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Resumen

Las Enfermedades Inflamatorias del Intestino (EIl), son mayormente
conocidas por sus formas de Cuci y Crohn, donde Cuci es distinguido por ser una
inflamacion especificamente en el colon con afectacion solo a nivel de la mucosa.
La etiologia de esta sigue siendo no muy clara, y los factores de riesgos mas
importantes para esta son: la alimentacion y las infecciones por microorganismos;
siendo este Ultimo importante ya que se ha demostrado en estudios de
metagenomas una dishiosis del bacterioma y se han querido demostrar que esta
disbiosis conjuntada con un aumento en las Especies Reactivas de Oxigeno (EROS)
puede agraviar estas enfermedades. Los EROs conocidos por provocar destruccion
tisular causada por reaccion de oxidacion se ven exacerbados en Cuci; y los
mecanismos antioxidantes naturales que estdn en nuestro cuerpo no son

suficientes.

Tomando en cuenta lo anterior, existe un cofactor denominado
Pirroloquinolina quinona (PQQ), que es sintetizado por algunas bacterias y liberado
al medio, el cual puede ser utilizado por otras células, ya sea como cofactor o como
molécula antioxidante, por lo que pensamos que en padecimientos donde haya
estrés oxidativo ésta podria actuar ya sea mejorando los sintomas al eliminar
especies reactivas o bien ayudando a bacterias sensibles a las EROS a

establecerse en esos ambientes.

Tras el incremento en la incidencia de Cuci, es pertinente realizar
investigaciones que permitan conocer los mecanismos involucrados en la
enfermedad, por lo que se intentd caracterizar el bacterioma potencialmente
productor de PQQ en muestras fecales de pacientes con Cuci e individuos sanos,
mediante metodologias moleculares, utilizando un marcador molecular derivado del

operon de genes de biosintesis de PQQ.

Como resultados del andlisis de la presencia de dicho marcador en
secuencias derivadas de metagenomas, se identific6 mediante un analisis

filogenético la presencia de géneros bacterianos patdogenos en individuos con Cuci,
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como Hyllemonella gracilis y la ausencia de otros géneros beneficiosos para el ser

humano como el género Bacteroidetes.

Ademas, se realizd un analisis estadistico tomando en cuenta los habitos
alimenticios, la gravedad de la enfermedad y los parametros bioquimicos de los
pacientes. Donde se encontro el consumo de ciertos alimentos que se relacionan
con algunos sintomas como dolor abdominal, consistencia de las heces, cantidad
de evacuaciones y gravedad de la enfermedad (puntuacion de PUCAI).

Palabras clave: Bacterioma, Pirroloquinolina quinona, Colitis ulcerosa cronica

inespecifica.
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Capitulo 1
1. Antecedentes Generales

El bacterioma intestinal y sus caracteristicas generales.

Actualmente existen dos términos usados en investigacion microbiota y
microbioma, el “microbioma” se refiere a los genes que se incluyen en los
genomas de especies representadas en un bacterioma, mientras que el
“microbiota” es el conjunto de seres que estan en un mismo ambiente. Por otro
lado, cuando alguien se refiere al “bacterioma normal”; se designa “normal’
(bacterioma normal) a especies de la bacterioma que comUnmente se
encuentran en individuos saludables, aun cuando la ecologia microbial del
intestino tiene un variado grado espacial y complejidad temporal que hacen que
la definicion de “normal” sea igualmente de diversidad y una dificil tarea para los

investigadores(1).

En este estudio se trabajé con el término de bacterioma, el cual, es el
conjunto de genes de células bacterianas que hay en un solo lugar o un medio
ambiente(2). Esto debido a que, se ha visto que en varios estudios se refieren a
bacterioma y microbioma como términos iguales, sin embargo, el “microbioma”
en términos mas cientificos se le conoce como todos los genomas que se
encuentran en un medio ambiente, esto incluye bacterias, hongos, protozoarios,
virus, etcétera (3). Mientras que el término Bacterioma se refiere al conjunto de
genes, Unicamente de filos, géneros y familias de bacterias en un medio

ambiente (1).

Los humanos antes de nacer llegan a estar en un estado practicamente libre
de gérmenes. Casi al instante de nacer, varios microorganismos provenientes
de la madre o incluso del medio ambiente empiezan a colonizar muchos lugares
de nuestro cuerpo(4). Esta colonizacion especificamente en el intestino es de
suma importancia ya que ayuda en el adecuado desarrollo del ser humano y en
su salud. Los efectos de esta colonizacion son particularmente mas activos en

el intestino o tracto digestivo, donde existe una gran variedad de tipos de
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bacterias, este numero llega a sobrepasar el nUmero de células totales en el ser
humano. Se piensa que la exposicion a los primeros microorganismos empieza
al dar a luz, en el canal de parto y en el medio ambiente inmediato al que se

expone (5).

Las relaciones entre el bacterioma y el huésped se centran en la simbiosis y
son bastante complejas, muchas bacterias utilizan varias caracteristicas y
funciones del mismo huésped o de otras bacterias para poder asi sobrevivir en
el intestino(6). Sin embargo, el crecimiento de las bacterias siempre es
supervisado por el propio organismo del huésped, la composicion del bacterioma
intestinal es afectada por muchos factores incluyendo el propio sistema inmune,
la genética y elementos del medio ambiente. Por lo tanto, es necesario el
funcionamiento adecuado de todos los sistemas en el cuerpo del huésped ya
gue el bacterioma es vital para la homeostasis intestinal. La relacion entre las

bacterias intestinales y la salud fue establecida por diferentes estudios (5).

Ademéas de que el bacterioma contribuye a la digestion en el tracto
gastrointestinal, estas tienen diferentes funciones que son esenciales para el ser
humano, en estas se incluye la produccion de vitaminas, educacion del sistema
inmune, en el cual el sistema inmune detecta la microbiota y si esta llega a
presentar cambios, el sistema inmune cumple su rol atacando a lo extrafio y
hace que el bacterioma vuelva a su estado basal, también existe la comunicacion
con las células intestinales e incluso modulacién del comportamiento del propio
huésped (7).

Diversidad en el bacterioma del intestino humano

La verdadera biodiversidad del intestino es aln no concreta ya que la mayoria
de los microorganismos no se pueden cultivar a nivel ex vivo (1), lo que se sabe
es que en el tracto gastrointestinal de un humano en etapa adulta contiene tres

diferentes dominios de vida: Bacteria, Arquea y Eucariota. De estos tres
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dominios, el dominio de Bacteria llega a tener una densidad celular mucho méas
alta que los otros dos. La division bacterial que predomina de estos es la de los
Cytophaga-Flavobacterium- Bacteroides (CFB), que como ejemplo tenemos a
los Bacteroides, Fermicute y Clostridium por mencionar algunos. Cada uno de
estos comprende el 30% de bacterias en las heces y en la sobre capa mucosa

en el epitelio intestinal (8).

La diversidad presentada en el tracto gastrointestinal ciertamente parece ser
por una seleccioén especifica del huésped y su coevolucién con este bacterioma,
por asi decirlo, los miembros de bacterias de CFB son los mas derivados de
todos indicando que tuvieron una evolucion mas acelerada en el momento que
tuvieron el vinculo o la simbiosis con el huésped a diferencia de las demas

divisiones de bacterias (8).

Se ha estudiado que la comunidad bacteriana en su punto culminante de
diversidad en la zona fecal de un adulto va a ser influenciado tanto por los
factores ambientales como por los genotipos del mismo huésped, esto se ha
repostado en varios estudios por Zoetendal et. al. Quien reportdé que mellizos
mono-cigotos tienen transcritos de rRNA 16S del bacterioma mas similar que
una pareja casada(3). Sin embargo, aunque las variaciones de las
composiciones del bacterioma cambien en los individuos, estos tienen una
funcién de estabilidad similar con las reacciones bioquimicas, degradaciéon de

carbohidratos, fermentacion y sintesis de vitaminas(1).

Contribuciones del bacterioma al ser humano

En la interaccion entre el bacterioma y el huésped se puede observar que se
trata de un vinculo que abarca la simbiosis, el comensalismo y la patogenicidad.
Simbidtico en el sentido de que ambos son beneficiados por ambas partes,
mientras que la relacién con patogenicidad es cuando se beneficia de un lado a
expensas del otro. Las relaciones de comensalismo son definidas asi cuando un

lado se beneficia sin necesariamente restarle beneficios al otro; esta lleva a cabo
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muchas reacciones quimicas y por eso se le toma en cuenta como un “érgano”
activo en el huésped; esta juega un rol critico en la nutricion por degradar un
numero alto substancias en la dieta cotidiana que de otra manera el ser humano

seria incapaz de digerir (1).

Microbiodlogos famosos del pasado y del ahora, han enfatizado la importancia
del entendimiento de las contribuciones del bacterioma al ser humano en cuanto
a la salud o enfermedad. Las herramientas computacionales y los experimentos
han ido en desarrollo para poder caracterizar la naturaleza de la diversidad
microbiana en el intestino, sus caracteres gendmicos y los principios que tienen
para dar nutrimentos al huésped, un ejemplo de esto es que en ciertas
enfermedades como las Inflamatorias Intestinales , se ha demostrado que
cuando los animales que tienen un ambiente intestinal libre de gérmenes

manifiestan menos signos de inflamacion que aquellos que si presentan (8)(9).

El Bacteriomay su resiliencia

Este complejo ecosistema del bacterioma es caracteristico de tener la
capacidad también de regenerarse a si mismo, esto también es conocido como
el fendmeno de resiliencia. Gracias a este fendmeno, el bacterioma intestinal
tiene la habilidad de regresar a su equilibrio después de haber sufrido una
perturbacion externa como una infeccion de un patégeno o estar bajo influencia
de un tratamiento con antibiéticos. Asi pues, el concepto teérico es descrito
como la capacidad de un ecosistema en recuperarse de una perturbacién
modulada que comprende 4 partes: latitud (grado maximo del sistema donde
puede ser cambiado por una perturbacion antes de que pierda la propiedad de
recuperar su estado basal), resistencia, precariedad (la distancia del estado
homeostatico inicial a un limite donde no hay regreso) y panarquia (la influencia
de un estado organizacional de un ecosistema que tiene para tratar el estrés)
(10).
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Los ecosistemas complejos como el de las comunidades microbianas en el
intestino tienen un numero limite de estados estables en equilibrio. El término
“‘estado” se refleja en una dinamica de equilibrio, el cual tiene fluctuaciones
menores que son asociadas con distintas funciones. Si estas funciones son
benéficas para el huésped se catalogardn como como un complejo de simbiosis.
Sin embargo, si el estado de equilibrio estable es asociado con funciones que
deploran al huésped son considerado un estado de disbiosis. La disbiosis ocurre
cuando en el bacterioma hay una continuidad de una cierta enfermedad o
malestar que no se puede atribuir a solo una especie de bacteria. Un ejemplo a
esto es cuando el bacterioma contribuye al desarrollo de una enfermedad
cronica intestinal como un sindrome metabdlico o una enfermedad inflamatoria
del intestino (IBD por sus siglas en inglés, Inflammatory Bowel Disease, o Ell por
sus siglas en espafiol), por estas razones es necesario entender el mecanismo
de la estabilidad en la bacterioma en el hecho de que las perturbaciones

continuas pueden llegar a afectar de modo cronico la salud humana (10).

Dentro del ejemplo de las Ell se tiene muy bien establecido el rol del
bacterioma comensal en la iniciacién y perpetuacion en la enfermedad de Crohn,
donde ocurre una disbiosis generalizada, aunque aun no se sabe por falta de
estudios y pruebas, si la disbiosis es consecuencia de la enfermedad o viceversa
(11).

Cuci: Colitis ulcerosa cronica inespecifica
Cuci y las Enfermedades Inflamatorias del Intestino (Ell)

Cuando se habla acerca de la enfermedad inflamatoria del intestino (IBD o
Ell en espafiol), este se refiere a un grupo de desordenes inflamatorios en el
tracto gastro intestinal en el cual se incluyen dos fenotipos, la enfermedad de
Crohn (CD por sus siglas en inglés o EC en espafiol) y a la colitis ulcerosa (UC
en inglés o Cuci en espafiol). La Ell ocurre tanto en adultos como en pacientes
pediatricos, pero la mayoria de los pacientes con EIll son diagnosticados en la

poblacién pediatrica. Las principales manifestaciones clinicas de la Ell son:
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diarrea, dolor abdominal, fistulas y lesiones perineales que afectan a todo el

tracto digestivo y causa sintomas sistematicos (12).

Cuci se caracteriza por una inflamacién continua de la mucosa del colon. De
extension se limita inicamente al colon, iniciando desde el recto hasta el colon
proximal. Por otro lado, la EC es una afectacion discontinua y con caracter
transmural, que puede desarrollarse en cualquier tramo del tracto digestivo,
aunque su localizacion principal es en el ileon terminal y en el colon. La etiologia
y patogénesis de Cuci sigue siendo no muy clara. Hoy en dia se asume que Cuci
ocurre a individuos con influencia genéticamente susceptibles, del sistema
inmune, resultado de una activacion inadecuada y continua del sistema
inmunitario de la mucosa intestinal, en respuesta a un antigeno luminal (probable
componente de biota intestinal) que conduciria a un desequilibrio de respuesta

inmunitaria y perdida de homeostasis intestinal (13) (14).

Incidencia de la Colitis ulcerosa Croénica inespecifica (CUCI)

Ambas Enfermedades Inflamatorias Intestinales, tanto Cuci como Crohn
tienen una incidencia global de 0.1% a 0.2%, resultan ser un tipo de inflamacion
cronica y persistente, la Cuci se presenta en la superficie mucosa del colon y del
recto, dando como manifestaciones clinicas especificas una incurrencia de
diarrea, sangrado purulento mocoso y tenesmo. Se consideran varios factores
para esta enfermedad que tienen un rol de impacto importante como el medio
ambiente, la genética heredada, inmunidad, inflamacion, infeccion y bacterioma
intestinal (15). A diferencia de Cuci, la EC se presenta como envolvimientos
discontinuos de diferentes o varias porciones del tracto gastrointestinal que va
desde la boca hasta el ano; y se puede desarrollar complicaciones incluyendo
abscesos Yy fistulas intestinales, es importante resaltar las diferencias de cada

una para mayor entendimiento (16).

Cuci afecta a un estimado de 1.5 millones de personas americanas, 2.2

millones de personas europeas y varios cientos de miles de personas alrededor
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del mundo, la naturaleza de estas enfermedades ejerce impacto en las terapias,
hospitalizaciones, cirugias, calidad de vida y el funcionamiento social (17). En
las ultimas décadas del siglo XXI se ha visto un incremento en las incidencias
de estas patologias a nivel global y se caracteriza por ser muy variable

demograficamente.

