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Resumen

Antecedentes: La microbiota intestinal es considerada como un “6rgano”, porque
cumple funciones estructurales, contribuye al desarrollo del sistema inmunitario y en
el metabolismo del hospedero. Se ha comprobado que las bacterias presentes en el
intestino son capaces de degradar alimentos y producir metabolitos que podrian
tener un impacto sobre el perfil metabdlico del hospedero. Objetivo. Evaluar la
relacion de la dieta y la microbiota intestinal con los niveles séricos de glucosa,
colesterol, triglicéridos, HDLc y LDLc en jévenes con obesidad y peso normal.
Materiales y métodos: 83 jovenes de uno y otro sexo, de 18 a 25 afos fueron
incluidos en el estudio. Se clasific6 a los jovenes en dos grupos en con obesidad
(IMC>30kg/m?) y normopeso (IMC=18.5-25kg/m?). La dieta fue analizada con
recordatorio de 48 horas. Los niveles séricos de glucosa, colesterol, triglicéridos,
HDLc y LDLc fueron determinados con protocolo estandarizado de Spinreact. La
cuantificacion de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Methanobrevibacter smithii, Bacteroides fragilis, Clostridium leptum, Bifidobacterium
sp, Prevotella y Lactobacillus sp fue por gPCR. Resultados: El 66% de los jovenes
con obesidad consumen >1706.5 cal/dia. EI consumo de sodio (1,022 vs 1,494 mg) y
zinc (4.5 vs 6.25 mg) fue estadisticamente mayor en los jovenes con obesidad. Los
niveles séricos de glucosa (90 vs 82 mg/dl), colesterol (183 vs 152 mg/dl) y
triglicéridos (167 vs 121 mg/dl) fueron estadisticamente mayores en jovenes con
obesidad, pero HDLc (50 vs 56 mg/dl) fue mayor en normopeso. E. coli y M. smithii
se encontraron en mayor proporcion en jévenes normopeso (p=0.0343, 0.0248,
respectivamente) y Bifidobacterium en jovenes con obesidad (p=0.040). Se encontr6
gue la ingesta <500 mg/dia de sodio y E. coli tienen impacto sobre los niveles de
glucosa (OR= 4.5), asi como la cantidad de lipidos (30 — 55%) y B. fragilis, sobre los
triglicéridos (OR = 1.25). Conclusién: La interaccion de la ingesta de nutrientes
como sodio y lipidos entre E. coli y B. fragilis, tienen efecto sobre niveles séricos de

glucosa y triglicéridos, respectivamente.

Palabras clave: Microbiota intestinal, parametros bioquimicos, dieta.




Abstract

Background: The gut microbiota is considered to be an "organ", because it meets
host’s structural functions, it contributes in the development of the immune system
and metabolism. It has been found that bacteria in the gut are able to degrade food
and produce metabolites, which could have an impact on the host’s metabolism.
Objective: To evaluate the relationship between diet and gut microbiota composition
with metabolic profile in obese and normal-weight young subjects. Materials and
Methods: 83 Subjects both of sexes and aged between 18 to 25 years were included
in this study. They were classified in obese (BMI >30 kg/m2) and normal weight (BMI
= 18.5-25 kg/m?). The diet was analyzed by a 48-hour recall. Glucose, cholesterol,
triglycerides, HDLc and LDLc levels were performed under a standard protocol of
Spinreact. Quantification of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Methanobrevibacter smithii Bacteroides fragilis, Clostridium leptum,
Bifidobacterium sp, Prevotella and Lactobacillus sp were performed by qPCR. Results:
It was determining that calorie intake was statistically higher in obese young
individuals (p = 0.011). The serum glucose (90 vs 82 mg/dl), cholesterol (183 vs 152
mg/dl), triglycerides (167 vs 121 mg/dl) levels was statistically higher in obese young,
but HDLc (50 vs 56 mg/dl) was higher in normal weight young. E. coli and M. smithii
were found in greater proportion in normal weight subjects (p = 0.0343, 0.0248,
respectively) and Bifidobacterium in obese young (p=0.040). We found than the intake
<500 mg/day of sodium and E. coli had an impact on glucose levels (OR = 4.5), as
well as the amount of lipids (30-55%) and B. fragilis on triglycerides (OR = 1.25).

Conclusion: The interaction of nutrient intake such as sodium and lipids between E.
coli and B. fragilis, have an effect on serum levels of glucose and triglycerides,

respectively.

Key words: Gut microbiota, biochemical parameters, diet.




Introduccion

La obesidad es una enfermedad multifactorial, que actualmente es considerada un
problema de salud publica a nivel mundial, debido a que el porcentaje de personas
con esta enfermedad oscila en cada pais entre el 10 al 50% de la poblacién. Asi, la
obesidad puede estar acompafnada del desarrollo de complicaciones que afectan el
estado de salud. Los factores que se atribuyen al desarrollo de la obesidad son el
desbalance entre la cantidad de ingesta calérica y el gasto energético; factores
genéticos, edad, dieta, ejercicio y, recientemente, la microbiota intestinal (Ml)
(Conterno et al., 2011).

La MI esta integrada principalmente por bacterias que pertenecen a los phyla
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria. También se han
encontrado eucariontes unicelulares, arqueas y virus, pero sélo comprenden el 1%
del total de la MI. (Harris et al., 2012; Vrieze et al., 2010). El intestino humano es el
érgano con la mayor cantidad de microorganismos, con una cifra de hasta 10210
células, superando en nimero a las del cuerpo humano (Icaza-Chavez, 2013). La Ml
juega un papel fundamental en el mantenimiento de la salud, cumpliendo funciones

de proteccion, estructurales y metabdlicas importantes (Prakash et al., 2011).

