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RESUMEN

Uno de los grandes problemas de salud con relevancia a nivel mundial es la
obesidad. Representa uno de los factores etioldégicos mas importantes para
un gran numero de enfermedades como la diabetes, considerandose una de
las principales causas de muerte en el mundo. Aun existiendo alternativas
terapéuticas para el tratamiento de la obesidad y sus comorbilidades, no se
ha logrado abatir este padecimiento, probablemente porque siguen sin
conocerse todos los factores que convergen en generarlo. La microbiota
intestinal consiste en un conjunto de microorganismos que habitan
normalmente el tracto gastrointestinal y que guardan una relacion simbidtica
con su hospedero, y ha sido asociadada recientemente con la generacion de
obesidad. Poco se conoce sobre los microorganismos que favorecen este
padecimiento, se cree que con modificaciones en la dieta se cambien los
perfiles bacterianos promotores de la obesidad. El objetivo del trabajo
consistio en caracterizar los cambios en los perfiles bacterianos de pacientes
con obesidad y diabetes tipo 2 antes, durante y después de un tratamiento
con dieta cetogénica. Se estudié la microbiota intestinal de pacientes con
obesidad y diabetes tipo 2 antes, durante y después de haber sido sometidos
a dos tipos de dieta: cetogénica y mediterranea; se evaluaron parametros
antropomeétricos y bioquimicos. Se realizaron analisis de la regidon bacteriana
hipervariable V3 del gen ribosomal 16S mediante secuenciacién masiva. Se
analizaron las microbiotas de un total de 14 pacientes: 9 tratados con una
dieta cetogénica y 5 con una mediterranea por 9 semanas. La microbiota
intestinal de pacientes con obesidad y diabetes tipo 2 se modifica por efecto
del tratamiento con régimen cetogénico y se asocia a una marcada
disminucion de los parametros antropométricos evaluados. Este perfil
bacteriano puede ser menos favorecedor de la obesidad representando una
considerable alternativa terapéutica con mejoras en la calidad de vida para el

paciente.



ABSTRACT
Obesity represents one of the most important health problems worldwide,
being a relevant predisposing factor to a big number of diseases such as
diabetes, considered as an important cause of death. Even existing many
therapeutic alternatives for obesity control and its comorbidities, it still
remains being an issue, maybe due to the incomplete knowledge about all
factors that contributes to cause it. Gut microbiota is a group of
microorganisms that inhabits the intestinal tract and have a symbiotic
relationship with its host. Recently has been associated with obesity etiology.
Little is known about the microorganisms that promotes it. It is believed that
diet modifications can change the obesity-promoting microbiota. The aim of
this work was to characterize changes in microbiota of obese patients with
type 2 diabetes before, during and after a ketogenic diet. A mediterranean
and a ketogenic diet were given to two different group of patients;
anthropometric and biochemical parameters were analysed. Bacterial
genomic DNA were used to create libraries using V3 hypervariable region of
ribosomal 16S rDNA by PCR. lon semiconductor sequencing was performed
and data were analyzed using QIIME. Gut bacterial microbiota of 14 patients
were analyzed: 9 treated with a ketogenic diet and 5 with a mediterranean
diet during 9 weeks. The gut bacterial microbiota of obese patients with type
2 diebetes is modified by the ketogenic diet and is associated with an
important reduction in anthropometric parameters. This bacterial profile could
be less promoter of an obese fenotype representing an efficient therapeutic

alternative to improve quality life of this patients.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad la sociedad atraviesa por momentos en los que los avances
en tecnologia y mejoras en los servicios sanitarios no han logrado socavar el
numero de muertes humanas al afno. Los mismos avances condicionan en
ocasiones el nacimiento o incremento de enfermedades, de las cuales
destacan la obesidad y la diabetes, enfermedades que generan un gran
numero de pérdidas humanas al afio o repercuten en la calidad de vida de
quienes las padecen. Conocer todos los factores implicados en estos
padecimientos resultan de importancia para un mejor entendimiento de su
fisiopatologia y etiologia para con ello lograr acertados métodos de
prevencion y mejoras de los tratamientos que favorezcan la calidad de vida

de las personas afectadas.

Obesidad

Epidemiologia.

En la actualidad la obesidad representa uno de los principales problemas de
salud publica, debido al gran numero de personas que mueren al afio dado a
sus complicaciones, mientras que los que la padecen ven afectada su
calidad de vida. Datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) refieren
que en el 2014 el 39% de la poblacién mundial por encima de los 18 afos
tenia sobrepeso y el 13% obesidad, afectando casi equitativamente tanto a
hombres como mujeres. La prevalencia mundial de la obesidad se ha
duplicado a mas del doble desde 1980. Su importancia radica en el hecho
de que genera multiples consecuencias a la salud significando un factor de
riesgo para enfermedades no transmisibles de tipo cardiovasculares (mismas
que representaron en el 2012 la princincipal causa de defuncién); transtornos

del aparato locomotor; algunos canceres asi como diabetes. Lo que pondera



a la obesidad como un padecimiento altamente riesgoso (Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), 2015).

El sobrepeso y la obesidad son problemas de salud que afectan tanto
a paises desarrollados como en vias de desarrollo de bajo y mediano
ingreso. Representando en estos ultimos una doble carga de enfermedades,
ya que en ellos todavia se lidia con problemas de enfemedades infecciosas y
desnutricion, mas ahora se encuentran enfrentando el surgimiento de
enfermedades no transmisibles y todas sus comorbilidades implicadas,
siendo México uno de los paises en vias de desarrollo que posee de los
porcentajes mas altos para poblacion con sobrepeso y obesidad
(Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), 2015; World Health Organization
(WHO), 2000).

- - Tomado de la Federacion Mundial de Obesidad, 2014

Porcentaje de adultos con obesidad (%)
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Figura 1 Distribucion porcentual de la obesidad a nivel mundial.

El mapa muestra los porcentajes de adultos con obesidad respecto a su
distribucién geografica (World Obesity Federation, 2014).

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
del 2012 la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos es de 71.28%
que representa 48.6 millones de mexicanos, correspondiendo 32.4% para

obesidad y 38.8% para sobrepeso, observandose mayor porcentaje de



obesidad en las mujeres (37.5%) y mayor sobrepeso en hombres (42.5%). La
prevalencia mas alta en mujeres se observa en edades que van desde los 50
a 59 anos mientras que para los hombres de 40 a 49 afnos. Un punto
importante a observar es el hecho de que existe sobrepeso y obesidad tanto
en zonas rurales como urbanas, siendo éstas utlimas donde su prevalencia
es ligeramente mas alta mostrando evidencia que habla acerca de que el
nivel sociecondbmico no es una limitante para desarrollar dichos estados

(Barquera & Dommarco;, 2012).
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Figura 2 Distribucion del estado nutricio de hombres y mujeres de México de
20 aifos o mas de acuerdo a IMC.

La figura resume cifras proporcionadas por la ENSANUT en la encuesta del 2012,
gue muestran una mayor proporcién de personas con sobrepeso y obesidad
frente a personas con peso normal en base al IMC (Barquera & Dommarco;,
2012).

Sectorizando al pais en regiones geograficas la ENSANUT muestra
que la region norte del pais presenta menor prevalencia de sobrepeso no asi
en el caso de obesidad, para la cual representa la zona con mayor
porcentajes de obesidad en comparacion con el sur y centro de México

(Barquera & Dommarco;, 2012).
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Figura 3. Sobrepeso y obesidad en México por regio, localidad y nivel
socieconomico.

La figura muestra la prevalencia de sobrepeso y obesidad de acuerdo a diferentes
zonas del pais, con mayor incidencia de sobrepeso en el centro del pais pero mayor
obesidad en el norte; asi como por tipo de polabidén segln las caracteristicas
poblacionales de ruralidad, urbanidad y nivel socioeconémico (Barquera &
Dommarco;, 2012).

Definicién y clasificacion.

La obesidad puede ser definida como una condicién en la que existe una
acumulacién excesiva y anormal de grasa en el tejido adiposo, de tal forma
que la salud se ve perjudicada. Para determinar que un individuo adulto
posee obesidad, parametros como el peso y la estatura se utilizan para
calcular una cifra conocida como indice de Masa Corporal (IMC). Este indice
categoriza a las personas como normales cuando se encuentran el entre el
rango de 18.5-24.9 kg/m?, sobrepeso 25-29.9 kg/m?, obeso clase | de 30-
34.5 kg/m?, obeso clase Il de 35-39.9 kg/m? y obeso clase Ill por encima de
40 kg/m? (Chan & Woo, 2010). EI IMC no discrimina entre el peso asociado a
musculo o grasa por lo que el IMC vy el porcentaje de grasa corporal varian

entre las composiciones fisicas de las personas y no debe considerarse



como exclusivo para clasificar el estado nutricio de un individuo sino como un

predictor.

Tabla 1. Clasificacidon de sobrepeso y obesidad en adultos de acuerdo a IMC segtin
parametros de la OMS.

Clasificacion de sobrepeso y obesidad en adultos de acuerdo a IMC

Clasificacién IMC (kg/m?) Riesgo de
comorbilidades

Bajo peso <18.5 Bajo

Rango normal 18.5-24.9 Promedio

Sobrepeso 25.0-29.9 incrementado

Obeso clase | 30.0-34.9 Moderado

Obeso clase Il 35.0-39.9 Severo

Obeso clase lll 240 Muy severo

Adaptado de los puntos de corte establecidos por la OMS.

El acumulo de grasa intra-abdominal, también conocida como grasa
central o visceral, es la que mas se relaciona con producir las complicaciones
de la obesidad, por eso otras alternativas de mediciones antropométricas son
sugeridas ademas del IMC que tomen en cuenta este tipo de
almacenamiento lipidico, tales como indice cintura cadera y circunferencia de
cintura, sin embargo no existe un acuerdo acerca de qué indice deba
utilizarse universalmente para definir obesidad dado a las variaciones étnicas
que existen. Pero algunos parametros son utilizados para determinar el
riesgo en la salud con respecto a la circunferencia de cintura como el poseer
una medida mas alla de 88 cm para las mujeres o 102 cm para hombres
(Rojas-Martinez, Aguilar-Salinas, & Jiménez-Corona, 2012). La razon cintura-
cadera utilizado como predictor de riesgo en salud es de >1 para mujeres y
>0.85 para hombres cifra obtenida apartir del cociente de la circunferencia de
cintura entre la circunferencia de la cadera (Chan & Woo, 2010).



Dado a la falta de estandarizacion y diversidades étnicas la OMS
recomienda que se empleen los puntos de corte establecidos para el IMC
anteriormente mencionados como predictor del estado nutricio (Chan & Woo,
2010).

Consecuencias de la obesidad en la salud.

Las repercusiones metabdlicas que genera la obesidad estan influenciadas
no solo por el tipo de almacenaje de la grasa: hiperplasia (aumento del
numero de células adiposas) o hipertrofia (crecimiento del adipocito por
almacenaje de lipidos), sino también por la distribucion corporal de este
almacenamiento. El acumulo de grasa en el tejido adiposo se puede dividir a
grandes rasgos en dos categorias, el visceral que representa el 20% del total
de la grasa del cuerpo y el subcutaneo el 80%. Estos dos depdsitos difieren
en su capacidad de producir moléculas bioactivas y en el control de procesos

relacionados con el metabolismo de lipidos (Bays et al., 2008).

La diferente distribucion corporal de la grasa en relacion al género
puede explicarse parcialmente por efectos hormonales, con distribucion
mayormente visceral para los hombres (fenotipo “androide”) y subcutanea
para las mujeres (“ginecoide”) (Fig. 4), entendiéndose como distribucién
visceral aquella que se presenta en tronco y en la periferia de los 6rganos,
siendo ésta la que posee mayor grado de actividad metabdlica; y subcutanea
aquella que se deposita mayormente en las extremidades, cadera y muslos.
Cabe destacar que si bien el fenotipo ginecoide se observa comunmente
mas en las mujeres no significa que este tipo de distribucion sea exclusiva

del sexo femenino y visceversa con el fenotipo androide (Bays et al., 2008).

El tejido adiposo ademas de funcionar como reservorio del exceso de
energia consumida posee efectos de drgano enddcrino, involucrandose

activamente con procesos metabdlicos: adipogénesis, angiogénesis,



lipogénesis, produccion de factor de crecimiento, metabolismo de glucosa y
lipidos, produccion hormonal y enzimatica, respuesta inmune, produccion de
hormonas, entre otros. Por ende, modificaciones en la cantidad de este tipo
de tejido determinara una disminucion o incremento en la actividad de estos

procesos.

Figura 4 Tipos de distribucion de la grasa corporal.

La distribucién androide o “de manzana” denota aquella que se acumula alrededor
de la cintura. El tipo ginecoide o “en forma de pera” se distribuye en caderas y
miembros superiores e inferiores.

Numerosos estudios han aludido la relacion existente entre la grasa
abdominal y el riesgo de padecer ciertas enfermedades, lograndose asociar
a la obesidad a alrededor de 18 comorbilidades (Guh etfal., 2009). Los
problemas de salud fuertemente asociados, segun su riesgo relativo, son
enfermedades cardiovasculares que se reflejan como hipertension,
dislipidemia y anormalidades cardiacas. Ademas evidencias cientificas
indican que el sobrepeso y la obesidad incrementan el riesgo de cancer por
encima del riesgo conferido para las enfermedades cardiovasculares. Los
tipos de cancer mayormente asociados a la obesidad son los de esofago,
pancreas, colon, recto, mama, endometrio y rindn (Guh et al., 2009; Malnick
& Knobler, 2006; National Institute of Health (NHLBI), 2012).

El exceso de peso también se ha asociado al desarrollo de
enfermedades respiratorias, enfermedades de rifidn, desdrdenes
musculoesqueléticos, hepaticos y gastrointestinales asi como inclusive

problemas psicologicos. De todas las comorbilidades a las que se asocia la



obesidad, la diabetes tipo 2 posee la asociacidon mas fuerte de todas (Guh
et al., 2009; Malnick & Knobler, 2006).

Diabetes tipo 2.

Un elevado IMC vy circunferencia de cintura han sido asociados a una alta
incidencia de diabetes tipo 2 tanto en hombres como mujeres (Guh et al.,
2009) estimandose que para el afo 2030 represente la séptima causa de
muerte en el mundo, ya causando en el 2012 un estimado de 1.5 millones de
muertes principalmente en paises de bajo y mediano ingreso (World Health
Organization (WHO), 2010).

Cabe definir este padecimiento como un desérden metabdlico
caracterizado por una normal o insuficiente produccion de insulina, por las
células B del pancreas, la cual no ejerce su funcién como facilitador en el
transporte de glucosa hacia el interior de las células debido a un dafio en el
receptor celular para la insulina existiendo resistencia sistémica a la misma
(Hameed etal.,, 2015). Esta resistencia lleva a una disminucion en el
transporte de la glucosa hacia el interior celular impidiendo obtener energia a
partir de la misma, generandose un aumento en el metabolismo de grasas
para compensar esta necesidad energética con existencia de hiperglucemia
sanguinea; esta alta concentracion de glucosa que permanece en sangre
genera alteraciones en la funcién de muchos érganos promoviendo un
estado de estrés sistémico (Olokoba, Obateru, & Olokoba, 2012).

Se han descrito algunos mecanismos a partir de los cuales la
obesidad promueve el desarrollo de diabetes entre los que se pueden
resumir j) la existencia de un estado de inflamacién crénica leve debido al
aumento en la produccion de adipocinas/citocinas (ej. resistina, TNF q,
proteina de union a retinol 4 RBP4) promovido por el crecimiento del tejido

adiposo a nivel central, lo cual contribuye a la resistencia a la insulina asi



como a la disminucion en los niveles de adiponectina; ii) depdsitos de grasa
ectopica, esto es, en los 6rganos o su periferia, mas grave cuando se
presenta en el higado lo que a su vez favorece al estado de inflamacién de
bajo grado; iii) disfuncion mitocondrial, evidenciado por una disminucién en el

tamano y actividad de las mitocondrias (Eckel et al., 2011).

La pérdida de funcién de las células B del pancreas nace a partir de la
resistencia a la insulina sistémica promovida por la obesidad, que obligan al
pancreas a secretar mayor cantidad de la misma, de forma que cumpla su
funcibn a nivel celular (hiperinsulinemia). Los factores que pueden
predisponer a que las células B pierdan su funcién son de indole genética o
epigenética lo que vuelve a ciertos individuos a ser mas suceptibles a
padecerla. Un vinculo potencial entre la obesidad y la diabetes tipo 2 se
relaciona con una permanente exposicion celular a nutrimentos que exceden
las necesidades energéticas. Estos excesos ejercen efectos deleterios sobre
las células como por ejemplo activando vias de sefalizacion de inflamacién
de forma exacerbada o disfuncional, estrés del reticulo endoplasmico,
produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno, acumulacién de
triglicéridos u otros intermediarios. Todos estos efectos pueden presentarse a

la par generando una cascada de dafo (Hotamisligil & Erbay, 2008).

Este dafo celular ocasionado por la obesidad puede activar
macrofagos y otras células inmunitarias que empeoran la inflamacién tisular,
situacion que agrava la resistencia a la insulina en el higado, musculo y tejido
adiposo, lo cual se traduce a empeorar la situacion de exceso de nutrimentos
con aumentos de glucosa y acidos grasos libres, de esta forma se genera un
circulo vicioso de dafio, donde este exceso de nutrimentos inducidos por la
obesidad, desencadenan respuestas inflamatorias que causan resistencia a
la insulina, demandando mayor actividad a la célula B, la cual reiteradamente
se ve forzada a incrementar su actividad (Weisberg et al., 2003).



Factores que contribuyen al desarrollo de obesidad.

Las causas que generan obesidad involucran un proceso de interaccion entre
varios factores de riesgo, referido como etiologia multifactorial; es una
combinacion de un perfil genético predisponente, hormonas y diferentes
factores sociales y ambientales tales como un estilo de vida sedentario y
habitos alimenticios insanos. Uno de los factores ampliamente conocidos por
promover la obesidad es la transicion de la alimentacion; transicion
desarrollada como resultado de la urbanizacion, produciendo un cambio en

los micro patrones de alimentacion de la poblacién a nivel mundial.

Una de las razones que pudo favorecer la transicion alimentaria se
debe a que a finales del siglo XIX e inicios del XX los paises en desarrollo se
encontraban experimentando tiempos de pobreza, malnutricion y
enfermedades, condiciones que generaban baja productividad en las
industrias, por ello se comenzo un proceso de suplementacion energética a
ciertos alimentos. La adicion de azucares y grasas mejoraba el crecimiento
en los nifios, lo que se traducia en un estado nutricio favorable para la
productividad industrial (Caballero, 2007). Para una mejora en la
productividad econdmica de los paises era necesario garantizar un buen
estado de salud de la clase trabajadora lo que generd buscar incrementar la
disponibilidad de energia mediante la dieta. De ahi el nacimiento de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) que tuvo por objetivo principal incrementar la disponibilidad de fuentes

caldricas de bajo costo (Blacker, 1936; Caballero, 2007).

Conforme avanzaron los afios, los avances tecnoldégicos comenzaron
a hacerse mas frecuentes, creandose mejoras en las condiciones de vida y
trabajo, automatizandose y mecanizandose muchos procesos, lo que implicé
un menor gasto de energia para la realizacion de actividades diarias. Es

entonces cuando comienza a ocurrir uno de los principales eventos que

10



condicionan la ganancia de peso: el desbalance entre la energia que se
ingiere por medio de los alimentos y la energia que se gasta. Un balance
positivo de energia se traduce como un acumulo de grasa que da pauta al
inicio de la obesidad. La ingesta calorica diaria incrementada es uno de los
principales promotores de la epidemia de obesidad mundial, promovido por
un alto consumo de refrescos azucarados y alimentos densamente
energéticos de facil acceso que usurpan el consumo de alimentos vegetales
(Caballero, 2007).

La urbanizaciéon ademas trajo consigo un estilo de vida sedentario que
promueve el uso de vehiculos, restringe areas para caminar, genera lugares
inseguros asi como la continua necesidad de trabajar disminuye la
posibilidad de las personas para realizar actividades fisicas aunado a una
ingesta de alimentos densamente caléricos da como resultado un
desbalance entre la energia consumida y la gastada (Chan & Woo, 2010). La
facil accesibilidad a alimentos baratos y densos en energia en conjunto con
el estilo de vida con baja actividad fisica asi como la publicidad alimentaria a
la que estamos expuestos dia a dia han sido de los factores preponderantes
para el desarrollo de obesidad en la poblacion en general sin dismcriminar
estratos sociales, ya que el costo de los productos considerados chatarra es
mas bajo que el de cualquier alimento considerado como sano, poniéndolos
al alcance de todo publico convirtiéndose en la primera opcién de compra
para muchos (Chan & Woo, 2010; Food Research and Action Center (FRAC),
2010).

Los genes son otro factor promotor asociado al incremento de grasa
corporal, los cuales, juntos con el entorno crean una ‘“interaccion gen-
ambiente” refiriéndose a una situacion en la que la respuesta o adaptacion a
un agente ambiental, un comportamiento o cambio en éste es condicional en
el genotipo de un individuo (Hainerova, 2010; Stein, Mroch, De Berg, &

Flanagan, 2011). Los genes para una persona responden de manera distinta
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a como lo hacen los de otra frente al mismo ambiente. Una de las formas en
las que la suceptibilidad genética influye es condicionando una baja tasa
metabdlica en reposo, baja tasa de oxidacion de lipidos, poca cantidad de
masa magra y pobre control del apetito (Stein et al., 2011; World Health
Organization (WHO), 2000). Sin embargo el factor genético solo es
responsable de explicar el 5% del padecimiento de obesidad y el 15% para la
diabetes (Eckel et al., 2011).

Existe un diverso abanico de factores promotores de obesidad
ampliamente conocidos, avances en la ciencia y mayores investigaciones en
el area han permitido dilucidar un nuevo factor que se suma a esta causa,

conocido como microbiota intestinal.

Microbiota intestinal

La microbiota intestinal consiste en un conjunto de microorganismos que
habitan normalmente el tracto gastrointestinal y que guardan una relacién
simbidtica con su huésped, pero que tienen la capacidad de promover un
estado patolégico bajo circunstancias que condicionan cambios en los
perfiles microbianos. Ciertas costumbres alimenticias tienen el potencial de
regular el perfil bacteriano que conmunmente coloniza el intestino,
subsistiendo sélo las bacterias que son capaces de perdurar ante una
exposicion recurrente a los nutrimentos que se vuelven mas comunes en el
colon, como resultado de los habitos alimenticios (Hawrelak & Myers, 2004).
Dependiendo de los grupos de alimentos mayormente consumidos por una
persona los conjuntos de poblaciones microbianas intestinales tienden a
variar, propiciando asociar los tipos de bacterias existentes en el intestino
con determinados patrones alimenticios asi como con diferentes estados de
salud (Hawrelak & Myers, 2004).
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Desde el nacimiento el tracto gastrointestinal comienza a ser
colonizado por un gran numero de microorganismos a los que incialmente
somos expuestos en el canal de parto, capaces de habitarlo sin producir
repercusiones al hospedador. De estos microorganismos el 97% son
anaerobios estrictos (Cardinelli, Sala, Alves, Torrinhas, & Waitzberg, 2015) y
aunque se han descrito alrededor de 50 phyla bacterianos, el tracto
gastrointestinal estd dominado solo por dos: Firmicutes (64%) y
Bacteroidetes (23%). Porteobacterias (8%), Actinobacterias (3%),
Verrucomicrobia, Fusobacterias y Cyanobacterias (2%) estan presentes en
menor cantidad (Cardinelli et al., 2015; Eckburg et al., 2005; Sekirov, Russell,
Antunes, & Finlay, 2010).

La presencia de microorganismos en el instestino no es un fenémeno
aislado, sino que tiene funciones importantes en la salud del hospedador
ejerciendo roles como inmunomodulador, estimulando al sistema inmune
para que madure y ejerza sus funciones, asi como proteccién, controlando la
poblacién bacteriana para que las especies patogenas no proliferen; ademas
posee un efecto sobre la funcién y estructura intestinal promoviendo la
sintesis de sustancias estimuladoras de la peristalsis, y favoreciendo la
absorcién de energia de la materia fecal mediante la sintesis de acidos
grasos de cadena corta, sintetizados a partir de la fermentacion de
carbohidratos de dificil digestion de los cuales normalmente escasa energia
seria capaz de ser absorbida, este evento permite que los alimentos puedan

ser eficientemente aprovechados por el organismo (Sekirov et al., 2010).

Recientes investigaciones han dilucidado el hecho de que un perfil
microbiolégico en el que un aumento del phylum Fimicutes, con una
concomitante disminucién del phylum Bacteroidetes, se ha asociado a un
fenotipo de sobrepeso y obesidad en contraste con una poblacion en peso
normal (DiBaise et al., 2008); un cambio en los perfiles de microorganismos

presentes en el intestino de un individuo, conocido como disbiosis, es
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posiblemente un condicionante para el padecimiento de dichos estados. El
hecho de que determinadas especies microbianas tengan capacidad
fermentativa sobre la materia aun aprovechable que permanece en las heces
después de la digestion, estaria confiriendo la facultad de seguir absorbiendo
energia, asi como favoreciendo su almacenamiento, posiblemente como
grasa. De este hecho se alude que un incremento en la ingestion de ciertos
alimentos promueve activamente a desarrollar obesidad (DiBaise et al., 2008;
Sekirov et al., 2010).

Alternativas terapéuticas en obesidad.

El tratamiento del sobrepeso y obesidad de forma inicial se hace mediante la
instauraciéon de un régimen dietético especial, individualizado para el
paciente, en el que se realiza una restriccion calérica importante que va
diminuyendo paulatinamente en contenido calorico para evitar una
descompensacion, hasta lograr alcanzar un régimen hipocalérico, esto es,
una dieta en la que el individuo obeso ingiera menos calorias de las que
debe consumir en el dia de acuerdo a su peso, de forma que se estimule el
uso de los depdsitos grasos del cuerpo; en suma a un esquema de actividad
fisica cuando es factible, lo que estimula mayor gasto de energia que lleve a

un balance energético negativo, traducido en pérdida de peso.

Algunos esquemas nutricionales a los que se les han atribuido
mejoras en la calidad de vida concomitantemente a la pérdida de peso, como
ejemplo la disminucion del riesgo cardiovascular, es la considerada dieta tipo
mediterranea, que consiste en la adopcion de habitos de alimentacién
tradicionalmente seguidos en almenos 16 paises que rodean el mar
Mediterraneo, caracterizado por un alto consumo de aceite de oliva, frutas,
vegetales, cereales no refinados, patatas, leguminosas y oleaginosas;
aunado a una moderada ingestion de pescados, mariscos y pollo y un bajo

consumo de carnes rojas o0 alimentos carnicos procesados. El vino tinto es
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otra de las caracteristicas distintivas de este tipo de dieta, el cual es

permitido en compania de alimentos (Yang, Farioli, Korre, & Kales, 2014).

