragilis, Prevotella,
Bifidobacterium y E. coli (Cuadro 1). Se utilizaron cebadores descritos previamente
para los diferentes géneros bacterianos (Matsuki et al., 2008 y 2009). En la
deteccion y amplificacion por PCR se utilizo SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) utilizando el sistema ABI PRISM 7500-PCR (Applied
Biosystems). Cada mezcla de reaccion y protocolo de amplificacion se basé en un
ensayo de Matsuki et al., 2009. Con modificaciones solo en las temperaturas de
alineamiento (Tabla 1). La mezcla de reaccion contenia un 1uL de ADN (10-30

ng), 1 yL de iniciadores a 0.25 pM y 5.5 pL de agua des-ionizada estéril.

10



Cuadro 1. Oligonucleotidos usados en la amplificacién por PCR en tiempo real.

Grupo bacteriano Iniciadores (5" €>3) Tamafio Tm
(pb) (S
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 600 60
Bacterias totales ATTACCGCGGCTGCTGGC
Bacteroides fragilis ATAGCCTTTCGAAAGRAAGAT 495 50
CCAGTATCAACTGCAATTTTA
Clostridium leptum AAATGACGGTACCTGACTAA 239 50
CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA
Prevotella spp CACRGTAAACGATGGATGCC 513 55
GGTCGGGTTGCAGACC
Escherichia coli CATGCCGCGTGTATGAAGAA 95 60
CGGGTAACGTCAATGAGCAAA
Bifidobacterium spp CTCCTGGAAACGGGTGG 550 55
GGTGTTCTTCCCGATATCTACA
Lactobacillus TACATCCAACTCCAGAACG a0 55
AAGCAACAGRACCACGCC

Consideraciones éticas y de bioseguridad.

El proyecto fue realizado bajo los principios y lineamientos establecidos en la
declaracion de Helsinki, Corea 2008. EI consentimiento informado fue otorgado
por cada participante. Los resultados de las mediciones somatométricas vy
bioquimicas fueron entregados en un formato de reporte especial a cada
participante. Todos los RPBIs se trataron de acuerdo a la NOM-87-ECOL-SSAL1-
2002, la cual establece los requisitos para la separacion, envasado,
almacenamiento, recoleccion, transporte y disposicion final de los residuos

peligrosos biolégicos- infecciosos.

11



Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico se realiz6 con el software STATA version 11. Los datos no
paramétricos fueron expresados en medianas y percentiles 25y 75, las diferencias
estadisticas se determinaron con la prueba de Mann-Whitney. La correlacion de
las variables fue calculada usando el coeficiente de correlacion de Sperman. Las
variables paramétricas se reportaron en media y desviacion estandar y sus
diferencias estadisticas fueron calculadas con la prueba de t student. En cuanto a
los datos cualitativos se reportaron en frecuencias absolutas y relativas, haciendo
la comparacién entre grupos con X2 En la comparacién de medianas se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis y la asociacién de las bacterias Gram negativas con el

LPS se evalu6 mediante modelos de regresion logistica multinominal.

12



RESULTADOS

e Caracteristicas clinicas y bioquimicas.

La edad promedio para ambos grupos de estudio fue de 21 afos. Con una

distribucién homogénea por género. Siendo los jovenes con obesidad los que

presentaron un IMC de 34.5 (32.9-36.4) kg/m?, mayor cantidad de triglicéridos,

colesterol total, LDL-c, temperatura y circunferencia de cintura respecto a los

individuos con normopeso. Los niveles de glucosa y HDL-c no mostraron

diferencias significativas (cuadro 2). Ademas se encontré una correlacion positiva

entre la temperatura e IMC (r=0.387, p=0.001), donde se incluyeron ambos grupos

de estudio.

Cuadro 2. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los sujetos de estudio.