Ley y colaboradores en el 2005 describieron la diferencia de la Ml entre ratones
obesos y delgados. Los autores encontraron que la proporcion de Firmicutes es
mayor en ratones obesos, y de Bacteroidetes en ratones delgados, siendo la primera
evidencia que asocia la Ml con la obesidad. La Ml que se ha caracterizado de las
personas con obesidad, poseen una mayor capacidad de extraccion energética de
los alimentos, producciébn de metabolitos que activan vias liponeogénicas,
acumulacion de lipidos en los adipocitos (Kotzampassi et al., 2014); ademas de

producir estado de inflamacion sistémico de bajo grado (Cani et al., 2007).

Algunos de los factores que modifican la MI son: via de nacimiento, lactancia

(Prakash et al., 2011), el estilo de vida, ejercicio, sedentarismo (Petriz et al., 2014), el




uso incontrolado o a largo plazo de antibidticos (Pérez-Cobas et al., 2013) y la dieta
(Kong et al., 2014).

La dieta alta en grasas altera la abundancia de bacterias Gram positivas y
disminucién de Gram negativas. La mayor ingesta de lipidos disminuye la expresion
de moléculas que mantienen la permeabilidad intestinal y se favorece la absorcion de
antigenos microbianos, como el lipopolisacéarido (LPS), al torrente sanguineo. El LPS
es reconocido por el TLR4 e induce la produccion de citocinas proinflamatorias,
dando lugar a un estado inflamatorio sistémico de bajo grado, que es caracteristico
de la obesidad (Hur y Lee, 2015). Santacruz y colaboradores (2009) realizaron un
estudio en jévenes con obesidad, a quienes sometieron a una intervencion dietética
controlando la ingesta de grasas y calorias totales. Los investigadores reportaron
cambios en la proporcion de los géneros Bacteroides, Clostridium coccoides,
Lactobacillus, Bifidobacterium longum y Bifidobacterium adolescentes de la M,

asociado a pérdida de peso de forma significativa.

Los mecanismos por los cuales las bacterias cumplen un papel importante en el
metabolismo del hospedero son diversos, dependiendo de los géneros bacterianos.
Las arqueas metanégenas, como Methanobrevibacter smithii, favorecen la
fermentacion de carbohidratos a través de la disminucion de la concentracién de
hidrégeno en el intestino. Estas bacterias se han encontrado en mayor proporcion en
personas delgadas, en asociacion con Prevotella (Angelakis et al., 2012). Bacterias
del género Bacteroides tienen la capacidad de reducir el colesterol en condiciones in
vitro, metabolizan el colesterol a coprostanol, el cual es absorbido por el intestino en
bajas cantidades. También estas bacterias tienen la capacidad de metabolizar los
acidos biliares a través de la desconjugacion, oxidacién y esterificacion (Gérard,
2013). Algunas especies de Lactobacillus son capaces de producir enzimas que
hidrolizan las sales biliares, interfiriendo con su reabsorcién y el metabolismo de
lipidos en el intestino. La ruptura de micelas de grasas, no permiten su absorcion y

por lo tanto son excretadas en las heces (Devaraj, S. et al., 2013).




En 2015, Lecomte y colaboradores realizaron un estudio en ratones, modificaron la
microbiota intestinal a través de cambios en la dieta y analizaron algunos parametros
bioguimicos. Estos investigadores reportaron una relacion entre Bacteroides fragilis
con la ganancia de peso y masa grasa; Clostridiaceae con aumento en la produccion
de insulina; Bacteroides vulgatus con aumento de triglicéridos, sensibilidad a insulina

y ganancia de peso; entre otras.

La obesidad puede estar acompafiada con alteraciones metabdlicas, como glucosa,
colesterol, triglicéridos y LDLc elevados, asi como HDLc bajos, si cierta Ml esta
asociada al desarrollo de la obesidad, es interesante analizar si ésta misma esta
relacionada con los parametros bioquimicos, en interaccion con la dieta. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar la relacion de la dieta y de los principales grupos
bacterianos de la MI con los niveles séricos de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL
y LDL en jévenes con obesidad y normopeso en Guerrero. Encontrar una asociacion
entre algunos grupos bacterianos de la Ml y los parametros bioquimicos, nos
aportard mas informacion de la importancia de la modificacion de la MI como posible

medida terapéutica para mejorar el estado metabdlico del hospedero.




Material y métodos

Poblacion

Se incluyeron 83 jovenes estudiantes de la Universidad Autonoma de Guerrero de 18
a 25 afos de edad, hombres y mujeres, residentes del estado de Guerrero. La
captacion de la poblacién se llevdé a cabo en el laboratorio de Investigacion en
Microbiologia, en Chilpancingo, Guerrero, en el periodo comprendido de Agosto 2014
a Diciembre de 2015. Los participantes fueron clasificados en dos grupos, de
acuerdo a los criterios de la OMS, por el indice de masa corporal (IMC): normopeso
(IMC 18,5 - 24,9 kg/m?) y con obesidad (IMC=30 kg/m?). Se excluyeron jévenes con
dietas para pérdida de peso, consumo de antibiéticos y/o desparasitantes un mes
antes a la toma de muestras, y mujeres embarazadas. Cada participante firmo un
consentimiento informado, establecido en la Declaracion de Helsinki. El estudio fue
aprobado por el comité de Bioética de la Universidad Autonoma de Guerrero.

Medidas antropométricas y perfil bioquimico

El peso corporal y la talla fueron determinados en cada participante con ropa ligera y
sin zapatos en una bascula con estadimetro Nuevo Ledn (Nuevo Ledn, México). A
partir de estas medidas se calculd el IMC con la férmula IMC= pesoftalla®. La
circunferencia de cintura y cadera fue medida usando una cinta antropomeétrica con
una precision de +0,05 cm (Seca 201, Hamburgo, Alemania) y se calcul6 el indice
cintura-cadera (cintura/cadera).

