SR BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA gf;}
) e

22"
X

&
.

INSTITUTO DE CIENCIAS

_______ POSGRADO EN CIENCIAS AMBIENTALES

“La tierra no es de nosofros, nosotfros somos de la tierra”

RELACION ENTRE FACTORES AMBIENTALES,
MICROBIOTA Y OBESIDAD

TESIS

Que para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS AMBIENTALES

Presenta

MARCO ANGEL SIMONI BERRA

Asesor de tesis:
M.C. Constantino Gil Juarez

Noviembre 2017






BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA ﬁf& @

INSTITUTO DE CIENCIAS

POSGRADO EN CIENCIAS AMBIENTALES

“La tierra no es de nosofros, nosotfros somos de la tierra”

RELACION ENTRE FACTORES AMBIENTALES,
MICROBIOTA Y OBESIDAD

TESIS

Que para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS AMBIENTALES

Presenta

MARCO ANGEL SIMONI BERRA

Comité Tutoral:

Asesor y Tutor M.C. Constantino Gil Judrez
Infegrante Comité Tutoral | Dra. Maria Lilia Cedillo Ramirez
Integrante Comité Tutoral | Dr. Fernando Herndndez Aldana
Integrante Comité Tutoral | Dra. Sonia Emilia Siiva Gémez

Noviembre 2017






C. MARCO ANGEL SIMONI BERRA

Por este conducto me permito comunicarle que los miembros del jurado integrado por:

Dr. Fernando Herndndez Aldana Presidente

Dra. Maria Lilia Cedillo Ramirez Secretario

M.C. Cristina Lara Ochoa Ier. Vocal
Dra. Anabella Handal Silva 2do. Vocal
Dra. Edith Chdvez Bravo Suplente

designado para la defensa de su tesis “Relacion entre factores ambientales, microbiota y obesidad’
han manifestado mediante su voto que ésta cumple con los méritos suficientes para ser defendida como
tesis de grado de Maestria en Ciencias Ambientales, por lo que este Posgrado le autoriza la impresion

de la misma.

Sin otro asunto en lo particular, quedo de usted.

ATENTAMENTE
“PENSAR BIEN, PARA VIVIR MEJOR”

DR. RICARDO DARIO PENA MORENO

SECRETARIO ACADEMICO
RDPM/anma
c.c.p. Archivo
c.c.p. Minutario
Posgrado en Ciencias Ambientales Edificio IC6,
Instituto de Ciencias (ICUAP) Ciudad Universitaria,

Col. San Manuel, Puebla, Pue. C.P. 72570
01 (222) 229 55 00 Ext. 7056






“Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) por becarme durante dos afios, en los cuales pude aprender muchas cosas durante la

realizacion de mi tesis y mi estancia en el posgrado”






“Esta investigacion fue realizada gracias al apoyo del Consejo de Ciencia y Tecnologia del
Estado de Puebla”


http://www.concytep.puebla.gob.mx/
http://www.concytep.puebla.gob.mx/




AGRADECIMIENTOS

La presente tesis representa la culminacion del esfuerzo conjunto de muchas personas e
instituciones sin las cuales no hubiera podido realizarse y a las cuales me es muy dificil expresarles
mis agradecimientos en tan solo unas lineas.

Quiero dar mi mas sincero agradecimiento a mi director de tesis el M.C. Constantino Gil Juarez,
por haberme guiado en todo momento, por sus innumerables consejos y comprension, sin los cuales
este trabajo no hubiera visto la luz.

Cabe destacar que la presente investigacion de tesis siempre se vio enriquecida por la valiosa ayuda
prestada por mi comité tutorial y sinodales, la Dra. Maria Lilia Cedillo Ramirez, la Dra. Edith
Chavez Bravo, el D.C. Jorge Alberto Giron Ortiz, la Dra. Anabella Handal Silva, el Dr. Fernando
Hernandez Aldana, la Dra. Sonia Emilia Silva Gémez, y la M.C. Cristina Lara Ochoa, gracias a
todos ustedes por sus numerosas sugerencias, comentarios y correcciones que han contribuido a
mejorar este trabajo.

Agradezco a mis padres por estar siempre ahi, llenarme de animos, motivarme y apoyarme en todos
mIs proyectos.

Asi mismo quiero agradecer la ayuda de mis profesores, compafieros y amigos del posgrado en
Ciencias Ambientales de la BUAP, los cuales siempre han estado dispuestos a ensefiarme,
apoyarme y animarme.

También agradezco al Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas, lugar donde realicé
gran parte de la tesis.

Gracias a todas y cada una de las personas que formaron parte de esta investigacion y me apoyaron
con sus muestras y comentarios y a todas las personas que no he nombrado y han puesto de su

parte, ayudando a la realizacion de esta tesis de un modo u otro.






INDICE

RESUMEN ...ttt ettt e be e s e st e st et e s et e s beeb e e beeseene e st e s e neesteneeane e I
ABSTRACT ..ottt et bt bbbt b e st e b et e b e b e e bt e Rt R e R e et bbb b b e neene e I
I, INTRODUGCCION ..ottt 1
. JUSTIFICACION ..ottt sttt sttt s ettt s s 2
HI. MARCO TEORICO ...t ses sttt 3
TN A g C=TolcTo (=T TSP P PR 3
S.LL NULFICION Y CUIUIA ..ottt et re e be e nne e 6
3.1.2 Valoracion del paciente ODESO ...........cieiriierieiei e 7
3.1.3 Tipos de obesidad segun la distribucion de grasa...........cccceeveeeeieiiesiieseere e 9
3.1.4 Alteraciones asociadas a 1a 0besidad ............ccocevriieiiie i 10
3.1.5 Microbiota INTESTINGL. ..........cooiiiiiiiie e 11
3.1.6 Funciones de la microbiota intestinal.............cccooiiiiiiiii i 13
3.1.7 Obesidad y composicion de la microbiota intestinal ............cccoccoeveviveiiiienieece e, 16
3.1.8 Papel de la microbiota intestinal en la funcién neurohormonal...............cccccoceeiiennenen. 18
3.1.9 Papel de la microbiota intestinal en la funcidon iNMUNE ...........ccccoeoveveieiciese e 20
3.1.10 Microbiota y factores ambientales ...........cocoeiieiieii i 22
3.1.11 PrebiotiCOS Y PrODIOTICOS ......ccuviiiiiiieiiic it 23
3. 1. 12 PSICODIOTICOS ..vevvevvesieitesie sttt sttt ettt bbbt e et b nbenbenre s 24
3.1.13 Salud AMDIENTAL.....oviiii e 25

IV. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION ......cc.coovvererreeieeeeeeeeeeeinen, 26
4.1 Pregunta de INVESTIGACION ......cc.civiiiiiiiiiicieieie ettt nre s 26
V. HIPOTESIS ...t 26
VL OBIETIVOS ..ottt st et se st e e et et e besteeteese e st e eetestesaeanenrens 26
6.1 ODJELIVO GENEIAL.......cviiieie ettt e e re e be e re e e e sreeanes 26
6.2 ODJEtIVOS ESPECITICOS ...vviiieiiiciie ettt ettt esneenes 26

VI METODOLOGIA ..o oo et e e e e e e e e e e et es et et e et e es e e et ees e e e e e e esaeareann 27



7.1 GONEIAIIAAUES ...ceeeeeeeeeeeeeee ettt e e seessssesesnnsnssnnsnsnnnssennnnnnnnnnnnen 27

A Y VLT 1 - LU 27
I o Rl o Lol o=V ] o1 TSP 29
P e TN o SR - o Lo = (o] [0 TR 30
7.4.1 Extraccion y Purificacion del DNA ..ot 30
7.4.2 Iniciadores para PCR Y SECUBNCIACION .......cceiviiiieiieieieriesie e st nneas 31
7.4.3 Preparacion de Gel para EIeCtrofOresSiS........oovviieieeieiie e 32

PN e el o [ T Lo =] (=S 33
7.5.1 ANALISIS BSTATISTICOS ...veiiivvii ittt e e e s b e e e s b e e e sabee e sabee s 33
VIII. RESULTADOS ...ttt sttt e st s st e e s s bt e e s s bt e e s ebba e s b eeesbteesabane e 35
8.1 Resultados de la encuesta realizada...........ccccoocvviiiiiiiiiii e 35
8.1.1 Caracteristicas de la poblacion de eStUdIO .........cccveieriereiice e 35
ST 2 B 1<) - TR 36
8.1.3 Actividad FisSica y SEdentariSMO ..........ccoeereririiririeieeese e 38
ST o = ) (0 SRR 39

8.2 Analisis de la Microbiota INtESLINAL ..........cccocoivuiiiiiie e 39
IX. DISCUSION ..ottt en sttt sttt ettt en st en e s 42
K. CONCLUSIONES ... oottt et e st e e e et e e s et e e s sb e e e s sbeeesbeeesabeeesrane e 48
XI. BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt et e e et et et et et et et et et et et et et et et et e eeaes 49
D IR AN 1= (01 TR 53
D =t T 1= = ST 53

12.2 Carta de Consentimiento INFOrMAO........coeeeeeeeee et e e e e e e aaae 55



RESUMEN

La obesidad es el resultado del desequilibrio energético entre la cantidad de calorias consumidas y
gastadas, lo que genera un incremento de peso y la predisposicion a desarrollar enfermedades
cronicas como la Diabetes Mellitus tipo 11 (DM I11) y las enfermedades cardiovasculares. Su
etiologia es multicausal y abarca desde factores genéticos, ambientales y sociales. La prevalencia
de la obesidad cada vez es mayor, constituyendo uno de los principales problemas de salud publica
en el estado de Puebla y en México en general.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar qué factores ambientales
modifican la composicion de los microorganismos: Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Akkermansia muciniphila y Fusobacterium nucleatum en la microbiota intestinal y como esto
contribuye a la obesidad de las personas. En la presente investigacion, se evaluaron factores
ambientales que pueden influir en la obesidad, a través de la aplicacion de una encuesta a treinta
personas de la ciudad de Puebla (Diez personas padecen obesidad, diez personas son atletas
practicantes de triatlon y diez personas con peso normal), con el fin de obtener datos referentes a
su dieta, actividad fisica, sedentarismo, habitos y nivel socioeconémico; la encuesta se analizd con
el programa estadistico GraphPad InStat 3.10. Ademas de responder la encuesta, todas las personas,
proporcionaron una muestra de materia fecal, para determinar la presencia o ausencia de los
microorganismos de interes en este estudio mediante la técnica de PCR de punto final y su relacion
con los factores ambientales. Se determind que la dieta, la actividad fisica, el sedentarismo, el
estado de &nimo y el estrés, son los principales factores ambientales que modifican la composicion
de la microbiota intestinal. Lo que sugiere que a través de cambios ambientales se podria hacer
frente a la obesidad.

La composicion de las bacterias de interés en la presente investigacion, no presento diferencias
significativas entre los tres grupos de estudio, sin embargo, se pudo observar una mayor presencia
del género Lactobacillus spp., en las personas que consumian una mayor cantidad de carbohidratos
con respecto a los otros macronutrientes; la presencia de los microorganismos Bifidobacterium spp.
y Fusobacterium nucleatum fue la misma en los tres grupos, mientras que Akkermansia muciniphila

se detect6 en mayor medida en el grupo de las personas con obesidad.







ABSTRACT

Obesity is the result of the energy imbalance between the number of calories consumed and spent,
which generates an increase in weight and predisposition to develop chronic diseases such as
diabetes mellitus type Il (DM 11) and cardiovascular diseases. It’s etiology is multicausal and
includes genetic, environmental and social factors. The prevalence of obesity is increasing,
becoming one of the main public health problems in the state of Puebla and in México in general.
The objective of this research work is to determine which environmental factors modify the
composition of microorganisms: Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Akkermansia
muciniphila and Fusobacterium nucleatum in the intestinal microbiota and how this contributes to
the obesity of people. In the present investigation, environmental factors that can influence obesity
were evaluated, through the application of a survey to thirty people from the city of Puebla (Ten
people suffer from obesity, ten people are triathlon practicing athletes and ten people with normal
weight), in order to obtain data regarding their diet, physical activity, sedentary lifestyle, habits and
socioeconomic level; the survey was analyzed with the statistical program GraphPad InStat 3.10.
In addition to responding to the survey, all people provided a sample of fecal matter, to determine
the presence or absence of the microorganisms of interest in this study using the technique of
endpoint PCR and its relationship with environmental factors. It’s was determined that diet,
physical activity, sedentary lifestyle, mood and stress are the main environmental factors that
modify the composition of the gut microbiota. Which suggests that through environmental changes
could be faced with obesity.

The composition of the bacteria of interest in the present investigation, did not present significant
differences between the three study groups, however, a greater presence of the genus Lactobacillus
spp. Could be observed, in the people who consumed a greater amount of carbohydrates with
respect to the other macronutrients; the presence of microorganisms Bifidobacterium spp. and
Fusobacterium nucleatum was the same in the three groups, while Akkermansia muciniphila was

detected to a greater extent in the group of people with obesity.







l. INTRODUCCION

La obesidad es uno de los problemas crénicos de salud mas frecuentemente debatidos en el mundo
y cuya prevalencia ha aumentado significativamente en las dos Ultimas décadas (Bibiloni,
Membrez y Chou, 2009). Esta patologia se debe a la alteracion del proceso bioldgico encargado de
regular el peso corporal, provocando un desequilibrio entre la ingesta (consumo de alimentos) y el
gasto de energia (actividad fisica). La etiologia de estos padecimientos es multicausal (Ruiz et al.,
2010) y abarca desde factores genéticos, ambientales, socioculturales, conductuales y psicosociales
(Bibiloni et al.,, 2009). El sobrepeso y la obesidad se incrementan en proporciones
sobredimensidnales en todo el mundo (Ruiz et al., 2010), donde cada afio mueren mas de 2.8
millones de personas a causa de esta enfermedad Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017).
México ocupa el primer lugar a nivel mundial en obesidad tanto en nifios como en adultos, ademas
que ya se presentan casos en bebés, debido a que no reciben leche materna y se les alimenta con
férmulas lacteas. A largo plazo, la obesidad favorece la aparicion de enfermedades tales como
diabetes tipo Il, enfermedades cardiovasculares, altos niveles de colesterol, insuficiencia renal,
entre otros. Debido a esto, la obesidad ha sido reconocida como el problema de salud publica méas
importante de nuestro pais (Barquera et al., 2013).

Se han relacionado factores conductuales, genéticos y medioambientales con el sobrepeso y la
obesidad y datos recientes indican que la poblacion de microorganismos residentes en el intestino,
conocida como microbiota intestinal, puede influir sobre la absorcién de nutrientes y el
almacenamiento de energia. La comida es el sustrato para el crecimiento de la microbiota y afecta
directamente a su composicion (Tavares, Aradjo y Bressnan, 2013). Los seres humanos son
considerados como ecosistemas microbianos, que comprenden bacterias, arqueas, eucariotas y
virus con los que se ha co-evolucionado y que colonizan diferentes habitats del cuerpo
(Greenhalgh, Meyer, Aagaard y Wilmes, 2016). El rol de los microorganismos que colonizan el
aparato digestivo en el desarrollo de la obesidad ha comenzado a ser recientemente objeto de
investigacién. La microbiota intestinal tiene varias funciones beneficiosas relacionadas con la salud
del hombre y estudios sugieren una posible relacion con la presencia de enfermedades metabolicas
como la obesidad. En personas con obesas se eleva la razon Firmicutes/Bacteroidetes, razon que
puede ser modificada con determinados cambios en el estilo de vida.