Caracteristicas Jovenes con Normopeso Joévenes con Obesidad P
(n=32) (n=32)
Edad (afios)® 21.06+1.93 21.43+1.93 0.443
Sexo n (%)°
Femenino 19(59.38) 16(50.0) 0.451
Masculino 13(40.63) 16(50.0)
IMC (kg/m?)# 21.35(19.85 - 22.8) 34.5 (32.9 - 36.45) <0.001
Cintura (cm) 78.75(73.6-81) 108.5(102.6-116.1) <0.001"
Temperatura (°C) 35.85(35.5-36.45) 36.3(36.15-36.75) 0.001*
Glucosa (mg/dL) 81(75-84.5) 80(74.5-87.5) 0.999
Colesterol total (mg/dL) 142(109.5-165) 168(151-194.5) <0.001*
HDL-c (mg/dL) 44.5(38-55.5) 44(37-55) 0.772
LDL-c (mg/dL) 96.5(80.5-119.5) 114(107-149.5) 0.002*
Triglicéridos (mg/dL) 70(58.5-89.5) 123(95.5-156.5) <0.001*

2 Datos mostrados en media y desviacién estandar, ® medianas y percentiles 25 y 75, ° frecuencias absolutas

y relativas. * Valor significativo (p< 0.05) calculado con la prueba de t-student para datos independientes,

Mann-Whitney y X?, respectivamente.
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« Cuantificacion de la microbiota intestinal

La cantidad de bacterias totales fue mayor para los individuos delgados en
comparacién con los individuos con obesidad. Sin embargo el grupo de obesidad
presentd mayor cantidad de células/g de Clostridum leptum y Lactobacillus
(p<0.001) y un menor namero de células/g de Prevotella y E.coli (p<0.001).
Bacteroides fragilis y Bifidobacterium permanecieron constantes en ambos grupos
de estudio (p>0.050) (cuadro 3).

Cuadro 3. Microbiota intestinal en individuos con Normopeso e individuos con obesidad.

Grupo Bacteriano Jévenes con Jévenes con

Normopeso® Obesidad®

(n=32) (n=32) i

Bacterias totales 11.0[10.6-11.2] 10.7[10.4-11.0] 0.046*
Gram positivas
Clostridum leptum 8.2[7.5-8.3] 8.9[8.3-8.9] <0.001*
Lactobacillus 6.4[6.25-6.4] 6.9[6.6-6.9] <0.001*
Bifidobacterium 7.1[6.1-7.9] 6.8[5.9-7.8] 0.527
Gram negativas
Bacteroides fragilis 9.2[8.5-9.6] 8.7[7.0-9.8] 0.148
Prevotella 9.0[7.26-9.4] 7.6[6.1-7.6] <0.001*
E.coli 9.7[8.8-10.1] 8.5[7.7-9.0] <0.001*

% Mediana y percentiles 25y 75 de logio células/g de materia fecal. *Valor significativo (p<0.05) calculado
con la prueba de Mann-Whitney.
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e Unidades de endotoxina y su correlacién con medidas antropométricas y

niveles de triglicéridos.

Los niveles de LPS (endotoxina) sérico en el grupo con obesidad fueron de 1.22
(0.96- 1.51) UE/mL, ligeramente mayor que en el grupo con normopeso con 1.14
(0.72 — 1.31) UE/mL, sin diferencias significativas (figura 2). En la correlacion del
LPS sérico con IMC, por grupo de estudio, se observd que a medida que se
elevan sus niveles también aumenta el indice de masa corporal, siendo mayor en
el grupo de obesidad (r=0.426, p=0.015) que en el grupo con normopeso (r=0.302,
p=0.092) (figura 3). Curiosamente al comparar las UE/mL por sexo, se encontré
un ligero aumento del LPS en el sexo femenino 1.20 (0.85 - 1.52), respecto al sexo
masculino 1.16 (0.97 - 1.35), pero sin diferencias significativas. Este fendbmeno
permanecio constante al correlacionar el LPS sérico con la circunferencia de
cintura, para las mujeres se obtuvo una r= 0.347, con un valor p= 0.040 y para

hombres una r=0.169, con un valor p=0.325 (Figura 4).

En la figura 3, se observa que los niveles de LPS correlacionan de manera positiva
con los niveles de triglicéridos, siendo 0.415 veces mayor en los individuos con
obesidad, que en los de normopeso. Ademas esta tendencia aumenta si el
individuo es del sexo femenino (r=0.358, p=0.034), y disminuye drasticamente si

es del sexo masculino (r=0.044, p=0.817) (figura 4).

También se evalud la asociacion entre el LPS y la temperatura corporal, sin

encontrar diferencias significativas (r=0.083, p=0.513).
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p=0.210
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1.223 UE/mL

1.142 UE/mL

‘I:I Normopeso [ ] Obesos ‘

Figura 2. Niveles de LPS en individuos con normopeso y obesidad. Los resultados se
presentan en medianas (p25 y p75). No se encontraron diferencias significativas al
comparar los grupos de estudio (p>0.05), se utilizé la prueba de Mann-Whitney.
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e Bacterias Gram negativas asociadas a la endotoxemia metabdlica

subclinica.