De cada participante, con un ayuno de 8 horas, se extrajeron 3 mL de sangre
periférica en un tubo sin anticoagulante. La sangre se centrifugo a 2,500 rpm por 10
min y el suero se almacend en alicuotas de 300 pL a -20°C, para su posterior
analisis. Los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL-c y LDL-c en suero
fueron determinados por ensayos enzima-colorimétricos automatizados utilizando kits

comerciales (Spinreact, Girona, Espafa).

Los valores de referencia de los parametros metabdlicos se determin6 considerando

los valores de ATPIIlI (Adult Treatment Panel Ill): glucosa >100 mg/dL, colesterol




2200 mg/dL, triglicéridos =150 mg/dL, HDLc disminuido (<50 mg/mL mujeres, <40
mg/dL hombres) y LDLc >130 mg/dL.

Evaluacion de la dieta

La evaluacién de la dieta se realizO determinada mediante un cuestionario de
recordatorio de alimentos de 48 h (un dia entre semana y uno de fin de semana). El
detalle de consumo de alimentos y bebidas se especificé utilizando medidas caseras.
Para la determinacién del consumo de proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y
minerales, los alimentos fueron analizados en base al Sistema Mexicano de

alimentos, en el software Nutrimind 2014.

Cuantificacion de la microbiota intestinal

La muestra de materia fecal proporcionada por cada participante fue congelada
inmediatamente a —80°C, para su posterior analisis. Para la extraccion de ADN se
utilizé el mini kit QIAamp DNA stool (Qiagen, Hilden, Alemania), de acuerdo a las
condiciones establecidas por el fabricante. La concentracion y pureza del DNA se
cuantificaron con el espectrofotdmetro Nanodrop-2000c (Thermo scientific, Vantaa,

Finlandia).

La cuantificacion de Bacteroides fragilis, Bifidobacterium sp, Clostridium leptum,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Lactobacillus sp, Methanobrevibacter smithii,
Prevotella sp y Staphylococcus aureus se realizdé por PCR en tiempo real, utilizando
primers especificos descritos (Cuadro 1). En un total de 25 uL, la mezcla de reaccion
contenia 2 yL de ADN (10 ng), 1 uL de cada primer (0.25 mM) y 10 yL de SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, California, E.E.U.U). Para la
cuantificacion se utilizé el sistema de detecciéon de secuencia PIKOREAL 96 (Thermo
scientific, Vantaa, Finlandia). Las condiciones de temperatura fueron 94°C por 15
min, la temperatura y tiempo de alineamiento fue de acuerdo a cada bacteria y la
extension a 72°C a tiempos distintos para cada bacteria. La determinacion de la
cantidad de bacterias se realiz con curvas estandar, con diluciones de 10° a 10°

utilizando la escala de McFarland 4, con cepas control de cada bacteria.




Cuadro 1. Oligonucleétidos para la amplificacion por PCR en tiempo real.

Grupo bacteriano Iniciadores (5« 3') Tamafio Tm Referencia
(pb) °C)
ATAGCCTTTCGAAAGRAAGAT Matsuki et al.,
Bacteroides fragilis 495 50
CCAGTATCAACTGCAATTTTA 2002
N _ CTCCTGGAAACGGGTGG Matsuki et al.,
Bifidobacterium sp 550 55
GGTGTTCTTCCCGATATCTACA 2002
o GCACAAGCAGTGGAGT Matsuki et al.,
Clostridium leptum 239 50
CTTCCTCCGTTTTGTCAA 2004
. GTTTATGCCGCATGGCATAAGAG Zoletti et al.,
Enterococcus faecalis 310 60
CCGTCAGGGGACGTTCAG 2006
CATGCCGCGTGTATGAAGAA Huijsdens et al.,
Escherichia coli 95 60
CGGGTAACGTCAATGAGCAAA 2002
] TACATCCAACTCCAGAACG Menard et al.,
Lactobacillus sp 20 55
AAGCAACAGRACCACGCC 2008
Methanobrevibacter CCGGGTATCTAATCCGGTTC
123 60 Dridi et al., 2009
smithii CTCCCAGGGTAGAGGTGAAA
CACRGTAAACGATGGATGCC Matsuki et al.,
Prevotella sp 513 55
GGTCGGGTTGCAGACC 2002
Staphylococcus GCGATTGATGGTGATACGGTT 279 60 Stuhlmeier y

aureus

AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

Stuhimeier, 2003

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron en el software STATA v11.1. La distribucion de los

datos fue analizada con la prueba de Shapiro-Wilk. La diferencia de prevalencias

entre los grupos se analiz6 con la prueba de x?. Las variables con distribucién normal

son reportadas en media y desviacion estandar y aquellas sin distribucion normal son

reportadas en mediana y rangos percentiles (25, 75). Los analisis entre grupos se

realizaron con las pruebas de t-student y Mann-Whitney U, respectivamente. Un valor

de p < 0,05 se considera estadisticamente significativo. Las correlaciones entre

variables se determinaron mediante la aplicacion de correlacién de rangos de

Spearman. Se aplicé Test de Mantel-Haenszel para evaluar la influencia de la dieta

como variable modificadora, por estratificaciones y ajuste de la interaccion.




Resultados

Caracteristicas generales y clinicas de la poblacion

Se captd un total de 83 joévenes; de los cuales 45 (60%) fueron con normopeso y 38
(40%) con obesidad. La edad promedio en la poblacion total fue de 21 + 2 afios y
hubo una mayor participacion de mujeres (59%). Se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en peso, cintura, cadera e ICC. La mayor proporcion

de jovenes con peso normal, nacieron por parto natural (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas generales de la poblacion.