Las interacciones entre microbiota intestinal, sistema inmune, inflamacidon, obesidad vy

comorbilidades sugieren que la respuesta inmune podria ser nociva en condiciones de sobrecarga




metabdlica y que la acumulacion de energia en forma de grasa, sobre todo intraabdominal, podria
ser una respuesta del organismo frente a modificaciones desfavorables de la microbiota intestinal;
modificaciones en la microbiota intestinal conducen a un estado crénico de endotoxemia, el cual
es un factor clave asociado a incremento de tejido adiposo (Ruiz et al., 2010).

El incremento de la prevalencia de obesidad durante las ultimas décadas es alarmante y no puede
ser atribuido Unicamente a factores genéticos. La investigacion sobre el rol de las bacterias en el
incremento de peso, esté sefialando actualmente a la microbiota intestinal, como factor ambiental

que afecta a la obesidad.

1. JUSTIFICACION

Uno de los problemas mas comunes asociado al estilo de vida actual es el exceso de peso. La
frecuencia de pacientes con sobrepeso aumenta cada dia, trayendo consigo un importante nimero
de complicaciones asociadas a esta enfermedad y supone una creciente carga econdmica. De
acuerdo con datos de la OMS, en 2005 habia en el mundo un aproximado de 400 millones de
adultos obesos y se calcul6 que para el 2015 habria por lo menos 2,300 millones de individuos con
sobrepeso y mas de 700 millones con obesidad. La prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios
y adultos mexicanos se ha incrementado de manera alarmante en las Gltimas dos décadas (Barquera,
Campos, Rojas y Rivera, 2010) tanto que hoy en dia México ocupa el primer lugar a nivel mundial
en obesidad. Se ha sugerido mayor susceptibilidad genética a la obesidad en la poblacion mexicana
comparada con otras poblaciones. Sin embargo, los factores genéticos no explican los aumentos
inusitados de la prevalencia de obesidad en la poblacién mexicana en un periodo de tiempo tan
corto. Este gran aumento en la prevalencia de obesidad, parece obedecer a cambios en el entorno,
donde el ambiente juega un papel importante.

A menudo los cambios en los habitos alimentarios y de actividad fisica son consecuencia de
cambios ambientales y sociales asociados al desarrollo y a la falta de politicas de apoyo en sectores
como la salud; agricultura; transporte; planeamiento urbano; medio ambiente; procesamiento,
distribucion y comercializacién de alimentos, y educacion OMS (2017). La microbiota intestinal
es una nueva frontera en la busqueda para entender la biologia humana y su evolucién. Aunque en
los altimos afios la microbiota intestinal se ha empezado a relacionar con la prevencion y control

de la obesidad, existen pocos datos conclusivos al respecto, ademas, los estudios sobre los factores




ambientales y su relacion con la obesidad son escasos, por lo que hay poca informacién sobre el
tema en el estado de Puebla.

Por este motivo, en el presente trabajo de investigacion, se plante6 analizar la relacion entre, los
factores ambientales, la microbiota y la obesidad, desde la perspectiva de las ciencias ambientales,
es decir, desde una perspectiva cientifica multidisciplinaria, que relacione al ser humano con el
medio ambiente que lo rodea, con la finalidad de identificar las causas asociadas a este problema
de salud publica, asi como de ampliar el conocimiento y aportar mas datos sobre el tema, para

hacerle frente a la obesidad de manera més efectiva.

I1l.  MARCO TEORICO

3.1 Antecedentes.

La obesidad es una enfermedad crénica y multifactorial consecuencia de la interaccion del genotipo
y ambiente (Lépez y Soto, 2010). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017) define al
sobrepeso y la obesidad como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud. EI cuerpo almacena la energia extra en el tejido adiposo (grasa), lo cual
provoca un aumento de peso y representa un importante factor de riesgo para el desarrollo de otras
enfermedades (Marchat y Zamorano, 2007).

El sobrepeso y la obesidad se incrementan en proporciones sobredimensionales en todo el mundo
(Ruiz et al., 2010). Si bien el sobrepeso y la obesidad tiempo atras eran considerados un problema
propio de los paises de ingresos altos, actualmente ambos trastornos estan aumentando en los paises
de ingresos bajos y medianos, en particular en los entornos urbanos. Desde 1980, la obesidad se ha
duplicado en todo el mundo, alcanzando proporciones epidémicas a nivel mundial. En los paises
en desarrollo con economias emergentes (clasificados por el Banco Mundial en paises de ingresos
bajos y medianos) el incremento porcentual del sobrepeso y la obesidad en los nifios ha sido un
30% superior al de los paises desarrollados OMS (2017). En 2014, mas de 1900 millones de adultos
de 18 0 mas arfios tenian sobrepeso, es decir cerca del 39% de la poblacion, de los cuales méas de
600 millones eran obesos (13%) Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia UNICEF (2015).
En la actualidad es la enfermedad metabolica mas prevalente en los paises desarrollados y en las
ultimas décadas ha experimentado un progresivo y alarmante incremento a nivel mundial que se

acompafa de un incremento de morbimortalidad asociada (Lopez et al., 2010).




En la mayoria de los paises situados en Africa, América Latina, Asia y Oceania se han reportado
mayores niveles de sobrepeso y obesidad entre las mujeres. En contraste con las regiones de Europa
y América del Norte donde las tasas de prevalencia de sobrepeso masculino fueron mas
pronunciadas (Kobyliak et al., 2016). Los paises con mas recursos suelen ser los que méas obesos
tienen por kildbmetro cuadrado. Esta evidencia la corrobora el mapa mundial de obesidad creado
por la OMS (Figura 1), donde los paises con un mayor indice de personas obesas son México
(35.2%), Estados Unidos (34.9%), Nueva Zelanda y Australia (27%), Gran Bretafia, Irlanda y Rusia
(25%). Los paises en los que menor obesidad padecen las personas son naciones del centro, centro-
sur y centro-norte de Africa, Pakistan, Afganistan, Camboya, Vietnam, Malasia, Indonesia, India,
Japon y Corea (Menor al 5%) OMS (2017).

%6 25%  30%

<5% 5% 10% 15% 20

Figura 1. Mapa mundial de la obesidad. *Porcentaje de la poblacion con un IMC = 30 Kg/m?2
(OMS, 2017).

La obesidad es un desafio importante para la salud en México afecta a més de un tercio de la
poblacion adulta y contribuye al aumento de las tasas de diabetes tipo 2, enfermedades
cardiovasculares, ictus, enfermedad metabdlica, cancer endometrial y colorrectal (Ojeda et al.,
2016). México se caracteriza por tener notables diferencias epidemioldgicas entre las regiones,
debido a que todos los servicios de salud estan experimentando un proceso de cambio, ya que antes
trataban con mayor frecuencia enfermedades agudas y en la actualidad buscan enfocarse en




prevenir enfermedades cronicas no transmisibles como la obesidad, diabetes e hipertensién arterial
(Barquera et al., 2010). Actualmente, la diabetes es el mayor problema al que se enfrenta el sistema
nacional de salud en México: es la principal causa de muerte en adultos, la primera causa de
demanda de atencion médica y la enfermedad que consume el mayor porcentaje de gastos en las
instituciones publicas (UNICEF, 2015). La epidemia de obesidad que se experimenta en México
ha sido ampliamente documentada a través de las ultimas encuestas nacionales. En el afio 2006, se
report6 que en adultos de 20 afios 0 mayores la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 69.7%,
lo que ubic6 a México como uno de los paises con mayor prevalencia en la region de Américay a
nivel global. Ademas, esta prevalencia aumenté mas de 12% en tan solo seis afios (2000-2006), lo
cual posicion6 a México como uno de los paises con mayor tendencia de aumento de sobrepeso y
obesidad en el mundo con un porcentaje anualizado de incremento de alrededor de 2% (Barquera,
Campos, Hernandez, Pedroza y Rivera, 2013). La principal causa a la que se apunta son los malos
habitos en la alimentacion, que acaban desembocando en una prevalencia del sobrepeso de un 70%
en la edad adulta UNICEF (2015).

Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2012), la cual es representativa de
las cuatro regiones de México: Norte, Centro, Ciudad de México y Sur, el 74 % de la poblacion
mexicana tiene sobrepeso (Figura 2). Los estados con menor prevalencia de sobrepeso son Chiapas
(64.3%), Oaxaca (66.4%), Hidalgo (68.1%), San Luis Potosi (69.3%), Quintana Roo y Puebla
(70.4%). Entre los estados que presentaron la mayor prevalencia de sobrepeso se encuentran Baja
California Sur (80.0%), Tabasco (79.3%), Distrito Federal (78.8%), Campeche (78.7%) y Sonora
(78.3%) (Barquera, et al, 2013). Dentro del Estado de Puebla, todavia no se han realizado estudios
para conocer el porcentaje de sobrepeso y obesidad dentro de los 217 municipios que componen la
entidad.




Figura 2. Prevalencia de Sobrepeso en México (ENSANUT, 2012).

3.1.1 Nutricién y Cultura

En la actualidad con el desarrollo tecnolégico, la modernizacion y el ritmo de vida acelerado, la
forma de alimentarse se ha visto alterada, sobre todo en las zonas urbanas. La dieta que consume
la mayor parte de la poblacion (dieta occidental) en la que se omite una de las tres comidas
principales (desayuno, comida y cena) y que contiene grandes cantidades de azlcares y grasas
saturadas, asi como el consumo reducido de frutas y verduras, ponen en riesgo a nifios, adolescentes
y adultos de desarrollar sobrepeso u obesidad (Cordova et al., 2010). La abundancia o escasez de
alimento determinara la presencia o no de especies bacterianas que se reproducen bien cuando hay
disponibilidad ilimitada de alimentos, o de especies mas eficientes cuando los nutrientes son
escasos. (Icaza, 2013), ademas, los diferentes tipos de dietas producen numerosos metabolitos
especificos que pueden influir en la respuesta inmune o metabolica (McKenzie, Tan, Macia y
Mackay).

La energia es obtenida de la dieta, ya sea por el metabolismo directo de los alimentos consumidos
0 por la absorcién de los metabolitos secundarios producidos por las bacterias intestinales. Los
lipidos, proteinas y diversos carbohidratos pueden ser metabolizados directamente. Todas las
macromoléculas antes mencionadas estan sujetas a digestion enzimatica y pH acido para ayudar a
la absorcion. Por el contrario, la fibra dietética (carbohidratos no digeribles procedentes de




polisacaridos vegetales y oligosacaridos que son resistentes a la digestion enzimatica y quimica)
no es utilizada como fuente de energia y en su lugar es fermentada por bacterias intestinales en
metabolitos de &cidos grasos de cadena corta (SCFA), rapidamente absorbidos. Los alimentos ricos
en fibra incluyen granos, verduras, frutas, y nueces. Aunque los SCFA también pueden formarse a
partir del metabolismo de las proteinas y glicoproteinas que se encuentran en los alimentos, los
carbohidratos son los contribuyentes mas significativos (McKenzie et al., 2017).

La obesidad es un proceso de patogenia compleja, ain no claramente establecida, en la que estan
implicados factores genéticos y ambientales y que se manifiesta por una expansion patoldgica de
los depositos adiposos corporales. La expansion de la grasa corporal es consecuencia de un
desbalance energético crénico relacionado casi siempre con factores ambientales modificables
como la actividad fisica y la dieta, junto a factores hormonales enddgenos, en un individuo
predispuesto genéticamente. El factor genético justifica un pequefio porcentaje de la obesidad: el
1,8% de los adultos obesos y hasta el 6% de los nifios con obesidad severa tienen obesidad
monogénica dominante causada por mutaciones en el gen del receptor 4 de la melatonina (MCR4).
Entre los factores ambientales y sociales que inducen obesidad se encuentran: el estilo de vida, el
comportamiento alimentario, que, con frecuencia, se traduce en ingestas cal6ricas excesivas e
hipergrasas, el tamafio de las raciones, la accesibilidad de los alimentos, el ritmo de vida, la
incorporacion de la mujer al mundo laboral, con el consecuente aumento de las comidas rapidas y

el sedentarismo, entre otras.

3.1.2 Valoracidn del paciente obeso

La valoracion del paciente ha de ser completa y minuciosa para determinar: Diagndstico y grado
de obesidad (medicion del indice de masa corporal (IMC)), Tipo de distribucion de la grasa
corporal (medicion del perimetro de cintura), Posibles factores predisponentes: ambientales,
genéticos, secundarios a patologia subyacente o terapéuticos, patologia asociada y las
comorbilidades presentes en el sujeto obeso (Lopez et al., 2010).

En la practica diaria se utilizan métodos antropomeétricos, considerados indicadores indirectos del
exceso de grasa para el diagnostico de obesidad (Lopez et al., 2010).

El método més comun consiste en determinar el indice de masa corporal (IMC), el cual, es un
indicador simple de la relacion entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para identificar

el sobrepeso y la obesidad en los adultos. Se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por




el cuadrado de su talla en metros (kg/m?). EI IMC proporciona la medida mas util del sobrepeso y
la obesidad en la poblacion, puesto que es la misma para ambos sexos y para los adultos de todas
las edades (Tabla 1).

Tabla 1.
Clasificacion del peso corporal de acuerdo al IMC segln la OMS
IMC (Kg/m?) Clasificacion
<185 Peso Bajo
18.5-24.9 Peso Normal
25-29.9 Sobrepeso
30-34.9 Obesidad Tipo |
35-39.9 Obesidad Tipo Il
> 40 Obesidad Tipo 111 o morbida

En la década de los afios 40, el médico francés Jean Vague planted que la distribucién anatomica
de la grasa corporal determinaba en forma distinta el riesgo de salud asociado a la obesidad
(Moreno, 2012). El patron de distribucion anatomico de la grasa corporal presenta una clara
relacion con el riesgo metabolico y cardiovascular (Lopez et al., 2010). Por esta razon, se han
planteado desde entonces el empleo de una serie de mediciones e indices para determinar la
distribucion de la grasa corporal. Entre los més utilizados se encuentran la indice cintura cadera 'y
la medicion exclusiva de la circunferencia de cintura, que se plantea que estima con la misma
exactitud la grasa intraabdominal como lo hace la relacion cintura-cadera (Moreno, 2012).

El indice Cintura Cadera (ICC), se calcula dividiendo el tamafio de la cintura (cm) por el de la
cadera (cm). Un valor superior a 0.8 en mujeres y 1.0 en hombres, significa un exceso de grasa en

la zona central o abdominal (Tabla 2).

Tabla 2.
indice Cintura-Cadera (ICC)
Género Excelente Bueno Promedio En Riesgo

Hombres <0.85 0.85-0.89  0.90-0.95 >0.95
Mujeres <0.75 0.75-0.79  0.80-0.86 >0.86

Nota. Valores expresados como el cociente cintura/cadera en centimetros.