En la tabla 4 se muestra una comparacion del nimero de bacterias Gram
negativas presentes en cada tercil de LPS, es importante resaltar que para la
bacteria E. coli se obtuvo un diferencia significativa, siendo el segundo tercil
(1/1.3UE/mL) el que presento menor nimero de bacterias, respecto del primero y
segundo tercil. En cuanto a Prevotella y B. fragilis no se observa ninguna
diferencia significativa, pero el menor niumero de bacterias se encontré en el

primero tercil y segundo tercil respectivamente.

Tabla 4 .Bacterias Gram negativas de acuerdo a los terciles de endotoxina.

Bacterias Gram <1 UE/mL 1/1.3 UE/mL >1.3 UE/mL p
negativas ° (21) (21) (22)

E.coli 9.431(8.823-9.974) 8.627(8.089 - 9.070) 9.279(8.627 - 9.441) 0.036*
Prevotella 7.047(6.398 - 7.394) 7.122(6.398 - 7.394) 7.368(6.398 - 7.394) 0.789
B. fragilis 8.953(8.466 - 9.012) 8.569(7.521-9.164) 9.021(8.569 - 9.960) 0.526

% Se muestra mediana y percentiles 25 y 75 de logiecélulas/g de materia fecal. UE/mL (unidades de endotoxina por
mililitro).*Valor significativo (p<0.050) calculado por la prueba de Kruskal-Wallis.

Si bien el riesgo de sufrir una endotoxemia metabdlica subclinica esta ligado a la
presencia de bacterias Gram negativas, es importante saber que géneros en
especifico estan involucrados. Por lo cual, en la tabla 5 se refleja que la bacteria
E.coli representa un riesgo alto y significativo en la produccion de una

endotoxemia metabdlica subclinica, con cifras que van desde 1.0 a 1.3 UE/mL.
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En el caso de Prevotella tiene un valor significativo, pero el riesgo de sufrir una
endotoxemia es bajo. Por otro lado B. fragilis tiene un riesgo mayor de 1, sin una
diferencia significativa.

Tabla 5. Bacterias Gram negativas y el riesgo de producir una endotoxemia subclinica.

Bacterias Gram <1 UE/mL? 1/1.3 UE/mL >1.3 UE/mL
negativas (22) (22) (22)

E.coli 1 4.378 (1.559 - 12.292) 0.005*  2.438 (0.975 - 6.096) 0.057
Prevotella 1 0.404 (0.164 - 0.993) 0.048* 0.645 (0.975 - 6.096) 0.276
B. fragilis 1 1.431 (0.617 - 3.317) 0.403 0.751 (0.331 - 1.707) 0.495

& Categoria de referencia. OR (IC95%), ajustado por sexo. * Valor significativo (p<0.05).

e Clostridium leptum y su correlacién con IMC vy triglicéridos.

Es importa mencionar que se encontré una correlacion positiva y significativa
entre la bacteria Clostridium leptum con el IMC (r=0.414, p=0.007) y los
triglicéridos (r=0.306, p=0.013) en circulacion.
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DISCUSION

Recientemente, han surgido multiples publicaciones que plantean un posible rol de
la M, tanto en el desarrollo de obesidad como de la diabetes. Esta hipétesis nace
de la observacion de que pacientes obesos presentan un cambio en la cantidad de
bacterias intestinales de la MI, en comparacion con los de individuos con
normopeso, que presentan mayor numero de bacterias Gram negativas y menor
namero de Gram positivas (Til, 2010). Ademas el LPS presente en las bacterias
Gram negativas, ha sido sefialado como factor desencadenante de inflamacion de
bajo grado, causante de una endotoxemia metabdlica (Cani et al., 2007). Sin
embargo, este hecho no se ha esclarecido en humanos. Por ello, en el presente
estudio se plante6 encontrar una asociacion entre los principales grupos
bacterianos de la Ml (bacterias Gram negativas y Gram positivas), el LPS sérico y
los parametros bioquimicos (glucosa, colesterol, triglicéridos) de jovenes con

obesidad y peso normal.