En ocasiones los régimenes dietéticos con perfiles de macronutrientes
considerados “normales” , esto es, 55% de carbohidratos, 15% de proteinas
y 30% de grasas respecto al total de calorias para un individuo al dia;
inclusive siendo hipocaldricos no obtienen resultados muy favorables en la
pérdida de peso, sumado al hecho de que las ocupaciones laborales de
muchas personas no permiten dedicar tiempo suficiente a la actividad fisica
diaria. En miras a esto, diversos esquemas nutricionales se han
implementado con el objetivo de lograr mejores resultados en pérdida de
peso sin perturbar la salud del individuo y que ademas estas pérdidas se
mantengan a lo largo del tiempo (Hite, Berkowitz, & Berkowitz, 2011; Turk
et al., 2009). La busqueda de perder peso es sumamente relevante ya que
cuando se logran importantes pérdidas se observa una mejora respecto a las

comorbilidades tales como la diabetes mellitus tipo 2 (Turk et al., 2009).

El esquema comunmente seguido para la pérdida de peso es el que
consiste en disminuir la cantidad de alimentos grasos de la dieta, en
contraparte a esto y en defensa de que los carbohidratos son los promotores
de la diabetes y sindorme metabdlico, también se han implementado
régimenes en los que los carbohidratos son los que suelen disminuirse
observandose mejoras en marcadores de riesgo cardiovascular y pérdida de
peso comparado al régimen bajo en grasa (Hite et al., 2011). Una dieta baja
en carbohidratos puede traducrise en diversos esquemas que modifican su
contenido: 1) Dieta baja en carbohidratos: comprende la ingesta de entre 30-
130 gramos de carbohidratos al dia y 2) dieta cetogénica muy baja en
carbohidratos: ingesta de <30 gramos de carbohidratos al dia, favoreciendo

un estado de cetosis (Hite et al., 2011).
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Dieta cetogénica.

Una dieta cetogénica es aquella en la que el contenido de carbohidratos
permitidos diariamente no sobrepasan el 15% del total de la energia
requerida por un individuo, incrementandose los porcentajes de proteina y
lipidos en la dieta. Este régimen normalmente se implementa durante
periodos de tiempo cortos que no van mas alla de un mes, sin embargo
diversos estudios han dilucidado la carencia de efectos adversos en
mantener este esquema por encima de este tiempo con el fin de mejorar

marcadores de riesgo cardiovascular (Dashti et al., 2004).

Este tipo de dietas inducen a los pacientes a cetosis, el cual, es una
estado fisiolégico que ocurre como resultado de un cambio en el tipo de
combustible energético utilizado por el organismo. Una dieta cetogénica
mantiene al cuerpo en un estado de cetosis caracterizado por una elevacion
de metabolitos como acetato, hidroxibutirato y acetoacetato en sangre,
resultado de la oxidacién hepatica de acidos grasos provenientes de las
reservas energéticas del tejido adiposo. Es un fenbmeno que ocurre de
forma natural durante procesos de ayuno o post-ejercicio como un

mecanismo que evita la hipoglucemia (Dashti et al., 2004).

Diversos esudios aluden los beneficios del régimen cetogénico sobre
marcadores de riesgo cardiovascular, pronunciada pérdida de peso en
pacientes obesos, asi como disminucion en la intolerancia a la glucosa con
disminucion en la necesidad de utilizar farmacos. Aunado a esto se relaciona
ademas con la supresion del apetito (Dashti et al., 2004; Hite et al., 2011).
Este ultimo efecto se logra mas facilmente cuando se incrementan la
cantidad de proteina provista en la dieta. Una vez que el paciente cumple un
periodo estricto de dieta baja en carbohidratos, es capaz por si mismo de
mantener un ingesta energética baja cuando no se les implementa una

restriccién caldrica, en comparacion con quienes logran concluir un régimen
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bajo en grasas. Lo anterior favorece el mantenimiento del peso alcanzado al
concluir la dieta (Hite et al., 2011; Johnstone, Horgan, Murison, Bremner, &
Lobley, 2008).
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Il. JUSTIFICACION

Uno de los problemas de salud que atafien mundialmente es la obesidad.
Representa uno de los factores etioldgicos mas importante para un gran
numero de enfermedades, siendo una de las principales causas de muerte
en el mundo. Mucho se sabe y ha estudiado alrededor de este topico, sin
embargo las cifras no parecen mejorar en favor de la salud. Aun existiendo
alternativas terapéuticas para el tratamiento de la obesidad y sus
comorbilidades no se ha logrado abatir este padecimiento, probablemente
porque siguen sin conocerse todos los factores que convergen en generarlo.
La reciente asociacion entre obsesidad y microbiota intestinal resulta en un
nuevo campo de exploracién para disminuir o tratar este padecimiento.
Ademas de desarrollar estrategias de prevencion para la obesidad desde la
infancia, es de suma importancia mejorar los métodos de tratamiento de este
padecimiento con la intencion de mejorar la calidad de vida de las personas
afectadas. De esta forma se justifica la importancia de conocer el impacto de
una dieta cetogénica sobre el perfil microbiano intestinal que permita ayudar
a dilucidar el perfil microbiolégico promotor de la obesidad, lo cual, podria
acercarnos mas a implementar un tratamiento mas idéneo para pacientes
con obesidad y diabetes tipo 2 que proporcione mejoras en la calidad de vida

de los mismos.

Ill. ALCANCE

En consideracion al tiempo con el que se dispuso para la realizacion del
proyecto, la infraestructura y el numero de muestras que eran factibles
obtener, se intenté dar seguimiento de la variabilidad de la microbiota
intestinal de 20 pacientes con obesidad y diabetes mellitus tipo 2 que fueron
sometidos a dos diferentes esquemas nutricionales para bajar de peso: 10 a
un régimen dietético tipo cetogénico y 10 a un régimen hipocaldrico estilo

mediterraneo.
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IV. HIPOTESIS

El perfil de la microbiota intestinal de pacientes con obesidad y diabetes tipo
2 se modifica por efecto de una dieta tipo cetogénica, simultaneo a la
reduccion de peso y mejoramiento de parametros clinicos; este perfil
microbiano modificado se mantiene al restablecerse una alimentacion

convencional junto con las mejoras en los parametros clinicos.

V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los cambios en los perfiles bacterianos de pacientes con
obesidad y diabetes tipo 2 antes , durante y después de un tratamiento con

dieta cetogénica.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

Objetivo Particular 1. Seleccionar y caracterizar pacientes candidato que

acuden a consulta al Hospital MIG para tratamiento de obesidad.

Objetivo Particular 2. Realizar el estudio de la diversidad de la microbiota

intestinal de los individuos participantes.

Objetivo particular 3. Realizar el analisis de datos.
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VIl. METODOLOGIA

VII. 1 PLAN DE TRABAJO

FASE|

Actividad 1a. Seleccion de pacientes de acuerdo a diversos criterios
(Objetivo Particular 1).

Actividad 1b. Instauracion aleatoria de un tipo de régimen: cetogénico o
mediterraneo (Objetivo Particular 1).

Actividad 1c. Recoleccién de muestras de copro de los pacientes (Objetivo

particular 1).

FASE Il

Actividad 2a. Caracterizacion metagendmica de la microbiota intestinal a

partir de las muestras de copro (Objetivo particular 2).
a) Extraccion de copro-DNA

b) Generacién de genotecas V3 del 16S rDNA.

en paralelo .

¢) Secuenciacion masiva semiconductora de iones.

FASE llI
Actividad 3a. Analisis de datos de secuenciacion (Objetivo Particular 3).

Actividad 3b. Analisis de datos clinicos (Objetivo Particular 3).
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VII. 2 DISENO EXPERIMENTAL Y METODOS

Seleccion de i e
; ﬂ;lgnalcinn 4
pacientes tipo dieta
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Firma ‘ir'_?/
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Figura 5 Diagrama general de trabajo.
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21




Seleccion de pacientes

Se seleccionaron pacientes que asistieron a consulta para control de peso al
Hospital de Especialidades MIG Lindavista de la Ciudad de México. Durante
la primera visita, se le informé al paciente acerca del protocolo para solicitar
su deseo en participar; una vez que aceptaron, se explicaron los criterios de
inclusion y exclusion, se realizdé una historia clinica completa, cuestionario de
frecuencia de alimentos con la finalidad de evaluar los habitos de ingesta
alimenticia, somatometria y analisis clinicos. Una vez revisados los analisis
de laboratorio se determiné si cumplian con los criterios de inclusion, y se
confirmd la posibilidad de participar en el estudio. Se solicitdé al paciente
firmar un consentimiento informado de participacion en el protocolo que va
de acuerdo a la delcaracién de Helsinki revisado en el 2000 y que ha sido
aprobado por el Comité de Etica del hospital y se asignd un tratamiento

dietético de forma aleatoria (Objetivo Particular 1).

Los criterios considerados para la seleccion de pacientes fueron los

siguientes:

Criterios de inclusion:

e Diabetes tipo 2 < 5 afios de evolucion

e IM.C.2A27<32

e Edad =25y <65anos

e Un maximo de tres medicamentos utilizados para el control de la
diabetes

e Aceptar seguir un programa de alimentacion indicado por el lapso de
un ano.

e Consentimiento informado leido, entendido y firmado por el paciente
aceptando participar en el protocolo.

Cirterios de exclusion:

e Mujeres en edad fértil que se encuentren utilizando anticonceptivos en
un lapso menos de un afo.
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e Antecedentes de hospitalizacion por descontrol metabdlico en el
ultimo mes.

e Antecedentes de hospitalizacion por eventos cardiosvasculares el
ultimo mes.

e Pacientes con descontrol hipertensivo y/o que hayan ameritado
hospitalizacion en los ultimos tres meses.

e Antecedentes de cambios sustanciasles en el régimen de dieta en los
ultimos tres meses.

e Uso de laxantes, antiparasitarios y/o tratamientos antimicrobianos en
los ultimos tres meses

e Cirugia bariatrica

e Reseccion intestinal por cualquier causa

e Sindrome de malabsorcién

e Uso de medicamentos para bajar de peso

e Uso de acarbosa

e Haber ingresado a un programa de actividad fisica intensa en el ultimo
mes

¢ Antecedente de cancer en los ultimos cinco anos

e Encontrarse bajo tratamiento oncologico

¢ Antecedentes de enfermedad hepatica o renal severa

e Pacientes psiquiatricos

Criterios de eliminacion

e Hemoglobina glicada <6

e Glucemia en ayunas < 140 mg/dI

e Depuracion de creatinina <40%

e Parametros de laboratorio de seguridad fuera de rango con
significancia clinica

¢ Ausencia de cetonemia en la primera semana del estudio

e Falta de seguimiento en la dieta establecida

e Apego menos al 80% en el consumo del complemento alimenticio
indicado en cualquier etapa del estudio

e Descontrol metabdlico que requiera de aplicacion de un esquema de
tratamiento

e Retiro del consentimiento para participar en el estudio

e Aparicion de eventos adversos serios incompatibles con la
permanencia en el estudio

e Uso de tratamiento antibiético durante el protocolo
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Se les instruyé a los pacientes sobre la toma de muestras de copro
proporcionando un instructivo para facilitar el procedimiento, asi como los
frascos y palitas necesarios para ello. Las muestras fueron llevadas en las

siguientes visitas programadas por el médico.

Se reclutaron un total de 17 pacientes de los cuales 11 fueron asigandos
aleatoriamente al al grupo de dieta cetogénica y 6 al de dieta mediterranea. A
lo largo del protocolo fueron eliminados 3 pacientes debido a medicacién
antibidtica, desapego al tratamiento e inasistencia a las citas programadas
por lo que ambos grupos disminuyeron su numero a 9 y 5 pacientes

respectivamente (Objetivo Particular 1).

Analisis bioquimicos, antropométricos y una muestra de heces se solicitaron

antes de iniciar cualquiera de los tratamientos.

Instauracién aleatoria de un tipo de régimen: cetogénico o mediterraneo

Los pacientes fueron seleccionados de forma azarosa para la asignacion del
tipo de régimen nutricional que se les implementd. Se seleccionaron 11
individuos para el esquema cetogénico y 6 para el hipocaldrico estilo

mediterraneo (Obijetivo particular 1).

Régimen cetogénico.

Al paciente se le explicé el régimen, que consistiéo en un esquema nutricional
de 9 semanas en las que se le proveyo de hojas con los alimentos permitidos
para cada uno de los tiempos de alimentacion: Desayuno, Colaciéon matutina,
Comida, Colacién vespertina y Cena. Se proporcionaron paquetes con
sobres de alimentos que fueron preparados de acuerdo a las instrucciones
provistas en los mismos (PRONUTRITION® H&NLAB). Estos alimentos
preparados en sobres comprenden Carnicos (tortitas de camarén pollo,

machacao pescado); Salados (Omellettes, pan provenzal); Reposteria
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(Mousse de coco, natillas, arroz con leche, pasteles) y Bebidas (frappés
cafés, aguas de sabor y chocolate); todos los alimentos se distribuyeron para
su consumo durante el dia de acuerdo al menu por el cual fueron
evolucionando los pacientes, ademas de ser acompafados por otros grupos
de alimentos grasos y vegetales permitidos. La distribucién de estos
alimentos permite cumplir con el objetivo de generar un estado de cetosis

dentro de las primeras dos semanas de iniciar el régimen.

El régimen cetogénico consistio de tres distintos esquemas de tres
semanas cada uno; cada esquema mantuvo una relacion de
macronutrimentos de 77% proteinas, 10% lipidos y 13% carbohidratos. El
primer menu comprendié una ingesta de entre 700-800 kcal a partir del cual
se instaurd la cetosis inicial; el segundo régimen con duracion de tres
semanas fue de 900-1000 kcal capaz de mantener una cetosis intermedia y
la cetosis avanzada comprendié la ingesta de entre 1000-1100 kcal durante
el mismo periodo de tiempo. Debido al estricto sometimiento al régimen que
se debiéo cumplir y a la restriccion de ciertos grupos de alimentos, estos
menus fueron acompanados de diferentes multivitaminicos saborizados que
se ingirieron disueltos en agua conforme al menu por el cual se fue
progresando.El estado de cetosis que debidé conseguirse para continuar con
el protocolo fue de por lo menos 20.6 mmol/L de cuerpos ceténicos en

sangre.

Una vez concluido el periodo de nueve semanas de dieta cetogénica
comenzo un periodo de transicidn hacia una alimentacion convencional en la
que se proveyeron tres diferentes menus, cada uno a llevarse a cabo durante
un periodo de dos semanas, en las cuales comenzaron a introducirse
paulatinamente grupos de alimentos como frutas y cereales,
consecutivamente se introdujeron leguminosas y en las ultimas dos semanas
los demas alimentos grasos antes no permitidos en el régimen. Cada

transicion alimentaria incrementé la ingesta caldrica hasta alcanzar una
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ingesta final de 1600 kcal, régimen con el cual se mantuvieron ya a los

pacientes, considerandose algunas adecuaciones para cada uno de ellos.

Dieta hipocaldrica tipo mediterranea.

Los pacientes asignados con dieta mediterranea se derivaron con la
Licenciada en nutricion Cynthia A. Lopez Torres (cédula 8599804) para
adecuarles un régimen alimenticio pertinente a su padecimiento y actividades
diarias. Se les porporcionaron menus hipocaldricos de 7 dias considerando
gustos, preferencias, alergias y actividad fisica, los cuales, repitieron durante
tres semanas. Posterior a este tiempo los pacientes se citaron de nuevo para
reasignacion de menus hipocaloricos para el siguiente periodo de tres
semanas; esto ocurrié asi durante 3 meses. En las siguientes 3 semanas a
los pacientes se les permitid armar sus propios menus en base a un listado
de alimentos que la nutriéloga les asigné con la consigna de elaborar un
diario de alimentos que debian llenar conforme fueran pasando los dias
(Anexos E, F, G). Una vez terminados los periodos de intervencién
nutricional estrictos (12 semanas) se dejo a los pacientes sin ningun tipo de
régimen establecido, solo con determinadas recomendaciones generales que
debian considerar al momento de escoger sus alimentos, de forma que se
reintegraran a sus habitos normales de alimentacion pero tomando en
consideracion aspectos aprendidos sobre los alimentos a lo largo del

tratamientos.

El esquema de alimentacion mediterraneo contemplé alimentos de
consumo comun en paises del continente europeo mismos a los que se les
han atribuido beneficios a la salud y a determinados estados patoldgicos. El
régimen se establecio calculando las calorias necesarias para cada paciente
considerando la edad, peso y talla utilizando la férmula de gasto energético
de Harris-Benedict, con adecuacion de 10% de gasto energético debido a
actividad fisica y 10% por efecto termogénico de los alimentos y con

restriccion caldrica del 10% conforme fueron evolucionando. Se considerd
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una distribucion de macronutrimentos de 55% de carbohidratos, 15% de
proteinas y 30% de grasas, con la facultad de ingerir una medida de vino
tinto (100 ml) al dia acompafado de la comida. Los menus estuvieron
acompanados de algunas recetas basicas para facilitar la preparaciéon de los
mismos. Una vez finalizado este lapso de tiempo se implementd un esquema
de seleccion de comidas a voluntad, en el que al paciente se le permitid
escoger, apartir de un listado de grupos de alimentos, los que él deseara,
siendo capaz de armar sus propios menus de acuerdo a un modelo

preestablecido de alimentos permitidos para cada paciente.
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Obtencion y analisis de variables antropomeétricas y bioquimicas

Obtencion de datos. Para evaluar el estado de salud de los pacientes
durante los dos tratamientos dietéticos, se tomaron y analizaron nueve
mediciones antropométricas y 20 bioquimicas de cada paciente en siete
tiempos a lo largo del estudio (t0= antes de empezar la dieta, t1= a siete dias
del inicio, t5= a las cinco semanas, t9= a las nueve semanas, “al término”,
t12= tres semanas después de haber concluido la dieta, t18= nueve
semanas después de haber terminado la dieta y t24= tres meses y medio
después de la dieta). Las variables antropométricas consideradas fueron:
peso (kg), IMC (kg/m?), masa grasa (kg), masa muscular (kg), grasa visceral
(kg), circunferencia de cintura (cm), metabolismo basal (kcal) presion sisétlica
y diastélica (mmHg) las cuales se obtuvieron utilizando el equipo de
impedancia bioeléctrica de ocho puntos mBCA 514 de Seca® y la presién
sanguinea empleando un baumandmetro electronico. Las variables
bioquimicas consideradas fueron: glucosa en ayuno (mg/dL), glucosa al azar
(mg/dL), hemoglobina (Hb) (g/dL), creatinina (mg/dL), acido urico (mg/dL),
colesterol (mg/dL), HDL (mg/dL), LDL (mg/L), triglicéridos (TGL, mg/dL),
proteinas totales (g/dL), albumina (g/dL), globulina (g/dL), DHL (U/L), FA
(U/L), GGT (U/L), TGO (U/L), TGP (U/L), BT (mg/dL), BD (mg/dL) y BI
(mg/dL) y cetonemia para los pacientes sometidos a dieta cetogénica. La
glucosa al azar y las cetonas en sangre se cuantificaron utilizando un
glucometro FreeStyle Optium (Abbott Laboratories, S.A.). El resto de las
variables bioquimicas se realizaron en el laboratorio clinico de referencia ELI
S.A. de C.\V. de la Ciudad de Meéxico. Las variables bioquimicas se
consideraron debido a que a partir de ellas se puede sugerir el estado o
funcionamiento general del cuerpo, del higado y rifidn, que permitan

determinar si se presentan mejoras o repercusiones a la salud del paciente.

Con los conjuntos de variables de los pacientes de ambas dietas

(cetogénica n=9 y mediterranea n=5), para los siete tiempos, se contruyeron
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dos matrices de datos, una con los valores antropométricos y otra con los
bioquimicos; las cuales representan el fenotipo y el perfil bioquimico (“estado

de salud”) de los pacientes a lo largo del estudio.

Analisis estadisticos. Para conocer la naturaleza de la distribucion de las
variables antropométricas y bioquimicas se evalu6 el supuesto de normalidad
de dichas distribuciones mediante la prueba de Shapiro-Wilk, apropiada para

tamanos de muestras pequefas utilizando el programa PAST ver. 3.2.

Analisis univariado. El comportamiento de las variables antropométricas y
bioquimicas se estudiaron por medio del calculo de los estadisticos basicos
descriptivos (media, varianza, desviacion estandar) y diagramas de caja. Las
comparaciones de dichas variables se realizaron entre los tiempos dentro de
una dieta y entre los tiempos de las dos dietas. Para evaluar diferencias en
estas comparaciones se utilizé la prueba de ANOVA o Kruskal-Wallis, segun
la naturaleza de las variables, paramétrica o no paramétrica. En los casos en
los que se encontraron diferencias significativas se realizaron pruebas de
comparaciones multiples de medias, con la prueba de Tukey para determinar

cual o cuales era(n) la(s) significativamente diferente(s).

Analisis multivariado. Con el objetivo de evaluar si los tratamientos
dietéticos modelan el fenotipo y el perfil bioquimico de los pacientes, para
cada dieta se realizaron analisis de componentes principales (ACPs) para
conocer si las variables estudiadas en conjunto permitian recuperar grupos
de pacientes de acuerdo al tipo de dieta y a los tiempos de las mismas. El
ACP se realiz6 por medio de una matriz de correlaciones pareadas, la
representacion del espacio multidimensional de las variables estudiadas se
proyecto con los primeros dos eigenvectores, que son los que constribuyen a
explicar el mayor porcentaje de la variacion total. Para las variables
antropométricas estos analisis se realizaron comparando los tiempos 0, 3 y

24 mientras que para las variables bioquimicas los tiempos 0 y 24; estos
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tiempos se seleccionaron para evaluar puntualmente la intervencion dietética
ya que la semana 0 corresponde a los pacientes antes de iniciar, la semana
9 al terminar el régimen y la semana 24 tres meses y medio después de
concluir la dieta, esto con la finalidad de observar si se presentaba reversion
en los parametricos clinicos tiempo después de concluir la dieta (Objetivo
Particular 3).

Recolecciéon de muestras de copro

Periédicamente se recolectaron muestras de copro conforme a las citas
programadas para cada paciente en el Hospital de Especialidades MIG
Lindavista de la Ciudad de México. El esquema de recoleccién consistio en la
obtencidn de una muestra antes de empezar cualquiera de los régimenes asi
como lo largo del tratamiento dietético, recogiéndose muestras durante las
semanas 1, 5 y 9 de tratamiento, y muestras posteriores al término del mismo

las semanas 12, 18 y 24.

Cetogénica [ Mediterranea |

| |
|

Antes dieta 17 Semana:

l—=-5—29=12218—=224

Recoleccion muestra

|

Ultra congelacién l‘—*PrEParaEiﬁﬂ alicuotas —’} Extraccion DNA

Figura 6 Estrategia de recoleccié de muestras.

La primera muestra de heces se colecté antes de iniciar cualquiera de los
tratamientos dietéticos, posteriormente las muestras de copro se recolectaron
durante la semana 1, 5, 9, 18 y 24 post-tratamiento. Cada muestras se alicuoté
para extraccion de DNA y almacenamiento.
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Las muestras fueron transportadas al Centro de Investigaciones y
Estudios Avanzados del Politécnico (Cinvestav), alicuotadas en tubos
debidamente etiquetados de 1.5 ml y almacenadas en condiciones

perpetuales (-70 °C) para ser procesadas a la brevedad (Objetivo particular

1).

Caracterizacion de la microbiota bacteriana intestinal a partir de
las muestras de copro

a) Extraccion de copro-DNA

Se realiz6 la extraccion de DNA total de las muestras de heces utilizando
tecnologia Aquastool (MultiTarget Pharmaceuticals, LLC) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se cuantificaron las concentraciones de DNA
total y determind la integridad del DNA por cuantificacion de su coeficiente
A2s01280 usando espectofotdmetro Nanodrop LITE (Thermo Scientific) asi
como su calidad por fraccionamiento electroforético en geles de agarosa al
0.5% tenido con 0.70 pl de colorante Midori Green, utilizando 5 ul de buffer
de carga de azul de bromofenol con glicerol y TBE (Tris-Borato-EDTA) como
regulador de corrida, aplicando 100 Volts durante 45 minutos y observando el
gel con el sistema de fotodocumentacion Molecular Imager® Gel Doc™ XR
Bio-Rad (Objetivo particular 2).

b) Amplificacion de la region V3 del gen 16S rDNA.

Previo a la generacion de las genotecas se verifico la presencia de DNA
bacteriano en las muestras; se realizaron PCR (Polymerase Chain Reaction)
diagndsticas para amplificar una region polimoérfica V3-V4 del gen 16S rDNA
utilizando un primer Forward y otro Reverse denominados CGO465 con las
condiciones enunciadas en la Tabla 2, trabajando con un volumen final de
reaccion de 50 pl a una concentracion de 50, 20 o 10 ng de DNA

dependiendo de la muestra. Como control positivo para las reacciones de
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amplificacion se utilizd DNA de la cepa E. coli SK10019 mientras que como
control negativo se utilizo la mezcla de reaccion pero sin DNA molde. Para
las amplificaciones se us6 un termociclador tipo Thermal Cycler 2720 de

Applied Biosystems.

Tabla 2 Condiciones de amplificacion y primers utilizados en PCR diagnostica.

Primers:

CGO465 Forward CGO0465 Reverse
5-CTCCTACGGGAGGCAGCAG-3 5-CTACCAGGGTATCTAATCCTG - 3
Producto 465 pares de bases (pb)
Programa de Concentraciones de reactivos
amplificacion: 25 ciclos para 1 reaccion:
Desnaturalizacion
. 95 °C 5 minutos Buffer 1x
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos MgCl, 2mMm
Alineamiento 55.3 °C 30 segundos DNTPs 0.2 mM
Extension 72 °C 30 segundos Taq Pol 0.025 U/pl
Extension final 72°C 10 minutos Primer CGO465 F 0.2 mM

4°C 5 minutos Primer CGO465R 0.2 mM

Posteriormente los productos de PCR fueron sometidos a
fraccionamiento electroforético en geles de agarosa al 2% tefidos con 0.70 pl
de colorante Midori Green, utilizando 5 pl de buffer de carga de azul de
bromofenol con glicerol mezclado con 5 pl de producto de PCR y se us6 un
marcador de peso molecular de 100 pb. Buffer TBE fue empleado como
solucion tampdén y se aplicaron 90 Volts durante 50 minutos. El gel fue
visualizado con fotodocumentador (previamente descrito) en el que se

apreciaron bandas con productos de amplificacion de 465 pb.

c) Preparacién de genotecas de V3 del 16S rDNA
Una vez realizadas las PCR diangésticas para cada una de las muestras y
comprobando la presencia de DNA bacteriano amplificable por los primers

CGO465, se crearon genotecas mediante el uso de primers especiales que
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flanquean la region variable del gen ribosomal 16S. Estos primers forward
contienen una secuencia identificadora (Anexo E), conocida como “Barcode”,
que permite distinguir entre diferentes tipos de muestras a lo largo del
proceso de la secuenciacibn masiva, asi como poseen una secuencia
nucleotidica adaptadora (“Secuencia Linker”) necesaria para la tecnologia de
secuenciacion utilizada. Cada primer utilizado fue unico para cada muestra
(Fig. 7) (Objetivo Particular 2). Se hicieron reacciones de PCR con las
condiciones mencionadas en la Tabla 3 utilizando primers con diferentes
Barcodes para cada una de las muestras y se comprobo la calidad de los
amplicones mediante fraccionamiento electroforético en geles de agarosa al
2%, como previamente se ha descrito, esperando un producto de

amplificacion de 281 pb.