Caracteristica Jovenes sin obesidad Jévenes con obesidad® Valor de p
n=45 n=38
Sexo n (%)
Femenino 28 (58) 20 (42) 0.378*
Masculino 17(49) 18 (51)
Edad (afios) 2 22+2 212 0.1815"
Peso (kg)! 56.0 (53.1-63) 89.9 (76-101.3) <0.001%
Talla (m) 2 1.60 +0.09 1.63+0.11 0.2671"
IMC (Kg/m?)* 22.00 (21.01-23.77) 32.77 (30.9-35.37) <0.001*
Cintura (cm)t?
Femenino 74 (711-77) 92 (89-99.5) <0.001%
Masculino 78 (72-81) 108.5 (104-113) <0.001%
Cadera (cm)?
Femenino 93 (88.5-98.5) 109 (106-113.5) <0.001%
Masculino 95 (92-98) 115.5 (112-121)
ICCt
Femenino 0.79 (0.77-0.83) 0.84 (0.82-0.90) 0.002%1
Masculino 0.81 (0.79-0.84) 0.94 (0.90-0.98) <0.001%
Nacimiento n (%)
P. natural 34 (62) 21 (38) 0.022*
Cesarea 9 (35) 17 (65)
Alimentacion al nacer n
(%)
Pecho 39 (57) 29 (43)
Formula 5 (36) 9 (64) 0.139*
Actividad fisica
Si 21 (64) 12 (36)
No 24 (48) 26 (52) 0.162*

1Datos mostrados en mediana (percentiles 25 y 75), 2Media +desviacién estandar. ° Criterio de
clasificacion de obesidad por la OMS. Calculado por la prueba de *Chi2, tMann-whitney, y t-student.

Valor significativo p<0.05.

'



Perfil bioguimico

Los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos, fueron significativamente mayores en
jovenes con obesidad (Cuadro 3). No hubo diferencias significativas en los niveles

LDLc entre los grupos. En jovenes con peso normal los niveles de HDLc fueron

significativamente mas altos, que en aquellos sujetos con obesidad.

Cuadro 3. Parametros bioquimicos de sujetos con peso normal y con obesidad.

Variables Jovenes normopeso Jovenes con obesidad Valor de p
(mg/dL) n=45 n=38

Glucosa? 82.64 +11.0 90.66 +10.01 <0.001+
<

<100 42 32 0286+
>100 3 6 '
Colesterol* 153.94 (124.44-167.8) 183.67 (167.03-201.30) <0.001%
<200 42 o8 0017+
>200 3 10 '
Triglicéridos? 121.14 (109.2-143.8) 167.8 (155.5-209.09) <0.001%
=190 34 9 <0.001°
>150 11 29 '
HDLc? 56.89 +12.39 51.07 +10.90 0.022+
Normal 37 24 0.050°
Disminuido 8 14 '
LDLc? 91.2 +29.84 103.58 +33.00 0.097+
=130 27 18 0.250°
>130 18 20 '

IMediana (rango); 2Media +desviacién estandar. Clasificacién de acuerdo al sexo y nivel de HDLc.
Calculado con $Mann-Whitney; +t-student, *exacta de fisher y ° x?. Valor significativo p<0.05.

Evaluacién de la dieta

La media del consumo de calorias de la poblacién fue de 1706.5 (Cuadro 4). El 65%
de los jévenes con obesidad tuvieron una ingesta mayor a 1706.5 calorias, siendo
estadisticamente significativo. EI consumo de carbohidratos, proteinas y lipidos fue
mayor en jévenes con obesidad, sin embargo no hubo diferencias estadisticamente
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significativas. Los jovenes con obesidad mostraron una mayor ingesta de sodio

(2,022 mg vs 1,494 mq) y zinc (4.5 mg vs 6.25 mg), siendo ésta significativa.

Cuadro 4. Ingesta de macronutrientes y micronutrientes en jévenes normopeso y con

obesidad.
Nutrientes Jovenes normopeso Jovenes con obesidad  Valor de p
n=45 n=38
<1,706.5 cal 28 (62) 13 (34)
0.011*
>1,706.5 cal 17 (38) 25 (66)
Carbohidratos® (g) 205.5 (169.5-266) 235.75 (173-296.5) 0.2707%
Proteinas® (g) 62 (53.5-74.5) 75.5 (59.5-90.5) 0.0622t
Lipidos* (g) 57.75 (48-79) 66 (53-83.5) 0.3146%
Colesterol* (mg) 269 (96-496.5) 147 (76.5-479.5) 0.5342%
Acidos grasos
) ) 11.5 (8-18.5) 11.75 (9-15.5) 0.9344%t
mono insaturados™ (g)
Acidos grasos
_ 6 (4-7.5) 5.5 (4-7.5) 0.8582t
polinsaturados® (g)
Acidos grasos
L 6 (5-8) 8 (5.5-11.5) 0.2288t
saturados™ (g)
Fibra® (g) 19.5 (17.5-26.5) 21.5 (16-30.5) 0.8441%t
Calcio* (mg) 640.5 (451.5-882.5) 762.5 (496.5-995.5) 0.2329t
Fosforo® (mg) 994 (797.5-1228.5) 1,064.75 (827-1,386) 0.2384%t
Hierro* (mg) 15 (12-23) 15 (11-19) 0.4315%
Potasio® (mg) 1,574.5 (1,196-1,870) 1,607 (1,379.5-2,126) 0.2155%
Sodio* (mg) 1,022 (718-1831) 1494 (1,072-2,246) 0.0208%t
Zinc' (mg) 4.5 (3.5-6) 6.25 (4-8.5) 0.0484%
Vitamina A* (Ul) 1,064.5 (442.5-2,555.5) 1,149.5 (360.5-1,868) 0.7595%
Vitamina By,! (mcg) 3(1.5-5) 3(1.5-5) 0.8627t
Vitamina C* (mcg) 69 (38.5-175.5) 111.5 (41-342) 0.3372t
Vitamina D* (UI) 33.5(11.5-62) 33.5 (10-68) 0.8084%t