Para esto se midieron los parametros bioquimicos y antropométricos de cada
grupo de estudio. Como se esperaba, los jovenes con obesidad tuvieron niveles
elevados de colesterol total, LDL-c vy triglicéridos, asi como una mayor
circunferencia de cintura y temperatura corporal. Las caracteristicas
antropomeétricas (IMC, cintura, edad y temperatura) indicadas en este estudio son
muy similares a lo reportado por Corona y Garcia (2011), que al igual trabajaron
con jovenes obesos y con normopeso del Estado de Guerrero, cabe mencionar
gue en el perfil bioquimico solo se pudo comparar con los niveles de glucosa (en
ambos estudios no hubo diferencias significativas), ya que los demas parametros
no fueron reportados. Ademas, aunque no hubo diferencias significativas en los
niveles de HDL-c, se nota que estos valores son muy bajos en ambos grupos de
estudio, lo cual indica que los pacientes no llevan un estilo de vida saludable y con
el paso de los afios podrian ser propensos a sufrir alguna enfermedad metabdlica
(Ferranti y Mozaffarian, 2008).
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Otros estudios han demostrado que la obesidad abdominal estd asociada con
inflamacion crénica de bajo grado (Moreno y Martinez, 2002). En nuestros
resultados se encontré que la circunferencia de cintura en hombres y en mujeres
supera el limite normal y caen dentro de la zona de riesgo para el desarrollo de
diabetes mellitus o enfermedad cardiovascular, o que concuerda con el estudio de
Carranzay Lopez, 2009.

Por muchos afos se ha pensado que el factor desencadenante de la obesidad es
la relaciébn gasto-consumo y que también son relevantes los genes que
interaccionan con el ambiente, alimentacion, estrés y actividad fisica (Harris et al,
2012). Pero hoy en dia ha surgido un nuevo modelo donde la relacion es
triangular, es decir, que la interaccion es gen- ambiente y metagenoma intestinal
(Harris et al, 2012). Este nuevo modelo surge de los resultados observados en
ratones, donde claramente se ve que dietas altas en grasas causan un
desequilibrio en la Ml (disbiosis intestinal), ocasionando una endotoxemia
metabolica (Backhed et al, 2004; Cani et al 2007 y Delzene et al., 2011). Aunque
en nuestro estudio no se evalud la ingesta de grasas, esta variable se refleja de
manera indirecta en los niveles de triglicéridos y colesterol total, LDL-c y HDL-c.
De esta forma se encontré que en los pacientes obesos la cantidad de bacterias
totales fue menor, dato muy similar a lo reportado por Santacruz et al, (2009).
Este fenbmeno se puede atribuir a una disbiosis intestinal, reflejada en un menor
namero de bacterias Gram negativas (E. coli y Prevotella) y mayor namero de
bacterias Gram positivas (C. leptum y Lactobacillus), comparando con los
individuos de normopeso, estos resultados coinciden con lo reportado por Ley et
al, (2006) y Armougom et al (2009). Aunque el nimero de células de Bacteriodes

fragilis y Bifidobacterium se mantuvo constante en ambos grupos de estudio.

En los niveles de LPS sérico no se encontraron diferencias significativas por grupo
de estudio, aunque se observo un ligero aumento de esta molécula en los
pacientes obesos (0.08 UE/mL), lo que a largo plazo podria resultar nocivo para la

salud de estos individuos. Una explicacion por la cual no se encontraron
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diferencias significativas en los niveles de LPS, podria ser que las muestras de
sangre se tomaron solo en condiciones de ayuno en un horario de 7 a 9 de la
mafana, y los experimentos con ratones indican que el aumento del LPS se da
después del tratamiento con grasas (aceite de oliva), alcanzando su concentracion
maxima en condiciones de oscuridad, que cuando se expone a la luz (Cani et al,
2007). Ademas, un estudio en pacientes con obesidad moérbida, indica que el
aumento del LPS solo se presenta en condiciones de hipertrigliceridemia
postprandial (Postigo et al., 2010). Por esto, se compard entre los jévenes con
triglicéridos mayores a 150 mg/dL, encontrando que de los 64 pacientes, solo 10
presentaron esta caracteristica, de los cuales 9 pertenecian al grupo de obesos y
solo 6 de ellos tuvieron concentraciones altas de LPS >1.31 UE/mL (datos no
mostrados). Estas tendencias sugieren que efectivamente el incremento del LPS
se ve favorecido cuando hay una hipertrigliceridemia, las cuales generalmente se
dan después del consumo de alimentos, lo que facilitan el aumento de tejido
adiposo. Este hecho que se correlaciona con los siguientes resultados; donde a
medida que se eleva el LPS sérico, también se incrementan los triglicéridos en
circulacion, la circunferencia de cintura y el IMC, siendo esta tendencia mayor si el
paciente es obeso del sexo femenino. Esta situacion se explica debido a que las
mujeres pueden a almacenar mayor grasa corporal que los varones (Moreno y
Martinez, 2002).

