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RESUMEN

La cerveza es una bebida que ha sido consumida desde hace miles de afios por
diversas circunstancias, desde razones sociales hasta por razones religiosas,
atribuyéndole a la cerveza que es buena para la salud. Recientemente se han
caracterizado los componentes de la cerveza; los cuales son componentes
polifendlicos (acidos a, humulona e isohumulona, 8-prenilnaringenia y xantohumol
principalmente), estos componentes se le atribuyen diversas actividades
funcionales. Hay estudios in vitro donde los componentes polifendlicos derivados
del té verde presentan actividad contra los Firmicutes en comparacion con los
Bacteroidetes; y estudios in vivo, han mostrado que el resveratrol del vino puede
modificar la microbiota en ratones sanos. Con base en los resultados conocidos de
los componentes polifendlicos este trabajo se analizé la actividad de los
componentes polifendlicos presentes en la cerveza pueden modificar la
composicion de la microbiota intestinal cuando se consumen durante 30 dias
favoreciendo el desarrollo de los Bacteroidetes respecto a los Firmicutes. Ademas,
se observo que durante la intervencion con la cerveza no se modifican los valores
de biometria hematica, perfil hepatico, lipidico, de inflamacién, valores
antropométricos (peso, medida de la cintura y cadera); ademas, interesantemente
se observé disminucién de la glucosa en suero sanguineo y aumento el porcentaje

de células 3 funcionales.



ABSTRACT

Beer is a drink that has been consumed for thousands of years by various
circumstances, from social reasons to religious reasons, attributed to beer that is
good for health. Recently the components of beer have been characterized; which
are polyphenolic components (a acids humulone and isohumulone, 8-
prenylnaringenin and xantohumol mainly), these components are attributed diverse
functional activities. There are in vitro studies in which polyphenolic components
derived from green tea exhibit activity against Firmicutes compared to Bacteroidetes;
And in vivo studies, they have found that wine resveratrol can modify the microbiota
in healthy mice. Based on the known results of the polyphenolic components this
work analyzed the activity of the polyphenolic components present in beer can
modify the composition of the intestinal microbiota when consumed for 30 days that
favor the development of Bacteroidetes with respect to Firmicutes. It was also
observed that during the intervention with the beer did not change the values of
hematic biometrics, hepatic profile, lipid, and inflammation, anthropometric values
(weight, waist and hip measurement); in addition, it was interesting to observe a
decrease in glucose in blood serum and an increase in the percentage of functional

cells.



1. INTRODUCCION

Segun la reglamentacién Técnico-Sanitaria Espafiola, "la cerveza es la bebida
resultante de la fermentacion alcohdlica, mediante levaduras seleccionadas, de un
mosto procedente de malta de cebada, sola o mezclada con otros productos
amilaceos transformables en azuUcares por digestion enzimatica, adicionado con
lGpulo y/o sus derivados y sometido a un proceso de cocciéon. La malta puede ser
sustituida por cereales, granos crudos que contengan féculas, asi como azucares,
siempre gue las sustancias afiadidas no excedan del 50% en masa de la materia

prima utilizada" (Cerveceros de Espafia, 2001).

1.1 Historia de la cerveza
El origen de la cerveza se relaciona al descubrimiento de la agricultura (alrededor
del 12,000 A. C.), en esta época el hombre va dejando la caceria y se empieza a
dedicar a la agricultura. Sin embargo, no se tiene informacion que confirme que la
cerveza tuvo origen en esta época, sin embargo, un estudio reciente en ceramica
encontrada en China se encontré datos de posible elaboracién de cerveza entre
9,000y 7,000 A. C. (Cabras & Higgins, 2016).

Otra evidencia de fabricacion de cerveza esta ligada a Mesopotamia, donde
se encontraron fragmentos arqueoldgicos de ceramica que datan del afio 6,000 A.
C. También se tiene evidencia de que se dedicaban al comercio de cerveza, la cual
llamaban Sikaru. Los egipcios a su vez lo atribuyen a su deidad Osiris y la llamaron
Zythum, que significa vino de cebada. Era usado como bebida social y se usaba
como ofrenda para los difuntos y como forma de pago. Los griegos conocen la
elaboracion de la cerveza a través de los egipcios; sin embargo, en Grecia la
cerveza tenia poca importancia religiosa debido a que ellos le daban mas
importancia al vino en este aspecto (Cabras & Higgins, 2016; Carbajal-Martinez &
Insuasti-Andrade, 2010; Cerveceros de Espafia, 2001).