1Datos mostrados en mediana (percentiles 25 y 75). Valor calculado con la prueba de *Chi2 y $Mann-
Whitney. Valor significativo de p<0.05.
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Cuantificaciéon de la microbiota intestinal

La prevalencia de E. coli y C. leptum fue del 100%; de S. aureus fue del 60% en el
total de jovenes (56% normopeso, 66% con obesidad); E. faecalis 94% (96%, 92%);
Lactobacillus sp, 96% (98%, 95%); M. smithii, 73% (76%, 71%), Bifidobacterium sp
73% (82, 71%) y Prevotella sp 73% (78%, 68%), B. fragilis 98% (96%, 100%). Las
cantidades de E. coli y M. smithii en los jovenes con normopeso fue estadisticamente
mayor (p=0.0343; p=0.0467) en comparacion con los jovenes con obesidad. Al
contrario de Bifidobacterium sp, que fue mayor en los jovenes con obesidad (p=
0.0401) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Cuantificacién de grupos bacterianos por PCR en tiempo real.

Jévenes normopeso Jbévenes con obesidad

=45 =38 Valor de p

Proteobacteria

E. coli 8.18 (7.89-8.63) 7.82 (7.41-8.43) 0.0343*
Firmicutes

S. aureus 5.88 (5.15-6.89) 5.81 (5.19-6.16) 0.6071*

E. faecalis 6.86 (6.29-7.39) 6.85 (6.23-7.54) 1.0000*

Lactobacillus sp 8.18 (7.19-8.87) 8.22 (7.02-9.12) 0.9691*

C. leptum 9.02 (8.79-9.23) 8.84 (8.52-9.22) 0.1046*
Bacteroidetes

Prevotella sp 9.33 (6.08-10.25) 9.70 (9.08-10.49) 0.0524*

B. fragilis 9.97 (9.63-10.43) 9.77 (8.92-10.34) 0.1881*
Arquea

M. smithii 5.29 (4.50—6.09) 4.88 (4.33-5.53) 0.0467*
Actinobacteria

Bifidobacterium sp 5.39 (4.42-6.26) 6.14 (5.03-7.43) 0.0401*

Los datos se muestran en medianas y rangos. Las diferencias estadisticas se calcularon por la prueba

de Mann-Whitney El valor p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Correlacion entre la dieta, microbiota intestinal y perfil bioquimico.

La interaccion entre nutrientes y bacterias, B. fragilis estuvo asociada negativamente
con calorias al dia (p=0.026), gramos de proteinas (p=0.002) y lipidos (p=0.010);
miligramos de fosforo (p=0.041), potasio (p=0.018), zinc (p=0.001) y colesterol
(p=0.045); y microgramos de vitamina Bi, (p=0.020). E. faecalis se asocid
positivamente con gramos de fibra y miligramos de potasio (p=0.043). Este ultimo
también estd asociado con Prevotella sp (p=0.004), y ademas con microgramos de
vitamina C (p=0.043). M. smithii se asocié negativamente con miligramos de calcio
(p=0.011) y positivamente con gramos de acidos grasos monoinsaturados (p=0.033).
Por ultimo, C. leptum se asocid negativamente con la ingesta de miligramos de sodio
(p=0.0429) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Relacion Dieta y Microbiota Intestinal

E. faecalis Prevotella M. smithii B. fragilis C. leptum

Calorias 0.0524 0.0505 -0.0352 -0.2474* -0.0895
CHO gramos 0.1138 0.0884 -0.0975 -0.1215 -0.0655
Proteinas gramos 0.1072 0.0245 -0.0761 -0.3397* -0.1013
Lipidos gramos -0.0514 -0.0513 0.0492 -0.2851** -0.0793
Fibra 0.2412* 0.2134 -0.0680 -0.1056 0.1703
Calcio -0.0333 0.0153 -0.3194* -0.0903 -0.0613
Fosforo 0.1668 -0.0024 0.0974 -0.2276* 0.0993
Potasio 0.2303* 0.3203* -0.0173 -0.2630* -0.1995
Sodio 0.0499 -0.1511 -0.1482 -0.1630 -0.2228*
Zinc 0.1258 -0.0559 0.0757 -0.3716** -0.0366
Vitamina B, -0.1065 -0.1359 0.0863 -0.2580* -0.1545
Vitamina C 0.1618 0.2272* 0.1136 -0.1142 0.0065
Colesterol dieta 0.0475 -0.0455 0.1927 -0.2233* -0.0092

Acidos grasos

-0.0267 -0.0726 0.2711* -0.1492 -0.0359

monoinsaturados

Los datos fueron analizados con la prueba de Spearman, se muestran los valores de rho.
*p<0.05 **p<0.001.

De los parametros bioquimicos, los triglicéridos se encontraron asociados a
Bifidobacterium (r=0.2655; p=0.0340) y B. fragilis (r= -0.3230 p=0.0033). E. coli se
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asocio con la glucosa sérica (r= -0.3460; p=0.0014), analizando a la poblacién en
general. Al analizar los parametros por grupos de estudio, las asociaciones se

mantienen significativas en el grupo de jovenes con obesidad (Figura 1).