- Seamuentla Uinker Barcode Espaciador

Wi Vi Vi Vg Vg V& L) Ve | Vg
V3ig1E8 R

263 pb
Espaclador = Seouencls Linker

Figura 7 Estrategia de secuenciacion en base a la regiéon hipervariable V3.

En la imagen se esquematiza la region variable V3 de bacterias, flanqueado por un
primer Forward y un Reverse que contienen secuencias adaptadoras y de
identificacion para su secuenciacién en ION Torrent™. Los primers generan un
producto de 281 pares de bases (pb).

Una vez que se obtuvieron los productos de PCR con el tamano
esperado de 281pb se llevaron a cabo reacciones masivas de PCR de cada
muestra para obetener un mayor volumen de productos de reaccion, esto
bajo las mismas condiciones previamente descritas. Posteriormente se
mezclaron los productos masivos de PCR en concentraciones equivalentes,
ésto se calculd utilizando la concentracion de DNA de cada producto de
reaccion (cuantificada como se ha descrito anteriormente) para determinar la
cantidad necesaria a agregar de cada una de las muestras, esto es,

aproximadamente 10 pg por muestra amplificada masivamente. Una vez
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mezcladas todas las muestras se realiz6 una comprobacion de la calidad de
los amplicones mediante electroforésis en gel preparativo de agarosa al 2%
y se corto la banda correspondiente al peso esperado de 281 pb, empleando

luz UV que hace visible la fluorescencia de la banda.

Tabla 3 Condiciones de amplficacién para PCR con primer V3 341 Fy V3 518 R con
Barcode.

Programa de Concentraciones de reactivos para
25 ciclos

amplificacion: 1 reaccion:

Desnaturalizacion

o 95°C 5 minutos Buffer 1x

inicial

Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos MgCl, 2 mM

Alineamiento 62 °C 30 segundos DNTPs 0.2 mM

Extension 72 °C 30 segundos Taq Pol 0.025 U/pl

Extension final 72°C 10 minutos Primer CGO465 F 0.2 mM
4°C 5 minutos Primer CGO465 R 0.2 mM

La banda del gel que contenia los productos de reaccién se purifico
empleando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega
bajo las instrucciones provistas por el fabricante. Por ultimo se realizé una
electroforesis con gel analitico al 2% de agarosa para comprobar el peso del
producto de purificacion de 281pb junto con el producto antes de purificar;
finalmente se cuantificd la concentracion de DNA recuperado luego de la

purificacion.

Secuenciacion masiva semiconductora de iones.

Se hizo un andlisis y acondicionamiento de cada genoteca para secuenciarse
por tecnologia semiconductora de iones utilizando el equipo lon Torrent
(Rothberg et al., 2011) (lon Torrent™, Life Technologies) utilizado Chip 318
(1 GB) y quimica para una lectura promedio de 400 pb. Una vez comprobada
la calidad de la genoteca se hizo la secuenciacién de la misma. Posterior a la

secuenciacion se hizo una depuracion del archivo generado con las
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secuencias de las genotecas para su analisis bioinformatico en QIIME
(Objetivo particular 2). El proceso general de preparacion de la genoteca

para su secuenciacion se enuncia en la Figura 8.

Figura 8 Diagrama general del proceso de aseguramiento de la calidad y
acondicionamiento de las genotecas.

Analisis de datos de secuenciacion y diversidad microbiana.

Una vez que el proceso de secuenciacion concluyd se realizé un analisis
bioinformatico de las secuencias con la linea de procesos Qiime (Kuczynski
etal., 2012) (http://giime.org/); se eliminaron secuencias quimeras,
secuencias con longitudes menores a 150 pb y secuencias homopolimeras;
se consideré como punto de corte un minimo de 10 mil lecturas por muestra.
Para hacer la asignacion taxondmica de las secuencias se empleo la base de
datos 16S rDNA GreenGenes (McDonald etal., 2012)
(http://greengenes.Ibl.gov).
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Para estudiar la estructura de las comunidades bacterianas a nivel de
geénero, a lo largo del estudio, se construyeron matrices de abundancia y de
presencia-ausencia para cada dieta, a partir de los datos de secuenciacion.
Estas se elaboraron a dos niveles de organizacion de los datos, una
promediando todos los pacientes por semana (matriz 1) y otra considerando

a cada paciente por separado (matriz 2).

La estructura de las comunidades en los siete tiempos fue evaluada a
partir de la matriz 1 calculando los descriptores basicos de la comunidad:
riqueza (numero de géneros), abundancia (numero de lecturas), dominancia
(este indice va de 0 a 1, 0 donde los miembros de la comunidad estan
distribuidos equitativamente y 1 cuando un miembro domina la comunidad),
indice de Simpson (1-dominancia, mide la equitatividad de una comunidad de
0 a 1) e indice de Shannon (considera el numero de individuos asi como el
numero de taxa; varia de 0 para comunidades con un solo taxén a valores
mayores en comunidades con muchos taxas, cada uno con algunos
individuos). Los valores de estos descriptores se representaron por medio de

graficos de dispersion.

Con el objetivo de evaluar si los tratamientos dietéticos modelan la
estructura de las comunidades bacterianas de los pacientes se realizaron
analisis de coordenadas principales (ACoP) y de agrupamiento para ver si la
similitud de las comunidades, basada en la abundancia o ausencia-presencia
de los géneros, permite recuperar grupos de acuerdo al tiempo o tipo de
dietas. Para la matriz de ausencia-presencia el ACoP y el analisis de
agrupamiento se realizaron por medio de una matriz de distancias pareadas,
obtenida con el indice de distacia Euclideana, mientras que para la matriz de
abundancias con el indice de Gower. Para la construccion de los
dendrogramas se utilizé el método de ligamiento de promedios aritméticos no

ponderados (UPGMA). Estos analisis se realizaron utilizando la matriz 1.

36



Relacién entre Variables Antropométricas y Bioquimicas vs. Diversidad

Para estudiar la asociacion entre los cambios en la estructura de las
comunidades bacterianas a nivel de género a lo largo de los tratamientos y
los cambios en los parametros antropométricos y bioquimicos de los
pacientes, se realizaron analisis de correspondencias canodnicas (CCA) para
relacionar tanto las variables antropométricas como las bioquimicas con los
datos de abundancia y de ausencia-presencia. Para el caso de las
antropomeétricas se utilizaron las nueve variables en los tres tiempos mientras
que para las bioquimicas a partir de las 20 variables para el tiempo cero y
seis. Como datos de diversidad se utilizaron las matrices de abundancias
absolutas y presencia-ausencia. Los ejes canonicos que explicaron mayor
porcentaje de la correlacion de los datos se graficaron en dos dimensiones
(grafico de dispersion). La asociacion entre variables antropométricas y
bioquimicas respecto a la abundancia o la presencia-ausencia de géneros de
bacterias se evalué por medio de la proyeccion de vectores en el grafico de

dispersion (Objetivo Particular 3).

37



VIIl. RESULTADOS

Un total de 14 pacientes terminaron completamente el tratamiento dietético,
nueve de dieta cetogénica (cinco hombres, cuatro mujeres) y cinco de dieta
mediterranea (tres hombres y dos mujeres) con promedio de edad de 46.9 y

48.8 anos respectivamente.

Perfil Clinico de Pacientes Sometidos a Dieta Cetogénica

Con un promedio de edad de 46.9 +11.4 afios los pacientes derivados
a dieta cetogénica iniciaron con un peso de 87.2 + 7.7 kg correspondiente a
un IMC de 32.5 +3.3 kg/m? parametro que corresponde a la clasificacién de
obesidad clase |. Al término de las nueve semanas de tratamiento cetogénico
los pacientes lograron bajar en promedio 13.3 + 5.5 kg modificando la
clasificacion de los pacientes a “sobrepeso” correspondiente al IMC 27.6 +
2.6 kg/m2 obtenido después de la pérdida de peso. Se observan importantes
disminuciones en la glucosa en ayuno (xglucosa/ayunoto = 117.4 + 26.8 mg/dL;
X glucosa/ayunoT3= 87.4 + 10.9 mg/dL; H= 9.8, p <0.07) y glucosa al azar
(Xglucosalazarto= 134 *£31.7 mg/dL; XglucosalazarT3= 97.6 + 18.2 mg/dL H= 8.6 p=<
0.05) puntualizando que los farmacos hipoglucemiantes utilizados por los
pacientes antes de iniciar el protocolo de dieta cetogénica (especificamente)
fueron suspendidos inmediatamente al inciar la intervencién dietética. Los
pacientes mantuvieron el estado de cetosis en sangre requerido durante la

intervencion (0.8 mmol/L) (Tabla 4).

La masa grasa total disminuyé en promedio 10.7 £2.6 kg , de la cual
1.97 0.7 kg correspondié a grasa visceral. La masa muscular se mantuvo en
22.8 +1 kg sin cambios significativos a lo largo del tratamiento (p =0.05).
Dichas disminuciones en la grasa total se observan evidenciadas con la

reducciones de 14 +2.7 cm en la circunferencia de cintura de los pacientes (p
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<0.01). ElI metabolismo en reposo, o basal, sufri6 modificaciones no

significativas, disminuyendo en 7.6%.

Pérdida de masa grasa vs. masa muscular
durante la dieta cetogénica
40,0
5.0

30,0
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Figura 9 Grafica de pérdida de asa grasa respecto a la masa muscular durante la
dieta cetogénica.

Antes de finalizar el protocolo (semana 24/tiempo 6) un paciente dejo
de acudir a las consultas, mientras que a otro se le prescribié antibiético
durante este mismo periodo de tiempo, por lo que sus datos antropométricos,
bioquimicos y de diversidad microbiana no fueron considerados para dicho

tiempo.

A tres meses y medio de la intervencion dietética (semana 24/tiempo
6) algunos de los parametros clinicos se mantuvieron muy similares respecto
a los valores logrados al finalizar el tratamiento. Un ejemplo de esto es el
peso, en el que no se presentaron cambios significativos respecto al peso al
final del tratamiento (Xpesot3= 73.9 % 5.6 kg, Xpesot6= 75.06 + 9.7 kg, p =0.05),
asi como, es de destacar que la glucosa al azar logr6 mantenerse
significativamente disminuida (Xgiucosa/azarta= 97.6 +18.2 mg/dL; Xgiucosa/azarTe=
95.1 + 10.1mg/dL, p =20.05) mientras que la glucosa en ayuno, aunque

aumento, siguid estando por debajo de los parametros normales sin el uso
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de farmacos hipoglucemiantes ( X gucosa/ayunot3= 87.4 + 10.9 mg/dL;
Xglucosa/ayunoTe = 108 + 16.8 mg/dL) Las pérdidas de masa grasa y visceral se
perpetuaron con el paso del tiempo ( Xmasa grasaT3= 23.7 * 7.2 Kg; Xmasa grasaT6=
21.8 £ 7.9 KQ; X grasa visceral T3= 2.6 + 0.77 Kg, Xgrasa visceral T6= 2.6 + 1.48 kQg).

Con respecto a las variables bioquimicas, no se presentaron
modificaciones importantes para todas las variables estudiadas, respecto al
tiempo cero, a excepcion de los TGL que disminuyeron significativamente
después de la dieta (x teL o= 161.8 + 68.6 mg/dL; x oL 13 = 110.1 £ 40.2
mg/dL, H= 3.57 p <0.05) asi como también las enzimas TGO y TGP
indicadores de disminucién de estrés hepatico ( x tcoto= 39.3 £ 22.2 U/L ; X
TGo 13= 24.6 £ 6.8 U/L, H= 2.32 p <0.05; x tep T0= 49.2 + 28.6 U/L; x TP T3=
28.9 £ 9.2 U/L, H=5.36 p <0.05). La BD que aunque aumentdé de forma
significativa, no superdé los valores establecidos como normales.
Exceptuando a las HDL (que estuvieron bajas segun los valores de
referencia), el resto de parametros lograron disminuirse ligeramente, mas no
de forma estadisticamente significativa, luego de la intervenciéon dietética
coincidiendo con los rangos de valores considerados normales para dichos

parametros (Tabla 4).
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Tabla 4 Promedio de variables antropométricas y bioquimicas de pacientes sometidos a dieta cetogénica.

Variables Antropométricas y Bioquimicas Dieta Cetogénica (n=9)

Edad Peso IMC Masa grasa Musculo t_’Srasa Circunferencia Metabolismo Glucosa al Glucosa en P'refu')n I_’reslo'n
(afios) (kg) (kg/mz) (kg) (kg) visceral cintura (cm) basal (kcal) azar (mg/dL) ayuno Sistdlica Diastdlica
(kg) (mg/dL) (mmHg) (mmHg)
Tiempo 0 46.9+11.4 87.247.7° 325433° 345475 24.2+4.7 45+1.39° 105.4 9.0 1733.9+198.7 | 1344317 117.4268° | 126.8:14.1° | 80.9%143
Tiempo 3 73.945.6" 276426° 237472° 21.7+4.1 26+0.77" 91.247.7" 1600.9 +161.9 97.6+182" 87.4+10.9" 108819.9" 70.9+10.2
Tiempo 6 75.069.7° | 27.5+29" 21.847.9" 233351 | 26:1.48" 92.5+12.8" 1633241943 | 951+101" 108+16.8° 1146+73° | 77.8+133
E(F/H) 9.007 "+ 9.8 7.186 ** 068" 89 9.8 21" 8.6 H* 98" 123" 33"
WEIERESCEE 70-115 70-115 120 80
referencia
Hemoglobina Creatinina Ac. Urico Colesterol HDL LDL Triglcéridos P_T_z’::::s Albu Globuli DHL FA
(g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (&/dL) (g/dL) (g/dL) (/L) (/L)
Tiempo 0 15.241.5 0.8+0.29 6.5+0.8 178 +44.1 41.66.4 112.2 +431.3 161.8 £68.6 " 7.5+68.6 43404 3.140.3 347.2 +182.4 94.1+24.6
Tiempo 6 16.4+1.4 0.9.+0.30 6.1+1.3 185.6 +44.1 45.4+6.6 118.2 +38 110.140.2° 7.6 +0.5 4402 3.2405 373.14238.2 78.3£22.1
Valores de 13.8-17.2 M 0.7-1.3M 3.4-72M 140-200 M >55 H <130 M
referencia 12.1-15.1F 0511 F 26-6F 140-180 F >65 M <70F BaLR GbaE SSel Z3eE THAEEE 202130
E(F/H) 264" 039" 039" 001" 385" 011" 357" 0.04" 014" 0.025" 0.04" 206"
GGT TGO TGP BT BD Bl Semanas de Cetonemia DH: deshidrogenasa lactica, FA: fosfatasa alcalina,
(/L) (u/L) (/L) (mg/d) (mg/d) (mg/dI) CEOSIS (mmol/L) TGO: aspartato aminotransferasa, TGP: alanina
Tiempo 0 51+31 39.3122.2° 4924286 0.6+0.2 02:0.1" 0.4+0.2 1 1.4106° aminostransferasa, GGT: gamma glutamil
. . . . transpeptidasa, BT: bilirrubina total, BD: bilirrubina
Tiempo 6 3554171 24.316.8 28.9£9.2 0.7£0.2 0.2310.1 0.4£0.1 5 0.810.3 directa, BI: bilirrubina indirecta.
Medias con diferente letra presentaron diferencias
Valores de 8265 32 31 0.20-1.30 0203 0.1a0.5 9 * S
referencia a -e0L ab -1af. 0.8+0.5 significativas (a, b, c) p <0.05 * p <0.01 **
H= Valores obtenidos a partir de la prueba de Kruskal-
E(F/H) 062" 232" 5.36"* 0.75" 4.8 0.02" E(F/H) 72" Waliis F= Valores obtenidos a partir de ANOVA de dos

vias.
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Perfil Clinico de Pacientes Sometidos a Dieta Mediterranea

Los pacientes sometidos a dieta Mediterranea tuvieron una edad promedio
de 48.8 afos +8.8, los cuales presentaron un peso inicial de 92.6 + 13.7 kg
con un IMC de 31.16 = 3.9 kg/m?, el cual ponderaba a estos pacientes como
“obesos clase I”. Al terminar el régimen dietético lograron bajar 5.4 + 1.1 kg,
esta pérdida de peso llevo a los pacientes al limite superior de la categoria
de sobrepeso (IMC 28.96 + 4.9 kg/m?). De forma contraria a los pacientes de
dieta cetogénica, estos pacientes continuaron tomando farmacos
hipoglucemiantes; después de algunos dias de dieta, se les fueron retirando
paulatinamente los farmacos, logrando mejoras significativas en los niveles
de glucosa al azar por efecto de la dieta (X glucosaazarto= 142.4 + 41.1 mg/dL;
X glucosalazart3= 96.4 * 11.3 mg/dL; H=6.99, p <0.05); aunque la glucosa en
ayuno no tuvo modificaciones con significancia estadistica, es evidente que
se presentd una disminucion de sus valores, registrandose cifras dentro de
los rangos normales de glucosa en sangre a lo largo del tratamiento (x
glucosa/ayunoTo= 123.4 £36.3 mg/dL; X glucosa/ayunot3= 107.14 £ 16.1 mg/dL). El
metabolismo basal sufri6 una insignificante disminucién de 3%, esto

ligeramente menor a lo observado en la dieta cetogénica (Tabla 5).

La pérdida de masa grasa total fue de 3.6 + 0.5 kg de la cual 0.6 £ 0.1
kg correspondid a grasa visceral sin pérdidas importantes de masa muscular
(f masa muscularT0= 25.8 + 7.9 KQg; X masa muscular 73= 24.5 % 8.7 kg) Esto genero

una disminucion no significativa de 4.4 cm 1.6 de circunferencia de cintura.
Debido a prescripcion meédica de antibiotico para un paciente ocurrido
en la semana 24 (tiempo 6), los datos de dicho paciente no fueorn

considerados para este tiempo .

Tres meses y medio después de haber concluido el tratamiento

dietético, (semana 24) los pacientes lograron mantenerse en el peso logrado
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por la dieta, observandose incluso disminuciones de 2.2 + 1.5 kg de peso
después de haber concluido la misma (X peso T3= 87.2 £ 16.3 KQg; X peso T6=
85.14 + 16.6) kg. Parametros como la glucosa al azar, pérdidas de masa
grasa y visceral, masa muscular y circunferencia de cintura se conservaron
iguales respecto a los valores finales de la intervencion (estadisticamente sin
cambios significativos respecto al tiempo 3, todos los anteriores con valores
p=0.05). Cabe destacar que la glucosa tanto al azar como en ayuno
permanecieron dentro del rango considerado “normal”’, aun después de
terminar la dieta y de haber suspendido el tratamiento con hipoglucemiantes
(Xglucosa azar T6= 93.2 £ 12.7 Kg; X glucosa ayuno T6= 109 + 5.3 mg/dL; valores de
referencia 70-115 mg/dL).

Con respecto a las variables bioquimicas, exceptuando a la albumina
que aumento (X abuminato= 4.32 £ 0.2 g/dL; X abuminat3= 4.62 £ 0.2 g/dL; F= 4.5,
p <0.05) y la enzima TGO que disminuy6é (X tcoto= 31.4 + 10 U/L; X TG0 T3=
204 £ 4.8 U/L; H= 4.5, p <0.05), ambas significativamente, los demas
parametros permanecieron sin modificarse (sin significancia estadistica) con
respecto al valor inicial; que si bien, si pueden destacarse ligeras mejoras en
algunos parametros bioquimicos potencialmente debido a la intervencion,
como por ejemplo los triglicéridos (x teLT0= 404.6 + 344 U/L; x teL16= 155.2
+ 57.8 U/L), FA (; X raT0= 88.2 +29.2 U/L; xraT16= 70.2 £ 23.6 U/L), GGT (x
ceTT10= 100 +1 41.8 U/L; X cer16= 47.4 £ 459 U/L) y TGP (X Tep T0= 57.6 %
69.7 U/L; x tep T6= 23.2 + 8.6 U/L). Estas ultimas pueden considerarse
marcadores de dafno hepatico, lo cual nos sugiere pensar que resulta

benéfica la intervencion para el paciente.
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Tabla 5 Promedio de variables antropométricas y bioquimicas de pacientes sometidos a dieta mediterranea.

Variables Antropométricas y Bioquimicas Dieta Mediterranea (n=5)

Metabolis i6 16
Edad Peso IMc Z::: Musculo v‘iis:aesraal Circunferencia mo basal Glu::: al Glucosa en :I::?:a D?a'::;tl)i:a
afios ki kg/m2 cintura (cm, ayuno (mg/dL
(afios) (kg) (kg/m2) ke) (kg) (k) (cm) (keal) (mg/dL) yuno (mg/dL) (mmHg) (mmHg)
g . 142.4 #41.1
Tiempo 0 48.8+8.8 92.64 +15.2 31.16 +3.9 3f 4624 25.838+7.9 | 4.276+2.0 106.4 +11.2 17;1; g . 123.4436.3 141.4422.4 84.245.8
Tiempo 3 87.2416.3 28.96 +4.9 ziggs 24.496+8.7 | 3.786+1.7 102 +12.8 gg?g 96.4+11.3° 107.14 +11.6 122 +16.1 76 7.9
) 1691.83 b
Tiempo 6 85.03 +16.6 28.06 5.4 27.0346.5 | 23.842+82 | 2.894+1.0 99 +14.7 pras 93.2+12.7 109 #5.3 131 +27.0 81+13.9
E(F/H) 186" 199" 154" 007" 223" 078" 146" 6.99 * 054" 168" 188"
Valores de 70-115 70-115 120 80
referencia
Hemoglobina Creatinina Ac. Urico Colesterol HDL LDL Triglcéridos P_T_z’::::s Albiimina Globulina DHL FA
(g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (&/dU) (g/dL) (g/dL) (U/L) (U/L)
) 213.8 114.92 a 231.8
.38 +0. .92 0. .24 0. .12 6. 6t .52 +1. + +
Tiempo 0 15.38 +0.9 0.92 0.3 6.24 0.9 R 36.12 +6.6 PP 404.6 +345 8.52+1.3 4.3240.2 4.2+1.2 T 88.2 £29.2
2195 148.4 b 222.2
i .18 +0. .88 £0. 58 +2, 817. 2457. 62 0. + +
Tiempo 6 16.18 +0.8 0.88 0.2 7.58£2.0 594 39.847.7 533 155.2 #57.8 7.62+0.3 4.620.2 3+0.3 +345 70.2 £23.6
Valores de 13.8-17.2 M 0.7-1.3M 3.4-72M 140-200 M >55 H <130 M
referencia 12.1-15.1F 05-1.1 F 2.6-6F 140-180 F >65 M <70F 452175 60283 3535 23235 1052333 20/ai130
E(F/H) 281" 001" 247" 002" 066 134" 315" 158" 45" 2.82" 0.27" 149"
GGT TGO TGP BT BD BI
(u/L) (u/L) (u/L) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) DH: deshidrogenasa lactica, FA: fosfatasa alcalina, TGO: aspartato aminotransferasa, TGP:
Tiempo 0 100 +141.8 31.4410° 57.6+69.7 0.68 0.4 014401 054403 | alanina aminostransferasa, GGT: gamma glutamil transpeptidasa, BT: bilirrubina total, BD:
bilirrubina directa, BI: bilirrubina indirecta.
Tiempo 6 47.4+45.9 204148 23.28.6 0.78 0.2 0.28+0.1 0.5+0.1 Medias con diferente letra presentaron diferencias significativas (a, b, c) p <0.05 * p <0.01
*%
\r/:f'z::;g: 8a65 32 31 0.20-1.30 0203 0.1a0.5 | H=Valores obtenidos a partir de la prueba de Kruskal-Waliis F= Valores obtenidos a partir
m m m m m m de ANOVA de dos vias.
E(F/H) 0.88 4.5 * 0.88 0.69 3.9 * 0.09
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Analisis Multivariado de las variables Antropométricas y

Bioquimicas

Los analisis de componentes principales (ACPs) mostraron que el
tratamiento cetogénico diferenci® mas el perfil antropométrico de los

pacientes entre los tiempos respecto al mediterraneo.

Los ACPs basados en las variables antropométricas de la dieta
cetogénica y mediterranea explicaron en los dos primeros componentes el
69.2% (PC1 47.2%, PC2 21.96%) y 75.9% (PC1 58.2%, PC2 17.8%) de la
variacion total de las variables originales, respectivamente. El grafico de
dispersion de los componentes uno y dos de la dieta cetogénica mostroé dos
conjuntos de puntos (Fig. 10) ; uno de ellos correspondiente a los pacientes
en el tiempo cero (antes de inciar la dieta) y el otro a los pacientes de los
tiempos tres (semana nueve, al término de la dieta) y seis (semana 24, tres
meses y medio después de la dieta). Los vectores representando las
variables originales dentro de este grafico, indicaron que la variables
antropométricas que contribuyeron a la diferenciacion de estos grupos son:
peso, IMC, masa grasa, grasa visceral, circunferencia de cintura, presion

sistélica y diastdlica, glucosa en ayuno y glucosa al azar.

Por el contrario, en el grafico de dispersion de los dos primeros
componentes principales de la dieta mediterranea, no se observaron grupos
de pacientes de acuerdo al tiempo de la dieta, no obstante dentro de este
grafico, los pacientes por separado si presentaron diferencias respecto asi

mismos en los tres tiempos (Fig 13).
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Figura 10 Analisis de componentes principales basado en las variables
antropométricas de los pacientes del grupo de dieta cetogénica.
componentel 47.2%, componente2 21.96%). Los puntos negros representan los

valores de los pacientes antes del tratamiento; los rojos al término y los azules tres
meses y medio después de concluirlo.

i

Component 2

-4 -3 -2 -1 : I
Component 1

Figura 11 Analisis de componentes principales basado en las varaibles bioquimicas
de los pacientes del grupo de dieta cetogénica.

componentel 28.4%, componente2 21.1%). Los puntos negros representan los

valores de los pacientes antes del tratamiento; los azules, tres meses y medio
después de concluirlo.
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Figura 12 Diagramas de caja de las variables que mas contribuyeron a diferenciar a
los grupos en los ACPs.

A) Peso, B) glucosa al azar, C) grasa visceral D) circunferencia de cintura; 1) Antes de
la dieta; 2) Término de la dieta; 3) tres meses y medio post-dieta.
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Figura 13 Analisis de componentes principales basado en las variables
antropométricas de los pacientes del grupo de dieta mediterranea.
(componentel 58.2%, componente2 17.8%) Los puntos negros representan los
valores de los pacientes antes del tratamiento; los rojos al término y los azules
tres meses y medio después de concluirlo.
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Figura 14 Analisis de componentes principales basado en las varibles
bioquimicas de los pacientes del grupo de dieta mediterranea.