La circunferencia de cintura es un indice que mide la concentracion de grasa en la zona abdominal.
Para su medicion se debe utilizar una cinta métrica no extensible y se debe medir al final de una
expiracion suave, en posicion de pie y se recomienda realizar al menos 2 mediciones y
promediarlas. Numerosos estudios prospectivos han demostrado una asociacion entre el aumento
de la relacion cintura-cadera y el aumento de riesgo de enfermedad -cardiovascular,
independientemente del IMC. Segun las recomendaciones de las Guias Clinicas para la Obesidad
del Instituto Nacional de Salud de los EE.UU. (NIH), se consideran puntos de corte de
circunferencia de cintura de 88 cm. para las mujeres y de 102 cm. para los hombres, valores
incluidos en la definicion del Sindrome Metabodlico segun las Guias propuestas por el Panel de
Expertos en Colesterol en el Tercer Panel de Tratamiento para Adultos (ATP 11I).

El patron de distribucion anatomico de la grasa corporal presenta una clara relacion con el riesgo
metabolico y cardiovascular (Lépez et al., 2010). Se establecieron los siguientes puntos de corte
de circunferencia de cintura, como nivel de alerta y nivel en el cual ya hay que realizar una accién
terapéutica (Tabla 3) (Moreno, 2012).

Tabla 3.
Valores de circunferencia abdominal
Zona de Alerta Nivel de Accion
Hombres >0 cm =102 cm
Mujeres = 80 cm = 88cm
Fuente: (Morena, 2012, p.127)

3.1.3 Tipos de obesidad segun la distribucion de grasa

Los tipos de obesidad segun la distribucién de la grasa en el cuerpo se clasifican en: Obesidad
abdominal o androide (Forma de manzana): la localizacion del exceso de grasa se encuentra en el
abdomen, el térax y la cara. Estd muy asociada con la diabetes y enfermedades del corazén;
Obesidad periférica o ginoide (Forma de pera): la grasa acumulada se encuentra en muslos y
caderas. Se da especialmente en mujeres y esta relacionada con problemas como las varices y la
artrosis en las rodillas; Obesidad homogénea: no existen una predominancia de exceso de grasa en

una zona localizada, sino que la grasa se reparte por el cuerpo en las mismas proporciones.




3.1.4 Alteraciones asociadas a la obesidad

El exceso de acumulacién de grasa y la inflamacion sistémica de bajo grado son los principales
fenotipos caracteristicos de la obesidad (Tai, Wong y Wen, 2015). En los Ultimos afios se ha
sugerido que la inflamacion cronica de bajo grado parece ser un factor importante en el desarrollo
de trastornos metabdlicos relacionados con la obesidad (Kobyliak et al., 2016). Este estado
probablemente sea secundario a la secrecion de adipocitocinas. ElI aumento de determinadas
adipocitocinas: IL-6 (Interleucina-6), TNF- o (Factor de necrosis tumoral-a), PAI-1(inhibidor del
activador tisular del plasmindgeno), reactantes de fase aguda (PCR) y fibrindgeno se relaciona con
resistencia insulinica, disfuncion endotelial y arterioesclerosis. (Lépez et al., 2010).
Patologicamente una acumulacidn excesiva de grasa en el cuerpo puede dar lugar a numerosos
trastornos en el buen funcionamiento de los diferentes sistemas, 6rganos y tejidos. Particularmente
peligrosas complicaciones pueden ocurrir en los sistemas cardiovascular, respiratorio, endocrino y
psicosociales. Se estima que el 80% de las enfermedades en el hombre son causados por problemas
asociados con el exceso de peso corporal (Barczynska et al., 2015)

Numerosas enfermedades se han asociado a la obesidad, entre las que destacan la diabetes mellitus
tipo 2 (DM-2), la dislipidemia, la hipertension, la enfermedad coronaria y cerebro-vascular, la
colelitiasis, la osteoartritis y ciertos tipos de cancer (Sanz ,Santacruz y Gauffin, 2010)

Las enfermedades cronicas han sido identificadas como uno de los mayores problemas de salud
publica en el mundo, causan dolor y sufrimiento a los pacientes y sus familiares y han sido el
principal gasto del sistema de salud. De hecho, alrededor del 75% del gasto sanitario se destina a
las enfermedades cronicas (Okpala, 2014).

Las alteraciones asociadas a la obesidad se clasifican en: metabdlicas (resistencia a la insulina,
diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico, dislipidemia aterogénica, hiperuricemia),
cardiovasculares (hipertension arterial, cardiopatia isquémica, enfermedad cerebrovascular,
insuficiencia cardiaca congestiva, trombosis periférica, hipercoagulabilidad), respiratorias
(sindrome hipoventilacion/obesidad, sindrome de apnea obstructiva del suefio, asma), digestivas
(coletitiasis, esteatosis hepatica, reflujo gastroesofagico) muscoesqueléticas (osteoartropatias,
deformidades oseas) alteraciones de la mujer (disfuncion menstrual, sindrome de ovario
poliquistuco, infertilidad, incontinencia urinaria, riesgo perinatal), cancer (Mujer: Gtero, mama,
vesicula y ovario. Hombre: colon, recto y prostata.), otras alteraciones ( insuficiencia venosa

periferica, enfermedad tromboembolica, hipertension endocrinal benigna, transtornos del
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comportamiento alimentario, depresion, disminucion de la autoestima y calidad de vida), (Lépez
et al., 2010).

3.1.5 Microbiota intestinal.

El término microbiota hace referencia a la comunidad de microorganismos vivos residentes en un
nicho ecoldgico determinado (Ruiz et al., 2010). Es una compleja y dinamica mezcla de
microorganismos que excede el nimero total de células humanas por un factor de 10 (Sankar,
Lagier, Pontarotti, Raoult y Fournier, 2015), pero también supera ampliamente el tamafio del
genoma humano aproximadamente 150 veces (van Olden, Groen y Nieuwdorp, 2015). La
microbiota intestinal es la comunidad de microorganismos vivos residentes en el aparato digestivo
(Icaza, 2013). Los organismos que componen la microbiota son determinados por los tipos de
fuentes nutrimentales, las caracteristicas de la dieta, el medio ambiente, la edad y los factores
genéticos, que en conjunto influyen en el predominio de unos microorganismos sobre otros. Al
conjunto formado por los microorganismos, sus genes y sus metabolitos se le denominan
microbioma. (lcaza, 2013).

En cada individuo, la microbiota intestinal difiere cualitativa y cuantitativamente en funcion de su
ubicacién anatdmica en el tracto digestivo. Por lo tanto, la microbiota intestinal es un ecosistema
muy diverso, complejo y unico para cada persona (Lastours y Fantin, 2015). Las firmas de la
microbiota intestinal parecen ser altamente especificas para cada individuo, resultado de largas
variaciones interindividuales que dependen de la genética del hospedero y factores ambientales
(Sanz, Olivares, Moya y Agostoni, 2014). Cada individuo alberga un nimero similar de especies
que son raras y que por lo tanto varian mucho entre la poblacién; a esto se le conoce como
"microbioma variable", el cual es modificado dependiendo de la dieta y la exposicién ambiental
(Derrien y van Hylckama, 2015).

La estructura, dindmicas y funciones de la microbiota intestinal son el resultado de las
interacciones de factores ambientales y del hospedero, los cuales influyen conjuntamente en la
comunicacion entre el intestino y tejidos periféricos, contribuyendo asi a la programacion de salud
y al riesgo de enfermedades (Sanz et al., 2014). La ausencia de una microbiota intestinal estable
contribuye a una alta susceptibilidad a infecciones intestinales (Derrien et al., 2015) y estudios
recientes sugieren papeles complejos de la microbiota intestinal en la obesidad, el sindrome

metabdlico, enfermedades inflamatorias del intestino, patologias neurodegenerativas y en el
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desarrollo de ciertas enfermedades psiquiatricas como la ansiedad y la depresion ( Lastours et al.,
2015). A las alteraciones de la microbiota intestinal y la respuesta adversa del hospedero a estos
cambios se le ha denominado disbiosis, la cual se ha asociado con afecciones tan disimiles como
el asma, las enfermedades inflamatorias cronicas, la obesidad y la esteatohepatitis no alcohdlica
(Icaza, 2013).

El renacimiento en este campo ha sido en parte impulsado por los avances en la tecnologia de
secuenciacion y también por la aplicacion de una variedad de tecnologias 6micas (Marchesi, 2011).
Las técnicas modernas de estudio de la microbiota nos han acercado al conocimiento de un numero
importante de bacterias que no son cultivables, y de la relacidn entre los microorganismos que nos
habitan y nuestra homeostasis (lIcaza, 2013).

Con mas de 1000 especies microbianas identificadas hasta la fecha, la microbiota intestinal es la
biota méas compleja en los humanos (Sankar et al., 2015). El ecosistema microbiano del intestino
(microbiota intestinal) incluye muchas especies nativas que colonizan permanentemente el tracto
gastrointestinal, y una serie variable de microorganismos que solo lo hacen de manera transitoria
(Icaza, 2013). Las bacterias nativas se adquieren al nacer y durante el primer afio de vida,
pertenecen al género Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus, Escherichia, Enterobacter,
Bifidobacterium, Bacteroides, Eubacterium y Clostridium, mientras que las bacterias en transito se
adquieren continuamente a través de los alimentos, bebidas u otras fuentes (Alvarez, Puig y
Rodriguez, 2010).

Las técnicas modernas de estudio del material genético han revolucionado nuestro conocimiento
del microbioma. Por ejemplo, la microbiota del colon tiene aproximadamente de 800 a 1.000
especies por individuo, pero el 62% de ellas no se conocian y el 80% de las bacterias identificadas
por la metagendmica se consideran no cultivables. (Icaza, 2013).

En el afio 2008 el numero total de especies bacterianas del tracto gastrointestinal fue extendido a
40,000, numero sujeto a variacion y que puede ser mucho mayor segin el desarrollo de
investigaciones en curso por métodos de biologia molecular y estudios de metagenémica (Alvarez
et al., 2010).
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3.1.6 Funciones de la microbiota intestinal

Varios estudios han implicado a la microbiota intestinal en el metabolismo, la digestion, la
programacion del sistema inmunoldgico y la influencia sobre el sistema nervioso central a traves
del eje microbioma-intestino-cerebro (Kanji et al., 2017). La microbiota es capaz de secretar o
alterar la produccion de moléculas que afectan el equilibrio energético (aumento o pérdida de peso)
y las reservas de energia (masa grasa) (Rosenbaum, Knight y Leibel, 2015). La microbiota del
intestino humano contribuye con el 36 % de las moléculas pequefias que se encuentran en la sangre.
Como ejemplo se pueden mencionar los acidos grasos de cadena corta, que proveen energia a las
células epiteliales coldnicas y participan en la sintesis de colesterol; los acidos biliares, que
colaboran en la absorcion de lipidos y vitaminas liposolubles, y los metabolitos de la colina, que
modulan la homeostasis de la glucosa y el metabolismo lipidico (Basain et al., 2015). La microbiota
intestinal humana colabora en funciones esenciales de la fisiologia humana y se considera esencial
para el mantenimiento de la salud humana (Greenhalgh et al., 2016). Tiene muchas funciones
beneficiosas, algunas de las cuales son: la ayuda en la digestion (degradacion de los azucares
complejos como la pectina y celulosa), estimula el desarrollo de las microvellosidades, la
fermentacion de la fibra dietética y los prebi6ticos que son beneficiosos para la sintesis de SCFA
(&cido butirico, acido propionico y &cido acético) y acido lactico (Barczynska et al., 2015),
produccion de enzimas ausentes en los seres humanos para la digestion, sintesis de vitaminas como
la biotina y la vitamina K, hormonas para dirigir el almacenamiento de grasas en el hospedero,
previene la colonizacion por bacterias patdgenas, regula las funciones del epitelio y el sistema
inmune (Sankar et al., 2015).

La microbiota intestinal juega un papel importante en la extraccion de energia de los alimentos a
través de una variedad de actividades enzimaticas. Varios polisacaridos vegetales y los
carbohidratos complejos no son digeribles por el huésped; sin embargo, la microbiota del colon
convierte con éxito estas sustancias dietéticas en monosacaridos y SCFA (Ojeda et al., 2016). Los
Firmicutes son los principales degradadores de la fibra alimentaria, la cual es muy importante en
una dieta saludable y se puede definir como la parte comestible de las plantas que resiste la
digestion y absorcion en el intestino delgado humano y que experimenta una fermentacion parcial
o total en el intestino grueso. Ayuda en la saciedad, reduce el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, promueve la motilidad intestinal y es una importante fuente de nutrientes para la

microbiota intestinal (Berry, 2016).
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La microbiota intestinal es necesaria para el metabolismo de azucares, para la extraccién de energia
a partir de compuestos que el hospedero no puede metabolizar o absorber, y para la sintesis de
aminoacidos y vitaminas (Biotina), ademas regula el almacenamiento de grasa. (LOpez y Palacios,
2015). Puede desempefiar un papel beneficioso en el metabolismo de sustancias potencialmente
dafinas tales como el colesterol, nitrosaminas, aminas heterociclicas y acidos biliares, también
puede ser una fuente de antigenos y compuestos nocivos, e incluso patégenos (Barczynska et al.,
2015).

El ecosistema bacteriano (microbiota) que viven en nuestro intestino desempefia un papel
fundamental en el funcionamiento normal de los sistemas metabolicos e inmunolégicos, mas alla
de los determinantes genéticos (Narasimhan y Fikrig, 2015). En consecuencia, los desequilibrios
en la flora intestinal (disbiosis) son un posible factor causal de enfermedades metabdlicas y
autoinmunes (Sanz et al., 2014).

El humano ha co-evolucionado con el conjunto de especies de bacterias, denominado microbiota,
de una forma compleja que afecta tanto la inmunidad innata como a la adaptativa (Alexander,
Targan y Elson, 2014). El tracto gastrointestinal humano es un entorno en el que se produce la
transferencia horizontal de genes (transformacion, transduccién y conjugacion) que determinan la
resistencia de las bacterias, 1o que genera que las infecciones bacterianas sean cada vez més
dificiles de tratar, debido a la resistencia a los antibioticos generalizada entre los agentes patégenos
(Huddleston, 2014). La obesidad se asocia a menudo con la funcion inmune alterada, lo que puede
conducir a una mayor susceptibilidad a las infecciones provocadas por diferentes patégenos. Por
lo tanto, ciertos microorganismos parecen inducir la obesidad, mientras que, la obesidad en si puede
exacerbar otras ciertas infecciones. La conexion entre ambos fendémenos es propiedad
inmunoldgica de los adipocitos y sus progenitores. (Hegde y Dhurandhar, 2013)

El conjunto genético microbiano combinado que se observa en estudios de metagenémica excede
considerablemente la complejidad del mismo genoma humano, de forma tal que, en términos
metabdlicos, la interaccién humano - microbiota intestinal se cataloga en la actualidad como supra
o superorganismo el cual cumple con funciones bioldgicas que estan revolucionando el enfoque de
muchas enfermedades crénicas (Alvarez et al., 2010).