Roma conocio la cerveza a traves de Grecia; aqui fue donde se comenz6 a
acufar el nombre de cerveza, ya que era llamada Cerevisia, derivado del nombre

de su deidad de los cultivos (Ceres). No obstante, se terminé por despreciar la



cerveza y a optar por el vino, y en su conquista propagaron el consumo de vino
(Cabras & Higgins, 2016; Carbajal-Martinez & Insuasti-Andrade, 2010).

Durante el Siglo V D. C. la cerveza comenz6 a ser producida en los
monasterios de toda Europa. Los monjes son los responsables de mejorar el
proceso de su fabricacion al adicionarle ltpulo, lo cual contrarresté el sabor dulce
de la malta, le da un buen aroma y se afiaden conservadores. En esta época esta
bebida era popular entre los alemanes y los celtas. Con la conquista espafiola se
extiende la cerveza al continente americano desplazando a la Chicha, la cudl era
una bebida Inca similar a la cerveza, pero usaba diferente grano y tenia menor
cantidad de alcohol (Cabras & Higgins, 2016).

Con el desarrollo de la industria la elaboracibn de cerveza aumenta
considerablemente; sin embargo, tuvo dos eventos adversos para su desarrollo, la
primera y segunda guerra mundial, en donde se escasearon las materias primas
para su elaboracion. Actualmente la cerveza se elabora a gran escala a nivel
mundial (Cabras & Higgins, 2016; Carbajal-Martinez & Insuasti-Andrade, 2010;

Cerveceros de Espafia, 2001).

1.2. Elaboracion

La cerveza se obtiene de la fermentacion de un mosto elaborado a partir de malta
de cebada, con o sin la adicion de otros cereales no malteados (adjuntos). La
mezcla de estos cereales con agua se transforma en aztcares mediante la digestion
enzimatica. Posteriormente se agrega a la mezcla el lupulo y/o sus derivados y

finalmente es sometida a un proceso de coccién (Sanchez-Miguel A., 2011).

Malteado: EIl grano de cebada tiene que ser puesto a germinar a una
temperatura de 10 a 16° C, una humedad de 42 a 46 % y un tiempo de 60
horas. Después, la cebada germinada se seca usando aire caliente iniciando
con un calentamiento suave hasta alcanzar la temperatura final dependiendo
de las caracteristicas que se deseen en la malta. Normalmente las

temperaturas de secado para maltas Lager son de 55 a 70° C y de 60 a 95°



C para maltas Ale. Finalmente se realiza la fragmentacién de los granos
tostados para obtener la malta en polvo. Al final de este proceso se obtiene

un polvo rico en enzimas (Sanchez-Miguel A., 2011).

Produccién del mosto: La malta se mezcla con agua; opcionalmente se
pueden adicionar otros tipos de grano para dar diferentes sabores a la
cerveza. La mezcla se calienta gradualmente hasta una temperatura de 48 °
C por aproximadamente 20 minutos, con el objetivo de activar enzimas del
mosto: proteasas, B-glucanasas y B-amilasa. Se continta el calentamiento
progresivo por etapas a temperaturas de 60° C por 30 minutos y
posteriormente a 72° C por 30 minutos mas, estas temperaturas
corresponden a las temperaturas de activacion de las amilasas. La solucién
se filtra y al liquido obtenido se le afiade el lupulo. Finalmente, la solucién se

somete a ebullicién por una hora para obtener el mosto.

Fermentacion: En esta etapa las levaduras metabolizan los carbohidratos
del mosto para la generacion de etanol y CO: principalmente. Se aplica en
dos tiempos la fermentacibn primaria y fermentacion secundaria
(maduracion).
Existen dos tipos de fermentacion primaria:
Fermentacion alta: Empleada en la elaboracion de cerveza tipo Ale.
Durante esta fermentacion las levaduras forman un aglomerado que flota
en el liguido o pueden flocular a inicios de la fermentacién y hundirse el
liquido a. 15 a 22° C.
Fermentacion baja: Empleada en la elaboracion de cerveza tipo Lager.
En este tipo de fermentacion las levaduras floculan al finalizar la etapa,

en aglomerados que se hunden en el liquido a 7 a 15° C.