A B
. Normopeso Obesidad g Normobneso Obesidad
L] @
~—~ L] (=2}
% . ° . . ° é .
. o8 . =)
é . . . ® . ° %B o
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5 P ey ot 2 X : .
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.o ° . o, |:8 o °
_ | r=0.1558 p=0.3069 =-0.3659 p=0.0259 r=0.4108 p=0.0413
S 7 : ; - : ; ;
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C D
Normobpeso Obesidad g Normoneso Obesidad
§w r=0.1000 p=0.5184  r=0.2254 p=0.1862 *g r=0.1594 p=0.3459 r=0.0098 p=0.9614
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b . . =
® 2 e

Lactobacillus Bifidobacterium
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=
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Figura 1. Correlacion de la cantidad log,o de células por gramo de bacterias de la Ml con algunos
parametros bioquimicos. Glucosa con E. coli (A), triglicéridos con S. aureus (B), Lactobacillus sp(C),
Bifidobacterium (D) y B. fragilis (E). Los valores de rho y p se muestran en nimeros.
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Del analisis de la interaccion de los nutrientes se encontré asociacion directa entre la
ingesta en miligramos al dia de sodio, en interaccidon con la cantidad log;o de E. coliy
esta interaccién modifican los mg glucosa sérica; asi como la cantidad en porcentaje
respecto a las calorias de lipidos ingeridos con log;o de Bacteroides fragilis, sobre las

concentraciones de triglicéridos séricos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Asociaciones de la dieta, Ml y parametros bioguimicos

E. coli
Calorias OR IC 95%
<1,706.5 cal 0.76 0.19-3.15
>1,706.5 cal 0.07 0.01-0.39
Cruda 0.26 0.09-0.71
Glucosa Combinada 0.29 0.12 - 0.69
. x°=5.64
Test de homogeneidad 0=0.017
x?=8.35
Test de Mantel-Haenszel 0=0.004
E. coli
Sodio OR IC 95%
<500 mg/dia 4.5 0.15-313.50
=500 mg/dia 0.18 0.06 — 0.53
Cruda 0.26 0.09-0.70
Glucosa Combinada 0.28 0.12 -0.69
2
) X°=4.33
Test de homogeneidad 0=0.037
x°=8.56
Test de Mantel-Haenszel 0=0.003
B. fragilis
Lipidos OR IC 95%
20<x<30% 0 0-0.10
30<x<55% 1.25 0.37-4.21
Triglicéridos Cruda 0.38 0.14-1.02
9 Combinada 0.43 0.18-0.98
. x°=14.48
Test de homogeneidad 0<0.001
x*=4.56
Test de Mantel-Haenszel 0=0.033

El valor p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Discusién

En este estudio, se encontré asociacion de la via de nacimiento entre los de grupos
de estudio, una mayor prevalencia de jovenes con obesidad que nacieron por
cesarea y jovenes normopeso por parto natural, por lo que podrian ser factores
relacionados con la prevalencia de la obesidad en edad adulta. Antes de nacer el
intestino grueso del bebé es completamente estéril y es a partir del nacimiento donde
comienza su colonizacién. Los primeros factores que determinan el establecimiento y
desarrollo de la MI son la via de nacimiento y la alimentacién durante la lactancia
(Fallani et al., 2011; Kabeerdoss et al., 2013). La importancia de la Ml del infante se
relaciona con el correcto desarrollo del sistema inmunitario y su nutricién (Prakash et
al., 2011).

Un estudio realizado en el 2011 Fallani y colaboradores, reportan que la alimentacion
en los neonatos es un factor que influye sobre el establecimiento y desarrollo de la
MI, encontrando que los lactantes tienen una mayor cantidad de Bifidobacterium
bifidum, mientras que en los alimentados con formula lactea, predominaron
estreptococos, Enterobacteriaceae y Bacteroides. Esos resultados son consistentes
en otro estudio realizado por Kabeerdoss y colaboradores en 2013. Asi mismo,
Kabeerdoss y colaboradores (2013) determinaron que los infantes que nacieron por
parto natural tienen una mayor cantidad de Lactobacillus, Enterobacteriaceae,
Bacteroides, Prevotella y Bifidobacterium, en comparacion con los infantes que
nacieron por cesarea, donde ademas predominan Staphylococcus, Corynebacterium
y Propionibacterium. Las cantidades de bacterias mostraron un aumento del primer al
cuarto dia de vida, manteniéndose estable hasta los seis meses de edad. Los
autores refieren que el establecimiento de las bacterias en el intestino, en cualquiera
de las dos vias de nacimiento se caracteriza por el establecimiento primero de
bacterias aerobias facultativas, conforme pasa el tiempo aumentan las cantidades de

bacterias anaerobias.

La obesidad puede estar acompafiada de alteraciones metabdlicas, que representan

un riesgo cardiovascular, como en glucosa, triglicéridos, HDL, LDL, entre otros
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(Mazidi et al., 2016). Se encontré que los jovenes en estudio presentan incremento
en los niveles séricos de colesterol, triglicéridos y glucosa; y disminucioén de HDL en
las personas con obesidad. Estos resultados son consistentes con algunos autores
(Burguete- Garcia, 2015; Dominguez-Reyes et al., 2015; Kong et al., 2014), donde la

diferencia de los parametros es evidente entre personas con obesidad y normopeso.