La microbiota varia ampliamente entre los individuos y tiene un profundo efecto en cdmo uno
reacciona a diversos estimulos ambientales, en particular si una persona esta predispuestos

genéticamente a un trastorno inflamatorio inmune (Alexander et al., 2014). El sistema inmune en
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mamiferos dispone de mecanismos innatos y adaptativos que protegen al individuo de patégenos
ambientales. Los mecanismos innatos funcionan independientemente de exposiciones previas a
agentes infecciosos e incluyen las barreras mecanicas (piel, epitelio de las mucosas) y componentes
celulares (principalmente macréfagos y neutréfilos). En contraste con el sistema inmune innato,
los elementos celulares (fundamentalmente linfocitos B y T) y moleculares del sistema adaptativo
requieren del contacto previo con el agente invasor. Ambos mecanismos, actuando de manera
concertada, conducen finalmente a la instauracion de la memoria inmunoldgica; propiedad a través
de la cual, después de contactar un antigeno por primera vez, el organismo adquiere la capacidad
de responder mejor y mas rapidamente ante la re-exposicion al mismo antigeno (Alvarez et al.,
2010).

La activacion cronica del sistema inmune innato es considerada como un factor de riesgo para el
desarrollo de la obesidad y trastornos asociados; esta activacion podria depender en parte de efectos
inmunomoduladores ejercidos por compuestos de la dieta en el intestino y mas alla (Sanz,
Santacruz y Gauffin, 2010).

Debido a que la microbiota intestinal muestra cierta plasticidad, en particular en respuesta a la
dieta, hace que sea posible desarrollar la intervencién estrategias que promuevan un ecosistema -
intestino sano para reducir el riesgo de enfermedades. En la actualidad pruebas cientificas
demuestran que la microbiota intestinal funciona como un 6rgano metabdlico y es fundamental
para nuestra supervivencia de tal forma que las alteraciones que se producen en este sistema tienen
una relacion directa con el eje cerebro—intestino y el estado de salud del individuo (Grenham,
Clarke, Cryan y Dinan, 2011), estas alteraciones, podrian explicar, por lo menos en parte, algunas
epidemias de la humanidad como la obesidad.

En la actualidad pruebas cientificas demuestran que la microbiota intestinal funciona como un
6rgano metabolico y es fundamental para nuestra supervivencia de tal forma que las alteraciones
que se producen en este sistema tienen una relacion directa con el eje cerebro—intestino y el estado
de salud del individuo (Grenham, Clarke, Cryan y Dinan, 2011), estas alteraciones, podrian
explicar, por lo menos en parte, algunas epidemias de la humanidad como la obesidad. Los pocos
estudios realizados hasta la fecha han mostrado que los tratamientos de pérdida de peso pueden
cambiar la microbiota intestinal, ya que hay una disminucion en la proporcion de Firmicutes a
Bacteroidetes. El tratar los desbalances de la microbiota intestinal puede ofrecer nuevas

posibilidades para el tratamiento de la obesidad (Lépez et al., 2015).
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3.1.7 Obesidad y composicion de la microbiota intestinal

La composicién de la microbiota intestinal, afecta la absorcion de nutrientes y la regulacion de la
energia, por lo que influyen directamente en el desarrollo de la obesidad, proporciona el 10% de
las necesidades caldricas diarias y esta involucrada en el metabolismo de nutrientes esenciales
como los carbohidratos y los lipidos (McKenzie et al., 2017). EI modelo de las bacterias intestinales
atribuye la obesidad a la composicion variable de la microbiota intestinal y su capacidad para
modular la homeostasis de la energia del huésped, la adiposidad y la inflamacion (White, 2016).
La composicion de la microbiota intestinal varia a lo largo de la vida y la geografia humana
(Greenhalgh et al., 2016), es una comunidad grande y diversa que contiene varios tipos de vida:
bacterias, arqueas, eucariotas, virus y parasitos. EI nimero total de células microbianas en el tracto
intestinal es alrededor de 10%3-10%. Se ha estimado que mas de 1000 especies bacterianas habitan
en el tracto intestinal humano. (Li et al., 2016). Las aberraciones en la microbiota intestinal estan
fuertemente asociados con la obesidad (Tai et al., 2015). Investigaciones recientes muestran que la
microbiota intestinal esta involucrada en la obesidad y trastornos metabélicos, revelando que los
animales y humanos obesos tienen alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal en
comparacién con sus homologos delgados (Sanz et al., 2010).

La microbiota intestinal contiene la gran mayoria de la biomasa microbiana y puede analizarse con
relativa facilidad por recoleccion de material fecal (Greenhalgh et al., 2016). El uso de muestras
fecales recogidas al inicio de los estudios puede ayudar a identificar las cepas bacterianas
intestinales especificas que conducen a un metabolismo aberrante (van Olden et al., 2015).

La microbiota intestinal, como un todo, proporciona funciones metabdlicas adicionales y regula la
expresion de genes del huésped, mejorando la capacidad de extraer energia de la dieta y almacenar
esta energia en los adipocitos, contribuyendo al aumento de peso corporal (Sanz et al., 2010).

La microbiota intestinal puede proporcionar energia al hospedero mediante la hidrolisis de
polisacaridos sin digerir de los vegetales (celulosa, xilano y pectina) y del almidén parcialmente
digerido que el anfitrion consume diariamente (Tai et al., 2015).

Alrededor del 50% de la masa fecal esta constituida por bacterias. Esta poblacidén se compone de
trillones de microorganismos pertenecientes, fundamentalmente, a 4 filos: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria, con un amplio predomino de los dos primeros
(Icaza, 2013). Los filos de Firmicutes y Bacteroidetes representan mas del 90% de la poblacién

total de la microbiota intestinal. Los géneros dominantes son anaerobios obligados como:
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Bacteroides, Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, Peptococcus, Peptostreptococcus,
Bifidobacterium y Fusobacterium, asi como anaerobios facultativos: Escherichia, Enterobacter,
Enterococcus, Klebsiella, Proteus, Lactobacillus (Barczynska et al., 2015).

La obesidad se asocia con filos y cambios grupo-especificos en la microbiota, a una reducida
diversidad bacteriana y a aumentos en la abundancia relativa de Firmicutes y la reduccion de
Bacteroidetes (Sanz et al., 2010). Bacteroides y Ruminococcus spp. son abundantes en sujetos con
una baja diversidad microbiana y disfuncion metabdlica, mientras que Faecalibacterium
prausnitzii, Bifidobacterium, Lactobacillus, Alistipes, Akkermansia, entre otros, fueron dominantes
en sujetos con una alta diversidad bacteriana y fenotipos metabdélicos saludables (Sanz, et al, 2014).
Ademas la obesidad también se ha asociado con la reduccion de Akkermansia muciniphila (Filo:
Verrucomicrobia) en el intestino. Akkermansia. muciniphila disminuye la inflamacion crénica de
la barrera intestinal y la secrecion de péptidos intestinales (van Olden et al., 2015).

La composicion de la microbiota intestinal, y su efecto en la reducciéon o aumento del desarrollo
de la obesidad esta estrechamente correlacionada con la dieta consumida (Figura 3) (Barczynska
et al., 2015). Las comunidades bacterianas presentan variaciones cuantitativas y cualitativas a lo
largo del tracto intestinal debido a factores del hospedero (pH, tiempo de trénsito, &cidos biliares,
enzimas digestivas, mucosas, sistema inmunoldgico), a factores no-hospedero (nutrientes,
medicacion y los factores ambientales) y factores bacterianos (capacidad de adhesion, enzimas,
capacidad metabolica, asi como coevolucion, interacciones y competencia microbiana) (Sankar et
al., 2015). Estudios en humanos mostraron que el pH del jugo gastrico influye en el crecimiento
de las bacterias en el estomago e intestino, afectando la calidad y cantidad de la microbiota
intestinal (Tai et al., 2015).
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Figura 3. Efecto de la dieta en el desarrollo de la microbiota intestinal (Barczynska

etal., 2015, p.96).

3.1.8 Papel de la microbiota intestinal en la funcion neurohormonal

Las poblaciones bacterianas en el intestino humano impactan funciones fisioldgicas del huésped a
través de su actividad metabolica. Ademas de realizar funciones catabdlicas y bio-transformativas
esenciales, la microbiota intestinal produce moléculas pequefias bioactivas que median las
interacciones con el huésped y contribuyen a los ejes neurohumorales que conectan el intestino con
otras partes del cuerpo (Krishnan, Alden y Lee, 2015). La microbiota intestinal también interactua
con la producciény la funcién de las hormonas y neuropéptidos sintetizados por el sistema nervioso
y las células enteroendocrinas de la mucosa del tracto gastrointestinal y érganos periféricos (tejido
adiposo, pancreas e higado), los cuales son criticos para la regulacion del balance energético.
Sujetos obesos suelen presentar un aumento de los niveles séricos de leptina asociados con el
incremento del hambre y un gasto energético reducido. EI aumento de los niveles de leptina
también podria inducir la produccion células pro-inflamatorias T-cooperadoras y a su vez de
citosinas tipo-1 y asi contribuir a la inflamacion asociada con la obesidad (Sanz et al., 2010).

La leptina es una hormona secretada principalmente por los adipocitos, que tiene un papel relevante
en la regulacion del peso corporal a través de sus efectos centrales sobre el apetito, y periféricos

sobre el gasto energético. El primer efecto descrito para la leptina fue en relacion con la modulacion
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del apetito y el gasto energético. Sin embargo, en los Gltimos afios también se le han descrito otros
efectos atribuibles a esta hormona, como la estimulacion de la lipolisis, la inhibicion de la secrecion
de insulina por las células beta pancreéticas, la inhibicion de la génesis de esteroides inducida por
insulina en el ovario y una accion inmunomoduladora (Basain et al., 2016).

Los SCFA que son producido principalmente por la microbiota intestinal, actiian como ligandos de
receptores acoplados a proteinas G, tales como GPR41 y GPR43, expresados en el intestino, colon
y adipocitos, que tras su activacion estimulan la expresion de hormonas peptidicas (por ejemplo,
leptina y péptido tirosina-tirosina) que participan en la regulacion del apetito y metabolismo de la
energia (regulando el metabolismo de la grasa, aumentando su quema y disminuyendo su
almacenamiento) (Sanz et al., 2010). Los SCFA estan formados por la fermentacion de los
polisacaridos no digeribles en el intestino grueso por grupos especificos de bacterias; tienen
numerosas funciones positivas y éstas incluyen: al &cido butirico que estimula el tejido epitelial
intestinal, nutre las células intestinales e influye en su adecuada maduracién y diferenciacion; el
acido propionico tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de hepatocitos; el &cido acético tiene
un efecto positivo en el desarrollo de los tejidos periféricos (Barczynska et al., 2015). El propionato
y el butirato tienen la capacidad de activar la gluconeogénesis intestinal (IGN). El Butirato puede
aumentar la IGN directamente a través de un aumento del Adenosin monofosfato ciclico (AMPc).
El propionato, por el contrario, aumenta la IGN via cerebro-intestino a través de circuitos
neuronales incluyendo sefializaciones GPR41 a través de neuronas ganglionares simpaticas. El
incremento de la IGN conduce a un aumento de la concentracién glucosa en la vena porta, lo que

resulta en disminucion de hambre y la ingesta de alimentos (van Olden et al., 2015).

La microbiota intestinal modula la activacion del tejido adiposo marron, estimula la lipdlisis e
inhibe la lipogénesis. Estos resultados concuerdan con los datos que muestran que el butirato puede
prevenir la acumulacion de grasa en el higado y la posterior resistencia a la insulina en ratones. El
mecanismo de accion del butirato puede estar relacionado con la promocion del gasto energético y

la induccion de desacoplamiento mitocondrial (van Olden et al., 2015).

Los acidos grasos de cadena corta regulan la glucosa y el metabolismo lipidico, estimulan la
proliferacion y diferenciacion de los enterocitos intestinales, disminuye el efecto del pH sobre el
contenido intestinal, y por lo tanto ayudar en la absorcion de minerales mediante el aumento de su
solubilidad. A pesar del uso SCFA como fuente de energia, contribuye a la reduccién de la

formacion de la obesidad mediante la inhibicién de la acumulacién de grasa en el tejido adiposo,
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generando un mayor gasto de energia y el aumento de la produccion de hormonas asociadas con la

sensacion de saciedad (Barczynska et al., 2015).

3.1.9 Papel de la microbiota intestinal en la funcion inmune

Es probable que el principal papel de las bacterias intestinales se base en la regulacion y la
formacion de nuestro sistema inmune (innato y adaptativo) y, via esta ruta, afecten nuestro
metabolismo (van Olden et al., 2015). La microbiota intestinal puede modular las respuestas
inmunes en la superficie de la mucosa intestinal durante la infeccion, la inflamacién y la
autoinmunidad (Kanji et al., 2017). La obesidad inducida por dietas ricas en grasas y los trastornos
metabdlicos asociados se caracterizan por un estado de inflamacion de bajo grado que se ha
relacionado con alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal y el aumento plasmatico
de los niveles de lipopolisacarido (LPS), el cual es el componente antigénico mas potente de la
pared celular de las bacterias Gram negativas. Las grasas de la dieta conducen a un aumento en la
absorcion y excrecion de los LPS de las células intestinales / epiteliales a través del aumento en la
inducciédn de quilomicrones y a la ruptura de la integridad de la barrera intestinal que conduce a
una permeabilidad intestinal anormal (Radilla et al., 2016). Los LPS tienen una afinidad por los
quilomicrones y parecen ser co-transportados junto con otras grasas de la dieta (van Olden et al.,
2015). Una vez que los LPS llegan a la circulacion sanguinea, causan endotoxemia metabdlica, lo
que activa los macréfagos en los diferentes tejidos, lo que lleva a una inflamacion de bajo nivel
que es parte de las alteraciones metabolicas que ocurren en la obesidad (Radilla et al., 2016). Un
estudio prospectivo mostro recientemente que la endotoxemia es un predictor del desarrollo del
sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2 en personas obesas (van Olden et al., 2015). En humanos,
el aumento de los niveles plasmaticos de LPS se ha asociado con un elevado indice de masa
corporal. Este aumento en las concentraciones de LPS es suficiente para activar la sintesis de
citosinas inflamatorias (por ejemplo, TNFa) (Sanz et al., 2010).

Dietas obesogénicas pueden promover el crecimiento potencial de patdgenos, lo que podria
desencadenar una respuesta inflamatoria a través de la activacion local de los receptores de
inmunidad innata (por ejemplo, TLR4, TLR2) con la produccién de citocinas proinflamatorias o
por medio de la produccion de compuestos toxicos (por ejemplo, sulfuro de hidrégeno). Ambos
mecanismos también podrian conducir a un intestino permeable, la translocacion de moléculas

microbianas, y en general, promover la inflamacidn sistémica. Ademas, los acidos grasos saturados
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de dietas obesogénicas podrian favorecer un intestino permeable mediante la induccién de la
expresion y la activacion de los receptores de inmunidad innata (Receptores tipo Toll (TLR)) y el
aumento de flujo y proliferacion de linfocitos; por completo esto puede conducir a la produccion
de citocinas (por ejemplo, factor de necrosis tumoral-alfa, interferbn-gamma) que aumentan la
permeabilidad intestinal, facilitando la translocacion de los productos bacterianos,
independientemente de posibles alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal (Sanz et
al., 2014).

El factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) es una molécula adaptadora central para la
mayoria de TLR’s, los cuales son los receptores de reconocimiento a patégenos mas estudiados.
La evidencia indica que el MyD88 juega un papel importante en la composicion del microbioma,
la homeostasis de energia y las interacciones con bacterias intestinales Gram negativas. Ademas,
puede funcionar como un sensor que regula el metabolismo del hospedero a través del gasto de
energia y los SCFA (van Olden et al., 2015).

Muchas enfermedades autoinmunes demuestran un sesgo de género, las mujeres son mas
susceptibles a la autoinmunidad que los hombres. Las hormonas sexuales se consideran un factor
critico en la autoinmunidad del sesgo de género, asi como la actividad protectora de los andrégenos.
Sin embargo, este sesgo de género también es sensible a las influencias ambientales. (Tai et al.,
2015)

La fosfatasa alcalina intestinal (IAP), la cual puede ser controlada por la microbiota intestinal,
representa un papel importante en el desarrollo de la obesidad, ya que esta implicada en la
degradacion de los lipidos derivados de los alimentos, y también juega un papel importante en la
detoxificacion del LPS (desfosforilacion de la parte lipidica del LPS). Ademas, el aumento de
actividad de la IAP esta asociada con la reduccién de la endotoxemia causada por disfunciones
metabolicas (Barczynska et al., 2015).

Otro factor potencial que relaciona a la microbiota intestinal con la obesidad es el bloqueo de la
expresion del factor adiposo inducido por ayuno (FIAF) por la microbiota. EI FIAF inhibe la
actividad de la lipoproteinlipasa (LPL), una enzima responsable del almacenamiento de energia en
forma de grasa. La disminucion de la expresion de FIAF determina el aumento de la actividad LPL
y mejora el proceso de almacenamiento de energia en forma de grasa (Barczynska et al., 2015).
Un bajo nivel de la inflamacidon cronica es una de las principales caracteristicas de la obesidad.

Factores como el excedente de energia, dieta rica en grasas y los factores ambientales también
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pueden desempefiar un importante papel en la regulacién de la obesidad, ademas de un

desequilibrio entre las influencias pro y anti-inflamatorias (Tai et al., 2015).

3.1.10 Microbiota y factores ambientales

Estudios recientes muestran que la microbiota intestinal humana es dinamica durante toda la vida
y que las diferencias especificas por edad pueden ser la clave para la comprension de los efectos
de la microbiota sobre la salud. Los cambios de la microbiota durante la vida se deben a influencias
de la biogeografia, la dieta, genética del hospedero y a factores ambientales (Greenhalgh et al.,
2016). Se entiende como factores ambientales al conjunto de factores externos al individuo que lo
afectan durante su vida. La colonizacion del intestino por microorganismos esta influenciada, en la
infancia, por la forma del parto (los bebés nacidos por via vaginal adquieren comunidades
bacterianas similares a la microbiota vaginal de su madre, mientras que los lactantes nacidos por
cesarea albergan comunidades bacterianas mas parecidas a la microbiota cutanea de su madre (Li
et al., 2016)) y la dieta (lactancia materna o no); estabilizandose a la edad de tres afios (Sankar et
al., 2015). Despues de los tres primeros afos de vida, la estructura general de la microbiota es
relativamente consistente a lo largo de la vida adulta sana (Xu, Galley, Bailey, Thomas y Olivo,
2016), hasta llegar a la vejez donde el microbioma intestinal se enriquece en rasgos asociados con
la inflamacidn y la disfuncion metabolica (Greenhalgh et al., 2016). Aparte de los cambios
asociados con la edad, la microbiota intestinal dependera de otros factores incluyendo la ubicacion
geogréfica, por ejemplo, entre las zonas rurales y urbanas, puede ser atribuible a las variaciones de
habitos dietéticos u otras influencias ambientales (aunque la globalizacion de los productos
alimenticios tiende a reducir el impacto de este factor), la dieta (composicién de la dieta, la
densidad energética de los alimentos, la tasa de consumo de comida, las preferencias de sabor, el
estilo de vida, la disponibilidad y accesibilidad a los alimentos (Basain et al., 2015)), el sexo, la
actividad fisica, la genética del hospedero y el consumo de prebiéticos, probidticos y/o antibiéticos.
La composicién de la microbiota intestinal ha demostrado tener un impacto directo en la salud
humana, lo que resulta en efectos beneficiosos o adversos (Sankar et al., 2015).

Las intervenciones dietéticas pueden influir en la composicion de la microbiota intestinal, el
consumo de una dieta rica en proteinas con alto aumenta los niveles de Bacteroides frente a
Prevotella, que es mas abundante después de dietas altas en carbohidratos. Ademas, el consumo

de dietas altas en frutas, hortalizas y fibra esta vinculado al aumento de la riqueza microbiana, ya
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sea a nivel taxonomico o de genes. EI microbioma intestinal puede incluso responder a las
modificaciones a corto plazo del contenido de macronutrientes en la dieta, aunque rapidamente

regresa a la composicion basal después de la intervencion cesa (Haro et al., 2016)

3.1.11 Prebioticos y Probioticos

Los métodos principales utilizados para modular la microbiota intestinal incluyen el uso de
prebidticos y probioticos (Ojeda et al., 2016), los cuales contrarrestan los efectos negativos de la
microbiota intestinal alterada en la energia homeostasis, la adiposidad y la inflamacién (White,
2016). Los probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se administra en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio en la salud del hospedero (Simeoni et al., 2016). Las
bacterias frecuentemente utilizadas como probidticos son las familias Gram positivas
Bifidobacterium y Lactobacillus. Las Bifidobacterias y los Lactobacilos son dos de los mayores
generos de bacterias saprofitas de la flora intestinal (Ishibashi, Yaeshima y Hayasawa, 1997) y no
poseen cadenas lipopolisacaridas proinflamatorias, por lo que su propagacién en el intestino no
desencadena reacciones inmunologicas completas. Con la presencia de tales bacterias, el sistema
inmunoldgico aprende a distinguir entre las entidades anti-inflamatorias y desarrolla respuestas
inmundgenas apropiadas identificando elementos proinflamatorios como antigénicos (Sarkar et al.,
2016) , son utilizados contra inflamaciones gastrointestinales, infecciones y afecciones alérgicas
(Simeoni et al., 2016). Varios estudios informaron que la intervencion dietética con yogures que
contienen probidticos reduce significativamente el colesterol sérico total y el colesterol LDL,
mejorando la relacion colesterol LDL: HDL. (Kobyliak et al., 2016).

Ademas de Bifidobacterium y Lactobacillus., recientemente se ha prestado atencién a Akkermansia
muciniphila, la cual es una bacteria degradadora de mucina que reside en las capas mucosas del
intestino y es capaz de producir acetato y propionato (Cani, Everard y Duparc, 2013). Se ha
observado que la abundancia de A. muciniphila disminuye en la obesidad y la DM2 (Everard et al.,
2013). La administracion de A. muciniphila mejora la funcion de la barrera intestinal, incrementa
los niveles de serotonina, contrarresta el desarrollo de obesidad producido por dietas altas en grasa
reduciendo la resistencia a la insulina, la endotoxemia y la dislipidemia (Everard et al., 2013).
Los prebidticos se definen como componentes alimentarios que cuando se fermentan en el intestino
confieren un beneficio de a la salud del hospedero asociado con la modulacién de la microbiota

(Sarkar et al., 2016 y Simeoni et al., 2016). La mayoria de investigaciones de prebiéticos se han

23



hecho con fructooligosacaridos (FOS) y galactooligosacaridos (GOS) en el contexto de trastornos
gastrointestinales y las enfermedades alérgicas (Simeoni et al., 2016). Los prebioticos son
compuestos que producen cambios especificos en la composicién o actividad bacteriana (Sarkar et
al., 2016). Los mecanismos encontrados para apoyar la accion beneficiosa de los prebidticos
incluyen (1) el aumento de la expresion de péptidos antimicrobianos; (2) la produccion de SCFA,
la estimulacion de la gluconeogeénesis intestinal (IGN) y el aumento de la integridad epitelial; (3)
liberacién aumentada de hormonas peptidicas intestinales incluyendo PYY y GLP-1 para promover
la saciedad y la sensibilidad a la insulina, respectivamente; y (4) comunidades microbianas
reestructuradas incluyendo disminucion de la abundancia relativa de bacterias patégenas y aumento

de la abundancia de bacterias comensales beneficiosas (Ojeda et al., 2016).

3.1.12 Psicobidticos

Los Psicobidticos se definen como probioticos (bacterias vivas) y prebidticos (mejoran el
crecimiento de las bacterias intestinales beneficiosas) que, cuando se ingieren, confieren beneficios
a la salud mental a través de interacciones con bacterias intestinales comensales. (Sarkar et al.,
2016). Los efectos psicofisiolégicos de los psicobioticos se dividen en las tres categorias: (1)
Efectos psicoldgicos en los procesos cognitivos y emocionales, (2) Efectos sistémicos sobre el eje
hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA) y la respuesta al estrés glucocorticoide e inflamacion, que
a menudo se caracteriza por concentraciones aberrantes de citocinas. (3) Efectos neurologicos
sobre neurotransmisores y proteinas. Los neurotransmisores relevantes incluyen el acido g-
aminobutirico (GABA) (principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso) y el glutamato
(principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central), que controlan el equilibrio de
inhibicion de la excitacion neuronal (Sarkar et al., 2016). Varias especies de bacterias encontradas
dentro del microbioma del intestino son capaces de sintetizar y liberar una serie de
neurotransmisores y neuromoduladores que pueden actuar sobre las células entéricas endocrinas.
Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium pueden producir acido gamma-aminobutirico
(GABA); Escherichia, Bacillus y Saccharomyces pueden producir norepinefrina; Candida,
Streptococcus y Escherichia puede producir serotonina. Tales neurotransmisores pueden estimular
las células entéricas y modular la comunicacion entérico-neural (Kanji et al., 2017). En general,
los psicobioticos pueden ejercer efectos beneficiosos en el estado de &nimo mediante la modulacion

de las redes neuronales asociadas con la atencién emocional. A nivel sistémico, las reducciones en
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el cortisol y las citoquinas proinflamatorias apoyarian estos procesos, dada su relacion con el estado

de &nimo negativo (Sarkar et al., 2016).

3.1.13 Salud Ambiental

De acuerdo con la OMS (2017), la salud se define como “un estado de completo bienestar fisico,
mental y social y no sélo ausencia de enfermedad o incapacidad. Se ha difundido ampliamente pero
poco comprendido que la salud no so6lo es, no estar enfermo; el aspecto médico es s6lo una
dimensién de la salud, hay factores como la geografia, clima, trabajo, ingreso, alimentacion,
educacion, vivienda, valores éticos junto con el desarrollo pleno de las capacidades y
potencialidades de cada individuo, en sus aspectos fisicos, fisioldgicos, psicologicos, sociales entre
otros que en conjunto dan la condicion de bienestar (o felicidad) que al fin de cuentas es lo que
debemos llamar salud. La salud no puede separarse de una serie de elementos ambientales, como
el aire, agua, hacinamiento urbano, productos quimicos, vectores de enfermedades, exceso de
consumo, etc. (Cuéllar, 2008).

Victoriano Garza define a la salud ambiental como: “La parte de las ciencias ambientales que se
ocupa de los riesgos y efectos que para la salud humana representan el medio que habita y donde
trabaja, los cambios naturales o artificiales que ese lugar manifiesta y la contaminacién producida
por el mismo hombre a ese medio”. La salud ambiental es holistica y totalizante, engloba tanto los
aspectos de salubridad publica, ocupacional, comunitaria, asistencial en un conjunto arménico en
beneficio de todos los seres vivos y su entorno, teniendo en cuenta especialmente las
vulnerabilidades sociales como la pobreza, la violencia, la nutricion adecuada, el empleo adecuado,
las diferencias interculturales y el pensamiento tradicional y un sinnimero de causas sociales, que

influyen de manera determinante sobre el estado de salud individual y social (Cuéllar, 2008).
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IV. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION
4.1 Pregunta de Investigacion
¢Cudl es la influencia de los factores ambientales sobre el papel de los microorganismos:
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Akkermansia muciniphila y Fusobacterium nucleatum en

la microbiota intestinal y el desarrollo de la obesidad?

V.  HIPOTESIS
Factores ambientales como dieta y actividad fisica alteran la composicion de los microorganismos:
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Akkermansia muciniphila y Fusobacterium nucleatum en
la microbiota intestinal de las personas e influyen en la capacidad de absorcion de los alimentos en

el intestino y el consecuente incremento de peso.

VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General
e Determinar qué factores ambientales modifican la composicion de los microorganismos
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Akkermansia muciniphila y Fusobacterium

nucleatum en la microbiota intestinal y como esto contribuye a la obesidad de las personas.

6.2 Objetivos Especificos
1. Determinar cudles son los principales factores ambientales: dieta, actividad fisica,
sedentarismo, habitos y nivel socioecondmico que modifican la microbiota intestinal en
poblaciones humanas obesas y no obesas.
2. Determinar las diferencias entre la microbiota intestinal de personas obesas, personas con
peso normal y atletas.
3. ldentificar la influencia de los microorganismos: Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp,

Akkermansia muciniphila y Fusobacterium nucleatum en el desarrollo de la obesidad.
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VIl. METODOLOGIA
7.1 Generalidades
El presente trabajo de investigacion se llevd acabo en las instalaciones del laboratorio de
Micoplasmas del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas del Instituto de Ciencias
de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, en el periodo comprendido entre el mes de
junio de 2016 al mes de junio de 2017.

7.2 Muestra
En lainvestigacion participaron treinta personas; diecinueve personas viven en la ciudad de Puebla,

cinco personas viven en el municipio de San Gregorio Atzompa, tres personas viven en el
municipio de San Andrés Cholula, dos personas viven en el municipio de San Pedro Cholula y una
persona vive en el municipio de Cuautlancingo. De las treinta personas que participaron en el
estudio, se formaron tres grupos con diez personas cada uno; el primer grupo constd de diez
personas que padecen obesidad (O), el segundo grupo de diez personas que son atletas y
practicantes de triatlon (Atletas) y el tercer grupo de diez personas con peso normal (P.N) y que
fueron el grupo control.

Este estudio se dividid en las siguientes fases: fase de campo, fase de laboratorio y fase de gabinete
(Figura 4).
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7.3 Fase de campo

La fase de campo inici6 con una entrevista en el domicilio de las personas que participaron en el
estudio, donde se les invito a formar parte de este y se les dio toda la informacion necesaria, ademas
de explicarles como se llevaria a cabo la investigacion y con qué finalidad. A cada persona que
acepto participar en el estudio, se le entregé una carta de consentimiento informado (Ver anexo
12.2), el cual fue un requisito indispensable para solicitar su autorizacion al proyecto de
investigacion.