El proceso de maduracion consiste en someter al mosto fermentado a bajas
temperaturas que van desde 4 a 10 © C por un tiempo de 5 a 10 dias. La

maduracidn proporciona a la cerveza sus caracteristicas finales de olor, color,



sabor y brillantez. Una vez concluida la maduracion, la cerveza es clarificada,
carbonatada, envasada y pasteurizada para su embalaje y distribucion
(Figura 1) (Sanchez-Miguel A., 2011).
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Figura 1. Proceso de elaboracion de cerveza (Cerveceros de Espafia, 2001).

1.3. Composicién

La cerveza contiene principalmente cebada, lUpulo, levadura (Sacharomyces
cerevisiae) y agua. Los extractos de cebada (70-80%) y lupulo (20-30%) (Figura 2)
contienen abundantes polifenoles tales como kaempferol, quercetina, tirosol, &cidos



felarico, xantohumol, isoxantohumol, 8-prenilarigenina, a &acidos (humulona) y B
acidos (lupulona) (Chen et al., 2014; Gerhauser, C., 2005).

Figura 2. Materia prima usada en la elaboracion de cerveza: cebada, lGpulo, Sacharomyces
cerevisiae, levadura comercial y cerveza artesanal (Sanchez-Miguel A., 2011; Carbajal-Mariinez &
Insuasti-Andrade, 2010).

Los acidos iso a acidos (humulona) se isomerisan espontdneamente cuando
se someten a una temperatura alta (70-120° C). Los B &cidos (lupulona) tienen una
estructura similar, pero difieren en sus ramificaciones, lo que los hace mas
hidrofébicos y poseen una actividad bacteriostatica mayor, sin embargo, no estan
presentes en la cerveza debido a su sensibilidad a la oxidacion. Los derivados del
xantohumol son chalconas preniladas y flavonoides que son solubles en
compuestos polares (Figura 3) (Steenackers et al., 2014; Gerhauser, C., 2005).
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Figura 3. Estructura de los compuestos polifendlicos en la cerveza: a acidos humulona e
isohumulona, B acido (lupulona) y xantohumol (Steenackers et al., 2014).

1.4. Propiedades en relacion a la salud

El estrés oxidativo estd involucrado en muchas enfermedades: ateroesclerosis,
diabetes, enfermedades neurodegenerativas envejecimiento. Se sabe en la
actualidad que el consumo de una dieta rica en antioxidantes brinda una proteccion
contra dichas enfermedades. Ya que existen estudios epidemiol6gicos en los cuales
hay una asociacién entre el consumo de alimentos ricos en compuestos fendlicos y
la prevencion de enfermedades asociadas con estrés oxidativo. Ademas, se
determind la absorcion de compuestos fendlicos a través de la barrera intestinal, en
los cuales se observo un incremento de la capacidad antioxidante del plasma
después del consumo de alimentos ricos en compuestos fendlicos. Por otro lado, el
consumo de cerveza sin alcohol en la cena aumenta la capacidad antioxidante en
la orina (Franco et al., 2013; Nardini et al., 2005; Ghiselli et al., 2000).



Los extractos de malta y Ildpulo contienen abundantes compuestos
polifendlicos ademas del etanol. Principalmente &cidos fendlicos, chalconas
preniladas, flavonoides, catequinas y proantocianidinas. Estos compuestos han
demostrado que poseen diferentes efectos: antibacteriano, antiinflamatorio,
antioxidante, antiangiogénico, antimelanogénico, antiosteoporosis, anticancerigeno
e incluso en recientes estudios se ha observado que presenta actividad contra
eczema atopico, cancer de piel, infecciones de piel, desordenes de pigmentacion,
piel secay piel envejecida (Chen et al., 2014).