La dieta es uno de los factores que modifican la MI. Se ha reportado que la dieta
hipergrasa induce un cambio de la microbiota intestinal, lo que se le denomina
disbiosis, que promueve la sintesis de citocinas proinflamatorias. Esto esta
relacionado con el desarrollo de diversas enfermedades como obesidad, resistencia
a la insulina y algunos tipos de cancer (Carding et al., 2015). Diversos estudios
asocian, tanto en ratones como en humanos, el desbalance en la proporcion de
Firmicutes y Bacteroidetes de la MI (ya que representan mas del 90% del total de la
poblacién microbiana) como factor que influye en el desarrollo de la obesidad
(Angelakis et al., 2012; Kong et al., 2014; Lecomte et al., 2015; Ley et al., 2005;
Radilla-Vazquez et al., 2016). El 10% restante de la MI estd constituido por
Proteobacterias, Arqueas, Actinobacterias y otros grupos bacterianos (Harris et al.,
2012; Vrieze et al., 2010). De manera importante, en este estudio se encontré una
diferencia estadistica en la cantidad de E. coli (p=0.0343) y M. smithii (p=0.0467),
siendo mayor en los jévenes con peso normal, que en los jévenes con obesidad.
Estos resultados coinciden con los reportados por Million y colaboradores en 2012,
donde también encontraron mayor cantidad de M. smithii en personas con
normopeso. En 2013, Million y colaboradores, reportaron mayor cantidad de M.
smithii y E. coli, en personas anoréxicas y con normopeso que en personas con
sobrepeso y obesidad. Al igual que Radilla-Vazquez y colaboradores en el 2016,
encontraron una mayor cantidad de E. coli en jévenes normopeso. Lo que sugiere
gue estas bacterias realmente podrian cumplir un papel benéfico en el control del
peso corporal de las personas, aunque son del dominio Arquea (M. smithii) y grupo

Proteobacteria (E. coli).

La obesidad es una enfermedad multifactorial causada, entre otros factores, por un

desequilibrio entre la ingesta de alimentos y el gasto energético, lo que resulta en un
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incremento del peso corporal, principalmente de la masa grasa (Spiegelman y Flier,
2001). Por esta razon, ha sido interés de este trabajo evaluar este padecimiento en
jovenes universitarios. En el estudio se observé que los jovenes con obesidad tienen
una mayor ingesta de calorias (p = 0.011), en comparacion con los jévenes
normopeso. Sin embargo, no se encontrd diferencia entre los demas macronutrientes

ingeridos.

En cuanto a micronutrientes se observd una mayor ingesta de sodio y zinc por los
jovenes con obesidad. El sodio es un micronutriente esencial y su alto consumo esta
asociado directamente con la prevalencia de presion arterial alta. Este mineral se
absorbe junto con la glucosa a través del transportador SGLT1, por lo que se creeria
gue una dieta rica en sodio aumentaria la absorcion de glucosa. Hay autores que
sugieren dos posibles mecanismos, por los cuales la dieta hipersédica se asocia al
desarrollo de la obesidad: uno es que los alimentos ricos en sodio generan una ligera
adiccion a estos, por lo que se induce una mayor ingesta (Navia, 2014); y otro es que
al ingerir altas cantidades de sal hay aumento en la permeabilidad intestinal
favoreciendo procesos inmunolégicos relacionado con la obesidad y otras
enfermedades; asi como, cambios de osmolaridad (Lerner y Matthias, 2015). En un
estudio realizado con ratas, no encontraron asociacion entre la ingesta excesiva de
este micronutriente y el aumento de peso ni en el porcentaje de masa grasa (Cerna
Cortés et al., 2013). El estudio consistié en someter a dos grupos de ratas a una

dieta normal y el otro a una dieta hipersédica, sin encontrar diferencias significativas.

El zinc es un mineral, cuyas principales funciones son el correcto mantenimiento de
los sistemas inmunoldgico, gastrico y reproductor; asi como, una salud adecuada de
la piel y los huesos. Este mineral, también es esencial para algunos grupos
bacterianos para su replicacion (Ma et al., 2015). La deficiencia de este mineral esta
relacionado con el desarrollo de enfermedades como obesidad, inflamacion,
resistencia a insulina y alteracion del perfil lipidico en poblacion mexicana (Garcia et
al., 2013).
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Los principales nutrientes que utilizan las bacterias como fuentes de energia son los
carbohidratos no digeribles y las proteinas (Carding et al., 2015), lo que tendria
efecto sobre la densidad de la poblacion de la MI. Se encontré asociacién inversa
entre la cantidad de B. fragilis con la ingesta de proteinas y lipidos; asi como con

algunos micronutrientes como fésforo, potasio, zinc, vitamina B12 y colesterol.

En este estudio se encontraron importantes asociaciones entre parametros
bioguimicos y especies especificas de bacterias, E. coli fue asociado negativamente
con los niveles de glucosa en los jévenes con obesidad (r= -0.3460). E. coli es una
bacteria comensal, Gram negativa, que se ha reportado en mayores cantidades en
personas normopeso (Million et al., 2013, 2012; Radilla-V4dzquez et al., 2016). La
relacion encontrada con los niveles de glucosa, podria explicarse a través de que su
metabolismo esta basado en la degradacion de carbohidratos simples. Aunque la
asociacion sélo se encontrd en los jévenes con obesidad, esto podria indicar que su

presencia es de suma importancia como factor protector en este grupo de personas.

Las bacterias Gram positivas, S. aureus, Bifidobacterium y Lactobacillus, estan
asociadas a mayores niveles de triglicéridos. Aunque no encontramos diferencia
significativa en la ingesta de lipidos, se dice que este grupo de bacterias son capaces
de aumentar su numero en las personas que consumen una mayor cantidad de
grasas. Estas bacterias tienen la capacidad de resistir la alta cantidad de grasas por
la capa de peptidoglicano que poseen y asi no sufren dafio alguno, a diferencia de
las Gram negativas (Delzenne et al., 2011). Est4d documentado que S. aureus se
encuentra en mayor proporcién en nifilos con sobrepeso (Delzenne et al., 2011) y en
mujeres embarazadas que aumentan significativamente de peso (Santacruz et al.,
2010). Se propone entonces, que S. aureus si puede estar relacionado con el
desarrollo de obesidad cuando propicia una respuesta inflamatoria al aportar una
importante cantidad de antigenos. La respuesta que se desencadena afecta la
permeabilidad intestinal permitiendo la translocacion de lipidos y otros componentes
microbianos, favoreciendo una inflamacion sistémica que caracteriza a la obesidad.
Bervoets y colaboradores (2013) en un estudio reportaron asociacion entre la

cantidad ingerida de calorias, con la cantidad de S. aureus y proponen que tiene

19

——
| —



asociacion al aumentar la extraccion de energia de los alimentos y por ende el

desarrollo de la obesidad.