En México se sabe que la incidencia por edad de Cuci esta en un rango de
0.90 a 2.30 por 100,000 habitantes. Y donde la prevalencia tiene un rango entre
15.65 a 71.19 por cada 100,000 habitantes (18). En un estudio hecho por
Yamamoto Furusho en el 2008 se encontrdé una incidencia elevada que fue de
28 (1987-1996) a 71.6 (1997 a 2006) dando como resultado un aumento de 2.6
veces en la incidencia anual (19). En otros estudios realizados por el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran en la tltima década
se corrobora que se han presentado 76 nuevos pacientes diagnosticados por
afio, comparada con décadas pasadas en donde el promedio de pacientes por
ano era de 28 (20).

Alteraciones del bacterioma en CUCI

La comunidad bacteriana en el intestino del ser humano constituye una
barrera de mucosa rica en nutrientes, que tiene un rol importante de proteccién
contra varios microorganismos y también es muy importante en su impacto en el
funcionamiento del sistema inmune (21). La respuesta inmune del bacterioma
del intestino es inducida por la poblacion de organismos comensales, estas
regulan la composicién del bacterioma; por lo tanto, existe una compleja
interaccién entre el sistema inmune del huésped y el del bacterioma, la cual, es
necesaria para la homeostasis del intestino. Sin embargo, cuando la mutualidad
entre el bacterioma y el huésped es irrumpida o afectada, este bacterioma

intestinal puede causar o contribuir a muchas enfermedades (22).

Alteraciones en las composiciones del bacterioma intestinal, que es llamada

como disbiosis, ha sido reportada en las Ell en la ultima década. Estos son

20



Olivera-Hernandez S; 2023. Identificacién y caracterizacién del bacterioma PQQ

asociados con una disminucion en la biodiversidad del bacterioma y un
desequilibrio en la composicién de esta, comparados con controles sanos (23).
Existen resultados en estudios donde hay respuestas inmunes de forma
descontrolada que estan dirigidos a las bacterias comensales en huéspedes
genéticamente susceptibles (24). Otros estudios demostraron que pacientes con
Cuci con adenocarcinomas son asociados particularmente con un incremento en
la diversidad bacteriana pero unicamente con Actinobacterias y Proteobacterias;

y una baja densidad de Firmicutes y Bacteroidetes (25).

En uno de los estudios del bacterioma que han surgido para ver las
diferencias de diversidad de este entre los pacientes con Colitis Ulcerosa. En
donde se correlaciona la disbiosis en el ambiente del microbioma con estas
patologias, dando como resultados, una biodiversidad disminuida de Firmicutes,
Christensenellaceae y Coriobacteriaceae, e incrementada en
Gammaproteobacterias, Actinomyces, Veillonella, and Escherichia coli (26). Un
ejemplo en la enfermedad de Crohn hay proporciones de la clase Clostridia
alteradas, como los géneros de Roseburia y Feacalibacterium de las familias de
Lachnospiraceae y Ruminococcaceas respectivamente, ambos se encuentran
disminuidos, aunque Ruminococcus gnhavus incrementado. Mientras que en Cuci
esta disbiosis estd menos descrita con un incremento en Delta-proteobacteria
sulfato-reductor. Sin embargo, no se ha descrito los roles funcionales de estos
organismos, ni se tiene una total claridad de a qué se debe esta disbiosis en

ambos casos (27).

Aun cuando se han reportado cambios globales en el bacterioma de
pacientes con Ell y tras excesivas busquedas, no hay informacién acerca de la
existencia de microorganismos comensales y microorganismos patdgenos sean
asociados con algun modelo para iniciacion de Ell (28). Sin embargo, se conoce
que las anomalias genéticamente determinadas del sistema inmune pueden
desembocar en modificaciones del bacterioma y causar Ell. Los cambios mas
conocidos en el bacterioma son: Firmicutes, Enterobacterias como E. coli,

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Fusobacterium nucleatum,
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actuando como comensales posiblemente causantes de Ell. Una hipotesis en
estudios diferente es que estos comensales actian en conjunto con el resto del
bacterioma en el intestino para causar la enfermedad, en vez de solo ser los
Unicos agentes infecciosos, esto Unicamente se ha reportado en modelos
animales. Aunque es tentativo el proponer un rol iniciativo del bacterioma en las
Ell, se debe enfatizar que estos estudios solo han descrito asociaciones y no

muestran como tal una causa (29)(30).

Cuci, Crohn, inflamacion y estrés oxidativo

Aungue la influencia genética y los factores ambientales ocupan un rol
importante de iniciacidbn para esta patologia; otro elemento central en esta
patogenia es la funcion aberrante del sistema inmune de las mucosas, dandose
en defectos en el sistema inmune innato y adaptativo. Dentro del sistema
adaptativo se incluyen linfocitos T, B y células dendriticas que son responsables
de respuestas inmunes especificas guiadas por sefiales que vienen de celular
presentadoras de antigeno. Todo este componente de sistema se compone por
linfocitos T CD8+ citotoxicos, células CD4+ T helper (las cuales se subdividen
en Thl, Th2, Thl7 y T reguladoras). La Th17 que un papel importante en la Ell
ya que tiene un rol conocido de reclutamiento de células proinflamatorias. Por
otro lado, también existe una cantidad aumentada de citoquinas proinflamatorias
(TNF-a) que es producida por macréfagos activados, monocitos y linfocitos T
(31).

La inflamacion a su vez es un proceso que va de la mano con la produccion
de metabolitos reactivos como las especies reactivas de oxigeno (ERO en
espafol y ROS en ingles Reactive Oxygen Species) que son producidas en gran
cantidad por las células inmunes activadas que alcanzan la mucosa en la Ell
(13). Los EROs son bioproductos naturales del oxigeno, estas son moléculas
altamente reactivas por la presencia de electrones impares(32), donde los

radicales libres de varias moléculas oxidativas, secretadas por fagocito,
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neutréfilos y mas, se acumulan en una lesion inflamatoria causando deterioro de

la estabilidad en la membrana celular y pueden causar muerte celular (33).

Para regular sus efectos destructivos de los EROs, hay tejidos que estan
equipados con un sistema de defensas antioxidantes; cuando hay un
desequilibrio muy remarcado entre la produccién de EROs y las defensas
antioxidantes surge lo que es llamado el estrés oxidativo (32). En los ultimos
afos se ha hipotetizado que estos metabolitos reactivos estan implicados de
forma directa en destruccion tisular, mas cuando ya existe una diminucién de

defensas antioxidantes y que representen un papel etiopatogénico en la Ell (13).

Existen evidencias en estudios donde se encontré un estrés oxidativo alto y
defensas antioxidantes disminuidas, en pacientes que presentan Ell, en biopsias
de mucosas del colon; donde pareciera que los pacientes con esta patologia
presentan un exceso de moléculas oxidativas en comparacion con sujetos del
grupo control. Y dentro de esta enfermedad (Cuci), aunque las dos presentan
diferencias elevadas de ROMs, en la enfermedad de Crohn es mas pronunciada

esta elevacion (33).

Como reaccion al estrés oxidativo, el organismo responde produciendo mas
antioxidantes, sin embargo, si este estrés oxidativo es persistente, puede llegar
a agotar o cansar los recursos de antioxidantes en el cuerpo y hay un bajo nivel
de estos. Los cambios de concentraciones de antioxidantes son conflictivos en
los estudios realizados, el objetivo principal de esto es el hecho de un
desequilibrio en la concentracion de los antioxidantes que puede llegar a
justificar el que varios oOrganos vitales en las enfermedades inflamatorias

intestinales puedan tener un estrés oxidativo de diferente grado (32).

En otro estudio, se trataron a pacientes con dosis de PQQ en un estudio de
placebo controlado con doble ciego y se observé una pequefia mejoria en
aguellas personas que tenian dosis de pqq PQQ que aquellas que no, sin
embargo, en otra investigacion no se encontraron diferencias o mejoria en la

actividad de la patologia (no se control6 como en el otro estudio), en estas
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Ultimas se usaron otros suplementos como antioxidantes (efectos del aceite de

pescado y sus antioxidantes) (34).

2. Antecedentes especificos

Pirrologuinolina quinona (PQQ)

Es un grupo prostético cofactor de las quinoproteinas que cataliza
reacciones en el periplasma de bacterias. La mayoria de estas realiza una
oxidacion de alcoholes o azucares aldosas (ADH o GDH) (4). Muchas
membranas unidas a deshidrogenasas en el espacio periplasmico o en la
superficie de la membrana citoplasmatica de bacterias acéticas y otras bacterias
de Gram negativas han sido clasificadas como PQQ dependientes(35).

La pirroloquinolina quinona (PQQ) es un cofactor redox de varias enzimas
involucradas en la oxidacion de un amplio rango de sustratos (azucares,
alcoholes, aminas y aldehidos. El grupo de las PQQ quinoproteinas incluya
varias enzimas con actividad deshidrogenasa, las cuales oxidan gran cantidad
dw sustratos mencionados anteriormente; algunos de sus grupos se unen a
estas de forma covalente. Las quino-proteinas mas conocidas que utilizan
cofactores O-quinona son: TPQ (topaquinona), TTQ (triptofano-tirosil quinona) Y
LTQ (tisoil-lisina quinona) (36).

Una caracteristica clave de la estructura de PQQ es la ortoquinona situada
en los carbonos C4 y C5 del anillo quinona, los cuales son reducidos a quinol
durante la catalisis. En su estructura tiene tres grupos de acido carboxilico (C2,
C7 y C9) y dos grupos cetonicos (C4 y C5). Los dos grupos cetdnicos estan
involucrados en el poder redox de la misma molécula, en especial el C5 en su
forma oxidada es muy reactivo hacia nucle6filos como alcoholes, amoniaco,

aminas, cianuro y aminoacidos(4).
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La PQQ esta distribuida ubicuamente en la naturaleza y en muchos lados en
la dieta cotidiana, desde soja fermentada, tés, pimientos verdes, perejil, kiwi y
leche materna, sin embargo, esta concentrada de diferente forma en cada una
de estas, ya que es reactivo y propenso a formar derivados o condensar
productos. El humano consume aproximadamente de 0.1 a 1 mg de PQQ y sus
derivados por dia. Aun con esto, la ruta biosintética de PQQ no ha sido resuelta
completamente; aunque se sabe la necesidad de varios genes para su
biosintesis (34).

El analisis estructural de PQQ con otros antioxidantes, como los derivados
de indol y pirrol, demuestra que PQQ tiene una densidad de electrones reactivos
mas altos comparativamente con otros; convirtiéendola en una molécula
antioxidante fuerte. Y esto demuestra la idea de que una de sus funciones es
gue interacciona directamente neutralizando a los EROs. Se ha demostrado en
un estudio de como PQQ puede neutralizar a los EROs por medio de su
mecanismo de transferencia de electrones y los aductos formados, son no

oxidantes por naturaleza (37).

Dentro de las familias de cofactores quino-proteicos, el PQQ pareciera tener
un potencial redox alto en pH 7, que es un aproximado de 90 mV, en
comparaciéon con las TPQ (topaquinona) con un rango de -150 mV, la TTQ
(triptéfano-tirosil quinona) con -150 mV igualmente, la LTQ (tisoil-lisina quinona)
con -182 mV y en comparacion con la familia de las flavinas que tienen un rango
de -45 mV (38).

Sintesis de PQQ

La PQQ es proveniente de la unién de glutamato y tirosina, ambos
aminodacidos incorporados intactos, la cadena de lado del tirosil tiene 6 atomos
de carbono del anillo de ortoquinona del PQQ); esto llevo a la teoria de rutas de
conversion de la tirosina y el glutamato a PQQ; sin embargo, no hay una

bioquimica evidente para soportar estas teorias. Un pequefio polipéptido de
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entre 23 a 29 aminoacidos demostro estar involucrada en la produccion de PQQ
en un numero basto de bacterias. Estos polipéptidos tienen una gran semejanza
entre ellos y contienen un motivo (motif, secuencia consenso de nucledtidos) con

residuos de glutamato y tirosina separados por otros 3 residuos (4).

Los genes implicados en la biosintesis de PQQ se han caracterizado en
varios numeros de bacterias, incluyendo K. pneumoniae, A. calcoaceticus, M.
extorquens, G. oxydans, etc. En K. pneumoniae, los genes de sintesis estan
agrupados en el operén pgqqABCDEF, que estan bajo el control del promotor
pggA, mientras que en bacterias como en Pseudomonas aeruginosa, el operén
pggABCDE se separa del operdon pqqF; Actualmente, se conoce de forma
general las funciones de los genes involucrados en la sintesis del cofactor PQQ,
donde se sabe que estos estan estructurados en forma de operén bajo el control
del promotor de pggA. Se sabe que pggA actiia como el péptido precursor de la
molécula, pqgB como una oxigenasa putativa, pqqC como una oxidasa que no
requiere cofactor, pqgD como una chaperona de pqqC; pgqE, el cual pertenece
a la familia de las proteinas SAM capaces de catalizar la union C-C (4,38).

1500K 2000 K 2500K 3000K 3500 K 4000 K 4500 K

Figura 1 Estructura genética y funciones de los genes del oper6n pqqABCDE de
Glucanobacter oxydans, creado con biorender (38).

Aunque actualmente se conoce la forma aproximada de las funciones de los
genes involucrados en la biosintesis de PQQ, aun no se tiene la via completamente
elucidada, sin embargo, se cree que podria llevarse de la siguiente manera,

explicada en el articulo de Puehringer, 2008(38):
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1.- Se toman del esqueleto de PqgA los aminoacidos Tyr y Glu, para
posteriormente ser unidos. La formacion de enlaces C-C (carbono — carbono)

en los atomos de C9 y C9a.
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Figura 2. Primer paso de la sintesis de PQQ, creado con biorender (38).

2.- Después de esta reaccion los aminoacidos Glu y Tyr que estan ahora
unidos covalentemente, se encuentran aun unidos a la cadena principal del péptido
PpqgA-peptido. Se cree que PqqF podria estar actuando como proteasa
responsable de la escision de los cuatro enlaces peptidicos en R1y R2 de Glu; y
R2y R3 de Tyr.

Figura 3. Segundo paso en la sintesis de PQQ, creado con biorender (38).

3.- Finalmente, el grupo amino N6 de Glu y el OH (C5a) de Tyr estan listos

para formar espontaneamente una reaccion base Schiff.
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Figura 4. Tercer paso en la sintesis de PQQ, creado con biorender (38).
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4.- En la proxima etapa de reaccion es posible que se afiadan dos grupos OH
a los atomos de C4 y C5 en el anillo de tirosina y para esto se requiere una
deshidrogenasa. Sin embargo, no hay ninguna proteina con similitud de secuencia
con una dioxigenasa en el operon PQQ. Los candidatos serian PpqgB y PpggD, aun

cuando no presentan similitud con ninguna otra dioxigenasa bacteriana.
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Figura 5. Paso cuatro en la sintesis de PQQ, creado con biorender (38).

5.- El paso final en la reaccion se ha aproximado que es catalizado por PqqC.
Esta reaccion de mdultiples etapas incluye un cierre de anillo en N1y la eliminacion

de ocho electrones y protones para poder formar PQQ.
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Figura 6. Paso 5 en la sintesis de PQQ, creado con biorender (38).