Dado que el LPS tiene la caracteristica de ser un pirégeno enddégeno, se busco
una correlacion con el incremento de temperatura, sin embargo no se encontro
asociacién con este parametro y se observo una correlacion positiva con el IMC
(r=0.387, p=0.001), lo que sugiere que el aumento de temperatura solo se debe al
peso corporal. Los pacientes con obesidad acumulan tejido adiposo, el cual no
almacena agua e impide la libre transpiracion corporal, este hecho se complica en
estaciones calurosas como lo es primavera - verano, y se ve reforzado con una
baja actividad fisica, ya que hay poca liberacion de energia, lo que favorece el

aumento de la temperatura interna (Moreno y Martinez, 2002). Es importante
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mencionar que la captacion y toma de medidas clinico- antropométricas se

hicieron en épocas de verano e inicios de otofio (Junio- Noviembre 2012).

El LPS es continuamente producido en el intestino a través de la lisis de las
bacterias Gram negativas, dicho fendmeno facilita la disponibilidad de esta
molécula para su absorcion al torrente sanguineo, lo que ocasiona generalmente
la disminucién de estas bacterias (Cani et al, 2007). Este hecho concuerda con lo
encontrado en nuestro estudio, ya que cuando hay un menor nimero de células
de E.coli hay un mayor riesgo de tener niveles de LPS que van desde 1 a 1.3
UE/mL, este comportamiento se ve reflejado también con B. fragilis solo que esta
bacteria no presento una diferencia significativa, por otro lado Prevotella tuvo un
comportamiento distinto al descrito, presentando un riesgo bajo en el segundo
tercil de endotoxina (1/1.3 UE/mL).

Seguramente hay otras bacterias Gram negativas de la familia de las
Enterobacterias que no se incluyeron en la investigacion, que pueden estar
aportando LPS. Ademas, hay que tener en cuenta que en la cavidad oral también
hay bacterias Gram negativas que mueren constantemente y llegan a la luz
intestinal, de manera normal hay pequefias cantidades de endotoxinas
(endotoxemia metabdlica) que cruzan la barrera de la mucosa intestinal y alcanzan
la circulacion portal al higado y otros 6rganos como, tejido adiposo y musculo
(Wiedermann et al., 1999; Manco et al, 2010). Estas moléculas llegan a ser
eliminadas, por el sistema fagocitico mononuclear en el higado y solo conducen a
una activacion localizada y restringida del sistema inmune del huésped. Sin
embargo, la translocacion de las endotoxinas se vuelva peligrosa, cuando una
excesiva cantidad de estas moléculas cruza la barrera intestinal, y supera al
sistema fagocitico mononuclear, o por otro lado, que la capacidad del higado para
destoxificar este comprometida. Lo que puede causar una sepsis, con valores de
3.1- 4.4 UE/mL (Danner, 1991; Venet, 2000). Hasta al momento no estan
establecidos los parametros normales de endotoxinas en pacientes sanos 0 con

un IMC normal, hay estudios que reportan a esta molécula como no detectada y
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en otros casos concentraciones de hasta 1.3 £0.2 UE/mL (Wigg, 2001; Thuy,
2008). Estas cifras varian dependiendo de la poblacién de estudio y por supuesto
de su tipo de dieta; en una investigacion realizada por Amar et al., (2008) reportan
que las concentraciones plasmaticas del LPS, inducidas por dietas altas en
grasas, son suficientes para desencadenar enfermedades metabdlicas, tales como
la obesidad y la resistencia a insulina a traves de la inflamacién mediada por el
receptor CD14, principal receptor del LPS, esto en base a estudios con modelos
animales. Por otro lado en humanos se encontré una relacion positiva entre la
ingesta de alimentos y el LPS en plasma, lo cual refuerza la hipétesis de que las
grasas favorecen el transporte de LPS, transporte mediado principalmente por los
guilomicrones a nivel de torrente sanguineo (Postigo et al., 2012).