El xantohumol es un agente quimiopreventivo de amplio espectro que actla
por: inhibe la activacibn metabdlica de procancerigenos, induce enzimas con
actividad detoxificantes y puede inhibir el crecimiento de tumores en estadio
temprano (Stevens & Page, 2004). En otros estudios, el xantohumol reduce la
genotoxicidad causada por los radicales reactivos de oxigeno, hidrocarburos
ciclicos aromaticos y aminas ciclicas aroméaticas, ademas tiene actividad
antiinflamatoria interactuando con las prostaglandinas, la sintesis de DNA, induce
apoptosis e inhibe el ciclo celular. Estas actividades han sido reportadas in vitro mas
no necesariamente suceden in vivo (Ferk et al., 2010).

Tanto el xantohumol como el isoxantohumol pueden inhibir la sintesis de DNA
en células de cancer de mama (MCF-7), en cambio en cultivo primario de
hepatocitos no se observo inhibicion en 24-48 horas con una dosis de 10 uM. Para
determinar la actividad antiangiogénica se hizo una prueba in vitro cultivando vasos
sanguineos de placenta con xantohumol e isoxantohumol, con xantohumol se
observé una reduccién de formacion de capilares en un rango de concentracion de
0.5-10 pM. En otro estudio se usaron cultivos de linea de células endoteliales
microvasculares de humanos inmortalizadas (HMEC-1), donde se observa que se
inhibe la migracién, lo que indica actividad antiangiogénica (Gerhauser, C.,2005).

Por otro lado, para estudiar si tiene actividad estrogénica se estudio el
fitoestrogeno contenido en la cerveza, la 8-prenilnaringenina, la cual mostro
actividad estrogénica en levadura recombinante que expresa el receptor de
estrogenos y una respuesta estrogénica en cultivos de células endometriales

Ishikawa (Var-l); sin embargo, en usando una dosis de 100 pg/ 100 mL en ratones



incrementa la mitosis en vagina; y con dosis de 400 a 1000 veces mas que lo que
contiene la cerveza, no hay ningun efecto perjudicial, por lo que es seguro para el

humano consumir cerveza (Gerhauser, C.,2005; Stevens & Page, 2004).

1.5. Microbiota del tracto digestivo

El avance en la secuenciacion del DNA permitio para el afio 2012 caracterizar los
microorganismos asociados al ser humano (microbiota) y su corrrespondiente
genoma (microbioma), y se lleg6 a determinar los principales phylum: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria. De los cuales Bacteroidetes,
Actinobacteria y Proteobacteria estan cercanamente relacionados y el phylum de
los Firmicutes es el mas distante (Figura 4) (Mao & Franke, 2015; Zapata et al.,
2015; Bik et al., 2006).
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Figura 4. Representacion esquematica de los microorganismos que habitan el ser humano (Mao &
Franke, 2014).
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La microbiota intestinal humana es aproximadamente de 100 trillones, lo cual
representa diez veces mas que el total de células humanas. Esto es un impacto
significativo en la fisiologia humana. (Mao & Franke, 2015; Walsh et al., 2015). El
tracto gastrointestinal es un microecosistema dinamico, (Figura 5) el cual contiene
una alta diversidad microbiana, la cual vive en equilibrio con el huésped, cuya
funcién consiste en degradar componentes no digeribles de los alimentos, remover
compuestos toxicos, sintetizar vitaminas, metabolizar carbohidratos y proteinas, es
la barrera intestinal, protege contra enfermedades y estimula al sistema
inmunolégico. La microbiota del tracto digestivo varia mucho a través del tracto
digestivo. (Mao & Franke, 2015; Nunes de Almada et al., 2015; Walsh et al., 2015).

High system Reduced system
resilience complexity

Figura 5. La microbiota es dinamica a lo largo de la vida del ser humano (Mao & Franke, 2014).

1.6. Propiedades de la microbiota del tracto digestivo en relacién con la

salud

Un perfil de abundancia relativa alta de Firmicutes y una abundancia relativa
baja de Bacteroidetes aunado a un consumo elevado de dietas ricas en
carbohidratos y grasas saturadas se asocia con un mayor riesgo de obesidad

Estudios recientes en nifios encontraron mayor poblacién de Bacteroidetes en nifios
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con peso normal y mayor poblacién de Firmicutes en los que tienen mayor peso
(Estrada-Velasco et al., 2015; Devaraj et al., 2013; Sanz et al., 2008).