Durante la entrevista se les aplicd una encuesta a todas las personas que participaron en la
investigacién, para obtener datos referentes a su dieta, actividad fisica, sedentarismo, habitos y
nivel socioeconomico. Para su elaboracion fue tomada como base una encuesta de la OMS sobre
habitos, salud y obesidad. Se construyo a los fines de la presente investigacion con el objetivo de
investigar los factores ambientales que puedan predisponer a la obesidad de las personas. La
encuesta consta de un cuestionario con cinco apartados (Datos de interés, Antecedentes familiares,
Dieta, Actividad Fisica y Habitos) (Ver anexo 12.1) que indagan sobre los factores ambientales
que pueden favorecer al desarrollo de la obesidad.

Ademas de firmar la carta de consentimiento informado y responder a la encuesta, todos los
participantes proporcionaron una muestra de materia fecal, para su posterior analisis en el
laboratorio. Para que los resultados fueran confiables, las muestras de materia fecal fueron tomadas

con las siguientes precauciones:

1. Se le proporciono a cada participante del estudio un recipiente para la recoleccion de
muestras de laboratorio; estéril, con boca ancha y cierre hermético.

2. Se le brindd la informacion necesaria a cada paciente, para la correcta recoleccion de las
heces y evitar su contaminacion con orina.

3. Se recogieron las heces con una paleta de madera del recipiente donde fueron emitidas
(evitando recoger las que estan en contacto directo con el recipiente) y fueron transferidas
en la cantidad necesaria (no mayor a 5 gramos) al recipiente de recoleccion.

4. Al recolectar las muestras se rotularon perfectamente todos los recipientes con: el nombre

del paciente, edad, fecha y hora en que se tomo la muestra.
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5. Los frascos fueron transportados de la casa de los pacientes a el laboratorio en condiciones
de refrigeracion (Hielera) para evitar la proliferacion o muerte de los microorganismos y la

conservacion del material genético.

7.4 Fase de laboratorio

La materia fecal se almacen6 a -70°C, para la posterior extraccion y purificacion del material
genético. La aplicacion de técnicas moleculares comenz6 con la extraccion de DNA, la cual
consiste en el aislamiento y purificacion de moléculas de DNA, se realizd siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el fabricante Zymo-Research en el kit de extraccion Quick-DNA
con el fin de garantizar la obtencién de DNA integro y puro. Los Kits de extraccion contienen dos
ingredientes fundamentales: un detergente especialmente disefiado para lisar la membrana celular
y nuclear de la muestra y la proteinasa K la cual degrada una proteina llamada histona, que envuelve
al DNA.

7.4.1 Extraccion y Purificacion del DNA
Se llevo a cabo la extraccion del DNA de las 30 muestras con el kit Quick-DNA Universal Kit de
la marca Zymo Research, siguiendo las instrucciones del fabricante para el protocolo de extraccion
en tejidos solidos (Materia fecal):
I.  Colocar 25mg de la muestra fecal en un tubo para microcentrifuga y afiadir 95 ul de agua
95 ul de Buffer para tejido sélido y 10 pl de Proteinasa K.

Il.  Agitar en Vortex y después incubar a 55°C de 1-3 Horas hasta que el tejido solubilice. Se
agita nuevamente y se centrifuga a 12,000 rpm por 1 minuto. Transferir el sobrenadante a
un tubo limpio.

1. Afadir 400 pl del Buffer de unién genémica al sobrenadante y mezclar.
IV.  Transferir la mezcla a una columna de extraccion Zymo-Spin y se coloca en un tubo
colector y centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto. Descartar el tubo colector.

V.  Afadir 400 ul del Buffer de pre-lavado a la columna en un nuevo tubo colector y centrifugar
a 12,000 rpm por 1 minuto. Vaciar el tubo colector.

VI.  Afadir 700 ul del Buffer de lavado a la columna y centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto.

Vaciar el tubo colector.
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VII.

VIII.

IX.

Afadir 200 pl del Buffer de lavado a la columna y centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto.
Descartar el tubo colector.

Para eluir el DNA, se transfiere la columna de extraccién a un tubo para microcentrifuga
limpio y se afiade 50 pl del Buffer de elucidn, se incuba por 5 minutos a 60°C y después se
centrifuga a 12,000 rpm por 1 minuto. La solucidon recogida serd el DNA purificado.

Se almacena la muestra a -70°C, para su conservacion. y la posterior realizacion de la PCR.

7.4.2 Iniciadores para PCR y Secuenciacion

Se utilizaron las extracciones de DNA de las treinta personas participantes del estudio para
amplificar por PCR un fragmento del rRNA 16S, mediante oligonucleédtidos especificos para cada
género y especie de bacteria (Tabla 4), descritos en trabajos previos (Castellarin, et al, 2012;

Collado, et al, 2007; Dingemanse, et al, 2015 Hyuk-Sang, et al, 2004; Penders, et al, 2005).

Tabla 4.
Iniciadores utilizados en el estudio

Bacteria Objetivo Iniciador Secuencia (5'- 3") Producto (bp)
| actobacillus sop . @ Sentido CCACCTTCCTCCGGTTTGTCA )
PP Antisentido AGGGTGAAGTCGTAACAAGTAGCC
Lactobacillus rhamnosus @ IDL73R GCCAACAAGCTATGTGTTCGCTTGC 448
Lactobacillus plantaru @ IDL62R ~ CTAGTGGTAACAGTTGATTAAAACTGC 428
B _ ©  Sentido GCGTGCTTAACACATGCAAGTC ]
Bifidobacterium spp. Antisentido CACCCGTTTCCAGGAGCTATT
« _ e Sentido CAGCACGTGAGGTGGGGAC 207
Akkermansia muciniphila ™ centido CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT
4 Sentido CAACCATTACTTTAACTCTACCATGTTCA ]

Fusobacterium nucleatum

Antisentido GTTGACTTTACAGAAGGAGATTATGTAAAAATC

Fuente: a) (Hyuk-Sang et al., 2004), b) (Penders et al., 2005), ¢) (Collado et al., 2007; Dingemanse et al., 2015),

d) (Castellarin et al., 2012)

La amplificaciéon se realiz6 en un termociclador TECHNE TC-412 de punto final, utilizando el kit

DreamTaq PCR Master Mix (2X) de la marca thermo Scientific, siguiendo las instrucciones del

fabricante descritas a continuacion.

I.  Por cada muestra de DNA, colocar en un tubo para PCR: 25ul de DreamTag PCR Master
Mix (2X), 0.2 ul del Forward Primer, 0.2 pl del Reward Primer, 4 pl de DNA 'y 20.6 pul de

agua libre de nucleasas. (Volumen Total 50ul).

31



Il.  Agitar el tubo de PCR con la mezcla en Vortex.

I1l.  Realizar la PCR utilizando el ciclo térmico recomendado para cada microorganismo, segun

lo descrito en otros estudios (Tabla 5).

Tabla 5.
Condiciones de PCR utilizadas en el estudio

@

Condiciones Lactobacillus spp. @ Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus plantarum
Desnaturalizacién Inicial 95°C/5min 95°C/5min 95°C/5min
Ciclos 35 35 35
Desnaturalizacion 95°C/30s 95°C/30s 95°C/20s
Alineacion 62°C/45s 62°C/45s 60°C/2min
Extension 72°C/1min 72°C/1min -
Extension Final 72°C/10min 72°C/10min 72°C/10min

Condiciones

Bifidobacterium spp. ®) Akkermansia muciniphila © Fusobacterium nucleatum @

Desnaturalizacién Inicial 96°C/2min 95°C/5min 94°C/2min
Ciclos 35 40 30
Desnaturalizacion 94°C/30s 95°C/15s 94°C/30s
Alineacion 63°C/40s 60°C/40s 67°C/30s
Extension 72°C/30s 72°C/30s 72°C/30s
Extension Final 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min

Fuente: a) (Hyuk-Sang et al., 2004), b) (Penders et al., 2005), ¢) (Collado et al., 2007; Dingemanse et al., 2015), d)

(Castellarin et al., 2012)

7.4.3 Preparacion de Gel para Electroforesis

La visualizacién de los fragmentos de DNA se llevo a cabo en geles de agarosa al 2%, cuya

preparacion se describe a continuacion:

Verter en un matraz de 50 ml de buffer de electroforesis TBE y 1 g de agarosa (2%) y se
mezcla.

Fundir la solucion de agarosa y dejar enfriar (50°C — 60°C).

Afadir la solucion de agarosa en el contenedor de geles y colocar los peines para formar
los pocillos.

Dejar enfriar y solidificar.

Colocar el gel de agarosa en la cubeta de electroforesis, teniendo cuidado de que los pocillos
queden cerca del catodo (polo negativo).

Se afade el buffer de electroforesis TBE, de forma que cubra bien el gel de agarosa.
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e Depositar 10 ul de muestra de PCR en uno de los pocillos.

e Aplicar 5 pl del marcador de peso molecular (GeneRuler 100Pb DNA Ladder, Thermo
Scientific) en uno de los pocillos.

e Tapar la cubeta de electroforesis y conectar los electrodos a la fuente de poder.

e Se programd la fuente a 40 Voltios durante 10min y 80 Volts durante 60 min.

e Una vez terminada la electroforesis se visualizaron los fragmentos de DNA con luz UV.

7.5 Fase de Gabinete
En esta fase se llevo a cabo la redaccion y elaboracion de la tesis. Se analizaron los resultados

obtenidos de los geles de agarosa para determinar la presencia o ausencia de los microorganismos
Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Akkermansia muciniphila y Fusobacterium nucleatum en
la microbiota intestinal de las personas que participaron en la investigacion.

Los datos obtenidos durante la elaboracion de la encuesta se analizaron con el programa estadistico
GraphPad InStat 3.10, para determinar qué factores ambientales presentaban diferencias
significativas entre los tres grupos de estudio. Al final se relacionaron los factores ambientales que
presentaron diferencias significativas entre los tres grupos de estudio con la presencia de los

microorganismos de interés en la investigacion.

7.5.1 Analisis estadisticos

Se realiz6 un estudio descriptivo y observacional a las treinta personas que participan en la
investigacion, donde se contrasto la hipdtesis a travées de los resultados obtenidos en el cuestionario
y el estudio de laboratorio. Los datos recolectados se analizaron con el programa estadistico
GraphPad InStat 3.10, utilizando pruebas paramétricas como ANOVA y no paramétricas como
Kruskal-Wallis y »2.

En el estudio se utilizd la estadistica paramétrica (ANOVA), para contrastar la hipétesis nula de
que las medias de K poblaciones (K >2) son iguales, frente a la hipotesis alternativa de que por lo
menos una de las poblaciones difiere de las demas en cuanto a su valor esperado. Este contraste es
fundamental en el andlisis de resultados experimentales, en los que interesa comparar los resultados
de K 'tratamientos' o ‘factores’ con respecto a la variable dependiente o de interés, permite
determinar si diferentes tratamientos muestran diferencias significativas o por el contrario puede

suponerse que sus medias poblacionales no difieren.
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También se hizo uso de la estadistica no paramétrica (), empleada como prueba de bondad de
ajuste que nos permite conocer a qué tipo de distribucion se ajustara nuestro trabajo, sirve para
someter a prueba hipotesis referidas a distribuciones de frecuencias. En términos generales, esta
prueba contrasta frecuencias observadas con las frecuencias esperadas de acuerdo con la hipotesis

nula. También se utiliza para probar la independencia de dos variables entre si.

7.5.1.1 Analisis Paramétricos

Las pruebas paramétricas son un tipo de pruebas de significacion estadistica que cuantifican la
asociacion o independencia entre una variable cuantitativa y una categorica. Exigen ciertos
requisitos previos para su aplicacion: la distribucion Normal de la variable cuantitativa en los
grupos que se comparan, la homogeneidad de varianzas en las poblaciones de las que proceden los

grupos y un tamafio de muestra(n) no inferior a 30 (Sampieri, 2010).

7.5.1.2 Anélisis No Parametricos.

Para realizar los andlisis no paramétricos debe partirse de las siguientes consideraciones:

1. La mayoria de estos andlisis no requieren de presupuestos acerca de la forma de la distribucion
poblacional. Aceptan distribuciones no normales.

2. Las variables no necesariamente tienen que estar medidas en un nivel por intervalos o de razon;
pueden analizar datos nominales u ordinales. De hecho, si se quieren aplicar andlisis no
paramétricos a datos por intervalos o razon, éstos necesitan resumirse a categorias discretas (a unas

cuantas). Las variables deben ser categoricas (Sampieri, 2010).
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VIIl. RESULTADOS
8.1 Resultados de la encuesta realizada
Se aplicO una encuesta que consta de cuatro apartados: datos de interés, dieta, actividad fisica y
habitos (Ver anexo 12.1), a las treinta personas que participaron en la investigacion. (diez con
obesidad (O), diez atletas y practicantes de triatlén (Atletas) y diez con peso normal (P.N)). Los

resultados se analizaron con el programa estadistico GraphPad InStat 3.10.

8.1.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se recabaron datos de interés como el nivel socioecondémico, donde todos los sujetos de estudio
refirieron pertenecer a un nivel medio, la edad (O: 48 afios, P.N: 41.8 afios y Atletas: 23.7 afios),
el género ( O y P.N: 40% Hombres, 60% Mujeres; Atletas: 50% Hombres, 50% Mujeres) , el tipo
de nacimiento (O y P.N: 30% Cesarea y 60% Parto Natural; Atletas: 10% Cesérea y 90% Parto
Natural),el peso al nacer (p=0.4349) y el indice de masa corporal (IMC) (0:31.61 Kg/m?;
P.N:23.11 Kg/m?; Atletas: 22.86 Kg/m?). Dentro de esta seccion existen diferencias significativas
entre los tres grupos y el IMC (ANOVA; O vs. P.N (P<0.001) y O vs. Atletas (P<0.001)) y la edad
(Kruskal-Wallis; O vs. Atletas (P<0.01) y Control vs. Atletas (P<0.05)). (Tabla 6.)

Tabla 6.
Caracteristicas de los tres grupos de estudio
Grupo
- Obesidad  Peso Normal
Caracteristicas ©) (P.N) Atletas
Edad” (Afios) 48 418 23.7
IMC™ (Kg/m?) 31.68 23.11 22.87
, o Masculino 40 40 50
Genero Femenino 60 60 50
Peso al Nacer (Kg) 3.01 3.11 3.22
Nivel Socioeconémico Medio Medio Medio
. . .« Natural 70 70 90
Tipo de Nacimiento Cesarea 30 30 10

Nota. *Los datos se expresan como valor medio, ** Los datos se expresan en porcentaje.
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8.1.2 Dieta

Se analizaron datos referentes a los habitos alimentarios, como: la hora de mayor ingesta de
alimentos (p=0.5169), el consumir alimentos entre comidas(p=0.2713), el tamafio de las raciones
que consumen (p=0.5578), el tiempo (p=0.6592) y la velocidad(p=0.3670) que tardan en comer las
personas, cuantas comidas realizan al dia (p=0.8433), el lugar donde habitualmente comen las
personas (Casa o Calle; p=0.0575) (Tabla 7).