Bifidobacterium sp y Lactobacillus sp son considerados como prebioticos, que
ejercen un efecto benéfico en la salud del hospedero a través de diversos
mecanismos, como el mantenimiento de la permeabilidad intestinal, el desarrollo del
sistema inmunoldgico e inhibicion de la proliferacién de microorganismos patdégenos
(Delzenne et al., 2011). En este estudio se encontraron diferencias significativas en
el aumento de ambas bacteria en personas con obesidad. En el caso de
Lactobacillus sp, los resultados son consistentes con Bervoets, et al (2013) y Million,
et al (2012 y 2013) donde reportaron mayores concentraciones de Lactobacillus sp y
Lactobacillus reuteri (respectivamente) en personas con obesidad, estableciendo la
relacion entre la bacteria y la obesidad. Los autores refieren que Lactobacillus
induce una respuesta inflamatoria de bajo grado y que no tienen efecto sobre el
metabolismo de lipidos al no producir hidrolasas que degraden las sales biliares. Un
estudio que asocia a los lactobacilos como microorganismo benéfico es el de
Lecomte y colaboradores (2015), ya que reportan una asociacién entre Lactobacillus
intestinalis con el IMC, encontrandolo en mayores cantidades en personas
normopeso. Cabe entonces resaltar, la importancia del estudio de Lactobacillus sp
por especie para diferenciar aquellas que tienen un efecto benéfico en la salud,

contra las que favorecen el desarrollo de obesidad.

Bervoets y colaboradores (2013) realizaron un estudio analizando la cantidad de
bacterias por gPCR y cultivo, asociacion de la dieta y pardmetros bioguimicos sin
evaluar si existe interaccion entre las tres variables. Reportaron una asociacién entre
la cantidad de Lactobacillus sp y la cantidad sérica de hs-CRP, al igual que S. aureus
con calorias ingeridas. Los autores consideran que hacen falta mas estudios, con
poblaciones mas grandes, para conocer el efecto que tiene la MI sobre los

pardmetros bioquimicos.

Se encontraron mayores cantidades de Bifidobacterium sp, en jévenes con obesidad
y estos resultados son consistentes con los reportados por Bervoets, et al (2013),

aungue no fueron significativos. No obstante, existen resultados controversiales por

20

——
| —



Million en el 2013 donde reportdé mayores cantidades de Bifidobacterium animalis en

personas con peso normal y bajo peso.

Los trabajos realizados para el analisis de la influencia de la dieta sobre la microbiota
intestinal diferencian entre tipos de dietas establecidas, de acuerdo por los tipos de
alimento y cantidad de ingesta de grasas; sobre todo se trata de estudios de
intervencién (de La Serre et al., 2010; den Besten et al., 2013; Kong et al., 2014) o
analisis por grupos de alimentos especificos (Burguete- Garcia, 2015). La
determinacién de la influencia de la dieta para los parametros bioquimicos se realizé
con cada uno de los macro y micronutrientes, donde no se encontré relacion

relevante.

Se encontrd asociacion entre B. fragilis, los niveles de triglicéridos, con influencia de
la ingesta de lipidos. Por lo que a un aumento en la ingesta de lipidos, disminuye B.
fragilis y a su vez los triglicéridos séricos. No obstante, en un estudio reportan
asociacion entre B. fragilis y Bacteroides vulgatus con el IMC y el porcentaje de masa
grasa (Lecomte et al, 2015). Bacteroides podria estar asociada al desarrollo de la
obesidad al inducir incremento de la adiposidad en el organismo. Aunque en un
estudio reportan mayores cantidades de Bacteroides en personas normopeso (Kasai
et al., 2015). Los autores refieren que el efecto protector o inductor de la obesidad
no soélo depende del género bacteriano, sino también de la dieta de la persona.
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Conclusiones

En este estudio, se confirmd que los jovenes con obesidad presentan mayores
niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos; y menores de HDLc, en comparacion con
los jbvenes normopeso. La obesidad se asocia con una ingesta mayor de calorias y
el tipo de nacimiento por cesaria, los cuales tienen un impacto en la disbiosis de la
microbiota intestinal. E. coli (proteobacteria) y M. smithiii (arquea) contribuyen a
mantener el peso normal; mientras que los prebiéticos (Lactobacilllu sp y
Bifidobacterium sp) se encuentran incrementados en pacientes con obesidad, por lo
gue se requiere analizar las diferentes especies de estos géneros bacterianos. El
incremento de E. coli se asoci6 con la disminucién de glucosa sérica, al haber menor
ingesta de miligramos de sodio; y el incremento de S aureus se asocia en jovenes
con obesidad con aumento de triglicéridos, en contraste el incremento de B. fragiles
vs disminucion de triglicéridos, esta ultima interaccion con la disminucion en la
ingesta de lipidos. Estos datos apoyan la hipoétesis de que la dieta en conjunto con la
MI, tienen efecto sobre los niveles séricos de los pardmetros bioquimicos e influyen

en el desarrollo de obesidad.
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