(componentel 28.2%, componente2 25.5%) Los puntos negros representan los
valores de los pacientes antes del tratamiento; los azules tres meses y medio
después de concluirlo.
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Los ACPs basados en las variables bioquimicas de la dieta cetogénica
y mediterranea explicaron en los dos primeros componentes el 49.5% (PC1
28.4%, PC2 21.1%) y 53.7% (PC1 28.2%, PC2 25.5%) de la variacion total
de las variables originales, respectivamente (Fig. 11 y 14). El grafico de
dispersion de los componentes no separé a los pacientes en grupos
correspondientes a los tiempos para la dieta cetogénica, sin embargo los
pacientes por separado si presentaron diferencias respecto asi mismos en
los dos tiempos. Por otra parte el grafico de dispersion de la dieta
mediterranea logré separar a los pacientes de los dos tiempos; aquellos
correspondientes al tiempo cero presentaron mayor dispersion dentro del
grafico respecto al tiempo 6. Los vectores representando las variables
originales dentro del grafico de la dieta mediterranea, mostraron que las
variables que mas contribuyeron a la diferenciacion de estos dos grupos son:

HDL, triglicéridos y glucosa al azar.
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Caracterizacion de la Microbiota Intestinal Bacteriana a partir de

las Muestras de Copro

Extraccion de copro-DNA

Se extrajeron los DNA gendmicos de todas las muestras utilizando el
protocolo de AquaStool bajo las indicaciones del fabricante. Posterior a la
extraccion se determind la concentracion de DNA asi como el coeficiente
260/280 de las muestras utilizando equipo Nanodrop LITE (Thermo
Scientific) para calcular las cantidades de DNA necesarias a utilizar para la

reacciones de PCR diagndstica.

ST

Figura 15 DNA gendémico extraido de diferentes muestras de copro.
Geles de agarosa al 0.5% con DNA extraido de muestras de copro de pacientes;
como control de DNA de E. coli.
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Generacion de genotecas V3 del 16S rDNA.

Utilizando los DNA extraidos de las muestras recolectadas se realizaron PCR
diagndsticos que amplifican una region hipervariable del gen ribosomal 16S
amplificable por los primers CGO465 que comprueba la presencia de DNA

bacteriano en las muestras.

Una vez comprobado que las muestras amplificaron la region
hipervariable V3-V4 del gen ribosomal 16S con un producto de reaccién
correspondiente a 465 pb, se realizaron de nuevo reacciones de PCR
empleando primers con “Barcodes” que contienen una secuencia “Linker”
que permite realizar la secuenciacién semiconductora de iones e identificar a
cada una de las muestras de forma individual. Luego de obtener amplicones
de 281 pb con esta nueva amplificacion, se realizaron reacciones de PCR
masivas de dichas muestras con la finalidad de aumentar la cantidad de

producto de PCR que garantice una mejor calidad de secuenciacion.

g T ol —»EP;
A} n‘ﬁa ;Qf@éf;:”%ﬂ vf? B)

e

1000 phb
500 pb

100 pb

Figura 16 Geles de agarosa con productos de amplificacion de PCR
diagndstica y con Barcodes.

Geles de agarosa 2% con productos de PCR: A) Gel de electroforesis con
productos de PCR diagndstica de regién hipervariable del gen ribosomal 16S
amplificado por primers CGO45 con amplicones de 465pb. B) Gel de
electroforesis con productos de PCR amplificado por primers con Barcodes
con productos de reaccién de 281 pb.
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Una vez que se asignaron las secuencias identificadoras (Barcode) a
cada una de las muestras y utilizando sus respectivas cuantificaciones de
DNA, se mezcl6 el equivalente a 10 ug de cada una de ellas formando un
mix, el cual se corrié en un gel preparativo con las mismas condiciones antes
descritas; se corto el gel con la banda que correspondia al peso esperado de
281 pb. La banda cortada se purifico con kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean- Up System de Promega. Por ultimo se realizé una electroforesis con
gel analitico al 2% de agarosa para comprobar el peso del producto de
purificacion de 281 pb y se cuantifico la concentracion de DNA recuperado y

con el mismo se procedi6 a realizar la masiva (Fig. 17).

A)
2000 pb =
500 pb 1000 phb
500 pb
100 phy =

100 pb

Figura 17 Geles preparativos para secuenciacion.

Geles de agarosa 2% con productos de PCR: A) Gel de electroforesis con pool de
productos de PCR de 281 pb. de regién hipervariable V3 del gen ribosomal 16S
amplificado por primers con Barcodes B) Gel de electroforesis del pool de muestras
de 281 pb antes de purificar y después de la purificacidn, separados por marcador
de peso molecular de 100 pb
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Estructura y Diversidad de la Comunidad Bacteriana

Estructura de la comunidad (alfa diversidad)

Un total de 7 661 956 secuencias se obtuvieron a partir de 92 muestras
sometidas a analisis de secuenciacion masiva semiconductora de iones.
Luego aplicar los analisis de calidad 6,662,686 se utilizaron para los analisis
estadisticos. El numero total obtenido por muestras varid entre 5622 a
320863. Por ello, se trabajo con una media de 72420.5 lecturas por muestra,
exceptuando el caso de la muestra con el valor mas bajo de lecturas
presentao (5622). A partir de las lecturas depuradas, un total de 16,248
OTUs se identificaron de las 92 muestras con un 97% de similaridad de

secuencia.

La secuenciacion masiva permitidé registrar un total de 51 phyla, 105
clases, 180 ordenes, 271 familias y 573 géneros de manera general para los
dos tratamientos en todos los tiempos estudiados, de los cuales, sélo para la
dieta cetogénica se determinaron 46 phyla, 98 clases, 163 érdenes, 256
familias y 520 géneros; y 41 phyla, 87 clases, 149 ordenes, 227 familias y

438 géneros para la mediterranea (Tabla Anexa J y K).

Los datos a nivel de phylum para las dos dietas en los siete diferentes
tiempos (Fig. 18) muestran que antes de iniciar el tratamiento dietético el
perfil de la microbiota tuvo una relacion de firmicutes con respecto a
Bacteroidetes de 1:1. Conforme avanzaron ambos protocolos, las
abundancias relativas a este mismo nivel, se modificaron, viéndose
disminuciones en el phylum Bacteroidetes (color rosa) e incrementos del
phylum Firmicutes (color verde claro). Para la dieta mediterranea no se
observa un patron de comportamiento, mientras que a lo largo de la dieta
cetogénica se aprecian modificaciones homogéneas, las cuales persisten
después de la semana nueve (término de la dieta) estableciéndose

finalmente una relacidon 3:1 Firmicutes/Bacteroidetes en el resto de los
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tiempos. Para ambas dietas, el tiempo 24 tuvo una relacion 3:1

Firmicutes/Bacteroidetes.

Por otra parte el perfil del phylum Proteobacteria disminuyd en su
abundancia relativa de forma significativa como resultado de la intervencién
con ambas dietas (cetogénica p<0.01, mediterranea p<0.07), mientras que
las modificaciones en el phylum de Actinobacteria tuvo significancia

estadistica solo para la dieta mediterranea (p<0.05).

Cetogénica Mediterranea
01 5 9 12 18 24 0 1 5 9 12 18 24
Semana

Figura 18 Abundancias relativas a nivel phylum.

Abundancias relativas a nivel phylum antes (Semana 0), durante (Semanas 1,5,9)
y después (12, 18, 24) de las intervenciones dietéticas. En 6rden descendente, el
color amarillo denota al phylum Proteobacterias, verde claro Firmicutes, rosa
Bacteroidetes y verde oscuro Actinobacterias.

La comparacion de los valores de riqueza a nivel de género entre las
dos dietas mostré que la dieta cetogénica tuvo mayor riqueza con respecto a
la dieta mediterranea. En promedio los pacientes de la dieta cetogénica

presentaron de 261 a 304 géneros a lo largo de los diferentes tiempos y los
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de la dieta mediterranea de 193 a 253. El tiempo uno (antes de iniciar el
tratamiento) de la dieta cetogénica fue el que tuvo el valor mas alto de
riqueza durante los siete tiempos analizados, presentando 304 géneros (Fig.
19).

Al comparar los tiempos cero de ambas dietas, se puede observar que
los pacientes de la dieta cetogénica presentaban valores de riqueza y
abundancia mucho mayores al empezar el tratamiento respecto a los de la
dieta mediterranea, con diferencias en la rigueza de 101 géneros y en la
abundancia de 308,334 lecturas. A pesar de estas diferencias en la riqueza
y abundancia, en ambas dietas se presentaron comunidades equitativas, con
valores de equitatividad de 0.04 y 0.07, indice de Simpson de 0.85y 0.86 e
indice de Shannon de 2.57 y 2.71 para la dieta cetogénica y mediterranea

respectivamente (Fig. 19).

Ambas dietas presentaron cambios en la microbiota en las primeras
semanas del tratamiento (tiempo uno y dos), para la dieta cetogénica la
riqueza y la abundancia disminuyeron, mientras que en la dieta
mediterranea estas mismas aumentaron. Un patron comun que podemos
observar para ambas dietas fue el aumento de la dominancia a lo largo del
tratamiento, lo que se traduce en una equitatividad baja. Los géneros
dominantes durante el periodo de las dietas fueron: Bacteroides, Prevotella,
Parabacteroides, Faecalibacterium, Lachnospira y Ruminococcus para la
dieta cetogénica y Parabacteroides y Prevotella principalmente para la

mediterranea (Fig. 20 y 21).

Distintos géneros de bacterias se encontraron exclusivamente en el
grupo de pacientes de dieta cetogénica (131 géneros) asi como en el grupo
de dieta mediterranea (52 géneros) (Anexo N y O). De forma contraria, los
géneros Bacteroides, Blautia, Coprococcus, Dorea, Faecalibacterium,
Fusibacter, Lachnospira, Parabacteroides, Paraprevotella, Prevotella,
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Roseburia y Ruminococcus estuvieron presentes en ambas dietas en todos

los tiempos estudiados (Anexo R).

A)

C)

"

015 3121824 D15 9121824

Semanas cetogénica Semanas mediterrinea

015 9121824 0 1 5 9 121824

Semanas cetagénlca Semanas mediterrinea

015 9121824 01 5912182

Semanas cetogénica Semanas mediterrdnea

Figura 19 Descriptores de diversidad.
Gréficas con descriptores de diversidad para los siete tiempos de la dieta
cetogénica y mediterranea: A) NUmero de géneros (riqueza); B) Numero de
lecturas/OTUs (abundancia; C) Equitatividad; D) Dominancia, E) indice de
Simpson e F) indice de Shannon.
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Seguimiento de la Variabilidad de la Microbiota Intestinal durante la Dieta
Cetogenica
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Alistipes Valllonella Butyrivibrio

Otras

Figura 20 Abundancias relativas a nivel género por semana para la dieta
cetogénica.

Antes (semana cero), durante (semanas uno, cinco y nueve) y después ( semanas 12,
18 y 24) de la intervencién.

Setenta y nueve de los géneros que formaban parte de la comunidad
microbiana antes de iniciar la dieta cetogénica, no se encontraron al término
de la misma (Anexo L); al igual que se lograron observar 84 géneros al
término de la dieta, que antes de iniciar no estaban presentes (Anexo M). Al
comparar el numero de géneros presentes inmediatamente al término de
ambos tratamientos, se cuantificaron 116 géneros exclusivos en los

pacientes de dieta cetogénica y 26 en la dieta mediterranea (Anexo Q).
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Seguimiento de la Variabilidad de la Microbiota Intestinal
durante la Dieta Mediterrdnea
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Figura 21 Abundancias relativas a nivel de género por semana para la dieta
mediterranea.

Antes (semana cero), durante (semanas uno, cinco y nueve) y después ( semanas
12,18 y 24) de la intervencion.
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Estructura de la Comunidad (beta diversidad)

Los analisis multivariados de coordenadas principales (ACoPs) basados en
las matrices de presencia y ausencia mostraron que las dietas modelaron las
comunidades bacterianas de los pacientes de manera distinta.

Composicion de las Comunidades (presencia-ausencia)

Los ACoPs basados en los datos de ausencia-presencia de las dietas
cetogénica y mediterranea explicaron en las dos primeras coordenadas
principales (CoPs) el 32.03 % (CoP1 22.8 % y CoP2 9.2 %) y 45.08 % (CoP1
326 % y CoP2 12.5 %) de la variacion total de las variables originales

respectivamente.

El grafico de dispersion de las coordenadas uno y dos de la dieta
cetogénica mostré que la composicion de las comunidades bacterianas antes
de iniciar la dieta (tiempo cero) diferia notablemente entre los pacientes; por
lo cual, en el grafico de dispersion los puntos que representan a la
comunidad de cada paciente se observan mas separados entre si. Contrario
al tiempo cero, las comunidades de los tiempos tres y seis mostraron menor
dispersion y se recuperaron en dos diferentes grupos, lo cual es, reflejo de
una mayor similitud de sus comunidades dentro de cada tiempo y de la
disimilitud entre los tiempos, respectivamente. Los géneros que
contribuyeron a explicar estas diferencias fueron Tepidimicrobium, HA73,
Paludibacter, Lutispora, Nitrobacter, Mariprofundus, Sarcina, Microbacterium,

Edwardsiella, Syntrophomonas.

En el analisis la dieta mediterranea las comunidades de los pacientes
no se recuperaron en grupos de acuerdo a los tiempos. Las comunidades
bacterianas antes de iniciar la dieta no difirieron notablemente entre los
pacientes, por lo cual, los puntos no se encuentran separados. Por su parte,
las comunidades de los pacientes en los tiempos tres y seis presentaron
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mayor dispersion en el grafico, indicando que la intervencion dietética modelo

comunidades distintas para cada paciente en cada uno de los tiempos.
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Figura 22 Analisis de coordinados principales basado en las matrices de
ausencia/presencia de as comunidades microbianas.

.A) Dieta cetogénica (Coordinadal 22.8 %; Coordinada2 9.2 %) B) Dieta
mediterrdnea (Coordinadal 32.6 %; Coordinada2 12.5 %) . Los puntos negros
representan los valores de los pacientes antes del tratamiento; los rojos al
término y los azules tres meses y medio después de concluirlo.
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Los ACP basados en los datos de abundancia de las dietas
cetogénica y mediterranea para los tiempos cero, tres y seis explicaron en las
dos primeros componentes principales (CPs) el 100 % de la variacion total de
las variables originales el CP1 73.46% y CP2 26.54 %; CP1 67.19% y CP2

32.81% respectivamente.

El grafico de dispersion correspondiente a la dieta cetogénica mostro
que la estructura de las comunidades de los pacientes en los tres tiempos
analizados fue diferente en su composicién, ya que se recuperaron tres
grupos discretos correspondintes a cada tiempo, los cuales pueden ser
diferenciados por las “abundancias” de los géneros: Megamonas y
Haemophilus para el tiempo cero; Oxalobacter en el tiempo tres y

Mitsuokella, Enterococcus, Butyrivibrio, Streptomyces en el tiempo seis.

Se observd que antes de iniciar el tratamiento (tiempo cero) los
pacientes presentaron mayor variacion en la estructura de sus comunidades
respecto de los tiempos tres y seis (mayor dispersion dentro del grafico).
Conforme terminaron la dieta la estructura de las comunidades fue menos
variable entre pacientes y mas similar, siendo el tiempo seis en el que los

pacientes mostraron mayor similitud entre sus comunidades.
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Figura 23 Andlisis de componetes principales basado en las matrices de
abundancia de las comunidades microbianas de los pacientes de dieta
cetogénica.

(Componentel 73.46% ; Componente2 26.54 %) Los puntos negros representan
las comunidades de los pacientes antes del tratamiento; los rojos al término y los
azules tres meses y medio después de concluirlo.

Al igual que en el analisis de la dieta cetogénica las comunidades de
los pacientes de la dieta mediterranea se recuperaron en tres diferentes
grupos, los cuales pueden ser diferenciados por las “abundancias” de los
géneros: Acinetobacter, Pseudomonas, Klebsiella, Oceanicaulis 'y
Erythrobacter en el tiempo cero; Desulfovibrio, Odoribacter y Flavobacterium
en el tiempo tres; y Anaerostipes, Eubacterium, Enterococcus, Veillonella y

Megamonas en el tiempo seis.

Contrario al tratamiento cetogénico los pacientes presentaron
comunidades mas semejantes en su estructura en el tiempo cero. Sin
embargo la intervencién dietética generé mayor variacion en la estructura de
las comunidades en el tiempo tres. En el tiempo seis las comunidades de los

pacientes fueron similares, diferente a lo observado en el tiempo cero.
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Figura 24 Andlisis de componentes principales basado en las matrices de
abundancia de las comunidades microbianas de los pacientes de dieta
mediterranea.
(Componentel 32.81%; Componente2 67.19%). Los puntos negros
representan las comunidades de los pacientes antes del tratamiento; los rojos
al término y los azules tres meses y medio después de concluirlo.

Para conocer si las comunidades microbianas de los pacientes se

modelaron de forma distinta respecto a una dieta u otra inmediatamente al
término de las mismas (tiempo tres/semana nueve), se elabor6 un ACoP
utilizando las matrices de ausencia y presencia de la dieta cetogénica y de la
mediterranea excluyendo aquellos grupos bacterianos para los cuales se
compartian la ausencia o presencia entre ambas dietas. EI ACoP explico en
las dos primeras coordenadas el 61.9% (CoP1 49.39% y CoP2 12.54%) del

total de la variacion de las variables originales.

El grafico de dispersion de las coordenadas uno y dos comparando las
comunidades microbianas de los pacientes en los tiempos tres (semana
nueve) de ambas dietas mostré que dicha composicion difirid entre los dos
tratamientos, observandose en el grafico de dispersién dos regiones en
donde se posicionan los puntos que representan la comunidad microbiana de
cada paciente para este tiempo. Aunque hubo dispersion entre todos los
pacientes, se logran rescatar grupos parcialmente sobrelapados (Fig. 24).
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Figura 25 Andlisis de coordinadas principales basado en las matrices de
ausencia/presencia de las comunidades microbianas de los pacientes de dieta
cetogénica y mediterranea al término de la dieta.
(Coordinadal 49.39%; Coordinada2 12.52%). Los puntos rosas representan las
comunidades de los pacientes de dieta cetogénica; los puntos azules a las de la
dieta mediterranea.

Estas diferencias entre las comunidades del grupo de dieta cetogénica
y mediterranea se atribuyen a disminuciones (estadisticamente significativas)
de los géneros Dorea, Collinsella, Ruminococcus, Fusibacter, Sneathia,
Veillonella, SMB53 (p< 0.05) y Blautia, Lachnobacterium, Clostridium,
Eubacterium y Streptococcus (p< 0.01) en las comunidades de los pacientes
de la dieta cetogénica. En la dieta mediterranea no se presentaron aumentos

ni disminuciones por parte de estos géneros.
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Relacién entre Variables Antropométricas y Bioquimicas vs.

Diversidad Microbiana

Los analisis de correspondencias canodnicas (ACC) mostraron que existen
asociaciones entre los cambios de los perfiles antropométricos o bioquimicos
y la estructura/composicion de las comunidades de los pacientes a lo largo

de los tiempos para cada dieta.

El ACC de la dieta cetogénica basado en la matriz de abundancias y el
perfil antropométrico de los pacientes, cuantificé en sus dos primeros ejes
canonicos el 73.71% del total de la variacion de las variables originales (eje1
50.34% y eje2 23.37%). El grafico de dispersion de estos ejes con la
respectiva contribucién de las variables antropométricas, mostré que las
abundancias de los géneros Prevotella, Paraprevotella, Flavobacterium vy
SMB53 estan asociadas a pacientes con parametros similares de grasa
visceral y circunferencia de cintura. A su vez Las variables masa grasa, IMC
y peso se asociaron a las abundancias de los géneros Slackia,
Lachnobacterium, Suterella, Alistipes, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Sneathia, Streptococcus, Collinsella, Eubacterium, Bacteroides, Odoribacter,
Bllophila, Roseburia, Phascolarctobacterium, Anaesostipes, Parabacteroides
y Blautia. Mientras que las abundancias de los géneros Dorea, Butyrivibrio,
Butyricimonas Faecalibacterium y Coprococcus estuvieron asociadas a los

pacientes con metabolismo basal y masa muscular similar.

El ACC de la dieta cetogénica basado en la matriz de abundancias y el
perfil bioquimico de los pacientes cuantificO en sus dos principales ejes
canonicos el 60.83% del total de la variacion de las variables originales (eje1
36.88% y eje2 23.95%). El grafico de dispersion de estos ejes con la
respectiva contribucién de las variables mostré que las abundancias de los
géneros Veillonella, Dialister, Clostridium y Lachnospira se asociaron a los

pacientes que tuvieron variables bioquimicas similares: proteinas totales,
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albumina, globulina, hemoglobina , HDL, LDL, colesterol y bilirrubina directa.
Las variables bilirrubina total, bilirrubina indirecta, acido urico, triglicéridos y
glucosa en ayuno se asociaron a las abundancias de los géneros Prevotella,
Flavobacterium, Paraprevotella, SMB53 y Suterella. Por su parte, las
abundancias de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Fusibacter,
Sneathia, Phascolarctobacterium, Parabacteroides, Bilophila, Odoribacter,
Bcateroides, Alistipes, Oscillospira, Butyricimonas, Lachnobacterium
Coprococcus, Faecalibacterium, Streptococcus y Anaerostipes estuvieron
asociadas a los pacientes con los valores bioquimicos similares de:
creatinina, glucosa al azar, proteinas GGT, TGP, TGO, deshidrogenasa

lactica (DHL) y fosfatasa alcalina (FA).
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Figura 26 Andlisis de correspodencias candnicas basado en los perfiles
antropométricos y bioquimicos del grupo de dieta cetogénica.

Analisis de correspondencias candnicas basado en los perfiles antropométricos A) y
bioquimicos B) y las matrices de abundancias de las comunidades microbianas de los
pacientes de dieta cetogénica. El area negra representa la distribucion de los
pacientes en el tiempo O; el area roja a los pacientes en el tiempo 3; y el drea azul 3
meses y medio post-dieta.
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El grafico de dispersion del ACC basado en la matriz de abundancias
y el perfil antropométrico de los pacientes de la dieta mediterranea cuantificd
en sus dos principales ejes canonicos el 76.7% del total de la variacién de las
variables originales (eje1 42.57% y eje2 34.13%). El grafico de dispersion de
estos ejes con la respectiva contribucion de las variables mostré que las
abundancias de los géneros Phascolarctobacterium, Prevotella, Slackia,
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Veillonella y Oscillospira

estuvieron asociados a los nueve parametros antropométricos evaluados.

En el ACC basado en las variables bioquimicas y la matriz de
abundancias de los pacientes de la dieta mediterranea, se pudo explicar el
66.43% del total de la variacion de las variables originales en sus dos
principales ejes candnicos (eje1 43.78% y eje2 22.65%); observandose que
los pacientes con valores similares para: acido urico, triglicéridos, bilirrubina
total, directa e indirecta; creatinina proteinas totales, y globulina estuvieron
caracterizados por la presencia de los géneros: Prevotella, Streptococcus,
Slackia, Lactobacillus, Veillonella, Eubacterium y Bifidobacterium. Por otra
parte los géneros: Dialister, Lachnobacterium, Coprococcus, Roseburia,
Dorea, Blautia, Anaerostipes, Faecalibacterium, Oscillospira, Lachsnospira,
Butyrcimonas, Odoribacter, Sneathia, Bacterides, Bilophila, Alistipes,
Paraprevotella, Flavobacterium, Parabacteroides, Suterella y
Phascolarctobacterium se asociaron a los parametros bioquimicos: albumina,
hemoglobina, LDL, HDL, glucosa en ayuno, glucosa al azar y las proteinas
GGT, TGP TGO, FAY DHL,; para los cuales los pacientes fueron similares en

sus valores.
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antropoétricos y bioquimicos del grupo de dieta mediterranea.

Andlisis de correspondencias candnicas basado en los perfiles antropométricos A) y
bioquimicos B) y las matrices de abundancias de las comunidades microbianas de
los pacientes de dieta mediterranea. El drea negra representa la distribucion de los
pacientes en el tiempo 0; el 4rea roja a los pacientes en el tiempo 3; y el 4rea azul 3
meses y medio post-dieta.
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IX. DISCUSION

La composicion y la estructura de la microbiota intestinal de pacientes con
obesidad y diabetes tipo 2 se modificd por efecto de alteraciones en la dieta.
Las modificaciones en los patrones de alimentacion que fueron responsables
de generar los cambios en las comunidades bacterianas consistieron en dos
esquemas dietéticos que pueden ser considerados antagonicos, uno que
proporciono en un 50% la energia total requerida por una persona al dia en
forma de carbohidratos y otro carente de este macronutrimento. Ambos
esquemas se adecuaron para generar modificaciones en el perfil clinico de
los pacientes con el objetivo de evaluar, en primera instancia, con cual
tratamiento se alteraba la estructura y composicién de las comunidades
bacterianas asi como con cual se observaban cambios mas abruptos en los

perfiles antropométricos y bioquimicos evaluados.

Datos clinicos

El perfil antropométrico fue el que presenté cambios mas drasticos por efecto
de las dietas en comparacion con el bioquimico. La dieta cetogénica fue la
responsable de propiciar las modificaciones mas importantes en estos
perfiles, observadose que de las nueve variables antropometricas
analizadas, siete presentaron cambios estadisticamente significativos. Lo
anterior se evidencia con la recuperacion de grupos bien diferenciados en los
graficos de dispersion de los analisis multivariados de datos antropométricos
para la dieta cetogénica. La dieta mediterranea no fue capaz de modular
drasticamente el perfil antropométrico, sin embargo los pacientes si
presentaron cambios a lo largo del tratamiento en variables como peso,

masa grasa, grasa visceral y circunferencia de cintura.