En la actualidad no existen datos o estudios que hablen de la caracterizacion
del bacterioma productor de la PQQ en pacientes con Cuci y esto llama la
atencion ya que no se sabe aun si puede jugar un rol importante en el desarrollo
o0 mejoramiento de las enfermedades inflamatorias intestinales. A continuacion,
debido a que no existen datos o estudios de la caracterizacion del bacterioma

productor de PQQ, se estara hablando de las bacterias que podrian ser
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potencialmente productoras en pacientes sanos y pacientes con Cuci y también
de estudios donde se ha visto evidencia que a través de un suplemento con PQQ

se logra disminuir el desarrollo de las Ell y mas en especifico con Cuci.

Bacterias potencialmente productoras de PQQ

En la actualidad hay estudios acerca de asociaciones entre microbiota
intestinal y enfermedades que dependen mucho de la cultivacién de bacterias,
Estas con la tecnologia de metagendémica se facilita el paso de cultivacion; ya
gue muchas bacterias suelen ser dificiles de cultivar; hoy en dia, aunque el 23%
de las especies identificadas en el intestino humano siguen siendo incultivables.
Sin embargo, existe una técnica que ha permitido cierto crecimiento de estas
bacterias no caracterizadas. Esto quiere decir que hay ciertos factores de
crecimiento para las bacterias que normalmente en medios de cultivo in vitro no
tienen para estas, pero que son aportados. Un ejemplo de fuente de crecimiento
son otros microorganismos; en el intestino del ser humano y el ejemplo de factor

de crecimiento son las quinonas producidas por ciertas bacterias (39).

Muchas de las bacterias que son productoras de PQQ (una quinona) lo
excretan al medio en ciertas condiciones durante el crecimiento. Esto indica la
importancia de las comunidades bacterianas que sintetizan PQQ, ya que pueden
estimular el crecimiento bacteriano. Algunos organismos que no pueden
sintetizar PQQ crean apoenzima, las cuales se puede transformar en una
holoenzima si PQQ se encuentra presente en el medio de crecimiento; estas
bacterias productoras de PQQ pueden ser capaces de usar otros substratos
como medio de energia y posiblemente como fuente de carbén (4). La cantidad
de PQQ que excretan las bacterias puede variar entre 1ug/ml a 1 mg/ml y

depende de la composicién del medio de crecimiento (36).

Por esta misma razon la PQQ ha provocado un interés particular por su

presencia en alimentos, sus propiedades antioxidantes y su rol como factor
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promotor de crecimiento. Es necesario el recalcar que las bacterias necesitan
varios genes para su biosintesis, sin embargo, varia el nUmero de genes segun
la bacteria; Klebsiella necesita 6 genes, mientras que Methylobacterium

extorquens 7 y Acinetobacter calcoaceticus requiero solamente 4 genes (38).

Pirrologuinolina Quinona en Colitis ulcerosa crénica inespecifica

En un estudio por Friedman (2018) (40); se comprobd que la PQQ puede
ayudar a atenuar la respuesta de una disbiosis microbiana al aumentar su dosis
en diferentes especies de ratones. Sin embargo, no hay evidencias significativas
del bacterioma caracterizado en enfermedades inflamatorias intestinales tal

como Cuci.

El estudio de PQQ en Cuci puede ayudar a descifrar las causas de la
disbiosis en esta; también se tratara de vislumbrar si la PQQ puede ayudar o
deplorar la salud del ser humano, ya que esta puede estar vinculada a que
bacterias patdégenas se desarrollen en la enfermedad y esto causa también

agraviamiento de la enfermedad.

Posteriormente se podria intentar desarrollar alternativas terapéuticas para
estos padecimientos; también es importante ya que se sabe que los pacientes
con Cuci presentan un nivel alto de ROS/EROS que son los causantes de la
agravacion y presentacion de sintomas graves a causa de la destruccion tisular
gue presentan en gran cantidad; sabiendo que PQQ es un neutralizante natural
de los EROS y por lo mismo se tiene en cuenta de que podrian ayudar en la

reduccion de sintomas y en el alivio del paciente(41,42).

Se han comprobado en estudios hechos por Fenn y Col. (2017) (43) que las
qguinonas son factores requeridos de promocion de crecimiento para diversas
bacterias y esto seria requerido en el microbioma intestinal del ser humano; esto
indicando que la pérdida de biosintesis de las quinonas puede pasar

independientemente en muchos linajes del bacterioma humano. Los roles
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importantes de la PQQ en animales y humanos se saben que estan conectados
en: la reparacion y heridas neurologicas, en la piel y en el mejoramiento de la
memoria (43,44).

Sabiendo que en enfermedades inflamatorias del intestino hay una variacién
o disbiosis en el intestino, esto quiere decir que hay un desequilibrio en el
bacterioma intestinal y por ende es susceptible enfermedades inflamatorias
cronicas; esto incluye por sus multiples factores de riesgo en las personas

vulnerables a tener IBD.
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Capitulo 2
3. Planteamiento del problema
La etiologia y patogénesis de la Enfermedad de Crohn y de la Colitis ulcerosa
cronica inespecifica sigue siendo no muy clara. Hoy en dia se asume que estas
ocurren en individuos genéticamente susceptibles con una respuesta inmune
aberrante y que es detonado también por factores en el medio ambiente. Dado
al actual aumento de la incidencia (0.2%), prevalencia, mortalidad y variacion
epidemioldgica geograficamente, se debe implementar un prondstico, y un
tratamiento alternativo que ayude a disminuir las incidencias y la progresion de
estas. Sin embargo, existe una falta de informacién en México de estas
enfermedades y sus probables asociaciones e interacciones en el microbiota
intestinal, por lo tanto, es necesario implementar trabajos en el campo basico
para contribuir a la informacion en las asociaciones y poder detener la progresion

de ambas enfermedades inflamatorias crénicas.

Existen estudios en el bacterioma, todos con muestras fecales, que han
surgido para ver las diferencias de diversidad de este entre los pacientes con
Colitis ulcerosa. En donde se correlaciona la disbiosis en el ambiente del
microbioma con el desenlace de estas patologias, dando como resultados, una
biodiversidad disminuida de Firmicutes,
Christensenellaceae, Coriobacteriaceae, Faecalibacterium  prausnitzii, e
incrementada en Gammaproteobacterias, Actinomyces, Veillonella, vy
Escherichia coli. Un ejemplo en Cuci, se denota que esta disbiosis estd menos
descrita. Aunado con eso, no se ha descrito las funciones de estos organismos
ni se tiene una total claridad de a qué se debe esta disbiosis. Otro de los
principales temas que ha tenido renombre en los ultimos afos por su papel en
el agraviamiento de estas enfermedades es el bacterioma. L y su produccion de
enzimas, en este caso la pirroloquinolina quinona, la cual es conocida por su
factor actividad antioxidante y se tiene pensado que podria ayudaria a disminuir
la inflamacion conocida caracteristica en la enfermedad de Cuci, donde se

espera obtener una pero también mantener o consolidar la disbiosis ligeramente
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remarcada en los pacientes, sin embargo, alin no hay estudios que hablen de la

identificacion del bacterioma productor de PQQ que se tiene en estos pacientes.

Con lo recalcado anteriormente, es de importancia conocer la relacion entre
la disbiosis, y la inflamacion, de la patologia, su desarrollo y el papel que juega
el bacterioma productor de PQQ. Ya que es primordial para poder crear un nuevo
campo de estudio en beneficio de estas patologias y de los pacientes, poder
desarrollar posteriormente un prondéstico rapido, tratamiento temprano y tratar
de evitar la progresion agresiva de estas. Por lo tanto, se llega a una pregunta

inicial y de la cual se debe partir para abrir este campo de investigacion nuevo.

¢ Cuél es el bacterioma productor de PQQ existente entre el grupo control y

pacientes con Cuci?
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4. Hipotesis
Existen diferencia de géneros bacterianos productores de PQQ entre los

pacientes con Colitis ulcerosa cronica inespecifica y en un grupo control.
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5. Justificacion

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal tiene una incidencia global de 0.1% a
0.2%. En México se realizO un estudio donde representd la escala de
incidencias, demostrando que de 1987 -1996 habia incidencia anual de 28.8
pacientes anuales por cada cien mil habitantes, comparada con 1997-2006
donde se contaron a 71.6 casos nuevos, comprobando un aumento en promedio
de 2.6 de casos en la incidencia anual. En un ultimo estudio realizado en el 2018
por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
describen que se presentaron 76 nuevos casos diagnosticados.

En ambas enfermedades, se ha observado que la etiologia es multifactorial
e inespecificas y que se pueden desarrollar complicaciones incluyendo
abscesos y fistulas intestinales. Es indispensable determinar el factor principal
del inicio de estas, uno de los cuales es el microbiota intestinal y su equilibrio
gue este tiene en el tracto gastrointestinal del huésped, las interacciones de la
microbiota tiene muchos beneficios para la salud, y que al presentarse alguna
disbiosis en esta se sabe que puede llegar a desarrollarse diferentes tipos de
enfermedades, desde inflamatorias hasta inmunoldgicas, sin embargo, no se
sabe exactamente las interacciones a nivel microbiota en esta disbiosis de

diversidad que podrian estar jugando un rol importante en estas patologias.

En varios estudios la cualidad antioxidante de pirroloquinolina quinona (PQQ)
en el ambiente microbiano del intestino es importante y ha mostrado proteccion
contra el dafio de especies de oxigeno reactivo (ROS) que existen en las
enfermedades de colitis ulcerosa crénica inespecifica.

Sin embargo, no hay estudios que respalden tanto la caracterizacién del
bacterioma productor de PQQ, como las diferencias de estos en la enfermedad
de Colitis Ulcerosa Croénica Inespecifica y en individuos sanos. El encontrar
diferencias entre el bacterioma a causa de la produccion de PQQ, podra ayudar

a abrir un campo de investigacion y posteriormente poder desarrollar alternativas
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terapéuticas para detener el avance e incluso su iniciacion de la enfermedad de

la colitis ulcerosa croénica.

6. Objetivos

1. General:
Identificar y caracterizar el bacterioma potencialmente productor de PQQ
entre el grupo control y pacientes con CUCI.

2. Especificos:

Determinar los géneros bacterianos potencialmente productores de PQQ en

pacientes con CUCI e individuos sanos.

Analizar el bacterioma con relacion a la enfermedad, los pardmetros bioquimicos

y con la dieta potencialmente aportadora de moléculas antioxidantes.
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7. Material y métodos

7.1. Disefo de estudio:

Se realiz6 el siguiente estudio: Observacional, analitico, transversal,
prospectivo con numero de registro en BUAP facultad de medicina 885 y con un
namero de registro en el Hospital Universitario de Puebla (HUP) de CEIHUP —
2021/001 (Anexo 1y 2).

7.2. Ubicacion espacio - temporal
7.3. Muestra:

Sujetos con historial clinico diagnosticado con Colitis ulcerosa cronica
inespecifica del Hospital Universitario de Puebla. Se trabajé en conjunto con el
Laboratorio de Genética Molecular Microbiana del Instituto de Ciencias de la

Benemeérita Universidad Autbnoma de Puebla para el manejo de muestras fecales.

Definicion de la Poblacion:

Se tomo en cuenta a los pacientes que asisten a consulta médica al Hospital
Universitario de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla que tuvieran
diagnéstico de Enfermedad Inflamatoria Intestinal de CUCI. Y con un grupo control

de individuos aparentemente sanos en la entrevista de historial clinico.

Tamafo de muestra:

A conveniencia

7.4. Criterios de selecciéon de la muestra

Criterios de inclusion para pacientes:
Pacientes con diagnoéstico de CUCI
Mayores de edad (18 afios en adelante)

De ambos sexos (hombre y mujer).
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Criterios de inclusién para grupo control:
Individuos sanos para grupo control
Mayores de edad (18 afios en adelante)

De ambos sexos (hombre y mujer)

Criterios de exclusion para pacientes:
Tratamiento con antibioticos.

Que tengan tratamiento con inmunomoduladores

Criterios de exclusién para grupo control:

Tratamiento con antibi6ticos.

Criterios de eliminacion:

Aquellos sujetos que no quieran seguir participando en el estudio.

Disefio y tipo de muestreo:

Se realizara un muestreo no probabilistico.

7.5. Definicién de las variables y escala de medicién:

Todos los conceptos de las variables con sus definiciones operacionales e

instrumentos de medicion se encuentran explicados en un anexo aparte (anexo 3).

Variables demograficas:
Edad: tiempo que una persona ha vivido desde su nacimiento.

Sexo: condicidon organica que distingue al macho de la hembra en

organismos heterogameéticos.

Variables Metabdlicas:
Proteina C Reactiva: proteina plasmatica circulante, que aumenta sus niveles

en respuesta a la inflamacion.

38



Olivera-Hernandez S; 2023. Identificacién y caracterizacién del bacterioma PQQ

Velocidad de sedimentacion: mide la distancia que recorren los glébulos rojos

en una hora al descender en un tubo de ensayo.

Klebsiella: Genero de bacterias inmoviles, gram negativas, anaerobias

facultativas.

Pseudomonas: organismos ubicuos, gram negativa, del grupo

proteobacterias.
Serratia: género gram negativo pertenece a Enterobacteriaceae.

Clostridium: género de bacterias anaerobias. Bacilos gram positivos,

parasitos y saprofitos.

Variables Clinicas:
Colitis ulcerosa cronica inespecifica: inflamacion continua de la mucosa del

colon.

Grupo control: personas aparentemente sanas.

7.6. Técnicas y procedimientos:
Registro de protocolo en la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla:

Se contd con el registro de protocolo de BUAP numero 885 la revision por
parte de un comité interno de la Facultad de Medicina de la BUAP para corroborar
la metodologia, antecedentes, justificacion y objetivos, se aceptan cambios
pertinentes en la metodologia; y finalmente se realiza el registro del protocolo en la
BUAP (Anexol).

Registro de protocolo ante comité del hospital universitario de puebla (HUP):

Se tuvo el registro de protocolo en el HUP con nimero 2021/001, se consulté
con el comité de bioética del HUP el protocolo del estudio; donde se aceptaron
cambios pertinentes a las caracteristicas de inclusion y exclusion de la poblaciéon

del estudio, para que el estudio quede registrado en el HUP (Anexo 2).
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Identificacion de la poblacién:
La poblacion de pacientes se identificd por medio de un diagnostico de

Enfermedad Inflamatoria Intestinal ya sea que derivéd a Cuci y se tom6 en un
expediente individual descrito en consulta cuando atendieron al Hospital
Universitario de Puebla.

La poblacion del grupo control se realiz6 por invitacion, via mensaje o
teléfono, a participar en el estudio a estudiantes o conocidos y también se les realizd

una entrevista para creacion del historial clinico.

A cada uno de estos participantes que aceptaron, se les programd a una
consulta médica en el HUP para realizar la revision del historial médico y recoleccion

de muestras fecales.