Los géneros bacterianos incrementados en nifios con sobrepeso y obesidad
son: Faecalibacterium spp., Lachnospiraceae y Roseburia spp., y disminuyen
Succinivibrio, y Osccillospira spp.; Faecalibacterium, spp. tiene la capacidad de
extraer energia de carbohidratos complejos no digeribles en el colon distal,
Roseburia spp. aumenta la produccion de acido butirico, Succinivibrio, vy
Osccillospira spp. regulan el balance de energia en el huésped. Los nifios con
sobrepeso presentan un incremento de Blautia, Coprococcus spp. y las
enterobacterias; las cuales estan relacionadas con un aumento en la actividad
proinflamatoria del huésped de forma crénica. Los nifios con peso normal tienen
una abudancia en Proteobacteria y menor cantidad de Firmicutes (Murugesan et al.,
2015).

No sélo la dieta puede modificar la diversidad de la microbiota en humanos
también se modifica viajando, con tratamiento médico y la edad, donde disminuye
el phylum de los Bacteroidetes y los Firmicutes aumentan, generando un
desbalance de la microbiota (disbiosis), lo cual puede ser causa de algunas
enfermedades como obesidad, diabetes tipo 2, y sindrome del intestino irritable
(Figura 6) (Murugesan et al., 2015; Walsh et al., 2015; Mao & Franke, 2015; Estrada-
Velasco et al., 2014; Gerber, G. K., 2014).
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Figura 6. Representacion esquematica de las principales vias metabdlicas de una dieta basada
oligo- y polisacéridos en el ecosistema intestinal (Sanz et al., 2008).

La microbiota que incrementa la capacidad de extraer energia en calorias de
la dieta se le conoce como microbiota obesa compuesta principalmente por
Firmicutes Un estudio en ratones, donde se trasplanta la microbiota de ratones
delgados a obesos, se observa una disminucion de peso. (Walsh et al., 2015; Vijay-
Kumar et al., 2010).
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La microbiota intestinal mediante sus lipopolisacaridos (LPS) modula la
inflamacion a través de los receptores tipo toll (TLR) de la inmunidad innata
favoreciendo la expresion de IL-18 IL-6, IL-8, MCP-1 TNF-a (Mao & Franke, 2015;
Zapata et al., 2015). Cuando se produce mas mediadores de inflamacion que los
antiinflamatorios como IL-10 se asocia con la obesidad (Figura 7) (Sanz et al., 2008).
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Figura 7. Diagrama esquematico de las vias de sefializacion que son desencadenadas por los
componentes bacterianos para activar la respuesta innata del sistema inmune. (Sanz et al., 2008).

Otra forma mediante al cual la microbiota interacciona con el huésped son
los acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente butirato, acetato y
propionato, los cuales son generados por la fermentacion bacteriana. El butirato
provee de energia a los enterocitos, tiene propiedades antinflamatorias, es capaz
de reforzar la barrera del colon y esta relacionado con aumento de peso si esta en
exceso; el acetato aumenta la sintesis de colesterol en higado y el propionato inhibe

la sintesis de lipidos a partir de acetato. Asi, estos metabolitos estarian relacionados
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con cascadas de sefializacion con influencia en el estado de inflamacién sistémico
relacionado a muchas enfermedades cronico degenerativas (Figuras 6 y 8) (Mao &
Franke, 2015; Murugesan et al., 2015; Zapata et al., 2015; Dengler et al., 2014; De
Baere et al., 2013; Devaraj et al., 2013; Sanz et al., 2008).
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Figura 8. Esquema del metabolismo por la microbiota cuando se tiene una dieta con alto contenido
energético (Devaraj et al., 2013).
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Por otra parte, el sistema inmune discrimina entre un agente patégeno y la
microbiota a través de algunas moléculas que sintetizan las bacterias; un ejemplo
es el polisacarido A (PSA), el cual es sintetizado por Bacteroides fragilis, el cual
interacciona con los TLR-2 y activa a las células T reguladoras promoviendo
tolerancia inmunitaria. Algunos Clostridios pueden inducir la sintesis de IL-10 y

activar las células T reguladoras (Zapata et al., 2015; Round et al., 2011).