Con respecto al perfil bioquimico, a pesar de que no todos los

parametros se modificaron significativamente en ninguna de las dos dietas,
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los analisis multivariados mostraron que estas variables antes de iniciar el
protocolo se mostraron muy diferentes en los graficos (dispersas). Sin
embargo, al finalizar las dietas se modelaron perfiles mas similares entre
pacientes. Aunque no se recuperaron grupos en los graficos de dispersion,
se observd que los pacientes, respecto a si mismos, mejoraron sus perfiles
bioquimicos respondiendo cada uno de manera distinta al tratamiento. La
glucosa, uno de los parametros bioquimicos mas importantes en este
padecimiento, presentd disminuciones importantes. Cabe mencionar que con
ambos regimenes, se redujo o elimind la necesidad de utilizar tratamiento
hipoglucemiante durante el protocolo y durante los tres meses y medio
posteriores al mismo. Este tipo de mejoras en los niveles de glucosa se han
observado en otros trabajos (Gannon & Nuttall, 2004) donde se analizaron
tratamientos dietéticos no cetogénicos pero bajos en carbohidratos, a
diferencia de que la evaluacion de dicha intervencién fue realizada solamente
al término del tratamiento (cinco semanas), lo que no permite concluir que
estas mejoras se posterguen incluso si la dieta no continua, contrario a lo
que se logra observar en este trabajo tres meses y medio después de la
dieta. Otros estudios (Davis et al., 2009) han evaluado una intervencion
dietaria, también baja en carbohidratos, durante un afo, contrastandola con
una dieta baja en grasas y observando, al igual que en este estudio, que la
dieta baja en carbohidratos fue la que presentd pérdidas de peso y
disminucion de glucosa en sangre de forma mas importante, sobre todo
durante los tres primeros meses de tratamiento. Sin embargo en dicho
protocolo los pacientes continuaron utilizando tratamiento farmacoldgico, de
forma contraria con este estudio, en el que los pacientes fueron capaces de
mantener sus niveles de glucosa al azar y en ayuno dentro de los parametros

normales sin la necesidad de coadyuvantes.
Datos de diversidad

Por otra parte, el analisis de la microbiota bacteriana a nivel de phylum

mostré que los pacientes antes de iniciar el tratamiento tuvieron una relacion
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de Firmicutes/Bacteroidetes 1:1, lo cual contrasta con la relacién 3:1 que se
ha descrito, de forma no concluyente, en individuos “sanos” (Ley, Turnbaugh,
Klein, & Gordon, 2006). Lo anterior concuerda con la teoria de disbiosis que
establece que modificaciones en las relaciones de estos dos phyla, generan
alteraciones que propician o son consecuencia de estados patologicos que
se puede asociar con el fenotipo de obesidad y diabetes tipo 2 de estos
pacientes (Brown, DeCoffe, Molcan, & Gibson, 2012); algunos estudios han
encontrado asociado el enriquecimiento del grupo Bacteroidetes en
individuos que sufren de diabetes tipo 1 y 2 tal como se observa en estos
pacientes (Larsen etal., 2010). A lo largo del tratamiento cetogénico se
observaron modificaciones a este mismo nivel, instaurandose al término de la
dieta la relacién 3:1 antes mencionada, que concuerda con las mejoras en el
perfil antropométrico de los pacientes. Esta relacion también se observo en
las comunidades de los pacientes de dieta mediterranea, sin embargo esto
fue hasta el ultimo tiempo analizado (tres meses y medio de concluir el
tratamiento). En ambos tratamientos las abundancias relativas del phylum
Proteobacteria disminuyeron, lo cual concuerda con un estudio reciente de
Shin y colaboradores (2015) en donde analizan la recurrencia de este phylum
en diversos estados fisioldgicos, puntualizando que la colonizacion de
Proteobacteria se asocia a una comunidad microbiana inestable, siendo la
obesidad un estado en el que dicha estabilidad se encuentra comprometida
volviendo mas proclive para la colonizacion de este phylum, pero conforme el
individuo revierte este fenotipo mejorando sus parametros clinicos, su
colonizacion baja, justo como vemos en este estudio (Shin, Whon, & Bae,
2015).

Al analizar la diversidad de las comunidades, los tratamientos fueron
capaces de modificar las abundancias. En este sentido, al comparar la
abundancia a nivel de género entre ambos grupos, se observd que la dieta
cetogénica de forma general tuvo mayor riqueza, sin embargo esto no se

adjudica exclusivamente al tratamiento, ya que de primera instancia los

72



individuos de este grupo comenzaron con abundancias distintas respecto al
grupo de dieta mediterranea. Se observd que para la dieta cetogénica en las
primeras semanas de tratamiento disminuyd notablemente la diversidad
microbiana, lo cual se asocia a la restringida posibilidad de consumo de
alimentos dado al régimen cetogénico tan estricto. Conforme el organismo se
adecuo al tipo de dieta y a la paulatina incorporacion de mas grupos de
alimentos, sobre todo de tipo graso y de origen animal, la diversidad aumento
de forma similar a como se encontraba antes de comenzar la dieta. De forma
contraria, en la dieta mediterranea la diversidad se vio favorecida por el
tratamiento, notandose aumentos que pudieran explicarse por la
incorporacion de una gran variedad de alimentos proporcionados en los

menus, los cuales no formaban parte del consumo habitual de los pacientes.

De acuerdo al analisis de coordenadas principales el perfil de la
microbiota al inicio del tratamiento cetogénico fue notablemente diferente,
esto es, la microbiota de los pacientes antes de iniciar el protocolo era muy
disimil, posterior a la dieta las comunidades de los pacientes disminuyeron su
variacibn mostrandose menos dispersa a lo largo del grafico tanto para el
tiempo tres y seis, lo que sugiere que la alimentacién logré modular un perfil
similar entre los pacientes. De forma contraria la microbiota del grupo de
dieta mediterranea comenzé el protocolo con un perfil con poca variabilidad,
volviéndose mas diferentes luego de la intervencion. Al hacer la comparacion
entre los tiempos tres de ambas dietas, podemos observar en el grafico de
ACoP basado en las matrices de ausencia/presencia, la diferenciacion de
dos grupos discretos (Fig. 24. Puntos rosas, dieta cetogénica; puntos azules,
dieta mediterranea) que denota la diferentes composiciones de la microbiota

de los pacientes que se propician por efecto de un tratamiento dietético.
Con los analisis de correspondencias canodnicas se observaron que

ciertos grupos de bacterias se asocian a modificaciones de variables

antropométricas y bioquimicas. Phascolarctobacterium, Prevotella, Slackia,
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Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus fueron algunos géneros
relacionados a las modificaciones del peso, IMC, masa grasa y glucosa, esto
es consistente por su coincidencia en ambos grupos. Lo anterior concuerda
totalmente con la asociacion en la presencia de Phascolarctobacterium que
produce, a partir de los metabolitos de otras bacterias, propionato, acido
graso de cadena corta relacionado con la homeostasis de glucosa y energia;
y mejoras en la sensibilidad a la insulina, fendmeno observado en los

pacientes.

La persistencia de los géneros Bacteroides, Blautia, Coprococcus,
Dorea, Faecalibacterium, Fusibacter, Parabacteroides, Paraprevotella,
Roseburia, Ruminococcus, Lachnospira y Prevotella en ambas dietas y a
través de los diferentes tiempos analizados, sugiere la presencia de un core
en la microbiota bacteriana. Estos dos ultimos géneros se conocen por estar
asociados a la ingesta de dietas basadas en vegetales (De Filippis et al.,
2015), ingredientes claves en ambos de los tratamientos implementados en
este estudio. Sin embargo, durante la dieta cetogénica hubo un incremento
en la riqueza, por tanto en la dominancia, de los géneros Bacteroides,
Prevotella, Parabacteroides, Faecalibacterium, Lachnospira y Ruminococcus,
mientras que para la dieta mediterranea se observaron primordialmente
dominantes los géneros Parabacteroides y Prevotella. Sin embargo
considerando exclusivamente los tiempos inmediatos al término de las dietas
(semana 9) se logra observar en forma contrastante que se presenté una
disminucion significativa de los géneros Dorea, Collinsella, Ruminococcus,
Fusibacter, Sneathia, Veillonella, SMB53, Blautia, Lachnobacterium,
Clostridium, Eubacterium y Streptococcus en las comunidades bacterianas
de los pacientes de la dieta cetogénica sin modifcaciones algunas de estos

generos en la dieta mediterranea.

La disminucién de estos géneros se relaciona con la transicion hacia

una dieta cetogénica carente de carbohidratos sobre todo del tipo simples.
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Géneros como Dorea y Blautia presentan una relacion de simbiosis. Dorea
es uno de los principales productores de gas intestinal a partir de la
fermentacion de glucosa, generando como metabolitos secundarios
hidrégeno y dioxido de carbono (CO2), que sirven de sustrato para Blautia
para la produccion del acido graso de cadena corta (AGCC) acido acético
(Rajilic-Stojanovi¢ & de Vos, 2014). De esta forma, la disminucidén de este
macronutrimento (carbohidratos) lleva a la baja disponibilidad de azucares al
intestino para ser utilizados por Streptococcus, importante productor de
lactato, utilizado por los géneros Collinsella y Veillonella como principal
fuente de fermentacion (Booijink et al., 2010; Kovatcheva-Datchary et al.,
2009). Este ultimo también utiliza como sustrato acetato para producir el
AGCC propionato conocido por sus efecto benéficos con potencial
antiinflamatorio, rol en la sensacibn de saciedad, influencia en la
homeostasis de glucosa y energia y mejora la sensibilidad a la insulina
(Raijilic-Stojanovi¢ & de Vos, 2014).

La baja abundancia del género Eubacterium se ha asociado a un
estado de salud comprometido caracteristico de personas que sufren de
diabetes tipo 2 (Qin et al., 2012; Wang et al., 2012). Este género es productor
del AGCC butirato, uno de los AGCC con mayores efectos promotores de
salud tanto general como de la propia microbiota intestinal bacteriana. El
género Ruminococcus también disminuyé su abundancia al término del
tratamiento, sugerentemente por efecto de la dieta cetogénica que eliminé su
principal sustrato metabdlico, el almiddn; sin embargo la facultad celulolitica
del género le permite persistir en el intestino enriquecido con vegetales ricos
en celulosa provistos por esta dieta (Rajilic-Stojanovi¢ & de Vos, 2014).

Por todo lo anterior debe entenderse la simbiosis establecida entre los
geéneros bacterianos que constituyen la comunidad microbiana intestinal.
Cdémo la eliminacién de un sustrato de la dieta propicia la disminucién en la
abundancia relativa de ciertos géneros, lo cual a su vez condiciona la

disminucién de otros géneros que dependen de los sustratos de las bacterias
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que se ven afectadas por la dieta. Estos géneros son probablemente los mas
responsivos ante la subita dismininucién de carbohidratos provenientes de la
dieta lo cual se acompafia con mejoras en el perfil antropométrico de los
pacientes. Dichos géneros pudieran estar relacionados con la facultad de
utilizar con mayor eficiencia la energia contenida en los carbohidratos
favoreciendo el fenotipo de obesidad y empeorando el estado de diabetes
tipo 2 por la mayor cantidad de azucares absorbidos en el tracto digestivo o
por la concomitante produccion de AGCCs, los cuales juegan un rol
preponderante en la activacion de rutas de sefalizacion asi como de rutas

metabdlicas, por ejemplo las lipogénicas.
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X. CONCLUSIONES

Ambos tratamientos dietéticos utilizados en el protocolo disminuyeron los
parametros antropomeétricos y algunos bioquimicos de los pacientes con
obesidad y diabetes tipo 2. La dieta cetogénica fue la que logré disminuir
importantemente todos los valores antropomeétricos analizados. Los niveles
de glucosa en sangre de los pacientes se lograron mantener dentro de los
parametros “normales” sin la necesidad de utiliar farmacos
hipoglucemiantes. Todos estos cambios se lograron mantener tres meses y
medio después de concluir los regimenes.

Las comunidades microbianas bacterianas de los pacientes de dieta
cetogénica disminuyeron las disimilitudes observadas al inicio del protocolo,
se volvieron mas similares por efecto del tratamiento. De forma contraria, las
comunidades de los pacientes del grupo de dieta mediterranea aumentaron
su dispersion, mostrando mas variaciones entre sus comunidades.

Los pacientes de dieta cetogénica, al término de la misma, tuvieron una
relacion de Firmicutes/Bacteroidetes 3:1 tal como se asocia a un perfil en
normopeso; los pacientes de dieta mediterranea lograron esta relacion hasta
3 meses y medio despueés de concluir el tratamiento.

La dieta cetogénica tuvo mayor riqueza y abundancia con respecto a la dieta
mediterranea y fue capaz de aumentar la dominancia, a lo largo del
tratamiento, de ciertas bacterias como: Bacteroides, Prevotella,
Parabacteroides, Faecalibacterium, Lachnospira'y Ruminococcus.

Los géneros Dorea, Collinsella, Ruminococcus, Fusibacter, Sneathia,
Veillonella, SMB53, Blautia, Lachnobacterium, Clostridium, Eubacterium y
Streptococcus disminuyeron significativamente al término de la dieta
cetogénica, a la par con las mejoras en el perfil antropométrico, siendo los

geéneros mas responsivos a la restriccion de cabrohidratos.
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XI.PERSPECTIVAS

Algunas de las perspectivas a desarrollar para enriquecer el trabajo es la
cuantificacion de los acidos grasos de cadena corta: acetato, propionato y
butirato presentes en las muestras, mediante técnica de HPLC y asociarlos a

los perfiles clinicos de los pacientes asi como a la microbiota.

Hacer predicciones en relacion a las rutas metabdlicas bacterianas
favorecidas o perjudicadas por el aumento o disminucion de los géneros
bacterianos intestinales influenciados por efecto de las dietas; asociarlo con
los fenotipos de los pacientes y la cantidad de AGCCs presentes en las

heces.
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XIIl.ANEXOS

ANEXO A. Cronograma de actividades del proyecto de investigacion

CRONOGRAMA
“Seguimiento de |a variabilidad de la microbiota intestinal durante un tratamiento con dieta cetogénica para control de peso en
pacientes con obesidad y Diabetes tipo 2"
Ciclo 2015-2016

2016
Introduccién a trabajo de laboratorio
[ r rr r rr r r ¢ r ;- [ 7 7 1]
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Extraccion de DMA
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2016
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Extraccidn de DNA

Muestrea Gy 7

Extraccian de DMA

Objetivo 3 Secuenciacidn de muestras de DNA

Muestras 1, 2y 3

Muestras 4, 5, 6,7

Objetivo 4 Realizar el anilisis de datos metagendmicos

Andlisis de datos QIIME

Anglizis de datos generales

Escritura de tesis
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ANEXO B. Instrucciones para toma de muestra de copro

Instrucciones para toma de muestra de heces en el bafo de su casa

Debe proveérsele un recipiente limpio para
colectar la muestra y una palita (en caso de
requerir un comodo hospitalario, solicitelo a su
médico).

Para la recolecciéon de la muestra se requiere
plastico para envolver (del transparente
empleado en la cocina) en caso de no contar con
el puede utilizar un cémodo hospitalario
provisto previamente.

Tome la muestra de heces un dia antes a su siguiente cita

Las heces contienen material que propaga enfermedades por ello lave sus manos
antes y después del procedimiento.

Indicaciones:

1) Rotule el frasco con su nombre

2) Orine previamente en otro lado antes de colectar la muestra de heces.
Evite orinar durante su evacuacion para no contaminar la muestra de heces
con orina.

3) Levante la tapa y el asiento del bafio y cubra la taza con 2 pedazos largos
del plastico envolvente, dejando ligeramente hundido en el centro, baje el
asiento para asegurar el plastico.

4) Evacue sobre el plastico.

* Alternativamente, puede evacuar directamente sobre el frasco o utilizando el
comodo hospitalario limpio previamente colocado encima de una silla o taza del

bano.

5) Coloque su muestra directamente del plastico (o del cémodo) dentro del
recipiente para muestra utilizando la palita sin importar el tipo de
consistencia que tenga.

Llene el frasco aproximadamente a la mitad de su capacidad y cierre con
firmeza.

* Evite que las heces tengan contacto con agua, papel o jabon.

6) Retire el plastico de la taza del bafio y haga un nudo en la parte superior
para desecharlo en el bote de basura. Si utilizé comodo hospitalario, retire
las heces con papel y proceda a lavarlo con agua y jabdn.

7) Lave sus manos. Coloque el recipiente en una bolsa de plastico y
manténganlo en refrigeracién maximo 24 horas antes de su siguiente cita.
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ANEXO C. Consentimiento informado para los pacientes

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto:
SEGUIMIENTO DE LA VARIABILIDAD DE LA MICROBIOTA INTESTINAL DURANTE UN TRATAMIENTO CON
DIETA CETOGENICA PARA CONTROL DE PESO EN PACIENTES CON OBESIDAD Y DIABETES MIELLITUS
TIPO 2

Investigadores Principales:
DR. JAIME GARCIA MIENA, DR. VICTOR MARTINEZ SILVA, DRA. VIRGINIA SAMANIEGO MENDEZ
jgmena@cinvestav.mx

Le estamos invitando a participar en un estudio realizado por el Hospital Angeles Lindavista
y el Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del IPN. El objetivo es observar la
variabilidad de la microbiota intestinal de pacientes con obesidad y diabetes mellitus tipo 2
generada por un régimen dietético cetogénico que permita generar mayor informacion
acerca de los perfiles microbianos que pudieran estar relacionados con la promocidn de la
obesidad. En este estudio no se le realizard ningln tratamiento diferente a los que
actualmente se implementan para el tratamiento de la obesidad.

Usted cumple con lo pardmetros que se solicitan para entrar en el estudio, un IMC >29
kg/m? y diagndstico no mayor de cinco afios de diabetes mellitus tipo 2, como
caracteristicas principales. El tratamiento estandar para casos como el de usted es la
implementaciéon de un régimen dietético hipocaldrico, que puede consistir en diferentes
esquemas dietéticos, uno mediterraneo que consiste en el consumo de vegetales frescos,
aceites crudos, cereales integrales, bajo en grasas saturadas, guardando una relacién de
macronutrimentos convencional (55% carbohidratos, 15% proteinas y 30% grasas). Otro
esquema es el cetogénico que consta en disminuir abruptamente el consumo de
carbohidratos en la dieta incrementando alimentos ricos en proteina y origen vegetal con
modificaciones en los porcentajes convencionales de macronutrimentos (13%
carbohidratos, 77% proteinas y 10% de grasas). Las dietas hipocaldricas garantizan una
disminucion de peso, que va acompafiado de mejoras en las comorbilidades de la obesidad.

Si usted acepta participar le solicitaremos que nos permita estudiar muestras de heces que
se le estardn solicitando conforme asista a sus citas al hospital y siga un apego de por lo
menos el 80% en su régimen dietético. Este estudio nos permitira conocer y avanzar en el
desarrollo de nuevos conocimientos para tratar o prevenir la obesidad.

Para este estudio se espera que se incluyan 20 pacientes tratados en el Hospital Angeles
Lindavista de México. Su participacion es absolutamente voluntaria y si usted no acepta

participar no se afectara su atencién médica.

PROCEDIMIENTOS DEL PROTOCOLO DEL ESTUDIO
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Si usted acepta participar, se almacenard una muestra de heces que usted proporcionaria
conforme asista a sus respectivas citas al hospital de acuerdo a un instructivo y material que
se le proporcionard. Las heces se almacenaran en refrigeracién para ser transportadas en un
contenedor con hielo. La muestra se transportara hasta las instalaciones del Laboratorio de
Referencia y Apoyo para Caracterizacion de Genomas, Transcriptomas y Microbiomas del
Departamento de Genética y Biologia Molecular del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del IPN Unidad Zacatenco en donde serd procesada para realizar los estudios
pertinentes.

La muestra se trabajara en condiciones asépticas dentro de un gabinete de bioseguridad
Clase Il, Tipo A2. En primer lugar se homogeneizard y generaran alicuotas que serdn
congeladas a -70 °C para su posterior tratamiento. A continuacidn una parte se utilizard para
realizar extraccién de DNA microbiano implementando técnicas moleculares de extraccién.
Finalmente, se utilizara secuenciacidn masiva con tecnologia semiconductora de iones, que
como Uultimo paso requiere un analisis bioinformatico de datos mediante el uso de un
software especial.

Cuando los andlisis finalicen se obtendran las poblaciones microbianas representativas para
cada muestra de heces que permitird, mediante posteriores anadlisis de datos, establecer
asociaciones entre las diferentes tipos de dietas y estas poblaciones bacterianas. También
se realizaran estudios sobre acidos grasos de cadena corta que estdn contenidos en las
heces, de forma que nos permita determinar la capacidad fermentativa de la microbiota de
los pacientes.

RESPONSABILIDADES DEL PACIENTE
Al aceptar participar usted en este estudio, se compromete a lo siguiente:

1. Autorizar la revisidon del expediente clinico, Unicamente con fines de investigacion. La
informacidn que proporcione serd estrictamente confidencial, es decir que sélo se usara con
fines de investigacion. Para garantizar la confidencialidad de la informacién, Unicamente el
investigador responsable tendrd acceso a la informacién correspondiente a su nombre y
direccidn.

2. Permitir que las muestras se guarden en el Repositorio de Muestras Bioldgicas en el
Departamento de Genética y Biologia Molecular del Centro de Investigacién y de Estudios
Avanzados del IPN Unidad Zacatenco. El resguardo estard a cargo del Dr. Jaime Garcia
Mena. Una vez que se hayan recibido, procesado y almacenado las muestras bioldgicas, el
archivo estard disponible Unicamente para los investigadores que participan en este
proyecto.

Si las muestras no se encuentran en condiciones necesarias para realizar las pruebas para
este estudio o si usted retira su consentimiento para participar en este del estudio, se

finalizard su participacidn en el mismo.

RIESGOS Y MOLESTIAS ESPERABLES
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En cuanto a los riesgos relacionados a la toma de la muestra de heces, mientras lave sus
manos con abundante agua y jabén después del procedimiento no hay mayor relevancia en
cuanto a riesgos, puede existir incomodidad de su parte por el manejo de este tipo de
muestra, que si sigue lo indicado en el instructivo que se le proporcionard se espera no sea
tan molesto.

Fuera de esto usted al participar en este estudio NO TIENE NINGUN RIESGO adicional que el
condicionado por su propia enfermedad y los tratamientos que requiera como parte del
manejo del la obesidad y sus comorbilidades. Su participacion es este estudio no interferira
en su estilo de vida, ni costumbres, ni en sus tratamientos cualquier modificacién en éstos
son resultado del régimen, que de forma general habrian sido implementados igualmente
con la finalidad de lograr mejorar su condicién mediante una pérdida importante de peso.

BENEFICIOS

Los resultados del presente estudio contribuirdn a entender uno los factores menos
estudiados hasta la fecha que generan la obesidad y con ello desarrollar nuevas estrategias
de prevencidn o tratamientos mas eficientes. Usted no tendra ningun beneficio personal
especifico por participar en este estudio. No se le informard acerca de los resultados
obtenidos en este estudio a menos que usted lo solicite. Esperamos que la informacion que
pudiéramos obtener con estas investigaciones pueda ayudar a conocer mas algunos
aspectos sobre la obesidad que no se han descrito del todo, que ayuden a encontrar nuevas
y mejores formas de tratamiento.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

Usted no recibira ningln pago por donar su muestra, entendemos esto como un regalo de
su parte a la investigacidn. Sus muestras se utilizaran exclusivamente para los fines de
investigacion.

CONFIDENCIALIDAD

En ninglin momento se conocera su nombre, ya que a las muestras se les asignara una clave.
LA INFORMACION QUE SE OBTENGA DE SU MUESTRA SERA ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL.

PARTICIPACION VOLUNTARIA Y RETIRO DEL CONSENTIMIENTO

Usted es libre de escoger donar o no sus muestras de heces, la donacidn es voluntaria. En
caso de que después de haber aceptado la donacién cambie de opinidn, sus muestras se
destruiran. En caso de haber realizado alguna investigacion y si existen resultados sobre sus
muestras antes de que haya cambiado de opinidn, estos datos si seran utilizados. Si usted
decide no donar su muestra o cancelar su autorizacién no habra ningin cambio en la
atencién que se le brinda en el hospital, ni con sus médicos.

¢QUE PASARA EN EL FUTURO CON LAS MUESTRAS?

Existen muchos tipos de estudios que utilizan muestras de heces para estudiar multiples
cosas como andlisis de componentes en heces. Los investigadores pueden estudiar
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proteinas, ARN Y ADN (genes). Las muestras serdn almacenadas y, si usted lo permite,
podrian ser utilizadas en un futuro para proyectos que en este momento no estan
planeados. En caso de que sus muestras se quieran analizar en un futuro, se le informara
previamente sobre dicho estudio y se le solicitard su permiso mediante un nuevo
Consentimiento Informado. Si no es asi, las muestras se destruyen después de terminar de
estudiarse.

PREGUNTAS

Es posible que existan palabras técnicas que no entiende en este documento. Por favor
pregunte todo lo que no entiende y tome su tiempo para decidir hacer la donacién de sus
muestras.

Si antes o durante su participacion en este estudio, usted tiene alguna pregunta respecto al
estudio, puede contactar al Dr. Jaime Garcia Mena al 5747 3800 Ext. 5327, correo
electrénico: jgmena@cinvestav.mx del Departamento de Genética y Biologia Molecular del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN Unidad. También puede contactar
al Dr. Victor Martinez Silva al Tel. 55 19 94 5309 o al correo electrénico:
masv_hangeles@hotmail.com o a la Dra Arlen Martinez Alvarado al Tel. 55 55 03 4543 del
Hospital Angeles Lindavista.

CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE

He leido la informacion que se me ha dado para decidir participar en el estudio
“SEGUIMIENTO DE LA VARIABILIDAD DE LA MICROBIOTA INTESTINAL DURANTE UN
TRATAMIENTO CON DIETA CETOGENICA PARA CONTROL DE PESO EN PACIENTES CON
OBESIDAD Y DIABETES MELLITUS TIPO 2”. El propdsito general y mi participacion en
particular se me ha explicado, al igual que los posibles riesgos. Al firmar este documento,
doy permiso para usar mis muestras de heces para los fines que el documento describe. Mi
firma también da constancia que he recibido copia de este documento. Al firmar este
documento no renuncio a ninguno de mis derechos legales.

Nombre completo del paciente:

Direccion:

Teléfono:

Fecha:

Firma:

Estoy de acuerdo que mis muestras e informacidn relacionada, ambas codificadas, sean
almacenadas para su uso en futuras investigaciones y permitan conocer informacién sobre la
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prevencion, deteccidn y tratamiento del cancer, siempre y cuando se me solicite mi permiso en
caso de una nueva investigacion.
Si No

Nombre del Investigador:

Fecha:

Firma:
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ANEXO D. Menus del régimen tipo cetogénico
(PRONUTRITION ® H&NLAB)

CETOSIS INICIAL

Celonisha

P toiLarriiny

Tipo A

Madidn

SISISNIN S
4:\

v" Lt Aqua

ondmenios. slempre en potvn y'o deshicratados: 4

ehcdin, perejil, permeenla. slxanaca Leb ot IR R0l
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| Acelges Espinmtas Alcachota

| Aey Flor da calabaza Berenjena

| Aroguis Germinado de soya Chpyole

i Bemo Germinado de aifalts Cod

| Brocos Lechiiga (cudiguesT vanadad) Coles de Brusalas

| Colanaciia Mopal Epatax

| Cilartra Peplniilcs Espamagos |

| Charmpifiones y srnilares Peping Jitprmnte |
Chile dhe Sriol Pimiemin verde Mass

‘ Chite selapedio Cueiiics CHYCsS pimienos i
Colifior Rabanios Pord

| Edarmnaeme Verdolagas Tornate verds ]
= Aosne S Slpaa satra Vg 2 cuchuradas noperas obligatores. « NGUA mimima 2 1 diario
* Ageite de obva a Las finas hi %, chirmichurn o a los = Calid: 100% natursl {de granol

civies secon * Infusones: en bolits. no dudtes, no merclas

» Condimentos. siempie en polvo yi'o deshidratadion. ajo,
cebolla, perepl, pirmdenta, aibahaca, coming, ontganco: Bl

= Jugo dhe L lirndn, vinagre de wing tinto o blanco al dia

= Salea Valhenting, Tajin, jugo maggle, mostara dion: (o verificar
s athqueta que no conbenga anbcar]

= Edulcoloraniesy; aspartarng, sucraioss, aceuifame potisico
el [Candessl 0 Stevaal, 4 sobees o dia mdsdeno

Frescas, ol vapor, tafteesdand, cocidas. & la plancha

El biemnpes ransourriho entre ol iIngieils duberd see de 3 hrg
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CARNE BLANCA
100 - 140 g

Perhisas de peilo

= By vyl
= Aricta

ATURES [EMUATADO)
120 g

WALl

Tury o B arin
Fiawid

» Citom
He-tes
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Areinay Espinscas

Ay Flor de calshaza
Ariguls Germanado de soya
Bermos Gehminado de alfaifa
Brécol Lechuga (cuaiguier variedad)
Cafabacita Mo

Cilarira Repniiloy
Champifionss y simibies Pepariy

Chile de dehol Pirmienio verde

Chits jalaperio Craaglos

Colifior Aatanios

Edamames Vergolbgas

|
Col 4
| Codes de Brusslag
| .
|

+ Acoiie de oliva wira virger: 2 cucharadas soperas obiigaoniss.