Busqueda bioinformética de posibles bacterias sintetizadoras de PQQ

Se realizé una busqueda en NCBI (National Center for Biotechnology
information) de estudios metagendmicos con pacientes que tuvieran diagnostico de
CUCI y también muestras de individuos aparentemente sanos. Para descargar los
documentos en formato SRA y poder convertirlos a FASTA se trabajé en un
programa de simulaciéon de maquina virtual llamado VM Ware Workstation (figura
8), dénde se instald via terminal el SRA toolkit que permite descargar archivos SRA
de NCBI y convertirlos a FASTA.

En las secuencias obtenidas se realizé una busqueda con el programa Blast

del marcador molecular pgqqCDE.

Las secuencias que tuvieron similitud con el marcador molecular pqqCDE se
analizaron en un programa llamado MEGAX, en donde se alinearon todas las
secuencias obtenidas junto con la secuencia blanco de PQQ para saber si existen
géneros bacterianos con el gen blanco conservado y posteriormente se realizé un

analisis filogenético, para determinar qué géneros son potencialmente productores

de PQQ.
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Toma de muestra fecal
Por teléfono a cada paciente e individuo aparentemente sano, se le explico

de manera breve y concisa la toma de muestras fecales, donde con cuidado usando
una hoja de plastico se puso debajo del asiento de la taza del bafio y se procedi6 a
defecar, una vez con la muestra en la hoja de plastico se tomd una pequefia porcion

con un palo de madera estéril o una lengiieta y se puso en un frasco estéril.

Informacion y firma del consentimiento:
A cada uno de los individuos sanos voluntarios que participd y pacientes

diagnosticados con CUCI que asistieron al Hospital Universitario de la BUAP, se les

explico de manera concisa y clara el proyecto, y cual es su participacion en él.

Aquellos sujetos que aceptaron participar debieron leer y firmar
cuidadosamente la Carta de Consentimiento Informado para su participacion en el

proyecto (Anexo 4).

Caracterizacion Clinica:

Una vez firmada la carta de consentimiento se inicié con la elaboracion del
expediente o historial clinico (edad, sexo, diagnostico, tiempo de evolucién de la
enfermedad, medicamentos a la fecha y andlisis clinicos).

Andlisis clinicos:
Después de la elaboracién del expediente se le indico al sujeto de estudio el
asistir a una toma de analisis clinicos en la siguiente consulta (3 semanas después)

para obtener los siguientes estudios:

e Proteina C Reactiva

e Velocidad de sedimentacion

Manejo de muestray extraccion ADN bacterial

Una vez teniendo la muestra de heces, se extrajo el DNA bacterial de cada
muestra con el kit “QIAmp® Fast DNA Stool Mini Kit” de marca Qiagen (cat no.
51604) para muestras fecales a temperatura ambiente, pero manteniendo las
muestras y los reactivos en una hielera para no haber degradacion del material

geneético, este kit contd con los pasos a seguir para su centrifugacion, adicion de
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buffer y lavado de muestra para finalizar con elucion con agua libre de RNAsas y
tener una concentracion del ADN bacteriano en un tubo eppendorff (la técnica se

encuentra detallada mas a fondo en el apartado de técnicas y procedimientos).
Concentracion de DNA

Para asegurar que tuviéramos DNA y para aumentar la concentracién de DNA puro
sin contaminacion se llevd a cabo una precipitacion con isopropanol y acetato de
Na; la técnica se encuentra detallada mejor en el apartado de técnicas y

procedimientos.

Amplificacién y deteccién de biomarcador pqqCDE

Se amplific6 el marcador molecular pqqCDE mediante un par de
oligonucledtidos especificos, las muestras de DNA estuvieron en concentraciones
de .25 ng/mg y los oligonucleétidos en 50 pmol cada uno. Se usaron las siguientes
condiciones de amplificacion: 95°C por 3 min, 95°C por 1 min, 53.8°C por 45
segundos, 72°C por 2.5 min y 72°C por 5 min, todo esto se repitié por 40 ciclos y
finalizé dejando los amplicones a 4°C para mantener las muestras estables. Esto se

llevé a cabo en un termociclador marca Eppendorf (Anexo 7).

Los amplificados obtenidos fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa a 0.7% en buffer Tris-borato-EDTA; los parametros del corrimiento de
electroforesis fueron: 110 volts de 45 min a 1 hora, con tincion de bromuro de etidio
por 30 segundos; un contraste con agua por 5 a 10 min y los resultados se revelaron

en un transiluminador de UV marca Labnet.

Andlisis Estadistico:

Se utilizo la prueba de Shapiro Wilks para comprobar la normalidad de las
variables. Se realiz6 analisis descriptivo de las variables sociodemograficas como
edad y sexo, presentandose en media y desviacion estandar (DE), asi como habitos,
frecuencia de alimentos ricos en compuestos fenolicos, gravedad de la enfermedad,
marcadores bioquimicos, detectando que todas no se tenian normalidad excepto la
variable VSG por lo que se utilizé t de student con (p<0.05) para la comparacion de

los datos.
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Métodos de recoleccidén de datos:

Historia clinica (expediente clinico):
Se entrevistd al sujeto para rectificar el historial clinico o en dado caso

editarlo/crearlo (edad, sexo, diagndstico, tiempo de evolucion de la enfermedad,
medicamentos utilizados a la fecha); a continuacion, se les solicitdé una toma de
andlisis clinicos (proteina C reactiva y velocidad de sedimentacién) para su posterior

uso en la estadistica de la investigacion.

Consentimiento informado:
Se hizo entrega a cada sujeto que participé en el estudio, de una carta de

consentimiento donde se les explic6 el propésito del estudio y como ellos

participaron en este, manteniendo su anonimato en la investigacion (Anexo 3).

Obtencion de heces fecales:
El médico en turno explicé el método en el cual se debera tomar la muestra de

heces fecales aplicando lo dicho en la guia de “coleccion de heces para el analisis
de bacterias”, usando un frasco de coleccion de orina estéril. Se emple6 una hoja
de papel de cera o de plastico estéril debajo de la tapa del bafio entes de usarlo. Y
posteriormente se us6 una cuchara o palo de madera estéril (limpio) para pasar la

muestra de la tapa de bafio al frasco con cuidado.

Parte in silico

Andlisis de bases de datos de secuencias de metagenomas
Se tomaron de la base de datos de NCBI documentos que contenian datos

metagenomicos para poder hacer un analisis de las secuencias in silico; estas bases
de datos que se encontraban en documentos SRA se encuentran explicados

detalladamente en la tabla 5 en resultados.

Posteriormente por programacion en software con lenguaje de phyton se instalo

el SRAtoolkit, herramienta que permite descargar los documentos de NCBI en
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formato SRA y poder concatenarlos en un solo documento tipo FASTA, en las
figuras 7 y 8, se muestra una captura de pantalla que muestra comandos con
lenguaje phyton que muestra como se descargaron los documentos SRA y como se

concatenaron en diferentes carpetas para su posterior alineacioén de secuencias.

Después, tomando el documento en FASTA, se pasO a un software de
alineamientos parciales (BLAST) que permitié hacer el alineamiento de todas las
secuencias junto con la secuencia blanco, en este caso el marcador molecular
pqqCDE de nuestro gen de PQQ. Posteriormente se realizé un alineamiento total
por MAFFT y MUSCLE y andlisis filogenético de las secuencias obtenidas. Se
analizé las secuencias y las alined dandonos resultados de donde esta secuencia
blanco se mantenia conservada en ciertas partes del gen; para su mejor rendimiento
del andlisis se eliminaron varios gaps (espacios vacios de que no hubo alineacién
en esos nucledtidos) y se quitaron secuencias que parecian no tener nada

conservado; posteriormente se crearon los arboles filogenéticos.

/usr/bin/xauth: file /home/sandra/.Xauthority does not exist
sandra@ubuntu:~$

sandra@ub ng

sandra@ub

sandr

sandra@ubuntu

sandra@ubuntu: cd /db/

sandra@ubuntu:/db

sandra@ubuntu:/db$

buntu:/db$

sandra@ubuntu:/db$ 1s -ltrh
total 556G

- PWXIWXTWX
- PWXIWXIWX
- PWXIWXIWX
- PWXMWXMWX
- PWXIWXIWX

sandra sandra 126M Mar 20 @

sandra sandra 893M Mar 2

sandra sandra 27M Mar 2

sandra sandra 54M Mar 2
3.96

1

1

1

1

1 sandra sandra Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra G Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 2.08G Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 2. Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 1.9K Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 2.5G Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 2.5G Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 8.5G Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 8.5G Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 6.5G Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 6.5G Mar 2
-rwxrwxrwx 1 sandra sandra 8.7G Mar 2 um
-rw-rw-r-- 1 sandra sandra 55M Apr 2 143 SRROB65
sandra@ubuntu:/db$
sandra@ubuntu:/db$
sandra@ubuntu:/db$
sandra@ubuntu:/db$
sandra@ubuntu:/db$ I

Figura 7.- Ejemplo de descargas de secuencias. Programa virtual machine terminal.
Programa en una maquina virtual con lenguaje de phyton, donde se utilizo el sofware de
SRA toolkit para descargar los archivos SRA de NCBI y convertirlos a en fasta. Se
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muestran los comandos usados para descargar las secuencias SRA de la base de datos
de PubMed.

6 cd /db/
1s -1ltrh
cd /media/sandra/ADATA\ HV620S/Documents/Tesis\ BUAP\ MCMI/analisis\ in\ silico\ PQQ/bases\ datos/
1s -

defau'lt ERR210758. 1

ve

3 defaLflt ERR210758.1

0 sudo fastg-dump --fasta default ERR210758.1
cd --

2 sudo su -

3 fa<tq dump --fasta default ERR210758.1

/ ERR210758.1.fasta

fastg-dump --fasta default SRRE06538.3
ipas

O 1ip a as
ipas

2 sudo su -

3 cd /db/
1s -ltrh
cd
history

sandramulxuntu <3 |

Figura 8.- Ejemplo de conversion de las secuencias a fasta con SRAtoolkit:

Se muestra cdmo se usan los comandos para convertir el documento SRA a fasta activando
el paquete de SRAtoolkit y poder usar los fasta en programa de MEGA11 y posteriormente
hacer un andlisis filogénico.

a

”, 7 al Y AN
parte1 | Dusqueda L Analisis
PR _ de Alineamientos flosén:
[ 4 metageno en MEGA X cgo
Invitacién Encufa‘sta y Q mas ~— o
a creacién de _
.. historial Py
rt
participar clinico e II A ) f s
' Recepcidn m 1 icacién
~— N 4 ’ p Purificacién :
muestras de DNA blomarcador
fecales pqqCDE
4
@ Y —
.. pe N
Analisis [ . ., |
estadistico Verificacién de
Kruskall resultados con la
Wallis amplificacién
A 4

Figura 9.Diagrama de la metodologia utilizada.

En este diagrama se presentan los pasos a seguir de la metodologia usada en la tesis; el
cual se divide en dos partes: parte 1 fue la parte in silico donde se buscaron estudios de
metagenomas en NCBI y con estos se realizé un analisis filogenético. Mientras que la parte
2 fue la parte experimental que incluyoé la recepcion de muestras fecales y el intento de la
amplificacion del marcador molecular de pgqCDE en estas muestras fecales por medio de
PCR punto final.
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7.7. Anélisis estadistico:
Para los resultados estadisticos de la encuesta se utilizé la prueba de Shapiro

Wilks para comprobar la normalidad de las variables. Se realiz6 analisis descriptivo
de las variables sociodemograficas como edad y sexo, presentandose en media y
desviacion estandar (DE), asi como habitos, frecuencia de alimentos ricos en
compuestos fendlicos, gravedad de la enfermedad, marcadores bioquimicos,
detectando que todas no se tenian normalidad excepto la variable VSG por lo que
se utilizo t de student con una (p<0.05) para la comparacion de los datos.
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8. Resultados:

En el presente estudio se evaluaron a 22 pacientes del Hospital Universitario del
Servicio de coloproctologia, 11 con diagnostico de Colitis ulcerosa crénica
inespecifica y 10 individuos sanos, esto con el propdsito de determinar el
bacterioma productor del cofactor PQQ tanto en los individuos sanos como en los
pacientes con Cuci, ademas de analizar el bacterioma con relacion a la
enfermedad, los pardmetros bioquimicos y con la dieta potencialmente aportadora
de moléculas antioxidantes que podrian estar cumpliendo alguna funcién

intrinseca con la enfermedad y el bacterioma.

Tabla 1. Femeninos y masculinos en el estudio con diagnéstico de Cuci y sujetos

sanos.
Sexo
Sano Cuci Total
mujer 8 3 11
Sexo
hombre 2 8 10
Total 10 11 21
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Tabla 2. Frecuencia de las edades.
Edad (afios)

Sano Cuci  Total
Edad 18 2 0 2
(afios) 26 1 0 1
27 1 0 1
30 1 0 1
31 1 1 2
39 0 2 2
45 1 0 1
46 0 1 1
a7 1 1 2
49 1 0 1
59 0 1 1
60 1 0 1
61 0 1 1
62 0 1 1
65 0 1 1
78 0 1 1
80 0 1 1
Total 10 11 21

Con una media de 45.62, una desviacion estandar de 18.068, el minimo en edades
fue de 18 afios y el maximo fue de 80. Esto tomando en cuenta que en el estudio

solo se aceptaban participantes de controles mayor o igual a 18 afios.
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Grafica 1. Diagnostico de sanos y Cuci (n=21) de los sujetos en el estudio

Para el diagndstico de pacientes con Cuci, aparte de que se contaron en la
encuesta las respuestas, también se confirmé con el historial clinico del HUP de
cada paciente; como se puede ver en la tabla, la pequefia minoria que se obtuvo
fue de pacientes con Cuci (n=11); mientras que en el caso de los sanos se
realizaron preguntas sobre antecedentes médicos para poder saber si eran aptos
a cumplir los requisitos de individuos sanos.
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Grafica 2. Estado civil de todos los sujetos en el estudio

La mayoria de los sujetos en el estudio fueron solteros (n=11) y casados (n=6)
resaltando el hecho de que algunos son estudiantes de maestria y licenciatura

(gréfica 2).
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Tabla 3. Ocupacion de los sujetos en estudio.
Ocupacién
Sano Cuci Total
Ocupacion Ama de casa
Trabajador sector privado
Profesionista
Estudiante
Comerciante
Auxiliar administrativo
Ingeniero
Jubilado
Docente
Médico

O OO R FP WN R PRFE PP
N DA WO O O o o oM
N D W R R WN R RFP W

[EEN
o
[EEN
[EEN
N
[

Total

La ocupacion de los sujetos de estudio que mas se vio respondida en la encuesta
es de estudiante (n=5), seguido por jubilado (n=4) ya que la mayoria de los
pacientes son mayores de 50 afios.
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Gréfica 3. Nivel de estudios

Tanto los pacientes como los controles sanos cuentan con un grado escolar (grafica
3) en su mayoria de nivel de licenciatura completa/terminada (n=12); cabe recalcar
que la mayoria de los sujetos de estudio son pacientes atendidos en el Hospital
Universitario de Puebla, donde se atiende en su mayoria a trabajadores de la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla o a derecho habientes que cumplen
con ciertos requisitos y cuentan con los recursos socioeconémicos para cubrir sus
gastos no incluidos en el hospital. Se denota que algunos sujetos cuentan con

especialidad médica (n=3) o maestria (n=3).
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Tabla 4. Lugar de residencia de los sujetos en el estudio.