Se conoce que las bacterias Gram positivas pertenecientes al Phylum Firmicutes
fermentan gran cantidad de carbohidratos complejos. Dentro de este grupo
tenemos a los Mollicutes, Lactobacillus y C. leptum, solo por mencionar algunos
(Turnbaugh et al., 2006). Entre los productos de la fermentacion de estas bacterias
destacan los acidos grasos de cadena corta (SCFA, por sus siglas en ingles), los
cuales son utilizados a nivel hepatico para sintetizar lipidos de novo los cuales
pueden ser incorporados al metabolismo humano o bacteriano. Un hecho
interesante es que en las deposiciones de los pacientes obesos se ha encontrado
poca cantidad de SCFA y en los normopeso hay mayor cantidad de SCFA. Esto
concuerda con los estudios del genoma bacteriano, donde las bacterias aisladas
de sujetos obesos tienen vias metabodlicas altamente funcionales, encargadas de
extraer toda la energia posible de los alimentos. Cabe mencionar que en nuestro
estudio las bacterias Gram positivas cuantificadas C. leptum y Lactobacillus,
estuvieron en mayor numero en los individuos con obesidad respecto a los
pacientes con normopeso. Ademas, se encontraron correlaciones entre C. leptum
con los triglicéridos en circulacion e IMC, donde a medida que aumenta el nimero
de células de esta bacteria también incrementan los triglicéridos y el IMC. Este
fendmeno puede estar ligado al metabolismo particular de C. leptum, que de

manera constitutiva expresa lipasas, pero su expresion puede estar influenciada
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por las condiciones nutricionales del ambiente como dietas ricas en grasas, ya que
algunas lipasas hidrolizan los triglicéridos exdgenos para proporcionar acidos
grasos que funcionan como fuente de energia para las bacterias. Ademas, el
glicerol resultante se puede usar en la sintesis de acidos teicoicos o lipoteicoicos.
Los &cidos lipoteicoicos son moléculas anfifilicas ancladas a la membrana
citoplasmatica por interacciones hidrofébicas, mientras que los acidos teicoicos
son moléculas que estan covalentemente unidos al peptidogluclano de la pared
celular. Si bien estas son solo algunas caracteristicas de la adaptabilidad
bacteriana, cruciales para su supervivencia y permanencia en el intestino humano
(Gutierrez y Cardoso, 2006). Lo que contribuye a un aporte extra de energia, que

en humanos se almacena en forma de tejido adiposo.

Finalmente, se esperaba una disminucion de las bifidobacterias en los sujetos
obesos, asi como en el namero de B. fragilis, pero no fue asi, la cantidad de estos
microorganismos permanecio constante en ambos grupos de estudio, lo cual
concuerda con la cantidad de LPS encontrado en los pacientes obesos (sin
diferencias significativas). Segun lo reportado por Cani et al (2008), cuando hay
niveles elevados de LPS, el numero de bifidobacterias tienden a disminuir, asi
también el nimero de bacteroides, esto por la mayor permeabilidad del epitelio

intestinal.

Como se explico, hay diferentes vias por las cuales la MI puede participar en el
metabolismo humano, todo dependera de nuestro estilo de vida y claro la carga
genética. Sin embargo, para complementar el estudio sera interesante cuantificar
de manera general el Phylum de Bacteroidetes y Proteobacterias presentes en la
MI, en particular el género de Enterobacter, ya que un estudio publicado por Fei y
Zhao (2013), lo cita como un patdégeno oportunista causante de obesidad.
Ademas, sera importante hacer la medicion del LPS antes y después de la ingesta
de alimentos, si es posible medir la fraccion de cada lipoproteina (quilomicrones,
LDL-c, HDL-c y VLDL-c) unida al LPS, ya que se cree que el complejo -LPS-LBP-

(Protein binding to LPS) Quilomicrones- puede ser un mecanismo de defensa local
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del intestino contra la translocacion de la toxina bacteriana, ya que este
mecanismo impide la activacién celular por parte del LPS (Vreugdehil et al., 2003).
Por lo que no se ha podido esclarecer el fendbmeno de endotoxemia metabdlica

como tal en humanos.