1.7. Interaccién de los componentes de la cerveza con la microbiota del
tracto digestivo

El xantohumol, es la principal chalcona prenilada del lapulo, posee actividad
antioxidante, antiangiogénica, antibacteriana y antiviral, inhibiendo la sintesis de la
proteina p24 del HIV-1, sin embargo, si se usa una reversotranscriptasa
recombinante no tiene ningun efecto; ademas ha mostrado efectos antitumorales en
algunos tipos de cancer colon, ovario y mama (Steenackers et al., 2014; Dorn et al.,
2010).

Estudios en ratones hembra BALB/c con xantohumol no mostraron ninguna
diferencia significativa en diferencia de peso, comparandolos contra un grupo que
no recibid tratamiento con xantohumol, pero tampoco se encontraron signos de
toxicidad en higado, rifién, colon, pulmén, bazo y timo cuando se administraron
dosis de 1000 mg/kg de peso) (Dorn et al., 2010).

Por otro lado, en un estudio se determino la actividad de los a-acidos e iso a-
acidos (humulona e isohumulona) contenidos en el lapulo tienen una actividad
antibacterial in vitro, en especial contra gram positivas, particularmente
Lactobacillus (Gerhauser, C.,2005).

Un estudio en ratones Zucker fa/fa recibieron xantohumol via oral en distintas
dosis (1.86, 5.64 y 16.9 mg/kg) y una dieta alta en grasas, donde se observé una
disminucién de los niveles de glucosa plasmatica, sin embargo, los niveles de
colesterol, insulina y triglicéridos no se vieron afectados en la dosis mas alta en los
ratones macho; adicionalmente, disminuyeron de peso en compasion con las
hembras (Legette et al., 2013).
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La administracion de extractos de xantohumol reduce la sintesis de acidos
grasos a traves de la reduccion del mMRNA SREBP1c del higado en ratones con una
dieta rica en grasa; ademas, el xantohumol puede inhibir el incremento de peso
corporal, peso del higado y triglicéridos en el plasma. En otros estudios, extractos
ricos en xantohumol disminuyen las concentraciones de la sintetasa de acidos
grasos, glucosa-6 fosfato deshidrogenasa y enzima malica en ratas wistar. Por otro
lado un estudio con polifenoles de la acacia, se puede suprimir el incremento de
peso corporal, glucosa en plasma y niveles de insulina en ratones KK-Ay que son
alimentados con una dieta alta en grasa. Los resultados anteriores pueden atribuirse
a que el xantohumol es un agonista del receptor farnesoide X (FXR), el cual esta
involucrado en el metabolismo del colesterol y acidos biliares; en ratones KK-Ay los
niveles de glucosa y triglicéridos disminuyeron en estos ratones que son un modelo
de estudio de obesidad y diabetes cuando se les alimentd con xantohumol durante

cuatro semanas (Yui et al., 2014; Hajime Nozawa, 2005).

2. ANTECEDENTES

Estudios con cerveza en ratones han mostrado que esta protege de la
formacion de aductos en el DNA en higado y pulmones. Adicionalmente estudios en
hamster donde se usa cerveza clara y oscura se determiné que la cerveza inhibe
significativamente la aterosclerosis; observandose una disminucion de colesterol y
triglicéridos especialmente en la cerveza clara (Gerhauser C., 2005).

Estudios realizados con cerveza reportan que el xantohumol previene el dafio
hepético agudo cuando se induce dafio con tetracloruro de carbono en ratas.
(Franco et al., 2013). En otros estudios se us6 dimetilhidrazina (DMH) en ratas como
carcinogénico en colon (20mg/kg) y a las 14 semanas fueron sacrificados, a unos
ratones se le dio etanol al 5% y a otros ratones cerveza, donde se observé que la
cerveza reduce significativamente la incidencia en tumores en un 33%. Por otro
lado, en ratones machos se le inoculo via subcutanea azoximetano (AOM), este es

el metabolito activo de DMH, en este estudio se observd una disminucion
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significativa en la parte derecha del colon més no mostré efecto en la parte izquierda
(Gerhauser, C.,2005).

Un estudio en hombres que consumen moderadamente alcohol mostré una
disminucion significativa de la posibilidad de sufrir un infarto al miocardio (Mukamal
et al., 2003).