Lugar de residencia

Sano Cuci Total
Lugar de residencia San 1 1 2
Andrés
Cholula
Puebla 9 10 19
Total 10 11 21

El lugar de residencia en comun que tuvieron fue en Puebla centro (n=19),
mientras que la minoria se encuentra residiendo en el municipio de San Andrés
Cholula (n=2), esto puede ser debido ya que el Hospital estd cerca de Puebla
centro y por comodidad o facilidad de transporte, la mayoria se atiende alrededor

del centro de Puebla.

El paso inicial para el estudio fue la investigacion y analisis in silico, donde
se obtuvieron 6 estudios de NCBI de metagenomas humanos del bacterioma en el
intestino de personas sanas e individuos con enfermedad de Crohn y Colitis
ulcerosa crénica inespecifica (tabla 2), para su uso en la misma plataforma
posteriormente y poder blastear el biomarcador molecular del gen de
pirroloquinolina quinona dentro de estos metagenomas; se descargé una maquina
virtual “VM Workstation” que permitié instalar el SRA toolkit, habilitando el
descargar los documentos en SRA de los estudios metagendmicos y también
convertirlos a formato fasta; en estos estudios se usaron Unicamente a los
pacientes con Cuci e individuos sanos; se eliminaron a pacientes con Crohn u

alguna otra enfermedad crénica.
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Tabla 5. Estudios de metagenomas humanos de Ell y sanos

SRA nombre |Estudio Muestra Instrumento |Organismo Fuente
Metagenoma humano y
i Metagenom
metatranscriptoma en .
llumina a del .
SRX3139489 enfermedades Muestra Fecal R . R Metagenomico
. o . HiSeq 2000 intestino
inflamatorias intestinales
i humano
(iIHMP/HMP2)
Muestra Metagenom
Microbioma central del generica de a del i
SRX001447 . . . 454 GS FLX i . Metagenomico
intestino en obesos metagenomica intestino
de humano humano
El rol de microbiota
humano en Colitis ulcerosa,| Metagenoma llumina Metagenom .
SRX2816761 . A Metagenomico
metagenomica de genes humano HiSeq 1000 a humano
funcionales
Catalogo integral de genes Metagenom
ERXA70345 de referencia en el Muestra fecal lHlumina a del Metagenomico
microbioma del intestino de chinos HiSeq 2000 intestino & !
humano humano
Secuenciacion Metagenom
metagenomica del lHlumina a del .
SRX6097437 . . ) i PN-5 B B . Metagenomico
microbiota intestinal en HiSeq 2500 intestino
mujeres humano
Potencial del microbiota llumina Homo .
ERX629148 DE-069C A . Metagenomico
fecal MiSeq Sapiens

Las secuencias obtenidas en el blasteado se utilizaron en el software”

MEGA11”; donde se analizan los lados conservados de todas las secuencias

gue se tiene en un solo documento mediante los programas Muscle y Mafft”,

primero se realiz6 una revision a todas las secuencias donde se eliminaron

gaps que pudieran afectar al andlisis, se arreglaron los nombres de cada

secuencia y se acomodaron tratando de que estas secuencias estuvieran lo

mas escalonadas posible.
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2. gnl|SRAISRR5548989.9879658.1:1-154/1-154 9879658
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. CP013478.1:3319263-3320848/1-1596 Pseudomonas aeruginosa strain SCVJan complete gen
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i
|
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Figura 10. Alineamiento de secuencias.

Se muestran las secuencias con sus claves y nombres; remarcado en colores estan
los nucledtidos, los cuales tienen un color especifico segun sea timina, adenina,
guanina y citocina. Al alinearse en el software los nucleétidos similares quedan en las
mismas filas y por eso se llama “alineacion”.

El resultado del andlisis filogenético con las secuencias se presenta en las
figuras 11 y 12, en el cual se us6é un método de maxima verosimilitud, esta

herramienta da una medida precisa de la distancia para valorar parentesco de

secuencias.

1 Sanos

| = R .

Figura 11. arbol filogenético de individuos sanos.
Se observa una vista previa y extendida del &rbol filogenético de los géneros bacterianos
encontrados en los estudios metagendmicos de los individuos sanos.
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En los arboles filogenéticos se pueden observar las secuencias que tienen
algo en comun entre los diferentes clados (grupos) que se forman en cada arbol,
que contengan el biomarcador molecular. Para poder observar con mayor
detenimiento se tomaron diferentes grupos de clados de ambos arboles (fig 11 y
12); esto para determinar la similitud entre grupos, esto tomando una secuencia de
los diferentes clados y blastedndole para conocer con qué bacteria tiene similitud
esa secuencia y meterla en el clado para ver si entra dentro de éste.

Cuci

Figural2. Arbol filogenético de pacientes con Cuci.

Se muestra la vista extendida del arbol filogenético de todos los géneros bacterianos que
se encontraron en los estudios metagendmicos de los pacientes con Cuci, ordenados en
diferentes clados dependiendo su similitud entre cada uno de estos con el marcador
molecular.
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Figura 13. Clado de sanos.

Se observan diferentes clados de una parte del arbol filogenético de los individuos sanos,
se muestran los nombres de los géneros bacterianos arreglados en claves y se sefiala con
flecha amarilla un género llamado Bacteroidetes.

Dentro de los clados de los sanos podemos encontrar una cantidad
variada y extensa de Bacteroidetes (figura 13); también encontramos
diferentes Gammaprotepbacterias como Psudomonas, Serratia y Klebsiella; de
estas diferentes Gammaproteobacterias no hay una inclinacion hacia algun filo
en lo particular, si no que se encuentran en diferentes cantidades, pero

proporcionalmente equilibradas (figura 14).
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Figura 14. Segundo clados de sanos.
Se muestran mas clados de sanos donde se encuentran otros géneros bacterianos de f
Proteobacterias.

Mientras que en los clados de los pacientes con Cuci, podemos encontrar
Gammaproteobacterias pero esta vez sin presentar algun filo de Bacteroidetes.
Se encuentran en su mayoria de clados muchas secuencias de bacterias de
filo Proteobacterias que son conocidas como patdégenos oportunistas como
Psudomonas aeuroginosa, Serratia marescens y Klebsiella pneumoniae (figura
15). También empezamos a encontrar a un género bacteriano llamado
Hylemonella gracilis, que es un patdégeno oportunista grande proveniente de los

filos de Betaproteobacterias (figura 15).

ilo
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Figura 15. Clados de Cuci.

Se visualizan diferentes clados del arbol filogenético de los pacientes con Cuci donde se
muestran los filos Betaproteobacterias y Gamma proteobacterias; dentro de los
Betaproteobacterias se encuentra las pseudomonas la cual se encuentra remarcada con
color amarillo.

En un clado de los pacientes de Cuci, se encontré6 un género bacteriano
conocido como Escherichia (Figura 16), el cual no se encontraba dentro de las
secuencias de un clado en especifico, sin embargo, aparecia con una

semblanza similar a estas secuencias en un porcentaje.
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Figura 16. Clados de Cuci con Escherichia.
Se observa unos clados de Cuci con escherichia coli en el remarcado en amarillo, todos
los filos de estos clados son Proteobacterias como lo sefiala la imagen.

Como resumen de los resultados se obtiene respuesta en parte a los objetivos
del estudio de conocer los diferentes géneros bacterianos potencialmente
productores de PQQ en los individuos sanos y en los pacientes con Cuci. Tomando
en cuenta que en los sanos hay una caracteristica que en pacientes de Cuci no;
esta es la existencia de Bacteroidetes uniformes. Mientras que en pacientes Cuci
se encontraron varias secuencias pertenecientes a Gammaproteobacterias
oportunistas y Betaproteobacterias patdgenas; sin encontrarse algin Bacteroidete

uniforme en los clados.

Con la finalidad de relacionar los resultados in silico de los posibles géneros
bacterianos potencialmente productores de PQQ con los datos clinicos de los
pacientes y sus habitos alimenticios, se aplicdé una encuesta con preguntas de
opcion multiple via online (Google forms); los resultados del analisis estadistico

indicaron que los sujetos de estudio contaron con una edad promedio de 45.62+18.0
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afnos. Las graficas y tablas que se mostrardn a continuacion forman parte de las
respuestas del cuestionario.

Tabla 6. Tipo de actividad fisica
Actividad fisica: Tipo

Sano Cuci Total
Nada 2 1 3
Caminar 3 7 10
Corre o Cardio 2 1 3
Gimnasio 2 2 4
Futbol 1 0 1
Total 10 11 21

La actividad fisica (tabla 5) de los sujetos en el estudio demuestra que la mayoria
tiene una actividad fisica de caminata (n=10) con un tiempo alrededor de 30 min al
dia que en semanas son 150 min (n=5); algunos pacientes prefirieron no decir
cuanto tiempo caminaban o refirieron que no contaban el tiempo total de caminata.
El ejercicio en gimnasio (n=4) forma parte también de los habitos diarios de sujetos
sanos con aproximadamente 120 (n=3) y 60 (n=1) min a la semana referenciado en
la tabla 18.
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Tabla 7. Tiempo a la semana en minutos de la actividad fisica.
Actividad fisica: tiempo a la semana (min)

Sano Cuci Total

0 2 3 5
30 1 0 1
40 1 0 1
60 0 1 1
120 1 2 3
150 3 2 5
180 1 2 3
300 0 1 1
420 1 0 1
Total 10 11 21

Otro habito importante y resaltado en la encuesta que entra dentro de los factores
de riesgo es el tabaquismo. En el cual se observa que la mayoria de los sujetos de
estudio no consume ningun cigarro o tabaco en la semana; mientras que 5 sujetos
tanto pacientes con Cuci como individuos sanos, esto resalta a la vista ya que el
tabaquismo juega un papel importante de riesgo en la enfermedad; de los sujetos
gue consumen tabaco en alguna forma todos son sanos. Los pacientes con Cuci
declararon no fumar ya sea por complicaciones, gustos o habitos.

Tabla 8. Tabaquismo en los sujetos de estudio

Tabaquismo
Sano Cuci Total
Ninguno 10 6 16
A veces (2 a la semana) 0 5 5

62



Olivera-Hernandez S; 2023. Identificacién y caracterizacién del bacterioma PQQ

Tabla 9. Enfermedad extra de los sujetos en estudio

Presenta No presenta
Enfermedad Sano Cuci Sano Cuci
Estrés o estar bajo 5 6 5 5
presion
Sindrome del 0 5 10 6
Intestino Irritado
(SI1D)
Enfermedades 0 2 10 9
cronicas (diabetes
y cancer)
Hipertension 0 4 10 7
Triglicéridos 2
Gastritis 0 2 10 9
Dismenorrea 1 2 9 9
Problemas del 0 3 10 8
rindn
Colesterol 0 2 10 9
Higado graso 0 1 10 10
Total

A estos mismos, también se les pregunto en la encuesta si contaban con alguna

enfermedad o comorbilidad aunada con el diagnostico de Cuci y en los cuales

resaltaron comorbilidades importantes como diabetes (n=2),
triglicéridos (n=2) e hipertension (n=4).

cancer (n=1),
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Tabla 10. Presencia de estrefimiento

Sano Cuci Total
No 10 5 15
Si 0 6 6

También se reportd en la encuesta la presencia de estrefiimiento, donde la mayoria
de los sujetos no presenta estrefiimiento (n=15); pero quienes si presentan (n=6) 4
de los sujetos son pacientes con Cuci donde uno refiere que presenta mayor
estreflimiento cuando la enfermedad esta activa y que su duracién es de alrededor
de 3 meses (grafica 4); mientras que de los demas pacientes con estrefiimiento
recalcan que la duracién es menor a 1 semana.
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Gréfica 4. Ausencia/presencia y tiempo de estrefiimiento
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Tabla 11. Horas de suefio, deposiciones al dia y a la semana

Media + Desv, Estandar Media + Desv, Estandar
Sanos Cuci
Horas de suefio en | 6.52+0.981 3.44+0.892
promedio (dia)
NuUmero de deposiciones | 1.81 +1.167 1.08 +1.237
(dia)
Numero de deposiciones | 0.19 + 0.873 0.33+0.150
(semana)
Duracion de estrefiimiento | 1.81 +1.662 2.03+1.034

Las horas de suefio promedio al dia son importantes como factor para la
enfermedad y el nUmero de deposiciones al dia y a la semana segun la escala de
truelove-Witts y la de Mayo: la temperatura axilar, numero de deposiciones (dia y
semana) y el sangrado a la hora de defecar ayuda a saber el grado de gravedad de
la colitis ulcerosa. En la tabla se denota la media y desviacion estandar de cada una
de estas variables.

Tabla 12. Sangrado en heces de sujetos en estudio
Sangrado en heces

Sano Cuci | Total
presenta sangrado en No 8 7 15
heces? )
Si 2 4 6
Total 10 11 21

Como se menciond arriba, el sangrado en heces ayuda a saber en qué grado de
enfermedad esta el paciente; algo que resalté fuera de lo normal es que de los 6
sujetos que dijeron si tener sangrado al defecar es que 5 de los 6 son pacientes con
Cuci y un individuo sano sefialo ser estrefiida y también tener hemorroides y por lo

tanto a veces presentar sangrado en heces.
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Tabla 13. Duracion del sangrado en heces

Duracion del sangrado

Sano Cuci Total

jcuantas veces Nunca 9 7 16
presenta sangrado? 1vezala 1 0 1

semana

Esporadicamente

1 vez al mes

Todos los dias 0

cuando esta

activa
Total 10 11 21

La duracion del sangrado también es importante para saber la activacion y gravedad

de la enfermedad; de 5 pacientes que respondieron tener sangrado, 2 declararon

tener el sangrado esporadicamente, queriendo decir que no es continuo y no es en

abundancia el sangrado; mientras que otro paciente menciono tener sangrado 1 vez

a la semana esto repercute en el nivel de gravedad de la enfermedad; otro paciente

recalco que 1 vez al mes presentaba sangrado lo cual refiere a algun periodo de

estrefiimiento; mientras que un ultimo paciente refiri6 sangrado todos los dias

cuando esta activa la enfermedad lo cual refleja un grado medio en la escala de

truelove Witts y de Clinica Mayo.

Tabla 14. Presencia o ausencia de hemorroides
Presencia hemorroides

Sano Cuci Total
Presencia de No 8 6 14
hemorroides Sj ) 5 7
Total 10 11 21

Los sujetos de estudio con hemorroides se reportaron en la tabla 13, donde se

observa que 7 de 21 sujetos presenta hemorroides; en sanos se observaron 2

sujetos que padecen esporadicamente de hemorroides; mientras que en pacientes
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Cuci son 5 los sujetos que normalmente padecen de hemorroides y mas cuando la
enfermedad esta activa o llegan a tener sintomas mas remarcados o agraviados. El
medir o saber de las hemorroides también ayuda con la gravedad de la enfermedad,
ya que las hemorroides muchas veces conllevan a sangrados a la hora de defecar.