Entender la participacion de la Ml en el metabolismo humano no es facil, ya que
son procesos muy complejos, en los que participan de manera conjunta, los
microorganismos y el huésped, y no en condiciones controladas como se observa
en modelos animales. Una finalidad de los estudios epidemioldgicos es corroborar
si los resultados observados en modelos murinos, también aplican o tienen el

mismo comportamiento en humanos, esto para garantizar su confiabilidad.

Es un reto muy grande seguir estudiando la Ml y sobre todo poder integrar los
conocimientos que se generan dia con dia, para crear nuevas herramientas y
estrategias capaces de mejorar la salud de las personas afectadas por
enfermedades cronicas, como la obesidad y comorbilidades asociadas. Para
cumplir con este objetivo tenemos que responder a las preguntas siguientes: ¢ Es
la modulaciéon de la microbiota intestinal una estrategia Gtil para tratar a pacientes
con estas enfermedades? y, en caso afirmativo, ¢, CoOmo serian las caracteristicas
de una supuesta microbiota intestinal ‘ideal’? ;Puede ser transformado este
conjunto de caracteristicas por medio de intervenciones nutricionales o
farmacéuticas? ¢Son los prebioticos y/o probidticos una buena opcion?, de ser
asi, ¢ Qué bacterias serian las ideales? Es de esperar que las respuestas a estas
preguntas pudieran contribuir a mejorar la calidad de vida de centenares de

millones de pacientes en todo el mundo.
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CONCLUSION

e Los pacientes con obesidad presentaron una mayor concentracion de
triglicéridos, colesterol total y LDL-c, asi como una mayor circunferencia de
cintura y temperatura corporal, esto en comparaciéon a los individuos con

normopeso.

e Los pacientes con obesidad presentaron una menor cantidad de bacterias
totales que los pacientes con normopeso, posiblemente por una disbiosis

intestinal.

e En los jovenes obesos la cantidad de células de C. leptum y Lactobacillus
fue mayor y el numero de células de E.coli y Prevotella estuvo en menor

cantidad que en los pacientes con normopeso.

e Los niveles de endotoxina para cada grupo de estudio fueron muy similares

y no mostraron diferencias significativas.

e Se correlaciono el incremento de LPS con el aumento de los triglicéridos en

circulacion, la circunferencia de cintura 'y el IMC.

e La bacteria Gram negativa de E. coli mostro un aporte significativo del LPS,
el cual vade 1.0 a 1.3 UE/mL.

e El incremento de C. leptum esta correlacionado con el aumento de los

triglicéridos y el IMC.
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e En nuestro estudio se encontré que el riesgo de sufrir una endotoxemia
metabdlica subclinica por E.coli es mayor y significativo que el riesgo de

sufrir una endotoxemia por Prevotella o B. fragilis

e Tener obesidad abdominal y ser del sexo femenino pueden favorecer la
endotoxemia metabdlica subclinica.
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ANEXOS



Anexo 1
Procedimiento del ensayo del Lisado de Limulus Amebocito (LLA).
Técnica de Microplaca.

1. Pre-incubar la microplaca a 37°C+1°C en un block adaptador.

2. Dispensar 50 pL de la muestra problema o estandar (deben tener una
temperatura de 20 a 25 °C).

3. En el caso del control negativo, agregar 50 pL del agua LAL.

4. Mezclar e incubar a 37°£1°C, por 10 minutos.

5. Posteriormente agregar 100 pL la solucion del substrato (previamente
incubado a 37°+1°C).

6. Mezclar e incubar a 37°+1°C por 6 minutos.

7. Inmediatamente agregar 100 pL el reactivo de parada (acido acético al
25%).

8. Mezclar inmediatamente y medir la absorbancia con un filtro de 405-410

nm. La reaccion es estable por 10 minutos.

Curva estandar

0.8

0.6

0.4+

mOZ>»wI00m>»

0!2 Cll.4 0‘.6 IIJ.B I1.C|
ENDOTOXIN CONCENTRATION (EU/ml)

#1 = 0.32 EU/mI
#2 = 0.87 EU/mI
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Anexo 2
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Figura 5. Estandarizacion de la PCR en tiempo real. A) amplificados derivados de
una serie de diluciones del ADN de E.coli ATCC 25922 (se parti6 de un stock de
24X10° UFC/uL), se incluye un control negativo (linea verde).
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C) en la curva de disociacion se observa un solo conjunto de picos apilados, lo cual
garantiza la especificidad de los iniciadores utilizados.
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