*Aceiie de ofiva a lns finas hievbas, chimichum o 2 los
chiles sevos

= Condimentos: dempre &n polvo y'o deshicdratades gja,
cebola, perejil, pirmeenta, slbahaca, comena, orkgano; et

+ Jugt de 1 Bmdn, viragne de ving tnto o blanco al dia

= Salsa Valenting, Tajin, jugo maggle, mastaca dion (o verificar
L eticueta e no contengs aie ),

= Edulcotorantes: aspartarme, sucraloms. scesulfarme potisics
shevia (Candars! 0 Stevial. 4 sobees al dis mibaimo.

= AGLIAC minirmo 2 1L disrie
« Café 100% natutat [de grans)

= Infusionss. &n bobiita. no dulces, no rmezcias

Freswcws al vapor, salleides cocldas, @ la plancha

El Gempo transcurnda entre cada ingails debard sor de 3 s

Equiiteio i Muitricidn | T 5877 1913
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= Sanen sntladenents

+ Baflo e
» Empapelado
+ Henvido

« Aswio

= Al vapor

+ Alos brasat
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Prowitamin

Aceinas Espinacat
| Ay Aeor de calahaga
1 Arugula Crerminaco e Soya
Beros Gatminado de alfsifa
1 Browcod Lechuga {cusguier varedad)
Calabacitn Nopal
Cilaritie Peginilcs
Charmpefionas y simeanm Pageng
Chile g dieol Firnssrmioy verie
Chile jalapeiia Cuenet
Colifinr Hubanoy
LAnmames Woiekalaga

Alcachofa
Berenjena
Chayoto

Cod

Coles de Aruselsg
Ejabey
Espérragos
Homata

Mok

s pimirio
Pom

Tewnwis warris

o Aopitt o ol Nl wirgen: 2§ CUCRETanaG Sneray Dhig o
* Aceite de oliva i s s Inorbas. chimiciuem o a los
£hHes seca
= Condmentdn: siempre on podvo o grshoralados; ain
cebodla, pere)ll, pirmssnta. SHaRGCH. comteno, origeno. el
o Jugo de 1 T, vnagne deving binte o bBlenco o dia
|+ Smiss Vilentinn Taging jugo mapgle. mostaza dion lo verificas
|l etiguels que no conlengs Ankar)
| = Eduscolotaniey aspartarns. LUCFACaN, soeslams polEEcs
ihevia ICanderel o Stevial 4 sobres 5] dla Mlnrma

« AL Proren 2 (L almrics
» Cald 2000 naturad [de'granol
= Infugiones: en bolita, no dulie, no mezcias

Friescas, o veposr allesdsl. cocnias # la plancha

El liefmpo tramscurrido entre cada ngeda deberdser de 3 he

S uilns  Mutieisn | T 5577 143
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Lactoons 150 gr. gueics panels 75 gr = yiguet natuead 75 gr.
Pan: 1 reborada de pan ilegral & | pleza ae Lon@ls de malz & 13 bolitlo,
FAUTA: SIEMPRE dobevan ser frescms, MUNCA an abmibar ni deshadratado
=1 pleza insramia, toronji, rmanzane, turasno, pera & plitana
= 150 gr imelim, pife, sandia & papayal

L Uta (Fretas, wwns. framibuesss. stdndanod, coresm)
— 3w g 2 QuAsYEnAS O 2 CiFuelas
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W

A Tior de calabaca I Heranpena Zanahona
Arufiuts Gerrmnadn de sy | Chagole Jicarna
Beneg Canminado de alfa'a | ot
Brocos Lechums (taniquier virieded] l Cioles de Bruselss
Calsbacia ol Eatim
Cilantroy Pepirudot | Expimagos
Champiflonss y similares Fupng Hoenale
Chile s dsnal Punigrtn verde | bises
Chile alapefio it CHros pimesntios
Coliftor Rubanos Poro |
frtarmames Werralagas | ] Tormate verrie !
= Rreile e ol mara wegen: § cuchaeaday soporas obSgatona © AGLIA merima 2 L diamsn
= Acedle or ol o s Tnas hierhey chiomschunm o o o = Cabéc 100N natursl ids gram.,
chiles apcon = Infutiomes. en bolgta, no dibces, ng mezclas |
+ Condimenton. wermpee en polvs yio deshidrtades: 2o

misila, pevesl, pertienls. alNARACA, COPING, SR el

» dugode 1 Erman, vinagre de wno 1o o Hanco o dis

+ S Waeriting, Taiin, juga maggie, smoglarn dion (o verificor
L ethgiista que ho contengs ardcml

» Edulcotoranes| aspaetanme. sucraloss. soesulfame potatco

Fresces. al vapor satesa. oocidas, # I8 plencha

e — - EF oty ramscurndo eiiie Cacly geily defierd wee S 3 P

Saudenc y Mulnesse |'T 5507 105
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Lécteos 150 gr queto panela 75 gr « yogue nalurad 75 g1
Parr. 1 robanada de pan integral & L pleza de torila de malz & 103 bolille.
FRUTA: SIEMPRE doborin ser frescas, NUNCA en slimibar ne deshidistadas
1 plezn inaranga, toronjs. Manzens. dunszno, pem & pldtanal
150 g imalde, pifla, sEndia & papayal
= | taza ifresas, uvas, Rramiladesas. #amdancs. ORAmEas)
= 2wt o 2 quaystas o 2 ciruelas
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LI+ ERdE TR

Alsigay Fapimacss Alcachaty Cenoda
A Flow de = 3 Bererjena Zanahosa
Arugulas Ggmmninado dre soya Crunpete Hearna
Berros Genmnado de alfats <ol
Brocod Lechugh [coalquier vanedad) Coley te Gruteing
Calubacits Wopal " Ebotes
Chamise Peplrios Esparragas
Champifiones v il Peping Jiomaie
Chiln dr dinksod Purriento worde Mo
b e i Csitey o prieTibos
Cotifior abanos Pom
Edtamurnes Werdoiags Tomals verde
« e de gl evded vigenr 2 cucharades soperas ohiigatones. = AGLIA rririmo 2 0 diana
* Aceite-de olive & lat fined hiodba, chimichund o a low = Cald TO0S ratu el (de granol

chuley secog = Infutlorey en bolits no dulves, no mesclas.
» Condmmerion. sermpee an poiwe yio deshadralsdon ap

cebolla, poveji, (erionta, shishaca, coming, cedganc; o
« Jungo e § B, wiragee o wind bl o tlarco al dia
,mu‘ﬂm;::ymnp:;mm?ﬂunﬂp\mmﬂu F ol e N et
= Edulcolonants. aspartares, sucraios roenateme poliiscs,

stevia (Cinderel o Stevial 4 wobres al s mildimo

Ef vt tramscurnss endre < ingissts debserd s de T b

Eapnliiere y Mhitoeidn | T 557 LS
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Pastas siror, paps. siote, lentelas, garbanzos. chichoros, alubias, haba, frijoles
La poscion es de 150 gramos ya cocldos, que pudieras medino como a mitad de one s
HUNCA 52 COMBINARA COMN PAN O TORTILEA

Lacteas 150 gr queso panela 75 gr + yogurt natursl 75 ge
Par: 1 rebanads de pan ntegeal &1 pheza de tontils de maiz & 173 boelilla
FRUTA. SIEMPRE deberin sar frescad NUNCA en alrmitar ni deshidrtadas

1 pieza inaranga, toronja, rranzana, durarng, peva & plitanal
- 150 gr imelsn, piris, ondls & popayal
- 11a¥a fresas, uvay, fremib AT, J
- 2 ket © 2 quargatas o 2 ciruskas.
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Acelnas

Apity

Aruguia
Berrod

Brocod
Caiaharita
Ciaming
Champaiones y umioms
Chile de drbol
Chile slapenic
Colificn
Ecamames

Expinocay

Fiowr de calabars

Gaerminado de soya
- CeErminad de stfatfa

lhechugalcuakqurer vanedad

Ll ]

L =TT

Fsping

Pirreanin verde

Tunlites

Frabance,

Verdolegas

Alcachady
Berraprna
Chayiota

Coi

Coles de Sruselas
Ejoles
Equdrmagos
JHomate

Haboy

Citrerd pernlendon
Poro

Tomate yerds

chiles secon

= Aoeie de it extra wirgin, 2 cuchansdes soperas ohigatonias
" Aceite dn olva a lis fings hierbas. chirmichum o a jos

= Condmentot. slemore an polvo yi'o deshidralados. sjo
cebotla pemjil, pimienta, albahaca, coming, arégans. elc

= Juge de | mdn, vinagre da wine Uhlo o blenca & dia

= Salua Valentina, Tajin, Rrga maggie, mastara dicen o nerificar
- gtiquetn que no contanga azicaE)

s Eduicidovantes aypalams, sUcrainss, sceuifame potdiies
steva iCanderel o Sevial 4 sobres a1 dia mulsimo

= RGLA monimo 2 0 disna
» Cald: 100K natural {de granal
+ Infusiones: en polta, ne dulces, no mezclad,

Frescan, ol vapor, willosilin, cocidas. & ls plancha

El tiemipo transcurvide eénlre cade ivpeila deber ser de 3 b

Sn [T 57

Eolalerio 5 Mulsi

1213
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LT Aguacate o 15 gr de manioquills 0 Que<o Crema o crema reducita o grass, mayoness reducila en gress
1 Vo e 200 il de leche dedcremanla

| FPasmas arroz. papa £lote, ienkopan, garcenzoe, chichancs, Mubiat, Rabad frijoies
L prorcion e de 150 gramaos v Cocidow, que pudienas msitido coma L imiled de une taza
MUNCA SE COMBINARSA COM PAN O TORTILLA

Liicteon 150 gr: queso paneta. Mh gr o« yogur natural 75 gr,
Pan_ 1 rebenada de pan infegral & 1 piers e 1oetilla de male & 173 bolilio.
FRUTA: SIEMPRE deberin m [reacas, NUNCA se almkar n deshideatadas
=] pETa (s, loTOnga. mangana, duraono, pers & plilanc]
= 140 pr (meidn, pifla. sandls & papaye)
= 187D dreess uvas framboesas. srdndancd. Cerura

it o 2 quoyanat & T ciruslie
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ANEXO E. Ejemplos de menus hipocaléricos de 7 dias para
pacientes

DIETAS/EDITERRANEA

Menu&500&cal
DESAYUNO DESAYUNO DESAYUNO
Yogur-con-fruta Pan<francés Sincronizadas
3/48z&ogur&riego&atural 2&eb&an8ntegral 3&ortillas&le&opal
1/48z8resas&icadas 1&z&uevo 60g&uesodanela
1/28nanzanaicada vainilla&l&usto 2&eb8amon&echuga&avo
3&cds&ranola& 1/48&z8eche&Imendra/soya 1&z8&oronja
Huevo-revuelto canela&né&olvo Pico-de-gallo
1&z&uevo 3&dts&niel tomate,&ebolla,&hile,8imén
1&cdt&ceite&liva fresas&8&noras&I&usto
1/2&z&guacate 3/4tz-dedeche-almendra/soya COMIDA

Ensalada-mediterranea

COMIDA COMIDA 1/2&epino&rande
Pescado pelado-(aluminio) Ensalada-de-pasta-con-pollo 1§itomate&rozos

18ilete&le&escado&empapelado)
1/28z&ebolla8norada

1/28& &imiento&norrén
18&liente&jo&icado
1&dt&ceite&liva
2/3-tz-arroz-integralcocido
*salpimentar
100-ml-de-ino-tinto

1/28&z &asta8ntegral&ocida
18itomate&icado&n&uadros
1/2&z&uadritos&uesoresco
1&echuga&8a&lancha&icada
18nanzana&erde&ebanada
2&z&spinacas
2&cdts&ceite&liva+1lccdt&inagre
100-ml-de-vino-tinto

CENA CENA
Sandwich-en-pan-de-ajo Vegetales-asados
2&eb&an8ntegral& 1/2&erenjena

2&cds&ceitedliva

18&liente&jo
Queso&feta,&abra,&resco)
6&odajas&epino
2&eb8amdn&echuga
jugo-de-nopal-condimén-
nopal&§ugo&le&occion&e&opal

1§itomate&ola
1&alabaza&hica

tomillo

2&cdt&ceiteliva
1-reb-pan-integral-con-ajo
Limonada-de-pepino
1/2&epino,§ugo&edimon

1/2& &imiento&marillo
1/28z&ebolla8norada
28&z&echugagtaliana

8&ueces
1&echuga&sada&/&ceite
Aderezo-de-yogur:{licuar)
1/3&z&ogur&atural
1&jo,&&d&ceite&liva,&8imdén
1/3&epino&
100-ml-de-vino-tinto

CENA
Hamburguesa-de-portobello
1&ollo&/&amburguesadntegral
1&ortobello&rande&sado
2&dts&nayonesa
mostaza&I&usto
espinacas,&mate
1-zanahoria-en-tiritas
Limonada-con-chia{stevia)
1&cdt&hia

DESAYUNO

Huevo-con-brécoli

DESAYUNO

Avena
18&z8eche&Imendra&&oya
1/28&&vena&n&ojuelas
3/48z8resa&icada
Huevos-revueltos-con-cebolla
1&z&uevo
1/28z&ebollagicada
1&cdt&ceiteledliva
COMIDA
Pechuga-al-mojo-de-ajo
1&echuga&ollo&
2&dts&ceiteliva
2&jos&icados
1/28&z&rroz8ntegral&ocido
Verduras-salteadas

3/48& &imiento&

1& &hampifiones
1/28&z&ebollanorada
1&cd&ceiteliva
salpimentar
100-ml-de-ino-tinto

CENA

Ensalada-degarbanzo
1/2&z&arbanzo&ocido
18&/2&z&spinacas
1/2&%z&guacateicado
1/38z&ebolla8norada&icada
2&ds&ceitedliva
1/38z&ueso&le&referencia
*Salpimentar/limén
18&eb&an8ntegral&ostado&on&jo

1/28z2&récoli&ocido

1%ieza&uevo

1/28z&ebolla&icada

limén&&tevia&I&usto Stevia

DESAYUNO DESAYUNO
Crepas-con-yogur-y-fresa Huevos-con-espinacas
2&repas& 2&z&uevo
1&z8resas&icadas 1/28z&spinacas
1/28z&ogur&riego&atural 1&bgamdn&eechuga
té-condeche 2&dt&ceite

1&z8eche&Imendra/soya
te&hai&bolsita)

COMIDA
Pescado-aHas-hierbas-(aluminio)
filete&lmon
18&liente&jo,&omero
tomillo,&erejil&
juego&e&8imodn
salpimentar*
Verduras-salteadas
1&anahoria&n&iras
1&z&jotes&
2&dts&ceitedliva
100-ml-de-vino-tinto

CENA

Emparedado-de-hummus
28&eb&an8ntegral&ostado
6&cdts&le&aummus
caramelizar&8&z&ebolla&on
1&dt&ceitedliva
18itomate&n&odajas
rebanadas&epino&on&ascara
1-taza-de-eche-de-almendra/soya

1&eb&an8ntegral&ostado
18z&apaya

COMIDA
Jitomates-rellenos
18ata&tun&n&gua
28itomates&ola
1&ucharada&nayonesa
1&cd&ogur&riego&atural
1/28z&ebolla8norada
1/28z&imiento&norrén
Jugo&8imédn
*salpimentar
2&ostadas&le&opal
100-ml-de-vino-tinto

CENA

Sopa-de-hongos

1& &ongos

1/28z&ebolla

18&liente&jo
1/3&pio&on&ojas
1&ucharadita&ceite&liva
consomé&ollo/pimienta
1-reb-pan-integral-tostado
2&cds&equeson

2&cdt&ceitedliva

18 &apayadicada
1&z&an8ntegral&ostado
COMIDA
Soufflé-de-atin
28&eb&an8ntegral&
licuar:
18ata&tin&n&gua
1/28z8nedia&remagight
1/2&z&imiento&ojo
chile&hipotle&ng8ata&l&usto
*salpimentar

Ensalada:

1&z&spinacas
1/28nanzana&icada
1&&epino
2&dts&ceite@ledliva
100-ml-de-vino-tinto

CENA

Berenjenas-rellenas-de-cahmpifion
1&erenjena&rande&nénitades

18&z&hampifiones

1&z&ebolla&lanca&icada

2&dts&ceite&ledliva

3&cds&ueso&armesano
*se&altea8a&ebolla&on&|&hampifion,&e&ellenan&&ornean
28&ortillas&ostadas&e&opal
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ANEXO E. Ejemplos de menus hipocaléricos de 7 dias para
pacientes (cont.)

DESAYUNO
Espinacas con huevo
1/2 tz cebolla blanca
1tz espinacas crudas
2 ccdts aceite oliva

2 pz huevo

2 tortillas de nopal

1 toronja

COMIDA

1tz Arroz de coliflor
Pescado Lemmon pepper
1 filete tilapia

1 ccdt aceite

2 ccds queso parmesano

CENA

Tlacoyos de nopal

2 nopales cocidos

1/2 tz frijol molido

1/2 tz pollo cocido desmenuzado
1/3 tz queso cotija

pico de gallo: cebolla, jitomate

COLACION

Ensalada

1tz espinacas/lechuga
10 mitades nueces

1 zanahoria rallada
1/2 naranja en cubitos

DESAYUNO
Entomatadas-de-Requesén
3&ortillas&le&opal
6&cds&le&equeson
1&omate,&ebolla,&jo
2&cdts&ceite
18&z8echuga,&ibano,&epino
1/2+zAfrijol-molido

COMIDA
Pescado-alcilantro*
18ilete&le&nojarra
2&cdts&nantequilla
1&jo,&/28&z&ebollagicada
1/28&2&remagight
jugo&le8nedio8imon&
1/28&z&ilantro&esinfectado

Guarnicién-de-coliflor-cocida{1-1/2-tz)

Gelatina-base-agua

CENA
Nopales-aHa-mexicana
2&opales&ocido
1/28z&ebolla&
1§itomate&icado
2&cdt&ceitelledliva
1/2&z&guacate
2-tostadas-nopal
1/24zAfrijol-molido

COLACION
&z8&vas&ojas
78nitades&e&ueces

DIETA MEDITERRANEA
Ment 1500 kcal

DESAYUNO

Tortilla de huevo

1/2 tz pimiento morrén
1/2 tz cebolla picada
1/2 tz de champofiones
2 pz de huevo

2 ccdts aceite de oliva
2 tortillas de nopal

COMIDA

Ensalada de pollo y nuez

1/2 tz pechuga desmenuzada
1 barra apio picada fina

1/4 tz perejil picado

1/2 tz uvas rojas picadas

1/2 tz cebolla morada picada
1/4 tz almendras picadas

2 ccds yogur griego natural

1 ccdt mayonesa, jugo de limén
2 tostadas de nopal

CENA

Calabacitas a la parmesana
2 calabacitas medianas

2 ccdts aceite de oliva

1 jitomate en cuadros

1 ajo molido

2 ccds queso parmesano
1/2 tz frijol molido
Limonada con chia (3 ccdts)
COLACION

1 toronja

10 mitades de nueces

DESAYUNO
Huevo-en-cama-de-requeson
28&ortillas&ostadas&e&opal

2&z&uevodestrellado)/3&cdts&ceite&liva

2&cds&equeson
1/2&guacate&n&odajas
Jugo-verde

1&opal,&/28& &ifia,8imén&&tevia

2&cdts&hia

COMIDA

Sopa-de-pollo
18alapefio,&§itomate, & &jo
1/28z&ebollagicada
2&cdts&ceite@ledliva
2&z&aldo&e&ollo

1/28&z&ollo&ocidoicado&n&uadros

2&cds&ojas&@e&ilantro
1/2&z&guacate8nediana
28&ortillas&le&opal
1/2-tzfrijol-molido

CENA
Quesadillas-de-espinacas
3&ortillas&e&opal
1/28&z&ueso&ouda

28&z8&8e&spinacas+1/28&z&ebolla+1&&hamp

2&cdts&ceiteledliva

DESAYUNO

yogur Manzana-canela
1 tz yogur griego

1 manzana verde grande
1 ccdt mantequilla

2 ccdts canela en polvo
stevia al gusto

2 tostadas de nopal

1/2 pz aguacate

COMIDA

Pescado con salsa aguacate
1 filete pescado

2 ccdts aceite y 1 ajo

salsa

1/2 aguacate mediano

1/4 tz cebolla morada
juego de 1 limén

cilantro picado

1 tz ejotes cocidos

CENA

Sopa de tomate

3 jitomates, 1 tz cebolla blanca

2 ccdts aceite de oliva

1 ajo, caldo verdura/pollo

1/2 tz perejil, chile jalapefio al gusto
1/2 tz queso panela picado

2 tostadas de nopal

COLACION
1 reb pan integral tostado
2 ccds hummus

DESAYUNO
Tostadas-de-hummus-
2&ostadas&e&opal
4&cds&ummus

DESAYUNO

Jugo verde

1 nopal, 1/2 tz pifia, limén + stevia
2 ccdts chia

Pizza de huevo

2 pz huevo

3 ccds queso parmesano

1 jitomate en rodajas

2 ccdts aceite de oliva

COMIDA

Ensalada de atin

1 lata atun en agua

1 barra apio picada

1/2 tz cebolla morada picada
perejil, jugo de limén

2 ccd de yogur natural

1 ccd mayonesa

2 tostadas de nopal

CENA

Sopa de verduras

2 ccdts acetie de oliva

1/2 tz zanahoria (cuadritos)
1/2 tz cebolla

1 ajo, 1/2 tz apio

1/2 jitomate, 1/2 tz elotes
1tz ejotes, 1/2 tz perejil

2 tz caldo de pollo

1 reb pan integral tostado

COLACION
jicama y pepino + 1/2 tz cacahuates

1/2&z&guacate&n&odajas
1-huevo-revuelto-con-1-ccdt-acetit-de-oliva

1/28&z&imiento&icado
1-manzana-picada

COMIDA
Pollo-con-brécoli
3/4&z&ollo&n&rozos
18&z&rocoli
2/3&ebolla&n&iras

18&z&hampifiones&ebanados
3&cdts&ceite&le&liva,ugole& &aranja

2&dts&alsa&le&oya
Arroz-de-coliflor{1-tz)

Ensalada
2&z&spinaca

108nitades&e&uecesicada

18nanzana&erde&icada

3&cdts&ueso&zul&esmoronado

18z &epino&icado

18itomate&n&uadritos&&herry§3/4&z)

2-reb-pan-integral

Limonada-de-pepino:8imén,&/2&epino

stevia&&&cdt&hia

COLACION-
2&unas&eladas&& &z&vas&ojas

COLACION
1&oronja&
gelatina&ase&gua

3&cdts&ceite@e&liva+jugo&/2&aranja

106



ANEXO E. Ejemplos de menus hipocaldricos de 7 dias para pacientes
(cont.)