Tabla 15. Presencia o ausencia de dolor abdominal
Dolor abdominal

Sano Cuci Total
Dolor abdominal No 10 9 19
Si 0 2 2
Total 10 11 21

El dolor abdominal cominmente significa que la enfermedad esta activa ya que es
un sintoma de la enfermedad de Cuci; 2 de los 21 sujetos de estudio presentaron
dolor abdominal esporadico o cuando la enfermedad esta activa, ambos sujetos
fueron pacientes con Cuci.

Tabla 16. Sensacion incompleta al evacuar
Sensacién incompleta al evacuar

Sano Cuci Total
No 9 0 9
A veces 1 8 9
Si 0 3 3
Total 10 11 21

Tener sensacion incompleta al evacuar también puede ser una sefial de
estrefiimiento, puede ser por sangrado o por inflamacion en el colon. Por lo tanto,
se anexo una pregunta en la encuesta donde 9 sujetos de estudio dijeron que a
veces presentaban esa sensacion, de los cuales 8 fueron pacientes con Cuci y solo
1 fue un individuo aparentemente sano; mientras que los sujetos que si presentan
totalmente sensacion incompleta al evacuar fueron 3 pacientes con Cuci.
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Tabla 17. Tipo de heces en los sujetos de estudio
Tipo de heces

Sano Cuci Total
Ligero 4 2 6
estrefimiento
Normal 3 2 5
Ligera diarrea 8 9 17
No identificable 2 6 8

Los tipos de heces de los sujetos también nos dicen mucho tanto de la enfermedad
como de los habitos alimenticios. Se tomaron en cuenta los nimeros de la escala
de Bristol y se pusieron imagenes de esa escala como ejemplo, y que los sujetos
tacharan o marcaran a que tipo se relacionaban de la escala; como resultados, la
mayoria de los sujetos de estudio (n=9) tuvieron un tipo de heces normal, sin
embargo 6 sujetos (4 pacientes y 2 sanos) presentaron un ligero estreflimiento la
escala de Bristol. En la tabla 16 esta anotado como no identificable un apartado de
la tabla ya que hubo 3 sujetos (todos pacientes con Cuci) en la encuesta que se
identificaban con mas de 4 tipos de heces; queriendo decir que variaba mucho la
estructura de las heces en diferentes dias de la semana. Esto parece llamar la
atencion ya que todos fueron pacientes con Cuci.
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Tabla 18. Consumo de laxantes
Consumo de laxantes

Sano Cuci Total
Nunca 9 4 16
A veces 1 4 5
Total 10 11 21

El consumo de laxantes fue un parametro en la encuesta donde se obtuvo que 5 de
21 sujetos toman laxantes con frecuencia media; todos los que toman laxantes
fueron pacientes con Cuci, esto debido a que la mayoria de ellos sufren de

estrefiimiento. No se obtuvieron datos de que los individuos sanos tomen laxantes.

Tabla 19. Tratamiento médico actual
Tratamiento médico actual

Sano Cuci Total
No 6 0 6
Si 4 11 15
Total 10 11 21

Como tratamiento médico actual se obtuvo que 15 sujetos de estudio estan en
tratamiento médico actual; 11 de los cuales son los pacientes con Cuci y llevan un
seguimiento con la enfermedad, mas alla del seguimiento también llevan otros
tratamientos médicos de comorbilidades que tienen aparte de Cuci. De los
individuos sanos, 4 presentan tratamiento médico por razones diferentes, como

contracturas por ejercicio.
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Tabla 20. Uso de mesalazina como tratamiento
Medicamento (CUCI)

Sano Cuci
Ninguno 10 0
Mesalazina 0 11

El tratamiento para los pacientes con Cuci (n=11) es basado principalmente con
mesalazina que actia como inhibidor de prostaglandina y es catalogado como un
tipo de antioxidante. De los 11 pacientes con este tratamiento solo 2 pacientes
toman este medicamento una dosis tanto en via oral como en via rectal, esto solo
se presenta ya que los cuadros/episodios de Cuci en esos pacientes son un poco
mas agudos. La mesalazina se tomd en cuenta para los resultados ya que como se
describio arriba, puede ser tomado como un tipo de antioxidante que ayuda en los
sintomas y agravaciones de la enfermedad y también porque se toma en cuenta

para saber la cantidad de antioxidantes que consume el paciente en total.
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Gréfica 5. indice de masa corporal en los sujetos de estudio

El indice de masa corporal nos dice quiénes del estudio estan por arriba del peso
adecuado que deberian tener, el 57.14% donde entran la mayoria de los pacientes
con Cuci que son normopeso (n=12), mientras que de sobrepeso hay un 38% que
incluye pacientes con Cuci e individuos sanos (n=8), mientras que de obesidad
grado | solo es 1 individuo sano. Esto nos ayuda a saber también tanto los habitos
alimenticios como las actividades fisicas y el cuidado personal en la nutricion que

tienen los sujetos de estudio.
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Tabla 21. Tipo de alimento mas consumible por los sujetos de estudio, dulce, salado o
picoso
Tipo de alimento mas consumible

Sano Cuci Total
Dulce 2 2 4
Salado 5 4 9
Picante 3 5 8
Total 10 11 21

El tipo de alimento mas consumido ayuda a saber qué tipo de comida con
componentes fenélicos consume mas los sujetos de estudio, en este caso la
mayoria come alimentos salados (n=9) y picosos (n=8), mientras que dulce casi no

comen (n=4).

Tabla 22. Suplementos alimenticios gue consuman a la fecha
Suplementos alimenticios

Sanos Cuci
Ninguno
Suplementos
Total 10 11

Los suplementos alimenticios o vitaminas ayudan a saber también en cantidades
cuanto consume cada persona de compuestos antioxidantes ya que la mayoria de
los suplementos incluyen variedades de vitaminas que son antioxidantes. En este
estudio 12 sujetos no toman ningun suplemento; mientras que 9 personas de las
cuales 3 son individuos sanos y 6 son pacientes con CUCI que si toman algun tipo

de suplemento diario.
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Tabla 23. Tratamiento nutricional
Tratamiento nutricional

Sanos Cuci Total
Ninguno 9 11 20
Auriculoterapia 1 0 1

Aunado con los suplementos diarios, se requirié saber si los sujetos contaban con
alguna guia de planeacion o tratamiento nutricionales; sin embargo, de los 21
sujetos solo 1 individuo sano estaba llevando a cabo tratamiento de Auriculoterapia
donde le daban guias de alimentacion al mes. Hay que recordar que la
auriculoterapia es un tipo de medicina tradicional de china derivada de la acupuntura
(Tabla 22).

Se realizaron correlaciones Rho Spearman dado que las variables no son normales
(p< 0.001) de los alimentos ricos en compuestos fendlicos y los niveles de gravedad
de la enfermedad, dando como resultado que, a mayor consumo de alimentos como
avena, habas, brécoli, café, mayor dolor abdominal (p<0.001) A mayor consumo de
orégano mayor nivel de PUCAI (p<0.05). A mayor consumo de guayaba, betabel,
achiote las heces tienen inadecuada consistencia de las heces (p<0.05). A mayor
consumo de betabel, enfrijoladas, huazontles, mole rojo mayor cantidad de
evacuaciones tendra el individuo por el dia (p<0.05). A mayor cantidad de
enchiladas, cilantro, orégano, epazote mayor cantidad de evacuaciones hay en la
noche (p<0.05).

En esta investigacion se presentaron 21 muestras fecales (11 de pacientes con
colitis ulcerosa y 10 de individuos aparentemente sanos) que se recibieron al tiempo
qgue se hizo entrega de la encuesta, esto fue con el objetivo de encontrar en estas
muestras el marcador molecular de una region del operon pggABCDEF que en este
caso fue el marcador molecular pgqqCDE, para poder llegar a ese resultado se tuvo
que hacer una extraccion de DNA bacterial de las muestras fecales y del DNA se

partio a correr amplificaciones del operon pgqqCDE por PCR en punto final. Las
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imagenes que se presentan a continuacion muestran los resultados de las

amplificaciones con los cambios hechos en cada una de ellas.

Se comenzaron corriendo los resultados de los amplicones en geles de
electroforesis a 110 volts por 40 min, el primero pozo de izquierda a derecha es el
marcador de peso molecular, donde se remarca en la imagen el nimero de pares
de base que deberia tener los amplicones (el marcador molecular pgqgCDE mide
aproximadamente 1790 pares de bases); en cada pozo se puso todo el tubo de PCR
que contenia 20ul y 1ul de buffer de carga haciendo un total de 21ul en cada pozo
del gel. Cada pozo contenia la siguiente condicion: En el Gltimo pozo se cargé la
muestra control que fue DNA extraido de bacterias Pseudomonas, las cuales ya se
sabe que contienen este marcador molecular pqqCDE y las cuales salieron positivas

en el primer gel.

Se observa en el primer gel (figura 17) que los pozos donde se pusieron los
amplicones de PCR aparecen sin mostrar bandas de amplificacién, sin embargo, el
altimo pozo que representa el control positivo con DNA de bacterias de
Pseudomonas se logra ver una banda como amplicon de alrededor 1700 pb. Lo cual
represento que, si hubo amplificacién en el control, pero en las muestras fecales no
hubo (todos los pozos contienen PCR de pacientes Cuci). Dado estos resultados se
opt6 por cambiar oligos y otros reactivos de la PCR y también se us6 un método de

purificacion con isopropanol para las muestras ya extraidas.
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Figura 17. Gel 1.

Se muestra el primer gel de amplificacién de DNA,; el primer pozo contuvo el marcador de
peso molecular, el segundo pozo contuvo el amplicén de la muestra 1 de los pacientes con
CUCI, el siguiente pozo contuvo la muestra 2, en el tercero la muestra 3, en el cuarto la
muestra 4 y asi consecutivamente hasta llegar al décimo pozo el cual contuvo el control
positivo que se us6 para el estudio, en este caso es un género bacteriano conocido como
Pseudomonas el cual se sabe perfectamente que contiene el marcador molecular que
estamos amplificando.

En el siguiente intento de amplificacion con los cambios ya actualizados a lo que
se describié anteriormente, se obtuvo un gel de electroforesis que se corrié a
110volts por 45 min, en la figura 18 se ve en el primer pozo el marcador molecular,
en el segundo pozo se carg6 el control de pseudomonas que dio positivo y en los
demas pozos restantes las PCRs de las muestras, todas de sanos en esa
electroforesis. No se observaron bandas de amplificacién en ninguno de los pozos
de las muestras, sin embargo, si en el control, aunque la banda que se amplificé es
de menor peso molecular de lo que se esperaba. Por lo tanto, se llevé a cabo un
cambio en el protocolo con purificacion de DNA no por isopropanol si no usando el
kit Qiagen.
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control
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Figura 18. Segundo gel.

Se observa segundo gel de amplificacion donde en el primero pozo se encuentra el
marcador de peso molecular con flechas sefialando donde tendria que quedar las bandas
de los amplicones, en el segundo pozo se encuentra el control positivo que se usé de
pseudomonas, en el tercer pozo se encuentra los amplicones de la muestra 7 de paciente
con CUCI, en el cuarto pozo esta la muestra 1 de paciente con CUCI, en el quinto pozo la
muestra 1 de sanos, en el sexto la muestra 3 de sanos y en el Ultimo pozo esta la muestra
5 de sanos.

Para las dltimas pruebas de amplificacion se usaron distintas extracciones de DNA
de bacterias como: Pseudomonas, Burkordelia y Klebsiella, las cuales se cargaron
en los pozos 4,5,6 y 7 del gel en la figura 19. Como se observa en el gel nimero 3,
en el primer pozo se carg6 el marcador molecular, en el pozo 2 y 3 se cargaron las
PCR de 2 muestras (de la muestra 7 de paciente Cuci), las cuales no se ve ninguna
banda de amplificacion y se ve un ligero barrido hasta el fondo. Dando como
resultado que los valores positivos de los controles dieron positivos, aunque se
encuentran debajo de los pares de bases esperados, Burkordelia es la Unica
bacteria que llegé a tener amplicones del tamafio esperado que es cerca de los

2000 pares de base.
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burkordelia
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pseudomonas

Figura 19. Andlisis electroforético de amplicones derivados de la PCR con el marcador
molecular pqqCDE.

Se muestra un gel donde en el primer pozo se encuentra el marcador de peso molecular
sefalando los pesos de las bandas, en el segundo y tercer pozo se encuentran los
amplicones de las muestras 3y 7 de CUCI, en el cuarto y quinto pozo estan controles
positivos de Pseudomonas, en el sexto pozo un control positivo de Burkholderia y en el
ultimo pozo otro control positivo de Klebsiella.

Como resumen de los resultados se obtiene respuesta en parte a los objetivos del
estudio de conocer los diferentes géneros bacterianos potencialmente productores
de PQQ en los individuos sanos y en los pacientes con Cuci. Tomando en cuenta
que en los sanos hay una caracteristica que en pacientes de Cuci no; esta es la
existencia de Bacteroidetes uniformes. Mientras que en pacientes Cuci se
encontraron varias secuencias pertenecientes a Gammaproteobacterias
oportunistas y Betaproteobacterias patdgenas; sin encontrarse algin Bacteroidete

uniforme en los clados.

En las correlaciones de Rho Spearman dio como resultado con un p<0.05 de que,
a mayor consumo de alimentos como avena, habas, brocoli y café, hay mayor dolor
abdominal; a mayor consumo de oregano hay mayor nivel de PUCAI; a mayor
consumo de guayaba, betabel y achiote, las heces tienen inadecuada consistencia;
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a mayor consumo de betabel y enfrijoladas hay mayor cantidad de evacuaciones
por dia y a mayor consumo de enchiladas, cilantro, oregano y epazote, sera mayor

la cantidad de evacuaciones por la noche.
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9. Discusion:

En el presente estudio se analiz6 el bacterioma y los habitos alimenticios de 21
sujetos, 10 sanos y 11 pacientes con diagnostico de colitis ulcerosa cronica
inespecifica. Todos provenientes de México, Puebla, Puebla y San Andrés
Cholula, con edades entre 18 a 80 afios; las edades concuerdan tanto con un
articulo sistematico que habla de las diferencias en la microbiota en personas
con y sin Ell del autor Pittayanon en el 2020 (26); al mismo tiempo, concuerdan
con cada uno de los articulos mencionados en el mismo, donde se recuperaron

muestras de sujetos de edades desde nifios, adolescentes, hasta adultos.

En el articulo de Wang, 2014 (45) no explica exactamente la edad de los
pacientes, Unicamente menciona que son personas adultas; tomando en cuenta
gque personas adultas tiene un rango de 18 en adelante, concuerda con las
edades que se tomaron en cuenta en el presente estudio. En ningun estudio
mencionan la ocupacion y el grado de estudios de los sujetos; sin mas, esto
podria proporcionar una vista del tipo de vida y gastos en comprar para tener en

cuenta en el tipo de alimentacién que tienen estos.