Tabla 7.
Habitos alimentarios de los tres grupos de estudio
Grupo
- Obesidad Peso Normal Prueba X2
C teristica*
aracteristica ©) (PN) Atletas Valor p
i Si 20 40 10
Consume aler\entos 0.2713
entre comidas No 80 60 90
i 01:03 80 70 70
Cuantas Corfndas hace 0.8433
al dia 04:06 20 30 30
Lugar donde Casa 82 77 64
. 0.0575
habitualmente come Calle 18 23 36
Tiempo que tarda en < 1/2 Hora. 40 50 30 0.6592
comer > 1-2 Hora 60 50 70 '
. Lento/Moderado 60 60 70
Velocidad a la que come o 0.367
Rapido 40 40 30
Horario d Mafiana 20 20 0
_riorario de mayor Tarde 70 80 90 0.5169
ingesta de alimentos
Noche 10 0 10
Tamafio de | ) Pequefias 0 10 10
amano ge 1as raclones ——\» o dianas 90 90 90 0.5578
gue consume
Grandes 10 0 0

Nota. *Los datos se expresan en porcentaje; El nivel de significancia se establecié en p < 0.05
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Con respecto a la dieta, también se recabaron datos sobre el tipo de alimentos que consumian las personas de los tres grupos, durante
una semana. Podemos observar que existen diferencias significativas entre los tres grupos y la preferencia por determinado tipo de
alimentos, siendo estos pescados, mariscos y cereales (Proteinas y Carbohidratos Complejos) por parte de los atletas con respecto a los
grupos de O y P.N, y el consumo de pan y productos lacteos (Carbohidratos Simples) en el caso del grupo de O con respecto a los otros
dos (Tabla 8).

Tabla 8.
Tipo de alimentos consumidos por los tres grupos de estudio
Frecuencia en el consumo de Alimentos

Tipo de Alimentos* Nunca/Ocasionalmente 2-3 Veces por Semana 4-5 Veces por Semana Todos los dias Prueba X2
@) P.N  Atletas O P.N Atletas ®) P.N Atletas O P.N Atletas Valorp
Fruta 0 10 0 40 30 10 10 20 40 50 40 50 0.4353
Verdura 0 0 0 40 20 60 20 40 20 40 40 20 0.4337
Huevo 20 40 50 40 30 10 20 10 30 20 20 10 0.6197
Leche y Derivados 20 40 10 0 30 20 0 10 30 80 20 40 0.0358
Came de Res 70 20 40 20 40 40 10 20 20 0 20 0 0.3804
Came de Pollo 0 30 0 80 50 70 20 20 30 0 0 0 0.1366
Pescados y Mariscos 80 100 70 20 0 30 0 0 0 0 0 0 0.0126
Pan 20 40 20 0 20 30 20 40 40 60 O 10 0.0358
Cereales 80 90 20 10 10 10 0 0 60 10 O 10 0.001
Tortillas 10 60 10 10 0 20 20 10 40 60 30 30 0.1085
Comida Chatarra 80 80 80 0 10 0 10 0 0 10 10 20 0.3868
~omida Répida/Preprocesad 100 90 70 0 10 20 0 0 10 0 0 0 0.0934
Suplementos 60 70 90 10 0 10 10 0 0 20 30 0 0.0784
Agua 10 10 0 0 10 0 0 0 0 90 80 100 0.5213
Bebidas Azucaradas 70 70 80 20 20 10 0 10 10 10 O 0 0.8988

Nota .*Los datos se expresan en porcentaje; El nivel de significancia se establecio en p<0.05
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8.1.3 Actividad Fisica y Sedentarismo

En el apartado de actividad fisica y sedentarismo se analizaron datos como: el practicar ejercicio
(p=0.0067), ver la television méas de dos horas al dia (p=0.0180), Situacién Laboral (p=0.0017)
(Empleados, Estudiantes, Trabaja por cuenta propia y ama de Casa), el tiempo que pasan sentados
o reclinados (p=0.4746). Como era de esperarse, existen diferencias significativas también en esta
seccion, en el apartado de la actividad fisica podemos observar que el practicar ejercicio es una
actividad habitual en el grupo de los atletas, mientras que el grupo de las personas con obesidad
ven la television mas de dos horas al dia y no practican ejercicio, lo cual denota un estilo de vida

sedentario. También hubo diferencias significativas en cuanto a la situacion laboral de los tres

grupos (Tabla 9).
Tabla 9.
Actividad Fisica y Sedentarismo de los tres grupos de estudio
Grupo
H 2
Caracteristica* Obesidad Peso Normal Atletas Prueba X
0) (P-N) Valor p
. L Si 40 40 100
PracticaE 0.0067
ractica Ejercicio No 60 60 0
Ver la T.V mas de dos Si 70 30 10 0.018
horas al dia No 30 70 90 '
Cuanto tiempo pasa 1-3 h. 30 30 10 0.8747
sentado 3-6 h. 70 70 90
Empleado 10 40 10
. L Estudiante 20 20 90
Situacion Laboral 0.0017
Trabaja por Cuenta Propia 50 0 0
Ama de Casa 20 40 0

Nota. *Los datos se expresan en porcentaje; El nivel de significancia se estableci6 enp < 0.05
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8.1.4 Habitos

Se sondearon habitos como el fumar (p=0.7494), el consumir bebidas alcoholicas (p=0.3607), el
comer en condiciones de aburrimiento (p=0.8747), comer en condiciones de estrés y/o estados de
animo bajo (p=0.0357). Dentro del apartado de los habitos, la variable que represento una

diferencia significativa fue la de del comer en condiciones de estrés o estado de animo bajo, siendo

mayor la alimentacion bajo estas condiciones en las personas con obesidad (Tabla 10).

Tabla 10.
Habitos de los tres grupos de estudio
Grupo
. _ Peso Normall Prueba X 2
Caracteristica* Obesidad (O) Atletas
(P.N) Valor p
Si 10 20 10
Fuma 0.7494
! No 90 80 90
Si 70 90 90
C Alcohol 0.3607
onsume Alcoho No 30 10 10
Comer por Si 40 50 50
. 0.8747
aburrimiento No 60 50 50
Comer por estrés Si 60 10 20
0.0357
0 bajo animo No 40 90 80

Nota. *Los datos se expresan en porcentaje; El nivel de significancia se estableci6 en p < 0.05

8.2 Andlisis de la Microbiota intestinal

A partir de las muestras de materia fecal obtenidas de los treinta pacientes que conformaron los
tres grupos de estudio de la presente investigacion, se llevd a cabo la electroforesis en gel de
agarosa al 2 % a partir de los productos obtenidos por PCR de punto final.

En la tabla numero 11 se indican los resultados obtenidos de la electroforesis en gel de agarosa,

sobre la presencia o ausencia de los microorganismos de interés para la presente investigacion.
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Peso Normal Obesidad

Atletas

Tabla 11.
Composicidn de la microbiota intestinal de los tres grupos de estudio.

Lactobacillus

Lactobacillus

Lactobacillus

Bifidobacterium Akkermansia

Fusobacterium

Paciente spp. plantarum rhamnosus spp. muciniphila nucleatum
1 + + + + - -
2 + + - + + -
3 + - - - + -
4 + - - - + -
5 + - - + - .
6 + - - + - -
7 + + - + + -
8 + + + - - -
9 + - - - - -
10 + - + + - -
. - : i B} _ -
2 - - - + + -
2 ] i i ) ) -
4 - - - + - )
5 ] i i ) ) -
6 + + + + - -
7 + + + + - -
8 + - - + - -
9 + + - + - -
10 + - + - - -
1 + - - + - -
2 + + - + - -
3 + - - + - -
4 + - - - ) )
5 + + + - - -
6 + + - + - .
7 + + + + - -
8 + - - + - -
9 + + + - - -
10 + - - - - -

Nota: + Presencia del microorganismo, - Ausencia del microorganismo
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En la figura nimero 5 se muestran los resultados representativos de los microorganismos: Lactobacillus spp., Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium spp, Akkermansia muciniphila y Fusobacterium nucleatum, obtenidos por PCR en gel de
agarosa, mediante la amplificacion del gen 16S rRNA.

Lactobacillus Spp. Lactobacillus riiamnosus Lactobacillus pla ntarum

Bifidobacterium spp. Fusobacterium nucleatum

Figura 5. Resultados representativos de la electroforesis en gel de agarosa, productos obtenidos por PCR de punto final.
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En la tabla numero 12 se muestran los porcentajes de la presencia de los distintos microorganismos
buscados en los tres grupos de estudio. El analisis estadistico de la composicion de la microbiota
intestinal, de los distintos grupos, nos muestra que no existen diferencias significativas entre estos
(p = 0.2998).

Tabla12.
Presencia de microorganismos en los tres grupos de estudio
Grupo
Microorganismo Obesidad  Peso Normal Atletas
©O) (P.N)

Lactobacillus spp. 100 50 100
Lactobacillus plantarum 40 30 50
Lactobacillus rhamnosus 30 30 30

Bifidobacterium spp. 60 60 60
Akkermansia muciniphila 40 10 0
Fusobacterium nucleatum 0 0 0

Nota.*Los datos se expresan en porcentaje.

IX. DISCUSION

De acuerdo a datos de la COFEMER (2012), la obesidad es un problema de salud publica, que
afecta de manera creciente a México. En las dos ultimas décadas, la obesidad en nifios y adultos
mexicanos se ha duplicado, por lo que ha sido reconocida como el problema de salud pablica mas
importante del pais (Barquera et al., 2013), aumentando el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo I, etc (Bibiloni et al., 2009). Sin embargo, la atencién
brindada a los problemas de salud publica en nuestro pais no es suficiente, hoy en dia el 75% de la
poblacion tiene sobrepeso y obesidad y el porcentaje sigue en aumento (Barquera et al., 2010).

Debido a este importante incremento de personas obesas, Barquera et al., (2010), propone que el
problema no puede ser atribuido solamente a factores genéticos sino también a factores ambientales
como se sugiere en el presente trabajo. Se deben generar estrategias preventivas que fomenten
habitos alimentarios y de actividad fisica adecuados, que promuevan cambios en los habitos de las
personas, con el fin de generar un estilo de vida mas saludables y hacer frente a la epidemia de

obesidad en nuestro pais
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Aunque el objetivo fundamental de la presente tesis ha sido determinar qué factores ambientales
modifican la composicion de los microorganismos: Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp,
Akkermansia muciniphila y Fusobacterium nucleatum en la microbiota intestinal y como esto
contribuye a la obesidad, se sugiere analizar la presencia de otros grupos bacterianos de interés en
futuras investigaciones.

En los dltimos afios se ha incrementado el interés por el estudio de la microbiota intestinal, debido
a su influencia sobre muchas caracteristicas bioquimicas, fisiol6gicas e inmunoldgicas en el
hospedero en el que residen (Cani et al., 2013), existiendo una relacion cada vez mas clara entre la
microbiota intestinal, los factores ambientales y la salud. Hoy en dia no se conocen con precision
todos los microorganismos que componen a la microbiota intestinal, ni la importancia y el papel
bioldgico con el que cada uno contribuye a la salud del hospedero. En Puebla los estudios sobre la
microbiota intestinal y su relacion con los factores ambientales y la obesidad son escasos.

Segun la OMS (2017), México se encuentra dentro de los primeros lugares a nivel mundial en
obesidad, esto puede deberse al régimen alimentico y al sedentarismo; la dieta de la poblacién
mexicana estd compuesta principalmente por alimentos ricos en carbohidratos: Pan, Tamales,
Tacos, Refrescos, Leche etc. (Barquera et al., 2010), los cuales son una rapida fuente de energia
para el organismo, debido al aporte de glucosa generada por estos. Segun datos del Modulo de
Préctica y Ejercicio Fisico (MOPRADEF, 2016), el 56% de la poblacién mexicana de 18 afios o
méas es inactiva fisicamente, lo cual aunado a una alimentacion rica en carbohidratos
(Principalmente Simples) puede ser la causa principal de la obesidad en nuestro pais. La obesidad,
definida por la OMS (2017) como una acumulacion anormal o0 excesiva de grasa que pone en riesgo
la salud de las personas es el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades como la
diabetes mellitus tipo 2 y las enfermedades cardiovasculares las cuales representan la segunda y
primera causa de muerte en nuestro pais respectivamente (Barquera et al., 2013).
Consideraciones de este tipo nos han motivado a llevar a cabo el estudio que se detalla en este
texto. El objetivo fundamental del trabajo fue determinar qué factores ambientales modifican la
composicion de la microbiota intestinal y como esto contribuye a la obesidad de las personas.
Desafortunadamente, el nimero de individuos y muestras analizadas es pequefio y, por lo tanto,
podrian reducir el grado de significacién de las asociaciones detectadas entre los factores
ambientales, la microbiota intestinal y el peso corporal, por lo que los resultados han de

considerarse puntuales. No obstante, las asociaciones identificadas y algunas de ellas concordantes
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con otros autores han aportado informacién sobre la relacién de determinadas bacterias, los factores
ambientales y la obesidad.

El anélisis de los datos recolectados en las encuestas nos muestra que factores ambientales como
la dieta, los habitos alimenticios (frecuencia y tipo de ingestas diarias), la situacion laboral, la
actividad fisica, el ver la televisién mas de dos horas al dia (Sedentarismo), el lugar donde comen
las personas (casa o calle), el estrés e incluso el estado de animo, pueden generar cambios en el
almacenamiento de energia en las personas y por ende en el aumento o disminucidn de peso. Estos
datos coinciden en con los de autores como Basain et al. (2015), Xu et al. (2016), entre otros que
mensionan a la dieta y la falta de ejercicio, como los principales factores de riesgo para el desarrollo
de la obesidad, ya que un desequilibrio energetico entre la cantidad de calorias consumidas y
gastadas conducen al desarrollo de la obesidad, como lo menciona la OMS (2017).

En esta encuesta se observo que las personas que presentan obesidad tienden a consumir una mayor
cantidad de alimentos, cuya fuente de energia es la glucosa proveniente de carbohidratos simples
como son el pan, la leche, productos lacteos y la comida chatarra, con respecto al grupo de peso
normal (control) y los atletas; los atletas presentaron preferencia por alimentos con aporte proteico,
como lo son los pescados y mariscos, y con alto contenido de fibra como son los cereales, los cuales
también son una buena fuente de carbohidratos complejos. En cuanto a la actividad fisica, como
era de esperarse, fue mucho mayor en el grupo de los atletas con respecto al grupo de personas con
obesidad y el grupo de control, aunque entre estos dos grupos no hubo variacion. EI 70% del grupo
de personas con obesidad ven la television mas de dos horas al dia y el 60 % no realiza ejercicio lo
que denota un estilo de vida sedentario, el cual es magnificado por el estilo de vida moderno donde
todo esta pensado para evitar cualquier esfuerzo fisico, asimismo el estilo de vida actual influye en
las actividades laborales, el lugar donde comemos (Casa o Calle), el tiempo que disponemos para
comer y el tipo de alimento que podemos consumir.