DESAYUNO
Yogur-con-fruta
3/48z&ogur&riego&atural
1/48z8resas&icadas
1/28nanzana&icada
3&cds&ranola&
Huevo-revuelto
1&z&uevo
1&cdt&ceitedliva
1/2&%z&guacate

COMIDA

DIETASMEDITERRANEA

Menu&500&cal
DESAYUNO DESAYUNO
Pan-francés Sincronizadas
2&eb&an8ntegral 3&ortillas&le&opal
1&z&uevo 60g&ueso&anela

vainilla&I&usto
1/48&z8eche&lmendra/soya
canela&n&olvo

3&dts8niel
fresas&8&noras&I&usto
3/44z-dedeche-almendra/soya

COMIDA

Iadad

Pescado-empapelado-{aluminio)

pasta-con-pollo

Er d

18ilete&le&escado&empapelado)
1/2&z&ebolla8norada
1/28z&imiento&norrén
18&liente&jo&icado
1&dt&ceite&liva
2/3+tz-arroz-integral-cocido
*salpimentar
100-ml-de-vino-tinto

CENA
Sandwich-en-pan-de-ajo
2&eb&an8ntegral&
2&cds&ceitedliva
18&8liente&jo
Queso&feta,&abra,8resco)
6&odajas&epino
2&ebgamdn&echuga
jugo-de-nopal-condimén-
nopal&§ugo&le&occion&e&opal
limon&&tevia&I&usto

DESAYUNO
Huevo-con-champifiones
1&z&uevo

2&cdts&ceite
1/2&z&ebolla&lanca
1/28z&hampifiones
28&ortillas&e&opal
28eb&ruesas@uesoanela

COMIDA

Brochetas
18ilete&e&echugaliedollo&icado
18&z&imiento&norron&erde&icado
3/4& &pio&&ebollagicada
1§itomate&n&rozos
1&cdt&ceitele&liva
1-4z-arroz-coliflor

Agua-tamarindo

CENA
Frijoles-en-caldo
1&/28z&aldo
1/28&z8rijol&ntero
pico-de-gallo
cebolla,§itomate
1/2-pz-aguacate
2&ostadas&e&opal

COLACION-
gelatina&ase&gua
98nitades@le&ueces

1/28&z&asta8ntegral&ocida
18itomate&icado&n&uadros
1/28&z&uadritos&ueso8resco
1&echuga&8a&lanchaicada
18nanzana&erde&ebanada
2&z&spinacas
2&cdts&ceite&liva+1ccdt&inagre
100-ml-de-vino-tinto

CENA

Vegetales-asados
1/2&erenjena
1§itomate&ola
1&alabaza&hica

tomillo

2&cdt&ceitedliva
1-reb-pan-integral-con-ajo
Limonada-de-pepino
1/2&epino,§ugo&e8imon
Stevia

DESAYUNO
Guacamole-con-nopales
1/28z&opales&ocidos
1&guacate8nediano
1/28&z&ebolla
1/28z§itomate&8imon
2-tiras-gruesas-de-panela
2-tostadas-de-nopal

COMIDA
Sandwich-de-attin
18ata&tun&n&gua
18itomate&icado
1/28&z&ebolla&icada
jugo&e&8imon
rodajas&e&guacate
2&eb&an8ntegral&ostado
1-zanahoria-en-tiras
jicama-en-tiras

CENA
tostadas-de-hummus-con-pollo
2&ostadas&le&opal
4&cds&ummus
1/28&z&ollo&ocido&esmenuzado
rodajas-dejitomate
rodajas-de-panela
2-ccdts-aceite-de-oliva

COLACION
18&aza8eche&Imendra&/&zucar
18nanzana

28&eb§amon&echugagavo
1&z&0oronja

Pico-degallo
tomate,&ebolla,&hile,8imén

COMIDA
Ensalada-mediterranea
1/2&epino&rande
18itomate&rozos
1/28&z&imiento&marillo
1/2&z&ebolla8norada
2&z&echugas8taliana
8&ueces
1&echuga&sada&/&ceite
Aderezo-de-yogur:licuar)
1/38z&ogur&atural

1&jo,& &d&ceitedliva,&8imon
1/3&epino&
100-ml-de-vino-into

CENA
Hamburguesa-de-portobello
1&ollo&/&amburguesadntegral
1&ortobello&rande&sado
2&dts8nayonesa
mostaza&I&usto
espinacas,&mate
1-zanahoria-en-tiritas
Limonada-con-chia{stevia)
1&cdt&hia

DESAYUNO

Nopales-aa-mexicana

2&opales&ocido
1/2&z&ebolla&
1§itomate&icado
2&cdt&ceite&ledliva
1/2&z&guacate
2-tostadas-nopal
1/2-tzAfrijol-molido

COMIDA

DESAYUNO

Avena
18z8eche&lmendra&&oya
1/28z&vena&n&ojuelas
3/4&z8resa&icada
Huevos-revueltos-con-cebolla
1&z&uevo
1/28&ebolla&icada
1&cdt&ceite&le&liva
COMIDA
Pechuga-al-mojo-de-ajo
1&echuga&ollo&
2&dts&ceite&liva
2&jos&icados
1/28&z&rroz8ntegral&ocido
Verduras-salteadas
3/48z&imiento&
1&z&hampifiones
1/2&z&ebolla8norada
1&cd&ceiteliva
salpimentar
100-ml-de-vino-tinto

CENA

Ensalada-de-garbanzo

1/2&z &arbanzo&ocido
18/2&z&spinacas
1/2&z&guacateicado
1/38&z&ebolla8norada&icada
2&ds&ceitedliva
1/38z&ueso&le&referencia
*Salpimentar/limén
1&eb&and8ntegral&ostado&on&jo

Crepas-rellenas-de-hongos-(2-pz)
18/28&&ongos&/28&z&ebolaicada
2&cdts&ceite@ledliva

salsa

1/2&guacate8nediano
1/48z&ebolla&orada
jugo&e&8imdn

cilantro&icado

1&cd&remadight

CENA
Ceviche-de-atin
18ata&le&tin&n&gua
jugo&e&8imones
12&z&ebollaicada
18itonate&icado
2-tostadas-de-nopal

COLACION

18&z&vas&
98nitades@e&uces
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ANEXO F. Listado de alimentos para elaboracion de menus para
pacientes asignados a dieta control

Lista8le&quivalentes8le&limentos

VERDURAS FRUTA
ALIMENTO ::my:&%ﬁf‘ UNIDAD ALIMENTO E?;g:&%ﬁfd UNIDAD
Apio&rudo 1&/2 taza Arandano8resco&azucat 1/2 taza
Brocoli&ocido 1 taza Chabacano 4 pieza
Calabaza&ruda 1 pieza Ciruela&oja 3 pieza
Cebolla&lanca&icada 1/2 taza Durazno 2 pieza
Champifién&rudo&ebanado 1&/2 taza Fresa 1 taza
Col&ruda 2 taza Granada 1 pieza
Coliflor&ruda 2 taza Guayaba 3 pieza
Ejotes&ocidos 1/2 taza Jugo&e8rutas 1/2 taza
Esparragos 6 pieza Kiwi 1&/2 pieza
Espinacas&ruda 2 taza Mandarina 2 pieza
Flor&le&alabaza&ruda 4 taza& |Manzana 1 pieza
Jicama 1/2 taza Mango 1/2 pieza
Jitomate 1 pieza Meldn 1/3 pieza
Jugo&erduras 1/2 taza Moras 3/4 taza
Jugo&anahoria 1/4 taza Naranja 2 pieza
Lechuga 3 taza Papaya 1 taza
Nopal&rudo 2 pieza Pera 1/2 pieza
Pepino&icado 1 taza Perén 1 pieza
Pimiento&rudo 1 taza Pifa 3/4 taza
Zanahoria&rallada/picada) 1/2 taza Platano 1/2 pieza
PRODUCTOS&RIGEN&NIMAL Sandia 1 taza
ALIMENTO CANTIDADSg UNIDAD
EQUIVALENTE) Tamarindo&elado 1/4 taza
Atun8resco 30|gramos Toronja 1 pieza
Atin&n&gua& 1/2|lata Tuna 2 pieza
Bistec&e&es 30(gramos Uva 1 taza
Carne8nolida&e&ollo 30(gramos ACEITES/GRASAS
CANTIDAD&18]
Falda&le&es 35|gramos ALIMENTO EQUIVALENTE) UNIDAD
Filete&le&escado 40|gramos Aceite&liva 1|cucharadita
Milanesa&e&ollo 30(gramos Aceite&liva&xtra&irgen 1|cucharadita
Pechuga&le&avo 18&/2|rebanadas [Aceite&le&guacate 1|cucharadita
Pechuga&le&ollo&ocida&/iel 30|gramos Aceite&e&irasol 1|cucharadita
Pescados 1[filete Aderezos&remosos 1/2|cucharada
Pollo&eshebrado 1/4|taza Vinagretas 3|cucharadita
Pulpo&ocido 25|gramos Aguacate 1/3|pieza
Surimi 2/3|barra Crema 1{cucharada
Molida&le&es 30(gramos Mantequilla 18&/2|cucharadita
Salmon& 30|gramos Mayonesa 1|cucharadita
Tofu 40(gramos Queso&rema 1|cucharada
Huevo 1|pieza Almendra 10|pieza
Jamén&irginia 1&/2|rebanada [Cacahuate 14 |piezas

Basado&n&&isteman&lexicano&e&limentos&quivalentes
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ANEXO F. Listado de Alimentos para elaboracion de menus
(continuacion)

Lista de Equivalentes de Alimentos

CEREALES LACTEOS
ALIMENTO CANTIDAD (1 UNIDAD ALIMENTO CANTIDAD (1 UNIDAD
EQUIVALENTE) EQUIVALENTE)
Arroz blanco cocido 1/4 taza Cottage light 3|cucharadas
Arroz integral cocido 1/3 taza Requesdn 3|cucharadas
Avena 3/4 taza Queso panela 40|gramos
Bolillo/Baguette integral 1/3 pieza Queso Mozarella 40(gramos
Bisquets 1/2 pieza Queso Chihuahua 25|gramos
Cereal de caja integral 1/2 taza Queso Oaxaca 30|gramos
Crepas 2 pieza Leche soya 1|taza
Croutones 1/2 taza Leche light 1|taza
Elote desgranado 1/2 taza Leche deslac.light 1|taza
Galleta integral salada 4 pieza Leche almendra (s/azuq 1|taza
Galleta avena 2 pieza Leche de soya s/azucar 1|taza
Granola 3| cucharada |Yogur natural 1|taza
Harina 2 1/2| cucharada |yogur para beber 1|pieza
Hojuelas avena 1/3 taza Helado 1/2|taza
Palomitas 21/2 taza LEGUMINOSAS
pan de caja integral 1|  pieza ALIMENTO - UNIDAD
papa cocida 3/4 pieza Alubia/ Habas cocidas 1/2 taza
Pasta integral cocida 1/2 taza Frijol cocido 1/2 taza
tamal 1/5 pieza frijol molido 1/3 taza
tortilla maiz 1 pieza Garbanzo cocido 1/2 taza
tortilla de nopal 3 pieza Hummus 5 cucharada
tortilla harina (chica) 1 pieza Lenteja cocida 1/2 taza
tostada 1 pieza Soya natural cocida 1/3 taza
tostadas de nopal 3 pieza Soya texturzada 30 gramos
Quinoa 20 gramos
AZUCARES ALIMENTOS LIBRES
ALIMENTO ::mc::\;w(:) UNIDAD ALIMENTO ::mc:&?w(;) UNIDAD
Mermelada sin azucar 2|cucharadas [Stevia -
miel agave 2|cucharaditas|Splenda -
Gelatina (agua) 4 1/2|cucharadas |Café americano -
Crema en polvo 4|cucharaditas|vainilla -
ACEITES/GRASAS mostaza -
ALIMENTO CANTIDAD (1 UNIDAD s
EQUIVALENTE) pimienta -
Pepitas 60|pieza canela -
Semilla de girasol 4|cucharadita |ajo -
Pifidn 1|cucharada |[flor jamaica -
Pistache 18|piezas jengibre -
Nuez 7|mitades hierbas para té -
vinagre -

Basado en : Sisteman Mexicano de Alimentos Equivalentes
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ANEXO G. Hoja de Diario de alimentos para pacientes
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ANEXO H. Concentraciones de DNA gendmico de muestras de
pacientes de dieta mediterranea

mx‘i‘t‘ztr;a:ea 260 260/280 ng/ul
PODMO1a 6.86 1.61 343.1
PODMO02a 6.03 17 301.5
PODMO03a 12.4 1.9 620.8
PODMO04a 13.48 1.55 674.2
PODMO05a 6.18 1.76 309.4
PODMO06a 35 1.56 175.2
PODMO1b 431 1.45 215.8
PODMO2b 6.02 1.54 301.3
PODMO3b 3.13 1.51 156.5
PODMO4b 5.96 1.57 298.1
PODMO5b 15.4 1.9 772.2
PODMO6b 13.08 1.83 654.3
PODMO1c 2.92 16 146.21
PODMO2c 6.08 1.76 3.04
PODMO3c 2.66 1.49 133.1
PODMO4c 9.36 1.54 468.3
PODMO5¢ 20.37 1.77 518.5
PODMO6C 13 1.34 65.4
PODMO1d 1285 1.36 1285
PODMO2d 1.7 1.33 85
PODMO03d 7.58 1.72 374.4
PODMO4d 4.15 1.47 490.2
PODMO6d 8.8 1.42 49.7
PODMO1e 0.99 1.02 89
PODMO02e 1.78 1.29 126
PODMO3e 252 1.23 129.5
PODMO4e 2.59 1.23 142.2
PODMO6e 2.84 1.68 78.4
PODMO1f 7.3 1.45 366.7
PODMO2f 7.4 1.44 373.8
PODMO3f 7.5 1.44 375.9
PODMO4f 10 1.55 501
PODMO6f 10.3 1.55 515
PODMO1g 8.8 1.44 4416
PODMO02g 8.4 1.43 424.1
PODMO03g 9.5 1.43 476.7
PODMO4g 8 1.41 4032
PODMO6g 8.3 1.42 419.3
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ANEXO I. Concentraciones de DNA genémico de muestras de
pacientes de dieta cetogénica

Muestras
Cetogénica
PODCO1a
PODCO02a
PODCO3a
PODCO4a
PODCO5a
PODCO6a
PODCO7a
PODCO08a
PODC09a
PODCO1b
PODCO2b
PODCO3b
PODCO4b
PODCO5b
PODCO6b
PODCO7b
PODCO8b
PODCO09b
PODCO1c
PODCO2c
PODCO3c
PODCO4c
PODCO5c
PODCO6¢
PODCO7c
PODCO08c
PODC09c
PODCO1d
PODCO2d
PODCO03d
PODCO4d
PODCO5d
PODCO6d
PODCO7d
PODCO08d
PODCO09d

260

11.2
14.78
13.27

6.33

7.48

7.57

7.6
10

4.21
11.33

3.35
12.81

5.29

6.27
14.43

9.9
6.5
5.43
291
3.8
15.23
13.68
17.47
15.05
7.3
9.94
3.45
5.8
7.6

2.21
10.98
9.32

14.9

16
9.8
1.1

260/280

1.72
1.51
1.66
1.92
1.81
1.78
15
1.64
1.6
1.71
1.41
1.47
1.71
1.38
1.57
1.52
1.49
1.73
1.37
1.47
1.59
1.6
1.39
1.52
13
1.91
151
1.49
141
1.28
1.81
1.61
151
1.75
141
1.28

ng/ul

561.5
710
663.7
316.6
374.2
378.6
380
500.4
210.9
566.5
167.6
640.9
264.7
313.9
721.6
495
325.1
271.8
145.4
190.8
761.9
684.5
872.5
752.8
368.7
497.3
172.8
290
3814
110.9
549.1
466
745
38
493
55.4

Muestras
Cetogénica
PODCO1le
PODCO2e
PODCO3e
PODCO4e
PODCO5e
PODCO6e
PODCO7e
PODCO08e
PODCO09%e
PODCO1f
PODCO2f
PODCO3f
PODCO4f
PODCOS5f
PODCO6f
PODCO7f
PODCO8f
PODCOSf
PODCO1g
PODCO2g
PODCO3g
PODCO4g
PODCO5g
PODCO6g
PODCO7g
PODCO08g

260

3.27
2.1
1.84
6.28
2.54
1.13
16
6.19
24
92
13.85
3.23
7.12
1.4
10
15
6.3
9.4
8.5
8.7
8.3
8.2

8.8
0.34
8.2

260/280

1.22
1.19
14
1.87
1.43
1.41
1.82
1.29
1.54
1.44
1.15
1.69
1.25
1.5
1.55
2.2
1.44
1.43
1.42
1.44
143
1.45
1.42
1.43
2.02
1.44

ng/ul

163.9
105.3
92
3143
127
56.6
32.9
309.5
120.2
46.4
692.7
161.7
356.1
75.1
503.6
14.9
315.6
473.3
427.6
435.4
416.2
410
450.4
442.3
17.14
412.7
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ANEXO J. Lista de primers con barcodes utilizados para
secuenciacion masiva

Nombre del . Espac Primer 16S rDNA
primer lon Torrent Linker Barcode iador (5 - 3)
V3-341 F1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GATCTGCGATCC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAGCTCATCAGC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAAACAACAGCT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCAACACCATCC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCGATATATCGC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGAGCAATCCTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTCGTGCACAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GTATCTGCGCGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGAGGGAAAGTC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAAATTCGGGAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGATTGACCAAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTTACGAGCTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCATATGCACTG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAACTCCCGTGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTGCGTTAGCAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACGAGCCCTAA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F17 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CACTACGCTAGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGCAGTCCTCGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F19 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACCATAGCTCCG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F20 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGGACATCTCTT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F21 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GAACACTTTGGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F22 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GAGCCATCTGTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F23 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTGGGTACACGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F24 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AAGGCGCTCCTT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F25 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TAATACGGATCG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F26 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGGAATTAGAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F27 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGTGAATTCGGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F28 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CATTCGTGGCGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F29 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AACGCACGCTAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F30 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACACTGTTCATG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F31 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACCAGACGATGC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F32 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGCTCATGGAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F33 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTCACGGTATG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F34 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGACCGTCAGAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F35 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCACGAGCCTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F36 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACAGACCACTCA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F37 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACCAGCGACTAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F38 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGGATCGTCAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F39 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCTTGACAGCT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F40 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AACTGTGCGTAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F41 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACCGCAGAGTCA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F42 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGGTGAGTGTC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F43 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTCGATTCGAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F44 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGACTGCGTACT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F45 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCAGTCGCGAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F46 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGGACGCACTGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F47 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AAGAGATGTCGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F48 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACAGCAGTGGTC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F49 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGTACTCAGTG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F50 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTCGCACAGGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-518 R CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCGACTA - cC ATTACCGCGGCTGCTGG

CCAGGGTATCTAAT
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ANEXO K. Asignacion de barcodes por muestra

ID chip 1 # Primer BARCODE i ;

PODCF(’)1 Forward |'|)30C|;1(I:l:): i;:::f; BARCODE
PODCO1a 1 GATCTGCGATCC PODMO1a 50 ACTCGCACAGGA
PODCO2a 2 CAGCTCATCAGC PODMO02a 49 ACGTACTCAGTG
PODCO3a 3 CAAACAACAGCT PODMO3a 48 ACAGCAGTGGTC
PODCO4a 4 GCAACACCATCC PODMO04a 20 TGGACATCTCTT
PODCO5a 5 GCGATATATCGC PODMO05a 46 AGGACGCACTGT
PODCO6a 6 CGAGCAATCCTA PODMO6a 45 AGCAGTCGCGAT
PODCO8a 8 GTATCTGCGCGT PODMO1b 42 ACGGTGAGTGTC
PODC09a 9 CGAGGGAAAGTC |  popmO2b 43 ACTCGATTCGAT
PODCO1b 11 AGATTGACCAAC PODMO3b 47 AAGAGATGTCGA
PODCO2b 12 AGTTACGAGCTA PODMO04b 41 ACCGCAGAGTCA
PODCO3b 13 GCATATGCACTG PODMO5b 40 AACTGTGCGTAC
PODC04b 14 CAACTCCCGTGA PODMO6b 39 AGCTTGACAGCT
PODCO5b 15 TTGCGTTAGCAG PODMO1c 37 ACCAGCGACTAG
PODCO6b 16 TACGAGCCCTAA PODMO2c 30 ACACTGTTCATG
PODCO8b 18 TGCAGTCCTCGA PODMO03c¢ 27 TGTGAATTCGGA
PODCOSb 19 ACCATAGCTCCG PODMO04c 44 AGACTGCGTACT
PODCO1c 32 ACGCTCATGGAT PODMO5¢ 17 CACTACGCTAGA
PODCO2c 22 GAGCCATCTGTA PODMO6C 10 CAAATTCGGGAT
PODCO3c 23 TTGGGTACACGT PODMO3d 7 AGTCGTGCACAT
PODCO4c 24 AAGGCGCTCCTT

PODCO5c 21 GAACACTTTGGA

PODCO6c 26 TCGGAATTAGAC

PODCO8C 28 CATTCGTGGCGT

PODCO9c 33 ACTCACGGTATG

PODCO1d 31 ACCAGACGATGC

PODCO2d 25 TAATACGGATCG

PODCO3d 29 AACGCACGCTAG

PODCO4d 34 AGACCGTCAGAC

PODCO5d 35 AGCACGAGCCTA

PODCO6d 36 ACAGACCACTCA

PODCO8d 38 ACGGATCGTCAG
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ANEXO K. Asignacion de barcodes por muestra (Continuacién)

o [ e | oo | 52 | 5 | o
PODC07a K7 AGICGIGCACAT PODMO6d F49 ACGTACTCAGTG
PODCO7b F10 CAAATTCGGGAT | poppote F48 ACAGCAGTGGTC
PODCO7c F17 CACTACGCTAGA | popMoze ca7 AAGAGATGTCGA
PODCO7d F20 TGGACATCTCTT PODMO3e F46 AGGACGCACTGT
el = PETEREEIETAT PODMO04e F45 AGCAGTCGCGAT
PODCO7f F30 ACACTGTTCATG PODMO6e Fa4 AGACTGCGTACT
PODCO09d 3L ACEAGACGATIGE PODMO1f F43 ACTCGATTCGAT
PODCO1e F1 GATCTGCGATCC PODMO2f F42 ACGGTGAGTGTC
Al = CHEETEATEAEE PODMO3f F41 ACCGCAGAGTCA
PODCO3e F3 CAAACAACAGCT PODMO4f F40 AACTGTGCGTAC
Sebd = CIEAALACEATEL PODMO6f F39 AGCTTGACAGCT
PODCOSe F5 GCGATATATCGC PODMO1g F38 ACGGATCGTCAG
PODCOGe F6 CGAGCAATCCTA PODMO2g F37 ACCAGCGACTAG
PODCOSe F8 GTATCTGCGCGT | popo3g F36 ACAGACCACTCA
ALl = CGAGGGAAAGTC | popmoag F35 AGCACGAGCCTA
PODCO1f F11 AGATTGACCAAC | popmose F2a AGACCGTCAGAC
PODCO2f F12 AGTTACGAGCTA
PODCO3f F13 GCATATGCACTG
PODCO4f Fl14 CAACTCCCGTGA
PODCO5f F15 TTGCGTTAGCAG
PODCO6f F16 TACGAGCCCTAA
PODCOSf F18 TGCAGTCCTCGA
PODCO9f F19 ACCATAGCTCCG
PODCO1g F21 GAACACTTTGGA
PODCO2g F22 GAGCCATCTGTA
PODCO3g F23 TTGGGTACACGT
PODCO4g F24 AAGGCGCTCCTT
PODCO5g F25 TAATACGGATCG
PODCO6g F26 TCGGAATTAGAC
PODCO8g F28 CATTCGTGGCGT
PODMO4d F50 ACTCGCACAGGA
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ANEXO K. Asignacion de barcodes por muestra (Continuacién)

ID chip 3 HXED ’:;':L':f; BARCODE
PODOC1a F46 AGGACGCACTGT
PODCO5a F47 AAGAGATGTCGA
PODCO5¢ F48 ACAGCAGTGGTC
PODMO5a F49 ACGTACTCAGTG
PODMO1b F50 ACTCGCACAGGA

IDCHIP4H)Cy | Primer BARCODE

Forward
PODOC1a F21 GAACACTTTGGA
PODCO3e F22 GAGCCATCTGTA
PODCO7g F27 TGTGAATTCGGA
PODMO1d F29 AACGCACGCTAG
PODMO02d F30 ACACTGTTCATG
PODMO2e F31 ACCAGACGATGC
PODMO3e F33 ACTCACGGTATG
PODMO6e F34 AGACCGTCAGAC
PODCO7a F50 ACTCGCACAGGA
PODCO3f F25 TAATACGGATCG
PODCO6e F26 TCGGAATTAGAC
PODCOSf F24 AAGGCGCTCCTT
PODCO6f F23 TTGGGTACACGT
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ANEXO L. Geles de agarosa con productos de PCR para

13456783
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ANEXO L. Geles de agarosa con productos de pCR para secuenciacién
de muestras. (continuacion)
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ANEXO L. Geles de agarosa con productos de PCR para secuenciaciéon

de muestras. (continuacion).
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ANEXO M. Tabla 1. Distribucion taxonémica a partir de los datos de
secuenciacion para la dieta cetogénica

Asignaciones taxonomica de las secuencias analizadas para la dieta

cetogeénica
46 Phyla 98 Clases 163 Ordenes 256 familias
Phylum Clase Orden Familia
AD3
Acidobacteria Acidobacteria-5
Acidobacteria-6 iii1-15 mb2424
Acidobacteriia Acidobacteriales Koribacteraceae
BPC102 B110
MVS-40
DA052 E29
Ellin6513
Holophagae
0S-K
PAUC37f
5035
Solibacteres Solibacterales
Sva0725 Sva0725
[Chloracidobacteria] 0_11-24
PK29
RB41
iii1-8 DS-18
Actinobacteria Acidimicrobiia Acidimicrobiales Ellin6075
C111
EB1017
lamiaceae
koll13
Actinobacteria Actinomycetales ACK-M1

Actinomycetaceae

Actinosynnemataceae

Brevibacteriaceae

Cellulomonadaceae

Corynebacteriaceae

Cryptosporangiaceae

Dermabacteraceae

Dietziaceae

Frankiaceae

Geodermatophilaceae

Glycomycetaceae
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Phylum

Clase

Orden

Familia

Gordoniaceae

Intrasporangiaceae

Kineosporiaceae

Microbacteriaceae

Micrococcaceae

Micromonosporaceae

Mycobacteriaceae

Nakamurellaceae

Nocardiaceae

Nocardioidaceae

Nocardiopsaceae

Promicromonosporaceae

Propionibacteriaceae

Pseudonocardiaceae

Rarobacteraceae

Ruaniaceae

Sanguibacteraceae

Sporichthyaceae

Streptomycetaceae

Streptosporangiaceae

Thermomonosporaceae

Yaniellaceae

Bifidobacteriales

Bifidobacteriaceae

Coriobacteriia

Coriobacteriales

Coriobacteriaceae

MB-A2-108

0319-7L14

Nitriliruptoria

Nitriliruptorales

Nitriliruptoraceae

OPB41

Rubrobacteria Rubrobacterales
Thermoleophilia Gaiellales AK1AB1_02E
Gaiellaceae
Solirubrobacterales Conexibacteraceae
Patulibacteraceae
Aquificae Aquificae Aquificales Hydrogenothermaceae
BRC1
Bacteroidetes At120ctB3
BME43
Bacteroidia Bacteroidales BA0O08
BS11

Bacteroidaceae

Marinilabiaceae
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Phylum Clase Orden Familia
Porphyromonadaceae
Prevotellaceae
RF16
Rikenellaceae
524-7
SB-1
[Barnesiellaceae]
[Odoribacteraceae]
[Paraprevotellaceae]
p-2534-18B5
Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae
Cytophagaceae
Flammeovirgaceae
[Amoebophilaceae]
Flavobacteriia Flavobacteriales Blattabacteriaceae
Cryomorphaceae
Flavobacteriaceae
[Weeksellaceae]
SB-5
Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae
[Rhodothermi] [Rhodothermales] Rhodothermaceae
[Saprospirae] [Saprospirales] Chitinophagaceae
Saprospiraceae
Caldithrix Caldithrixae Caldithrixales Caldithrixaceae
Chlorobi Ignavibacteria Ignavibacteriales Ignavibacteriaceae
lheB3-7
OPB56
Chloroflexi Anaerolineae A31
Ardenscatenales Ardenscatenaceae
Caldilineales Caldilineaceae
MSB-1E9
OPB11
50208
SBR1031 Adb
SHA-20
WCHB1-50
envOPS12
pLW-97
co119
Dehalococcoidetes GIF9
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Phylum Clase Orden Familia

Ellin6529

Gitt-GS-136

Ktedonobacteria Elev-1554
JG30-KF-AS9

SAR202

TK10 AKYG885 5B-12

Dolo_23

B07_WMSP1

Thermomicrobia JG30-KF-CM45

[Thermobacula] [Thermobaculales] [Thermobaculaceae]

Cyanobacteria 4C0d-2 MLE1-12

SM2F09
YS2

Chloroplast Chlorophyta Chlamydomonadaceae
Euglenozoa Euglenozoa
Stramenopiles Stramenopiles
Streptophyta Streptophyta

Gloeobacterophycidea | Gloeobacterales Gloeobacterales

e

Nostocophycideae Nostocales

Oscillatoriophycideae | Chroococcales Microcystaceae

Xenococcaceae

Oscillatoriales Phormidiaceae

Synechococcophycide | Pseudanabaenales Pseudanabaenaceae

ae

EM19 Synechococcales Synechococcaceae

Elusimicrobia

Elusimicrobia

Elusimicrobiales

Elusimicrobiaceae

FAC88

Endomicrobia

Fibrobacteres Fibrobacteria Fibrobacterales Fibrobacteraceae
Ucp1540
TG3 7G3-1 M1PL1-46
Firmicutes Bacilli Bacillales Alicyclobacillaceae
Bacillaceae
Listeriaceae
Paenibacillaceae
Planococcaceae
Staphylococcaceae
[Exiguobacteraceae]
[Thermicanaceae]
Gemellales Gemellaceae
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Lactobacillales