Para el andlisis in silico, no hubo como tal un estudio que hable acerca de las
recolecciones de estos ni el analisis de arboles filogenéticos, los estudios mas
cercanos solamente hablan acerca de la diversidad de microbiota en las
personas con Ell, mas no existen especificamente del bacterioma productor de
PQQ, sin embargo, se puede discutir en el lado de los porcentajes de identidad
gque hubo dentro de estos metagenomas donde se buscé el biomarcador
molecular pqqCDE, estos porcentajes fueron de entre 17 - 20%; esto indica que
el tramo conservado o es muy pequefio para el biomarcador que se tiene como
objetivo o no es muy especifico, ya que tiene un peso de 1775 pb; estamos
hablando de que el 20% de estos 1775 pb son 340 pb pudiéndose referir a solo

una porcion del marcador molecular pgqCDE. No obstante, no se supo que
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porcion de pqqCDE se encontrd en ese 20%, por el tamafio de 340pb podria

tratarse de la porcion E que es pequefia.

Con todo y estos resultados, no se debe dar por hecho que exista esa
produccion de PQQ gracias a las dichas secuencias metagenomicas del
marcador pqqCDE, habiendo solo un porcentaje de 20% del biomarcador en
ellas (38), ya que estos, como lo dice en el articulo Puehringer, 2008; PQQ al
tener un operon conservado como pgqqCDE, tiene la necesidad de que exista
este operdén no solo para la biosintesis de PQQ, sino para su produccion o
excrecion al medio, por lo cual no podemos asegurar que exista la potencialidad
de sintetizar PQQ en los géneros bacterianos que surgieron del analisis, sin

antes tener mas estudios que lo demuestren.

A pesar de lo mencionado anteriormente se construyeron y analizaron los
arboles filogenéticos de los metagenomas obtenidos y se identificaron cambios
en algunos géneros de bacterias. En esta identificacion de bacterias del estudio
existieron varias similitudes con los resultados de Morgan y Col, 2012 (46);
donde en un analisis metagenémico en pacientes con EIl se observo
disminuciébn de Bacteroidetes y un aumento significativo de los filos
Gammaproteobacteria junto con otros filos como  Clostridium,
Betaproteobacteria y Alfaproteobacteria. En nuestro estudio filogenético se
encontraron Bacteroidetes uniformes en sanos, pero en los enfermos con Cuci
se erradicaron, ademas de que hubo aparicion de Betaproteobacterias las
cuales suelen ser clasificadas como bacterias oportunistas y que se presentan
cuando hay una disbiosis marcada y alguna infecciébn aguda como lo menciona

el autor Morgan.

A posteriori, dentro de la encuesta dirigida por la Dra. Julia Alatorre, se observé
gue a mayor consumo de ciertos alimentos fenolicos como: orégano, betabel,
achiote, enfrijoladas, guayaba y epazote; se iba a tener mayor inadecuada

consistencia en las heces (guayaba betabel achiote), mayor indice PUCAI el
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cual refiere mayor actividad en la enfermedad (orégano), mayores deposiciones
al dia hubieron (betabel, huazontle, orégano, mole rojo). No existen estudios
especificamente parecidos con la busqueda de alimentos fendlicos en pacientes
con Ell para contrastar estos resultados, sin embargo, existe un estudio de
Narula N. En el cual tomaron como sujetos del 2003 al 20016, a personas de 7
diferentes regiones geogréaficas como América del norte, Asia, Europa, Africa y
América del sur, en el cual midieron el factor de riesgo de EIll con habitos
alimenticios alto en comidas ultra procesadas y donde se observé un aumento
de riesgo en los paises donde las personas tenian mayor consumo de estos y
algunos de los lugares geograficos mas afectados con aparicion de Cuci fue
América del norte y América del sur (47). Sin embargo, ningun otro estudio habla
del porqué estos alimentos pueden llegar a potencializar la actividad o si existe

un cambio en la produccién de metabolitos en el ambiente del bacterioma.

En la parte experimental no se observaron bandas de amplificacion de ninguna
muestra fecal tanto de sanos como de pacientes con Cuci, en un principio se
podria creer que algun reactivo de PCR pudiera estar interfiriendo en esto, asi
gue se hicieron cambios de reactivos y se usaron controles positivos para
verificar que se estuviera amplificando de manera correcta. Se utilizaron como
controles positivos a Pseudomonas, Burkholderia y Klebsiella, los cuales
amplificaban de manera correcta el marcador molecular pqqCDE, dando el peso
molecular muy cercano al predecido de manera in silico. Por lo tanto, se puede
indicar que no hay ningun problema con la técnica de PCR, reactivos y
condiciones de amplificacion. En este experimento no se encontré un articulo
con el cual comparar los resultados e incluso determinar que tipo de falla
especifica se podria estar teniendo; por lo tanto, se tiene en cuenta un
seguimiento del experimento para poder analizar cambios que pudieran dar

algun resultado positivo con las amplificaciones.

Otra posibilidad de que no amplificase el marcador molecular pqqCDE en los

DNA provenientes de muestras fecales es la mala calidad del DNA o la
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presencia de inhibidores de la PCR, los cuales se ha reportado ser variados,
como polisacaridos, metales, grupo hemo proveniente de sangre y otros. En
este sentido, gracias a la encuesta realizada a los pacientes sabemos que la
mayoria de los pacientes presenta hemorroides y sangrado esporadico. El
sangrado en heces podria estar dejando rastros de metales en las muestras y
estas pudieran estar evitando la amplificacion y el correcto funcionamiento de la
PCR ya que suelen inhibirla. Sin embargo, aun haciendo limpiezas en las

muestras tampoco mostraron resultados positivos.
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10.Conclusioén

El objetivo principal de este estudio fue identificar y caracterizar el bacterioma
potencialmente productor de pirrologuinolina quinona en pacientes con
diagnéstico de colitis ulcerosa cronica inespecifica y en individuos
aparentemente sanos; esto se logré gracias al estudio in silico con las
secuencias metagendémicas y los arboles filogenéticos, en donde se pudo
determinar que hay una diferencia entre el bacterioma productor de
pirrologuinolina en individuos sanos y en pacientes con colitis ulcerosa cronica
inespecifica presentando cambios significativos en la presencia de patdégenos
oportunistas y en la inexistencia de géneros bacteroidetes dentro del bacterioma

de los pacientes con colitis ulcerosa cronica.

Mientras que el segundo objetivo del estudio se cumplio con la encuesta, donde
se pudo relacionar a la enfermedad, los pardmetros bioquimicos y la dieta; asi
como saber el consumo promedio de alimentos fendlicos. Indicando que el
consumo de ciertos alimentos se relaciona con la activacion de la enfermedad
por medio de la aparicién de sintomas como dolor abdominal, consistencia de
las heces, cantidad de evacuaciones y gravedad de la enfermedad (puntuacion
de PUCAI).
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Capitulo 3
11.Sesgos y limitantes:

Lamentablemente y como en todos los estudios, existen varios sesgos Yy
limitantes en este estudio, ya que al ser un campo nuevo y no haber otras
investigaciones para corroborar y tener como respaldo la existencia del
bacterioma productor de pirroloquinolina quinona tanto en individuos sanos
como en pacientes con colitis ulcerosa cronica inespecifica, no se puede
determinar si este estudio cuenta con verosimilitud suficiente; aun cuando los
resultados tienen similitud con los resultados de otros articulos como Morgan,
2012; el cual afirma en su estudio como en este, la diminucién de ciertos filos
bacterianos y la aparicion de otros siendo patdgenos en la disbiosis de las
enfermedades inflamatorias del intestino. Sin embargo, en ese estudio no se

fijaron los resultados al bacterioma productor de PQQ.

Otra limitante en el estudio es el nimero de muestras usadas para este estudio
gue fueron 11 con Cuci; cuando se realiz6 un célculo para el tamafio de muestra
tomando en cuenta el nimero de habitantes que hay en Puebla y la incidencia
de Cuci el total de muestras que se necesitaba para tener un poder estadistico
bueno era de 363 pacientes de Cuci, sin embargo, debido a que sélo se
reclutaron pacientes del Hospital Universitario de Puebla, no se pudo alcanzar
esa cifra, por lo tanto, para el seguimiento de este estudio y sus posibles
reproducibilidades, se tiene planeado obtener convenio o contactos con mas
centros de salud para poder tener un poder estadistico suficiente.

Aun cuando se comprobd la eficacia de los oligonucleétidos utilizados para
amplificar el marcador molecular pqqCDE con controles, es necesario probar
otros oligonucledtidos disefiados para el mismo marcador molecular con la

finalidad de poder abarcar un repertorio mas grande de bacterias.
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12.Fortalezas

Este estudio indica una potencial area de investigacion donde PQQ vy el
bacterioma productor de PQQ pueden ser una variante mas entre los individuos
sanos Yy los que padecen Cuci para la activacion o agraviamiento de los sintamos
causados por la enfermedad, ademas de eso, ahora se conoce un poco mas de

las caracteristicas del bacterioma de esta enfermedad.
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13.Perspectivas

Se debe tomar en cuenta, que gracias a este estudio se tiene planeado darle
seguimiento con mas trabajos similares y buscando més especificamente a las
caracteristicas del bacterioma e investigar acerca de las interacciones del
bacterioma productor de pirroloquinolina quinona en pacientes con
enfermedades inflamatorias intestinales, ya que no se sabe si a causa de la
probable extincién de los bacteroidetes en pacientes con Cuci, puede haber una
correlacion con el desarrollo o agraviamiento de la enfermedad o si tiene que ver
con un factor principal para el crecimiento de bacterias patdgenas en el intestino
de los enfermos, aumentando problemas de salud a estos o agraviando los

sintomas y aumentando el indice de PUCAI.

Sin duda alguna, aun quedan muchas dudas por resolver en este nuevo
campo de trabajo y que tiene muchas interrogantes alrededor de las
enfermedades inflamatorias intestinales y el factor importante de la

porroloquinolina quinona y su papel en la enfermedad.
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14.Aportaciones y Beneficios

Este campo de investigacion ayudara a la innovacion y desarrollo para
encontrar nuevos tratamientos de las enfermedades gastrointestinales,
particularmente en Puebla y en el area metropolitana. Al ser un nuevo campo
de estudio, se toma como parteaguas, que abrira mas temas de estudio a partir
del bacterioma productor de PQQ, ya sea para los mecanismos de este o para
la composicion y regulacion en los pacientes tanto con Cuci como con Crohn'y
saber si es beneficioso o perjudicador la existencia de este bacterioma en los

pacientes.
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16. Anexos

16.1. Carta de consentimiento informado:

Puebla, D.F. a de de 202___

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto:
Identificacién y Caracterizacion del bacterioma productor de pirroloquinona
guinona en individuos sanos y pacientes con enfermedad de Crohn y CUCI

Sede donde se realizard el estudio: Hospital Universitario de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla

Nombre del participante:

A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacion médica.
Antes de decidir si participa 0 no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado.
Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude
a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se
le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una
copia firmada y fechada.

Su participacion consistirA en donar una muestra de heces, ademas de
proporcionar datos generales relevantes para la investigacion.

Nombre

Edad

Padece enfermedad: si, no, ¢Cual?

Etapa de tratamiento Recaida: Si No
¢Deseaser contactado en un futuro paraconocer los

resultados de la investigaciéon?
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Direccién de correo electronico
Teléfono celular

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal tiene una incidencia global de 0.1% a
0.2%, las cuales incluyen Enfermedad de Crohny CUCI. En México se avistado
un crecimiento en escala de la incidencia de estas enfermedades en estas
tltimas décadas. La etiologia y patogénesis de la Enfermedad de Crohn y de la
Colitis Ulcerosa Crdnica inespecifica sigue siendo no muy clara. Hoy en dia se
asume que estas ocurren en individuos genéticamente susceptibles con una
respuesta inmune aberrante y que es detonado también por factores en el medio
ambiente. es de importancia conocer la relacion entre la disbiosis y la inflamacion
de la patologia y su desarrollo. Ya que es primordial para poder crear un nuevo
campo de estudio en beneficio de estas patologias y de los pacientes, poder
desarrollar posteriormente un prondstico rapido, tratamiento temprano vy tratar
de evitar la progresion agresiva de estas.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

Identificar los géneros Bacterianos productores de PQQ en individuos sanos y
pacientes con enfermedades de Crohny CUCI.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Los beneficios de este estudio no podran observarse en el corto plazo. Se espera
gue después de que se realice mas investigacion en este tema, se pueda identificar
algun tratamiento terapéutico para la enfermedad de Crohn y CUCI.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre
usted, sus habitos y sus antecedentes médicos, y se tomara una muestra de heces
como participante a modo que se lo indiquen durante su consulta médica.

Esta investigacion representa un riesgo minimo debido a que no es perjudicial para
el participante ni invasivo.

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consta de las siguientes fases:

La primera implica la toma de datos generales como edad, sexo, etapa de
tratamiento, que representa un riesgo minimo.

La siguiente fase implica la toma de muestra de heces que representa al igual un
riesgo minimo.

En caso de que usted desarrolle algin efecto secundario o requiera otro tipo de
atencion, ésta se le brindara en los términos que siempre se le ha ofrecido.

ACLARACIONES
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e Su decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria.

e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

« Sidecide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
-aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar
0 Nno, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.

« No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

o No recibira pago por su participacion.

e En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

« La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

o Encaso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
tiene derecho a una indemnizacion, siempre que estos efectos sean
consecuencia de su participacion en el estudio.

e Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion,
puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que
forma parte de este documento.

Yo, he leido y comprendido la
informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.
He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio
de investigacién. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de
consentimiento.

Firma del participante
Fecha

Testigo
1 Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los
propésitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios
gue implica su participaciéon. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
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normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me
apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el
presente documento.

Nombre y firma del investigador. Fecha

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigadores Responsables:

Dra. Cheryl Zilahy Diaz Barrientos Tel. 2(22) 35 89 322

Ing. Sandra Jessica Olivera Hernandez Tel. (222) 46 34 826

16.2. Bioética:

Las personas que colaboren en esta investigacion, tendran garantia de respeto
a los principios de autonomia, beneficencia y justicia, ya que se solicitara
personalmente la participacion consciente e informada de los derechohabientes
invitados, formalizando la inclusion de estos ultimos en el estudio, firmando una
carta de consentimiento informado, dando entendido de que podra retirarse del
estudio en el momento que desee y si sus intereses asi lo convienen.

Ademas, de mantener con los participantes, un clima de respeto y cordialidad
durante el desarrollo del estudio, se mantendra en el anonimato la identidad de
dichos participantes y se pondran a la disposicién de estos ultimos los datos
obtenidos.