En la encuesta también se pudo observar que el grupo de personas que padecen obesidad tienden a
consumir una mayor cantidad de alimentos cuando estan sometidos a condiciones de estrés o
presentan un estado de &nimo bajo, lo cual tiene relacion con lo reportado en trabajos previos por
Kanji et al. (2017) y Sarkar et al. (2016) que sugieren que las bacterias de la microbiota intestinal,
denominadas Psicobidticos, influyen en el estado de animo, en los pensamientos y la conducta en

general. Esto puede deberse a efectos neurolégicos sobre neurotransmisores como GABA, el cual
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es el principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central y el glutamato, que es el
neurotransmisor excitatorio por excelencia del sistema nervioso central (Sarkar et al., 2016).

El andlisis de la materia fecal, se realizd por medio de la técnica de PCR, desarrollada por Kary
Mullis en 1983, para determinar la presencia de microorganismos como: Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp, Akkermansia muciniphila y Fusobacterium nucleatum en la microbiota
intestinal de los tres grupos de estudio.

Con respecto al grupo de Lactobacillus spp., se detectd su presencia en el 100% las muestras de
los grupos de personas con obesidad y los atletas, mientras que en el grupo control solamente se
detectaron en el 60% de las muestras. El género Lactobacillus, pertenecen al filo de los Firmicutes
los cuales se ha observado que aumentan su poblacion en individuos obesos, son los principales
degradadores de los carbohidratos y la fibra dietética, por lo que aumenta la eficiencia en la
extraccion de energia de la dieta, y sus metabolitos son una importante fuente de nutrientes para la
microbiota intestinal (Barczynska et al., 2015; Berry, 2016; Sanz et al., 2014). Esta eficiente
capacidad de extraccion energeética de la dieta, puede influir en el aumento de peso en las personas,
como se pudo apreciar en el presente estudio, donde el porcentaje de Lactobacillus en el grupo de
las personas de peso normal (60%) , fue menor con respecto a los otros dos grupos (100%) ademas
que las bandas que se presenciaron al realizar la electroforesis eran mas tenues en el grupo de peso
normal, lo que podria sugerir una concentraciéon de DNA menor y por lo tanto una menor cantidad
de bacterias de este genero. En contraste el 100% de las muestras analizadas de los grupos de
personas que padecen obesidad y los atletas presento la presencia de Lactobacillus y las bandas
visualizadas en la electroforesis eran perfectamente visibles. Probablemente la diferenciaenel IMC
entre los dos grupos, aungue la presencia de Lactobacillus sea la misma en ambos, se deba al estilo
de vida sedentario por parte del grupo de las personas con obesidad ya que al tener poca o nula
actividad fisica, la cantidad de calorias consumidas es mayor al gasto energético, por lo que el
exceso de energia, es almacenado en forma de grasa en los adipocitos ocasionando la obesidad
(Rosenbaum et al., 2015), mientras que en el grupo de los atletas este exceso de energia es
aprovechado a través de la actividad fisica. Sin embargo, la funcién de cepas del género
Lactobacillus en la obesidad sigue estando en debate hoy en dia.

Trabajos previos realizados por indican la capacidad probidtica del género Lactobacillus, es decir
se consideran como microorganismos vivos, que en las cantidades adecuadas confieren beneficios

a la salud del hospedero (Simeoni et al., 2016) y al no poseer cadenas lipopolisacaridas
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inflamatorias, su propagacion en el intestino no desencadena reacciones inmunoldgicas, lo cual es
de ayuda para el sistema inmunologico para aprender a distinguir entre las entidades
antiinflamatorias y desarrollar respuestas inmundgenas apropiadas al identificar elementos
inmundgenos como antigénicos (Alexander et al., 2014; Hegde et al., 2013 y Simeoni et al., 2016),
por lo que son utilizados para desplazar o inhibir el desarrollo de flora patdégena y contra
infecciones e inflamaciones gastrointestinales (Sarkar et al., 2016 y Simeoni et al., 2016). Dentro
del estudio se buscé la presencia de dos especies con capacidades probidticas dentro del género de
Lactobacillus; Lactobacillus plantarum se encontré en el 40 % de los pacientes del grupo con
obesidad, se encontrd en el 30% de los pacientes del grupo de peso normal y en el 50 % de los
atletas y Lactobacillus rhamnosus encontrado en el 30% de los pacientes de los tres grupos.
Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus rhamnosus son consideradas bacterias probidticas debido
a que contribuyen de manera benéfica al balance de la microbiota intestinal previniendo y
controlando desordenes gastrointestinales (Sanz et al., 2010). Estas especies probioticas pueden
estar generando beneficios como la inhibicidn de bacterias patdgenas, ya que regulan la microbiota
intestinal (White, 2016) y crean un ambiente acido por la descomposicion de la lactosa en acido
lactico. Segun la opinion de Kobyliak et al. (2016), las bacterias con capacidad probiotica pueden
ayudar a prevenir y controlar la obesidad, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este
estudio donde la proporcion de las especies probioticas del genero Lactobacillus analizadas en el
estudio con respecto al total de bacterias del genero fue ligeramente mayor en las personas con
peso normal y los atletas con respecto a sus homologos del grupo con obesidad.

En cuanto al género Bifidobacterium spp., su presencia fue del 60% en las muestras de los tres
grupos, por lo que no hubo asociacién entre la presencia de Bifidobacterium spp. en la materia fecal
y el IMC de los diferentes grupos; junto con los Lactobacillus spp. representa uno de los géneros
de probidticos mas estudiadas en la actualidad. Las Bifidobacterias son uno de los mayores géneros
de bacterias saprofitas de la flora intestinal (Ishibashi et al., 1997), estudios fisiologicos y
genomicos (Simeoni et al., 2016). indican que este grupo de bacterias participa activamente en la
utilizacion de carbohidratos complejos, por lo que ayudan en la digestion y que sus metabolitos
pueden reducir los parametros bioguimicos de colesterol y triglicéridos (Kobyliak et al., 2016).
Curiosamente, en el presente estudio no se detectd la presencia de la bacteria Akkermansia
muciniphila en el grupo de los atletas y solamente en una persona del grupo de peso normal,
mientras que en el grupo de las personas con obesidad hubo cuatro personas con esta bacteria en
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su microbiota intestinal. Estos resultados contrastan con los estudios de Cani et al. (2014); Derrien
et al. (2015) y van Olden et al. (2015), en los cuales, se ha asociado a la obesidad con la reduccion
de Akkermansia muciniphila y su aumento con la disminucion de la obesidad y la diabetes mellitus
tipo 1l (DMII) (Everard, et al, 2013). Esta bacteria se ha asociado a una alta diversidad bacteriana
y a fenotipos metabdlicos saludables (Sanz et al., 2014), debido a su capacidad de degradar mucina
que reside en las capas mucosas del intestino y a su capacidad de producir SCFA como acetato y
butirato (Cani et al., 2014).

En lo que respecta a la bacteria Fusobacterium nucleatum no se detectd su presencia en ninguno
de los tres grupos de estudio. Es una bacteria anaerobia Gram negativa, perteneciente al filo
Fusobacteria, aunque asociada frecuentemente a la cavidad oral y al desarrollo de periodontitis,
también se ha descrito en el intestino humano, su presencia en las heces fecales ha sido relacionada
con el desarrollo de cancer colorrectal y contribuye a la inflamacion crénica de bajo grado
caracteristica de la obesidad (Castellarin et al., 2013).

El papel de los factores ambientales y la microbiota intestinal es un camino prometedor para
cambiar la forma en la que se previene, controla y trata la obesidad. Se requieren mas estudios
humanos sobre los metabolitos producidos por la microbiota intestinal y su funcién, ya sea
individualmente o combinados, para establecer sus efectos sobre el incremento o la disminucion

de peso.
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X. CONCLUSIONES
1.- La dieta, la actividad fisica, el sedentarismo, los habitos, el nivel socioecondmico, el estado de
animo y el estrés, son factores ambientales cruciales que modifican la composicidn de la microbiota
intestinal, haciéndola propensa a la disbiosis, 1o que genera cambios en el almacenamiento de
energia en las personas y la produccién de metabolitos, que pueden derivar en el aumento o
disminucion de peso.
2.- La dieta y la actividad fisica son los principales factores ambientales que modifica la
composicion de la microbiota intestinal de las personas obesas y no obesas. Los nuevos estilos de
vida en una sociedad cada vez mas tecnificada que requiere menos esfuerzo para la elaboracion de
distintas actividades, la inclusion de las mujeres a la vida laboral y la consecuente disminucion de
la comida casera, la ubicuidad de la comida rapida, el incremento de la publicidad de alimentos, el
aumento de las bebidas azucaradas, el uso indiscriminado de antibidticos, y la elevada
disponibilidad y bajo costo de los alimentos poco saludables, son factores que han detonado el
incremento de la obesidad en el estado de Puebla y en general en México.
3.- La variabilidad de las bacterias analizadas en este estudio fue escasa entre los tres grupos de
estudio; personas con obesidad, personas con peso normal y atletas. Solamente el género de
Lactobacillus spp., y Akkermansia muciniphila presentaron diferencias. Estas diferencias pueden
deberse, en parte, al papel metabdlico de los diferentes grupos de microorganismos presentes en la
microbiota de los sujetos analizados y la dieta consumida por estos.
4.- La presencia de Lactobacillus spp., en la microbiota intestinal de personas con un estilo de vida
sedentario, influye en el desarrollo de la obesidad, debido a que este género de bacterias presenta
una eficiente extraccion energética de los alimentos de dietas altas en carbohidratos. Algunas de
las especies de Lactobacillus spp., tienen capacidad probiotica e inmunomoduladora, como el caso
de Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus plantarum, por lo que aportan beneficios al estado de
salud de las personas. La presencia de Akkermansia muciniphila en las personas con obesidad en

este estudio, podria explicarse por sus efectos antiinflamatorios.
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XIl.  Anexos
12.1 Encuesta

Datos de Interés
| Feeha_ |
Nombre
Edad
Sexo Masculino | Femenino
Estado Civil Soltero Casado Otros
Teléfono
Correo Electrénico
Domicilio
Estado l Municipio | I Colonia
Escolaridad
Ocupacién
Peso (Kg)
Estatura (m)
IMC (Kg/m?) | Sobrepeso | Obesidad | T
Circunferencia Abdominal (cm) | I |
Nivel Socioeconémico I |1 |
Parto |
Tipo de Nacimiento Natural Cesdrea
Sabe cuil fue su peso al nacer
Sabe durante cuédnto tiempo recibié lactancia materna
Recuerda desde qué edad ha tenido peso elevado? Nifiez I Adolescencia | Edad Adulta
¢Cual cree que sea la causa de su obesidad?
Ha realizado algiin tratamiento contra la obesidad? Si l No |
¢ Cusdintos tratamientos ha realizado y en que han consistido?
;Padece alguna enfermedad? ; Cual/es?

Antecedentes
: . Enfermedades Colesterol /
Antecedentes | Sobrepeso/Obesidad | Diabetes Hipenemion | oo foomsoula|  THpliktidos
amiliares Arterial
res Elevados
Padece alguna
enfermedad Si No
diagnosticada
Ha padecido alguna
enfermedad Si No
importante
Toma algin .
medicamento - Ho
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Dieta

a. Consume alimentos entre comidas

Si

b. Horario de mayor ingesta de alimentos

Mafiana

Tarde

Noche

Cuiles son sus horarios y hibitos de ali i6

¢. Preferencias por determinado tipo de alimentos

d. Lugares donde habitualmente come

Casa

Fuera

Cuantas comidas hace al dia

Tamaiio de las raciones que consume

Pequeiias

Medianas Grandes

A que velocidad come usted

Lento

Moderado Ripido

Porcentaje

Tiempo que tardo en comer

< 1/2 Hora

1/2 Hora 1 Hora >1 Hora

£ Qué tipo de aceite o grasa utiliza para preparar sus alimentos?

Fr ia en el de ali

Nunca

2-3 veces por 4-5 veces por

Todos los dias

Fruta

Verdura

Huevo

Leche/Productos Licteos

Carne de Res

Carne de Pollo

Pescados y Mariscos

Pan

Cereales

Tortillas

Comida Chatarra

Comida Ripida

Comida Preproceseda

Supl

Agua

Refresco

Leche

Jugo
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Actividad Fisica

{Cudl de las siguientes frases describe mejor su situacién | Funcionario Empleado Trabaja por Estudia Ama de | Jubil | Desemp
laboral en los dltimos 12 meses? Puyblico P cuenta propia Casa | ado [ leado
¢ Qué tipo de actividad supone su trabajo? Vigorosa Moderada
;Cuéintos dfas a la semana despliega este tipo de actividad? [ 1-2 dfas 3-5 dias Diario
iCuénto tiempo al dfa despliega este tipo de actividad?
Practica usted algtin deporte, ejercicio o actividad fisica Si No
{Qué deporte o actividad fisica realiza?
Con qué frecuencia realiza deporte o actividad fisica Diariamente 2-3 veces por Semanalmente Juincena Mensualmente
semana Imente
¢ Cuénto tiempo al dfa dedica a este tipo de actividad?
Camino diariamente al menos 3{ minutos ininterrympidos Si No
Veo la televisién més de 2 horas al dia Si No
En un dia caracteristico ;Cuénto tiempo pasa usted sentado
o reclinado?
Habitos
¢ Usted Fuma? Si No
/Fuma todos los dias? Si No
Qué edad tenia usted cuando empezd a fumar?
{Alguna vez ha consumido bebidas alcohélicas, como cerveza, vino, licor, etc.? Si No
;Con que frecuencia consume bebidas alcohdlicas? Diariamente | Semanalmente | Mensualmente | Ocasionalmente
1. Qué edad tenia usted cuando empezd a consumir bebidas alcohélicas?
Como si estoy bajo de dnimos Si No
Como si estoy estresado o con ansiedad Si No
Cuando estoy aburrido me da hambre Si No
Notas:
12.2 Carta de Consentimiento Informado
Puebla, Pue., a de de 2017
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE

Yo he entendido y comprendido la
informacion que se me proporciond con respecto a mi participacion en el proyecto de investigacion
denominado “Relacion entre factores ambientales, microbiota y obesidad”. Mis dudas con respecto
a dicha participacién han sido respondidas de manera satisfactoria. Se me ha informado que los
datos obtenidos en el estudio, seran publicados con fines cientificos. Acepto participar en este
estudio de investigacion, donde proporcionare de manera voluntaria diversas muestras bioldgicas.

FIRMA DEL PACIENTE
(Padre o Tutor)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL INVESTIGADOR
Yo Marco Angel Simoni Berra he explicado al paciente
el objetivo del proyecto de investigacion, asi
como los procedimientos que se emplearan en la toma de muestra, también he constatado las dudas
y preguntas del paciente involucrado en la investigacién. Por ultimo, esta investigacion se llevara
a cabo bajo criterios éticos del estudio, aplicando el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud; Titulo Segundo; De los Aspectos Eticos de la Investigacion
en Seres Humanos; Capitulo I; Articulo 17; Categoria Il Investigacion con riesgo minimo.

Firma del Investigador
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