Aerococcaceae

Phylum

Clase

Orden

Familia

Carnobacteriaceae

Enterococcaceae

Lactobacillaceae

Leuconostocaceae

Streptococcaceae

Turicibacterales

Turicibacteraceae

Clostridia

Clostridiales

Caldicoprobacteraceae

Christensenellaceae

Clostridiaceae

Dehalobacteriaceae

EtOH8

Eubacteriaceae

Gracilibacteraceae

Heliobacteriaceae

JTB215

Lachnospiraceae

Peptococcaceae

Peptostreptococcaceae

Ruminococcaceae

SBYG_4172

Syntrophomonadaceae

Veillonellaceae

[Acidaminobacteraceae]

[Mogibacteriaceae]

[Tissierellaceae]

Halanaerobiales

Halanaerobiaceae

MBAOS8

Natranaerobiales

Anaerobrancaceae

OPB54

SHA-98

D2

Thermoanaerobacterale
s

Thermoanaerobacteraceae

Thermoanaerobacterales
Family Ill. Incertae Sedis

Erysipelotrichi

Erysipelotrichales

Erysipelotrichaceae

OPB54

Fusobacteria

Fusobacteriia

Fusobacteriales

Fusobacteriaceae

GNO2

GKS2-174

Leptotrichiaceae

GN10

GNO4
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GOUTA4

Gemmatimonadet | Gemm-1
es
Gemm-2
Gemm-3
Gemm-5
Gemmatimonadetes Gemmatimonadales
N1423WL
KSB3
LCP-89 SAW1_B44
Lentisphaerae [Lentisphaeria] Victivallales Victivallaceae
NC10
NKB19
Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales 0319-6A21
Nitrospiraceae
[Leptospirillaceae]
[Thermodesulfovibrionacea
e
oD1
OP1 MSBL6
[Acetothermia] [Acetothermales] [Acetothermaceae]
oP8 OP8_ 1 HMMVPog-54
OoP9 JS1 BA021
Proteobacteria Alphaproteobacteria BD7-3
Caulobacterales Caulobacteraceae
Ellin329
Kiloniellales Kiloniellaceae
RF32
Rhizobiales Aurantimonadaceae
Bartonellaceae
Beijerinckiaceae
Bradyrhizobiaceae
Hyphomicrobiaceae
Methylobacteriaceae
Methylocystaceae
Phyllobacteriaceae
Rhizobiaceae
Rhodobiaceae
Xanthobacteraceae
Rhodobacterales Hyphomonadaceae
Rhodobacteraceae
Rhodospirillales Acetobacteraceae
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Rhodospirillaceae

Rickettsiales

Pelagibacteraceae

Rickettsiaceae

Phylum Clase Orden Familia

mitochondria

Sphingomonadales Erythrobacteraceae
Sphingomonadaceae

Betaproteobacteria A21b EB1003

ub5

Burkholderiales Alcaligenaceae
Burkholderiaceae
Comamonadaceae
Oxalobacteraceae

Gallionellales Gallionellaceae

1S-44

MND1

Methylophilales Methylophilaceae

Neisseriales Neisseriaceae

Nitrosomonadales Nitrosomonadaceae

Rhodocyclales Rhodocyclaceae

SC-1-84

Thiobacterales

Deltaproteobacteria Bdellovibrionales Bacteriovoracaceae

Bdellovibrionaceae

DTB120

Desulfarculales Desulfarculaceae

Desulfobacterales Desulfobacteraceae
Desulfobulbaceae

Nitrospinaceae

Desulfovibrionales

Desulfohalobiaceae

Desulfovibrionaceae

Desulfurellales Desulfurellaceae

Desulfuromonadales Geobacteraceae

MIiz46

Myxococcales 0319-6G20
Cystobacterineae
Haliangiaceae
om27

NB1-j

PB19

SAR324
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Spirobacillales

Sva0485
Sva0853 525_1238
SAR324
Phylum Clase Orden Familia
Syntrophobacterales Syntrophaceae
Syntrophobacteraceae
Syntrophorhabdaceae

Thermodesulfobacterial

Thermodesulfobacteriacea

es e
[Entotheonellales]
Epsilonproteobacteria | Campylobacterales Campylobacteraceae
Helicobacteraceae
Nautiliales Nautiliaceae
Gammaproteobacteri | 34P16
a
Aeromonadales Aeromonadaceae
Succinivibrionaceae
Alteromonadales 125ds10
Alteromonadaceae
Colwelliaceae
HTCC2188
Idiomarinaceae
J115
OM60
Psychromonadaceae
Shewanellaceae

[Chromatiaceae]

Cardiobacteriales

Cardiobacteriaceae

Chromatiales

Chromatiaceae

Ectothiorhodospiraceae

Halothiobacillaceae

Enterobacteriales Enterobacteriaceae
HOC36
Legionellales Coxiellaceae

Legionellaceae

Methylococcales

Oceanospirillales

Alcanivoracaceae

Endozoicimonaceae

Halomonadaceae

Oceanospirillaceae

Oleiphilaceae
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Saccharospirillaceae

Pasteurellales Pasteurellaceae
Pseudomonadales Moraxellaceae
Pseudomonadaceae

Thiohalorhabdales

Thiohalorhabdaceae

Phylum Clase Orden Familia
Thiotrichales Piscirickettsiaceae
Thiotrichaceae
Vibrionales Pseudoalteromonadaceae
Vibrionaceae
Xanthomonadales Sinobacteraceae
Xanthomonadaceae
[Marinicellales] [Marinicellaceae]
TA18 Ccva90
Zetaproteobacteria Mariprofundales Mariprofundaceae
SAR406 AB16 Arctic96B-7 Sc-NB0O4
SBR1093 EC214
Spirochaetes Spirochaetes Sphaerochaetales Sc-NB0O4
Spirochaetales Sphaerochaetaceae

Synergistetes Synergistia Synergistales Aminiphilaceae
Dethiosulfovibrionaceae
Synergistaceae
Thermovirgaceae
™6 SBRH58
SIA-4 51198
™7 T™M7-1
T™M7-3 CWo40 F16
1025 Rs-045
TPD-58
Tenericutes Mollicutes Acholeplasmatales Acholeplasmataceae
Anaeroplasmatales Anaeroplasmataceae
RF39
RF3 ML615J-28
Thermotogae Thermotogae Thermogales Thermotogaceae
Verrucomicrobia | Verruco-5 WCHB1-41 RFP12
Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae
[Methylacidiphilae] Methylacidiphilales LD19
WPS-2
ws3 PRR-12 Sediment-1
Wws4
ZB3 BS119
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[Caldithrix]

KSB1

Ucn15732

[Thermi]

Deinococci

Deinococcales

Deinococcaceae

Trueperaceae
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ANEXO N. Tabla 2. Distribucién taxonémica a partir de los datos

de secuenciacion para la dieta mediterraea.

Asignaciones taxonomicas de las secuencias analizadas para la dieta mediterranea

41 Phyla 87 Clases 149 Ordenes 227 Familias
Phylum Clase Orden Familia
AD3 ABS-6
Acidobacteria AT-s2-57
Acidobacteria-6 BPCO15
iii1-15
Acidobacteriia Acidobacteriales Acidobacteriaceae
Koribacteraceae
BPC102 B110
MVS-40
DA052 E29
Ellin6513
0S-K
PAUC37f
RB25
5035
Solibacteres Solibacterales PAUC26f
Sva0725 Sva0725
[Chloracidobacteria] | o_11-24
DS-100
PK29
RB41 Ellin6075
iii1-8 SIA-36
Actinobacteria Acidimicrobiia Acidimicrobiales C111
lamiaceae
wb1_P06
Actinobacteria Actinomycetales ACK-M1
Actinomycetaceae
Actinosynnemataceae
Brevibacteriaceae
Cellulomonadaceae
Corynebacteriaceae
Dermabacteraceae
Dermacoccaceae
Dermatophilaceae
Phylum Clase Orden Familia
Dietziaceae

Frankiaceae
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Geodermatophilaceae

Gordoniaceae

Intrasporangiaceae

Kineosporiaceae

Microbacteriaceae

Micrococcaceae

Micromonosporaceae

Mycobacteriaceae

Nakamurellaceae

Nocardiaceae

Nocardioidaceae

Promicromonosporaceae

Propionibacteriaceae

Pseudonocardiaceae

Rarobacteraceae

Sanguibacteraceae

Sporichthyaceae

Streptomycetaceae

Thermomonosporaceae

Tsukamurellaceae

Williamsiaceae

Yaniellaceae

Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae
Coriobacteriia Coriobacteriales Coriobacteriaceae
MB-A2-108 0319-7L14
Nitriliruptoria Nitriliruptorales Nitriliruptoraceae
Rubrobacteria Rubrobacterales Rubrobacteraceae
Thermoleophilia Gaiellales

Solirubrobacterales Conexibacteraceae

Solirubrobacteraceae

Aquificae Aquificae

BHI80-139 MD2896-B26

BRC1

Bacteroidetes BME43

Bacteroidia Bacteroidales BA008

BS11
Bacteroidaceae
Marinilabiaceae

Phylum Clase Orden Familia
Porphyromonadaceae
Prevotellaceae
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RF16

Rikenellaceae

524-7
SB-1
[Barnesiellaceae]
[Odoribacteraceae]
[Paraprevotellaceae]
Cytophagia Cytophagales Cyclobacteriaceae
Cytophagaceae
Flammeovirgaceae
[Amoebophilaceae]
Flavobacteriia Flavobacteriales Cryomorphaceae
Flavobacteriaceae
[Weeksellaceae]
SB-5
Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae
[Rhodothermi] [Rhodothermales] Rhodothermaceae
[Saprospirae] [Saprospirales] Chitinophagaceae
Saprospiraceae
Caldithrix Caldithrixae Caldithrixales Caldithrixaceae
Chlorobi Ignavibacteria Ignavibacteriales Ignavibacteriaceae
lheB3-7
OPB56
Chloroflexi Anaerolineae Ardenscatenales Ardenscatenaceae
Caldilineales Caldilineaceae
MSB-1E9
OPB11
SBR1031 Adb
SHA-20
SJIA-15
c0119
Dehalococcoidetes
Ktedonobacteria Elev-1554
5085
Thermomicrobia AKYG1722
JG30-KF-CM45
Cyanobacteria 4C0d-2 Ys2
Chloroplast Chlorophyta Chlamydomonadaceae
Phylum Clase Orden Familia
Euglenozoa Gloeobacteraceae

Stramenopiles
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Streptophyta

Gloeobacterophycideae | Gloeobacterales

ML635J-21

Nostocophycideae Stigonematales Rivulariaceae
Oscillatoriophycideae | Chroococcales Microcystaceae

Xenococcaceae

Oscillatoriales

Phormidiaceae

Synechococcophycideae

Pseudanabaenales

Pseudanabaenaceae

Elusimicrobia

Elusimicrobia

FAC88

Endomicrobia

Fibrobacteres

Fibrobacteria

258ds10

Fibrobacterales

Fibrobacteraceae

Ucp1540

TG3

T7G3-1

M1PL1-46

MAT-CR-H6-H10

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Alicyclobacillaceae

Bacillaceae

Paenibacillaceae

Planococcaceae

Staphylococcaceae

[Exiguobacteraceae]

Gemellales

Gemellaceae

Lactobacillales

Aerococcaceae

Carnobacteriaceae

Enterococcaceae

Lactobacillaceae

Leuconostocaceae

Streptococcaceae

Turicibacterales

Turicibacteraceae

Clostridia

Clostridiales

Caldicoprobacteraceae

Christensenellaceae

Clostridiaceae

Dehalobacteriaceae

EtOH8

Eubacteriaceae

Gracilibacteraceae

Heliobacteriaceae

JTB215

Phylum

Clase

Orden

Familia

Lachnospiraceae

Peptococcaceae
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Peptostreptococcaceae

Ruminococcaceae

Syntrophomonadaceae

Veillonellaceae

[Acidaminobacteraceae]

[Mogibacteriaceae]

[Tissierellaceae]

Halanaerobiales

Halanaerobiaceae

MBAOS8

Natranaerobiales Anaerobrancaceae
OPB54
SHA-98
Erysipelotrichi Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae
OPB54
Fusobacteria Fusobacteriia Fusobacteriales Fusobacteriaceae
Leptotrichiaceae
GAL15
GNO2 GKS2-174
GOUTA4
Gemmatimonadete | Gemm-1
s
Gemm-2
Gemm-3
Gemm-5
Gemmatimonadetes | N1423WL
KSB3
Lentisphaerae [Lentisphaeria] Victivallales Victivallaceae
MAT-CR-M4-B07
NC10
Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales 0319-6A21
Nitrospiraceae
[Leptospirillaceae]
[Thermodesulfovibrionacea
e
OD1
OP1 MSBL6
[Acetothermia] [Acetothermales]
Planctomycetes Phycisphaerae Phycisphaerales
Proteobacteria Alphaproteobacteria | BD7-3
Caulobacterales
Phylum Clase Orden Familia
Ellin329
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Kiloniellales

Caulobacteraceae

Kordiimonadales

Kordiimonadaceae

RF32

Rhizobiales

Aurantimonadaceae

Bartonellaceae

Beijerinckiaceae

Bradyrhizobiaceae

Hyphomicrobiaceae

Methylobacteriaceae

Methylocystaceae

Phyllobacteriaceae

Rhizobiaceae

Rhodobiaceae

Rhodobacterales

Hyphomonadaceae

Rhodobacteraceae

Rhodospirillales

Acetobacteraceae

Rhodospirillaceae

Rickettsiales

Anaplasmataceae

Pelagibacteraceae

Rickettsiaceae

Sphingomonadales

Erythrobacteraceae

Sphingomonadaceae

Betaproteobacteria A21b EB1003
Burkholderiales Alcaligenaceae
Burkholderiaceae
Comamonadaceae
Oxalobacteraceae
Ellin6067
1S-44
MND1
Methylophilales Methylophilaceae
Neisseriales Neisseriaceae
Nitrosomonadales Nitrosomonadaceae
Procabacteriales Procabacteriaceae
Rhodocyclales Rhodocyclaceae
SC-1-84
Thiobacterales
Deltaproteobacteria Bdellovibrionales Bacteriovoracaceae
Phylum Clase Orden Familia
Bdellovibrionaceae
DTB120
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Desulfobacterales

Desulfobacteraceae

Desulfobulbaceae

Nitrospinaceae

Desulfovibrionales

Desulfohalobiaceae

Desulfomicrobiaceae

Desulfovibrionaceae

Desulfurellales Desulfurellaceae

Desulfuromonadales Geobacteraceae

FAC87

GMD14H09

Myxococcales Cystobacterineae
om27

PB19

Spirobacillales

Sva0853 SAR324

Syntrophobacterales Syntrophaceae
Syntrophobacteraceae

Thermodesulfobacterial
es

Thermodesulfobacteriaceae

[Entotheonellales]
Epsilonproteobacteri | Campylobacterales Campylobacteraceae
a
Helicobacteraceae
Nautiliales Nautiliaceae
Gammaproteobacteria 34P16
Aeromonadales Aeromonadaceae
Succinivibrionaceae
Alteromonadales Alteromonadaceae
Colwelliaceae
HTCC2188
Idiomarinaceae
OM60
Psychromonadaceae
Shewanellaceae
Cardiobacteriales [Chromatiaceae]
Chromatiales Cardiobacteriaceae
Chromatiaceae
Ectothiorhodospiraceae
Halothiobacillaceae
Enterobacteriales Enterobacteriaceae
Phylum Clase Orden Familia
HOC36
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HTCC2188

Legionellales

Coxiellaceae

Francisellaceae

Legionellaceae

Methylococcales

Oceanospirillales

Alcanivoracaceae

Endozoicimonaceae

Halomonadaceae

Oceanospirillaceae

Pasteurellales Pasteurellaceae
Pseudomonadales Moraxellaceae

Pseudomonadaceae
Thiohalorhabdales

Thiotrichales

Piscirickettsiaceae

Thiotrichaceae

Vibrionales Pseudoalteromonadaceae
Vibrionaceae
Xanthomonadales Sinobacteraceae

Xanthomonadaceae

[Marinicellales]

[Marinicellaceae]

Zetaproteobacteria Mariprofundales Mariprofundaceae
SAR406 AB16 Arctic96B-7 A714017
SBR1093
SR1
Spirochaetes MVP-15 PL-11B10
Spirochaetes Sphaerochaetales Sphaerochaetaceae

Spirochaetales

Spirochaetaceae

Synergistetes Synergistia Synergistales Aminiphilaceae
Dethiosulfovibrionaceae
Synergistaceae
TTA_B6
Thermovirgaceae
T™M6 SBRH58
SIA-4 51198
™7 T™M7-3 CWo40 F16
1025 Rs-045
Tenericutes Mollicutes Acholeplasmatales Acholeplasmataceae
Anaeroplasmatales Anaeroplasmataceae
RF39
Phylum Clase Orden Familia
RF3 ML615J-28
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Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae

Verrucomicrobia Verruco-5 WCHB1-41 RFP12
Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae

WPS-2

[Caldithrix] KSB1 Ucn15732

[Thermi] Deinococci Deinococcales Deinococcaceae
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ANEXO O. Tabla 3. Géneros bacterianos (79) encontrados antes de
iniciar la dieta cetogénica (tiempo 0) y ausentes a su término

Acidocella
Actinobacillus

Actinomadura
Actinoplanes
Aeriscardovia
Agrobacterium
Alicyclobacillus
Alvinella
Anaerococcus
Anaerofustis
Anaeroplasma
Anaerovibrio
Anoxybacillus

BE24

Blastococcus
Blattabacterium
Brevibacterium
Buchnera
Campylobacter
Candidatus Endobugula
Candidatus Solibacter
Carnobacterium

Catenuloplanes
cc_115
Chitinophaga
Chryseobacterium

Cloacibacterium

Colwellia

Coriobacterium

Couchioplanes
Crocinitomix
Curtobacterium
Delftia
Desulfitispora

Desulfococcus

(tiempo 3/ semana 9)

Myroides

Natronincola_Anaerovi
rgula

Oceanicaulis
Oceanobacillus
Ornithobacterium
Pilimelia
Plesiomonas

Psychrilyobacter

Desulfotomaculum_Desulfovirgula Pyramidobacter

Desulfovermiculus

Desulfurispora
Enterovibrio
1-68

Gallicola

Geobacillus

Gluconacetobacter

Guggenheimella
Halochromatium
Helicobacter
HTCC2207
Kingella
Leptotrichia
Lonepinella
Luteimonas
Lysinibacillus
Marinobacter

Mycoplana

RFN20
Roseomonas
Salinispora
Simplicispira
Sporobacter
Sporosarcina
Tannerella
Tepidibacter
Thalassomonas
Thermomonas
Trabulsiella
Treponema
Truepera

Vagococcus
Variovorax

Xenorhabdus
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ANEXO P. Tabla 4. Géneros bacterianos (84) encontrados al
término de la dieta cetogénica (tiempo 3/semana9) y ausentes
antes de la intervencion

5-7N15
Aeromicrobium

AF12

Alcaligenes
Alkalibacterium
Alteromonas
Anaerobranca
Anaerovorax
Aquicella
Arcanobacterium
Asteroleplasma
Asteroleplasma
Azospira

Azospirillum
Balneimonas
Blastomonas
Caminibacter
Candidatus Tammella
Candidatus Tammella
Catonella

Cellulomonas
Cetobacterium

Clavibacter
Clostridium
Clostridium
Cryocola

Cupriavidus

Dickeya

ecb11
Fibrobacter

Flavisolibacter
GO07

Geobacter

Geosporobacter_Thermotalea

GW-34
Haloglycomyces
Hymenobacter
Hyphomicrobium
Hyphomonas
JG37-AG-70
L7A_E11
Lautropia
Leptolyngbya
Methylotenera
Niigata-25
Nitrosomonas
Nitrospira
Ornithinibacillus

Owenweeksia
Oxobacter

Paulinella
Pelosinus
Photobacterium
Photobacterium
Piscirickettsia

Prauserella

Propionicimonas

Proteiniclasticum
PSB-M-3
Psychromonas
PW3

Rarobacter
Rhodoplanes
Rikenella
Roseateles
Rubrobacter
Saccharopolyspora
Salinicoccus
Salmonella
Selenomonas
Sinorhizobium
Spirosoma

Sulcia

Sulfuritalea
Thermodesulfovibrio
Thermovenabulum

Thiomicrospira
vadinCA02
vadinCA02

Verrucomicrobium
Verrucomicrobium
WCHB1-84
Weeksella

ZD0117
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ANEXO Q. Tabla 5. Géneros bacterianos encontrados

exclusivamente en el grupo de dieta cetogénica (130)

Acidocella
Actinomycetospora
Actinotalea
Alkalibacterium
Allobaculum
Anaerofilum
Aquicella
Arenimonas
Arsenicicoccus
Balneimonas
BE24
Blastococcus
Blattabacterium
Brochothrix
BSV43
Butyricicoccus

Caldanaerocella

Candidatus
Acetothermum

Candidatus
Blochmannia

Candidatus Endobugula
Candidatus Regiella
Candidatus Rhodoluna
Carnobacterium
Catellatospora
Catenuloplanes

cc_115

Cellulosibacter
Chelonobacter
Chitinophaga
Citricoccus
Colwellia
Coriobacterium
Cryocola
Cupriavidus
DCE29
Dermabacter
Desulfitispora
Desulfobulbus
Desulfonauticus
Desulfotalea
Dok59
Dokdonella

Dyadobacter

Edaphobacter

Fervidobacterium

Frankia
Fulvimarina
Gallibacterium
Gallionella
Garciella
Gemella

Geobacillus

Gluconacetobacter

Glycomyces
Haloglycomyces
Halorhodospira
Helcococcus
Hymenobacter
Janthinobacterium
Jeotgalicoccus
Kaistia

Labrys
Lautropia
Limnobacter
Luteimonas
Luteococcus
Lysinibacillus
Macrococcus

Magnetospirillum
Marinibacillus
Marinitoga
Marinobacter
Micrococcus

NO9
Neptunomonas
Nitrospira
Oceanobacillus

Paulinella

Pectinatus
Pedomicrobium
Persephonella
Petrobacter
Petrotoga
Piscirickettsia
Plesiomonas
Pontibacillus
Pontibacter
Prauserella
PSB-M-3
Rheinheimera
Rhodopila
Rhodovarius
Rickettsia
Rubellimicrobium

Ruminobacter

Rummeliibacillus

Saccharopolyspora

Salinicoccus
Salinispora
Sediminibacterium
Shigella
Sporobacter
Sporomusa

Sporosarcina

Sulcia

Sulfuricurvum
Swaminathania
Synechococcus
Tannerella
Tessaracoccus
Thalassomonas
Thalassospira
Thermicanus
Thermocrispum
Thermodesulfovibrio
Thermomonas
Thermovenabulum
Thioalkalimicrobium
Truepera
vadinHB04

Varibaculum

Variovorax

Victoria

Wandonia
Wautersiella
WCHB1-84
Xanthobacter
Xanthomonas
Xenorhabdus

ZD0117
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ANEXO R. Tabla 6. Géneros bacterianos encontrados
exclusivamente en el grupo de dieta mediterranea (51)

Acidaminobacter

Actinocorallia
Actinopolymorpha
Adhaeribacte
Albidovulum
Alloscardovia
Amycolatopsis
Agquabacterium
Arcanobacterium
Asticcacaulis
Brachymonas
Caldilinea
Candidatus Solibacter
Clostridiisalibacter
Coccinistipes
Cocleimonas

Cohnella

Dechloromonas

Dermacoccus
Desulfonatronovibrio
Erythromicrobium
Facklamia
Flavihumibacter
Gluconacetobacte
Halothiobacillus
Kosmotoga
Leadbetterella
Legionella
Leptospirillum
Octadecabacter
p-75-a5
Parvibaculum
Perlucidibaca

Piscicoccus

Procabacter

Profftia
Promicromonospora
Reichenbachiella
Rivularia
Roseococcus
SGSH944

Sodalis
Sporocytophaga
Thauera
Thermovirga
Thiomonas
Thiopilula

Vibrio

Williamsia

Zhihengliuella
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ANEXO S. Tabla 7. Géneros bacterianos presentes al término de la

Acidaminococcus

Aeromicrobium
Aggregatibacter
Alcaligenes
Alcanivorax
Alkalibacterium
Allobaculum
Aminiphilus
Aminobacterium

Anaerobranca

Anaerovorax

Aquicella

Arcanobacterium

Asteroleplasma
Azospirillum
Balneimonas
BD2-13
Blastomonas

Caminibacter

Candidatus
Acetothermum

Candidatus Tammella

Cellulomonas

Clavibacter

Colwellia

Congregibacter
Coprobacillus
Cryocola
Cupriavidus
Dickeya

ecbll
Enhydrobacter
Fibrobacter
Flavisolibacter

Frigoribacterium

G07

Garciella

Geosporobacter_Therm

otalea

Glaciecola
Gordonia

HA73
Haloglycomyces
Halomonas

HTCC
Hymenobacter
Hyphomicrobium
JG37-AG-70
Kribbella

L7A_E11

dieta cetogénica (semana 9) (116)

Lautropia
Leptolyngbya
Methylotenera
Microbacterium
Microbispora
Microcystis
Mogibacterium
Neisseria
Nesterenkonia
Niigata-25
Nitrosomonas
Nitrospira
Nocardia

Nocardioides
Ornithinibacillus
Owenweeksia
Oxobacter
Paenibacillus
Pantoea
Paracraurococcus
Paulinella
PD-UASB-13
Pelosinus

Pelotomaculum

Peptococcus
Phenylobacterium
Piscirickettsia
Polynucleobacter
Prauserella
Propionicimonas
Proteiniclasticum
Proteus
Providencia

PSB-M-3

Pseudoramibacter_Eu

bacterium

Psychrobacter

Psychromonas
Ralstonia
Rarobacter
Rhizobium
Rhodococcus
Rubrobacter
Saccharopolyspora
Salinicoccus
Salmonella
Scardovia
Sedimentibacter

Selenomonas

Shewanella
Sinorhizobium
Sphingobium
Spirosoma
Sporanaerobacter
Steroidobacter
Succiniclasticum
Sulcia
Synechococcus
Syntrophomonas

Thalassospira

Thermodesulfovib
rio
Thermovenabulu
m

Thiomicrospira
Verrucomicrobium
Wautersiella
WCHB1-84
Weeksella

Xylanimicrobium

ZD0117
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ANEXO T. Tabla 8. Géneros bacterianos presentes al término de la
dieta mediterranea (semana 9) (26)

Actinobacillus

Actinomadura
Actinoplanes
Actinopolymorpha
Afifella

Alicyclobacillus
Anaerofustis

Aquimonas

Ardenscatena

Campylobacter

Cohnella
Desulfococcus
Desulfonatronovibrio
Desulfurispora

Helicobacter
Leadbetterella

Octadecabacter

Ornithobacterium

Polaribacter

Procabacter
Pyramidobacter
Rivularia
Ruminococcus

Synergistes
Trabulsiella

Williamsia

ANEXO U. Tabla 9. Géneros presentes durante ambas dietas en

Lachnospira

Dorea
Coprococcus

Ruminococcus

todos los tiempos analizados (12)

Fusibacter

Paraprevotella

Bacteroides

Faecalibacterium

- FIN DE TEXTO -

Roseburia

Blautia
Parabacteroides

Prevotella
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