El estudio cumplird y trabajara de acuerdo a las pautas de la declaracion de
Helsinki, el informe de Belmont y seguira las normas de la Norma Oficial Mexicana
PROY-NOM-012-SSA3-2007, ademas de los comités locales de investigacion del
Hospital Universitario de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla y del
Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.
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16.3. Registro protocolo en BUAP y en HUP

Oficio No SIEP / C.1. / 038 /2021
ASUNTO: CONSTANCIA DE REGISTRO

DRA. CHERYL ZILAHY DIAZ BARRIENTOS
DR. RICARDO CARRENO LOPEZ
SANDRA JESSICA OLIVERA HERNANDEZ

PRESENTES

El Comité de Investigacion y de Etica de la Facultad de Medicina de la B.UA.P., 3 través de
la Secretaria de Investigacién y Estudios de Posgrado hace CONSTAR que el Proyecto de
Investigacion presentado en autoria Colectiva por:

» SANDRA JESSICA OLIVERA HERNANDEZ
> DRA. CHERYL ZILAHY DIAZ BARRIENTOS
¥ DR.RICARDO CARRENO LOPEZ
Titulado:
“IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL BACTERIOMA PRODUCTOR DE PIRROLOQUINOLINA

QUINONA EN INDIVIDUOS SANOS ¥ PACIENTES CON ENFERMEDAD DE CROMN Y COLITIS
ULCEROSA CRONICA INESPECIFICA™
Ha sido registrado en esta Secretaria con los siguientes datos:

Fecha de registro: 13 de abril de 2021.

Namero de Libro: 2

Namero de Hoja: 150

Namero de Registro: 885

Vigencia: Inicio 13 de abril 2021 Termino 31 de diciembre 2022

ATENTAMENTE
“PENSAR BIEN, PARA VIVIR MEJOR"
H.PUEBLADE Z., A 13 DE ABRIL DE 2021.

Focultod 135ur 2702, Col. Volcanes
os Medicira Puskia, Fae. TP, 12410
VL2222 ss 0
Ext, ATy S07H
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COMITE DE ETICA E INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE PUEBLA

Sandra Jessica Olivera Hernandez
Maestria en Ciencias Médicas e Investigacion
PRESENTE

Tengo el ogrodo de notificorle, que el protocolo. de investigacion con titulo
“Identificacién y caracterizacion del bacterioma productor de pirroloquinolina quinona en
individuos sanos y pacientes con enfermedad de Crohn y Colitis ulcerosa cronica inespecifica.”,
que fue somelido a evaluacion de este Comité de Investigacion y Etica de Investigacion en Salud, de
acuerdo con las recomendaciones de sus integrontes y de los revisores, cumple con la colidad

dolégica y los requerimit de ético y de investigacién, por lo que el dictamen es
AUTORIZADO, con el niimero de registro Institucionol:
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16.4. Logistica

Recursos humanos:

Participaran Estudiantes de la licenciatura de Medicina, un médico
experto en el area, un investigador experto en el area y una estudiante de
Maestria.

Recursos Materiales:

Se contara con las infraestructuras necesarias tanto en el Hospital
Universitario de la BUAP y en el Laboratorio de Genética Molecular
Microbiana del Instituto de Ciencias de la BUAP.

Recursos Financieros:

Los recursos financieros para la identificacion, caracterizacion, toma
de muestra, extraccion de DNA bacteriano, compra de iniciadores y compra
de enzima de restriccion, estaran sustentados por el Hospital Universitario de
la BUAP y el Laboratorio de Genetica Molecular Microbiana del Instituto de
Ciencias de la BUAP.

16.5. Tabla de variables

, , Unidad de s Instrumento
Variable Conceptual | Operacional . Escala de medicion . ..
medicion de medicion
Variable Demograficas
Afos de
. vida
Tiempo que .
una cumplidos Historial
Edad al momento | Afios Cuantitativa/Discreta | , .
persona ha clinico
.. de la toma
vivido
de
expediente.
Condicion Persona
orgdnica que se Femenino/ Cualitativa/ Historial
Sexo . , . . ..
que defineasi | Masculino Dicotémica clinico

distingue a [ misma

98



Olivera-Hernandez S; 2023. Identificacién y caracterizacién del bacterioma PQQ

un hombre |como
de una Femenino o
mujer masculino
, Operacio | Unidad de Escala de Instrumento de
Variable Conceptual \ s L L ..
nal medicion medicion medicion
Variables Metabdlicas
Proteina
, que
Proteina L
(o aumenta Cualitativa/
, plasmatica :
Proteina C . si hay
. circulante, que s
Reactiva alguna Alta y Normal Inmunoanilisis
aumenta en . .
(PCR) inflamaci
respuesta ,
. . on del
inflamatoria ) L
organism Dicotémica
o]
Mide la
. . Puede
distancia que
] revelar
Velocidad |recorren los actividad
de gldbulos rojos |, Cualitativa/ Tubo de
] inflamato | Altay Normal | ., . . .,
sedimentac | en una hora al ) Dicotémica sedimentacién
.. ria en el
ién descender en oreanism
un tubo de g
ensayo.
Genero de Géneros
bacterias de Presente/ause
Klebsiella inmoviles, gram | bacterias nte Cualitativa/Dicoté | Termociclador/cu
negativas, productor mica Itivo celular
) Alta/normal
anaerobias as de pqq
facultativas presentes
Organismos Géneros
ubicuos, gram | de Presente/ause
Pseudomon | negativa, del bacterias nte Cualitativa/Dicotd | Termociclador/cu
a grupo productor mica Itivo celular
. Alta/normal
proteobacteria |as de pqq
S presentes
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Géneros
Genero gram de
negativo , Presente/ause L . .
. & bacterias Cualitativa/Dicotd | Termociclador/cu
Serratia pertenece a nte . .
.| productor mica Itivo celular
enterobacteria Alta/normal
as de pqq
ceae
presentes
Géneros
. bacterias de
bacteroidet . . Presente/ause o — .
es gramnegativas | bacterias nte Cualitativa/Dicotd | Termociclador/cu
. en el tracto productor mica Itivo celular
uniformes . . Alta/normal
digestivo de as de pqq
los animales. presentes
. Instrument
. , Unidad de s
Variable | Conceptual Operacional . Escala de medicion | o de
medicion .
medicion
Variables Clinicas
Colitis Una Inflamacidon
ulcerosa inflamacidén del colon en o N . .
L. . Presente/ausen | Cualitativa/Dicotomi | Historial
cronica continua de la | personas con ..
. rer ) . te ca clinico
inespecific | mucosa del diagnodstico
a colon de CUCI
Personas que
al realizar el
Personas historial o T .
Grupo o Presente/ausen | Cualitativa/Dicotomi | Historial
aparentement | clinico L.
control ca clinico
e sanas resultaron ser
aparentement
e sanos
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16.6. Descripcion de la técnica de medicion de las variables

16.6.1.

16.6.2.

State of lllinois
lllinois Department of Public Health

Instrucciones para el paciente
para muestra de heces
Coleccidn para el anélisis de
bacterias Usando un frasco
de Cary Blair Vial

1

Lavese las manos con agua y jabén antes
de iniciar la recoleccién de muestras de
heces (o0 materia fecal).

Escriba el nombre completo del paciente,
la fecha y hora de recoleccion de la muestra
en la parte exterior del frasco de transporte.
Use letra de molde legible.

Complete toda la informacién sobre la
solicitud de prueba. Use letra de molde
legible. AVISO: El liquido rojo en el fondo
del recipiente es venenoso. No beba ese
liguido. Mantenga el recipiente fuera del
alcance de los ninos. En caso de ingestion,
llame al médico inmediatamente. En caso
de contacto del liquido con la piel o los
ojos, enjuague con agua. Si la irritacién
persiste, consulte a un médico.

Para recoger una muestra de heces, antes
de usar al bafio, levante la tapa del inodoro
y coloque un pedazo de papel de cera o
envoltura de plastico sobre la taza del
inodoro que esté asegurado con cinta
adhesiva para evitar que la muestra caiga

10.

11.

recoleccion de la
muestra. Baje la
tapa del inodoro
y proceda a la
expulsion de
heces (muestra
de heces). No
expulse la
muestra en el

inodoro. No se
debe orinar en la muestra. No pase

(0 expulse) la muestra directamente en
el frasco.

. Abra el envase; use la cuchara incorporada

a la tapa del frasco para transferir pequefias
muestras de las dreas que aparecen con
sangre, viscosas 0 acuosas. Si la muestra es
solida, tome muestras de los dos extremos
y del centro. Continue agregando las
muestras hasta que el nivel del liguido
llegue a la linea de llenado de color rojo.

Mezcle el contenido del frasco con la
cuchara. No es necesario retirar la cuchara
antes de volver a tapar el frasco.

. Vuelva a tapar el frasco y asegurese que la

tapa esté bien cerrada. Agite el envase
hasta que el contenido se mezcle bien.

. Asegurese de que el nombre de la personay

la fecha de la recoleccion se encuentren en
|a parte exterior del recipiente de la muestra.

Coloque el recipiente en la bolsa de pldstico
y ciérrela.

Cologue la bolsa de plastico sellada en una

Extraccion de DNA

1

1

15.

3.

Eal

ol

Manual de toma de muestras fecales

plastico. Coloque esta bolsa en una bolsa
de plastico. Cierre la bolsa de plastico con
un lazo de torcedura y pongala en la basura.

Lavese bien las manos con agua y jabon.

Coloque el frasco de la muestra (envuelta
en papel 0 en una bolsa de plastico) dentro
del refrigerador hasta gue la entregue al
Departamento de Salud.

Entregue la bolsa con el frasco de la muestra
tan pronto como sea posible dentro de las
24 horas de su recoleccién, a menos que
se indique lo contrario, al siguiente
establecimiento:

Nombre del establecimiento

Direccion

Teléfono

Horario

Para cualquier pregunta, por favor llame a:

Gracias por su tiempo y colaboracién.

Se siguieron los siguientes cambios en el procedimiento del kit de extraccion;

ya gque esto ayuda a tener mejor eficiencia para el DNA de bacterias.

17. Se toma un raspado de 200mg de las heces (parte externa) y se deja en un tubo

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

epenndorff en hielo.

Adiciona 1 ml de inhibitex

Se lleva a vortex por 5-10 segundos

Se incuba a 75°C por 10 min y luego a 95°C por otros 5 min

Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto

Se le aflade 15 ul de proteinasa K en un tubo nuevo

Se pipetea 200 ul de intermedio (sin nata)

Se adicionan 200 ul buffer de AL y se lleva a vortex por 15 seg
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25. Se incuba por 70°C por 10 minutos y centrifugar, quitar sobrenadante

26. Adicionar 200 ul de etanol y mezclar, para después centrifugar

27. Agrega 600 ul de lisado a columna y centrifugar por 1 min

28. Adicionar 500 ul de buffer AW1 y centrifugar por 1 min

29. Adicionar 200 ul de AW2 y centrifugar por 3 minutos (Este paso se repite una
vez mas)

30. Eluir con 200 ul de buffer ATE e incubar 1 min en temperatura ambiente

31. Centrifugar 1 min y pasar a tubos finales

11.6.3. Electroforesis y buffer TAE 10x
1. Gel de electroforesis

2. Se tomaron .10g de agarosa grado molecular y se disolvieron en 90 ml de
agua libre de RNAsas para tener un gel de agarosa al 1.5%.

3. Se dej6 secar en la camara de electroforesis con sus peines por 20 min

4. Posteriormente se tomo el buffer de TAE al 10x para llenar la cAmara

5. Para la carga de muestras con el loading buffer (buffer de carga) se tomaron
0.5ul respectivamente.

6. La camara de electroforesis se dejé correr por 20 a 30 min en cada corrida.

10x TAE buffer

Para la preparacion de buffer TAE al 10x para la cAmara de electroforesis se tomo
una concentracion de 1L de solucion al 10x; donde se ocuparon 48.5 g de Tris, 11.4
mL de acido actico glacial y 20 mL de EDTA ala 0.5 M con pH 8.0.

Se siguieron los siguientes pasos:

Disolver 127 gr de Tris en 50 mL de agua dionizada
Afnadir acido acético 5.7mL y EDTA 243gr

Anadir el agua dionizada hasta llegar a 100 mL

hr w0 N PR

Resguarda a temperatura de ambiente

Se presenta a continuacion una imagen de un ejemplo de como se verian los

cortes de enzima:
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15.6.3. Purificacion de DNA

Para la purificacion del DNA se usé6 acetato de Na a 3M con un pH de 55 e
isopropanol, para las muestras que contenian 200ul se les adicion6é 140ul de
isopropanol y 20ul de acetato; mientras que para las muestras que tenian 100ul se

les afiadié 70ul de isopropanol y 10ul de acetato.

Adicion de los 140 o 70ul dependiendo la cantidad de muestra en el tubo
Mezclar un poco con golpes suaves con un dedo al tubo

Centrifugacion por 1 minuto a 12.3 rpm

Adicion de isopropanol a la muestra

Sin mezclar, centrifugar por 1 min a 12.3 rpm

© ok~ w N oE

Decantar lentamente y sin llevarse el pellet que se encontrard en una esquina
del tubo por la centrifugacion

7. De ser necesario usar micropipeta para no llevarse los pellets a la hora de quitar
el sobrenadante

8. Secar en incubacion

15.7. Instrumentos de medicidon

Amplificacién del marcador molecular
Se amplificé el marcador molecular pgqgCDE mediante un par de oligonucleétidos

especificos (siendo GGGTCGCCAACCGCTTCTACTATCA el iniciador vy
CTTCGTAGTAGTCCGGGGTGACG para el reverso). Las muestras de DNA

estuvieron en concentraciones de .20 ng/mg y .10 ng/mg; los oligonucle6tidos en 50
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pmol cada uno. Se usaron las siguientes condiciones de amplificacién: 95°C por 3
min, 95°C por 1 min, 53.8°C por 45 segundos, 72°C por 2.5 min'y 72°C por 5 min,
todo esto se repitid por 40 ciclos y finalizd6 dejando los amplicones a 4°C para
mantener las muestras estables. Esto se llevo a cabo en un termociclador marca

Eppendorf.
La amplificacion del marcador fue de la siguiente manera para todas las muestras:

13.6 ul de agua libre de RNAsas

2 ul de buffer

1 ul de DNTPs

1 ul de DNA (para todas las concentraciones)
1 ul del primer reverse

1 ul del primer fordward

N o ok~ wDbdE

0.4 ul de Taq Polimeraza

Nota: la Taq polimeraza siempre estuvo en rack de refrigeracion segun lo requerido
para no aumentar su temperatura. En total se tomd en cuenta un volumen total en
los tubos PCR de 20 ul.

Electroforesis:
La electroforesis se realizd en gel de agarosa al 0.7% voltaje constante 80

mvolts en buffer TAE Tris, acetato y EDTA 1X (Anexo 6). En las camaras se
realizaron los corridos de los amplicones obtenidos del termociclador; asi como se
visualizaron los cortes de restriccion obtenidos. Estas imagenes de electroforesis
tomadas desde un iluminador se encuentran mejor descritas detalladamente en los

resultados.
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