Los polifenoles pueden producir peréxido de hidrégeno en la membrana de
las bacterias alterando su permeabilidad, sin embargo, las bacterias pueden
metabolizar estos compuestos si producen la enzima que hace un corte de enlace
glicosidico. Los Bacteroidetes tienen un mayor niumero de enzimas que degradan
glicanos que los Firmicutes, lo cual les permite metabolizar compuestos fendlicos,
por lo tanto, los hace mas resistentes a su actividad antimicrobiana que los
Firmicutes. Un analisis del genoma de Bacteroidetes mostrd que tienen un mayor
namero de genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos como glucésido
hidrolasas y polisacarido liasas ademas de paralogos de SusC y SusD, los cuales
reconocen estructuras de carbohidratos (Cardona, et al. 2013; Rastmanesh Reza,
2011).

Bacterias aisladas de heces fueron cultivadas con compuestos fendlicos del
té, bacterias patdégenas como: Clostridium perfringes, Clostridium difficile y
Bacteroides spp., fueron inhibidos, mientras que anaerobios comensales como
Bifidobacterum y Lactobacillus fueron poco afectados; indicando que los
compuestos fendlicos del té ejercen una modulacion de la microbiota intestinal. Por
otro lado, estudio con bacterias aisladas de heces de humano se cultivaron junto
con algunos compuestos polifendlicos como rutina, quercetina, acido clorogénico,
acido cafeico, donde proliferaron las bifidobacterias; en general disminuyeron los
Firmicutes respecto a los Bacteroidetes, ademas, los compuestos polifendlicos
aumentaron la produccién de acidos grasos de cadena corta por bacterias (Parkar
et al., 2013; Lee et al. 2006).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente se tiene informacion sobre los efectos benéficos que proporciona la
cerveza si se toma en dosis moderadas tanto en animales como humanos, sin
embargo, se desconoce la interaccion de los componentes de la cerveza con la
microbiota intestinal, o si se pueden metabolizar para sintetizar otras moléculas
funcionales dando como resultado de esta interaccién un efecto benéfico para la
microbiota del tracto digestivo, favoreciendo asi la salud a quienes consumen una
dosis moderada de cerveza. Y de forma indirecta contribuir a la prevencion del

desarrollo de enfermedades como la obesidad y DT2 en mexicanos.

4. HIPOTESIS

Un consumo habitual y moderado de cerveza de 355 mL/dia con la comida, propicia
el buen desarrollo y ademas una mejoria en la funcionalidad de la microbiota en el
aparato digestivo, colaborando a su vez a un estado de buena salud en el
consumidor, debido a un aumento de la poblacion de Bacteroidetes en comparacion
de los Firmicutes en los sujetos que consumen una cantidad moderada de cerveza

respecto a los que no la consumen.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar comparativamente la funcionalidad y la diversidad de la microbiota en
términos de su riqueza y abundancia en el colon distal de una muestra de individuos
sanos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico 1. Seleccionar una muestra de 60 individuos sanos (30
hombres y 30 mujeres) de entre 24 y 55 afios. A los cuales se les realizo
una valoracion mediante parametros antropomeétricos, datos clinicos y

estudios bioquimicos.
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Objetivo especifico 2. Realizar la intervencion con cerveza en la dieta de
los participantes, colectando muestras sanguineas y fecales.

Objetivo especifico 3. Crear una biblioteca de copro DNA de las muestras
de los participantes para caracterizacion de la diversidad microbiana con
base a su 16S rDNA y por secuenciamiento masivo en paralelo.

Objetivo especifico 4. Cuantificar la produccion de acidos grasos de cadena
corta (propionato, butirato y acetato) en las muestras de copro y el
contenido de xantohumol en la cerveza y suero sanguineos por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion.

Objetivo especifico 5. Analizar los datos para determinar si hay una
asociacion del consumo de cerveza con los resultados obtenidos: niveles
de produccion de acidos grasos de cadena corta, la diversidad microbiana,
parametros antropometricos, clinicos y bioquimicos del estudio.

7. ALCANCE

Se establecera la diversidad de la microbiota del colon de 60 hombres y mujeres
mexicanos. Primero se incorpord el consumo de cerveza sin alcohol junto con la
comida. Posteriormente se les solicitaron muestras sanguineas y fecales los dias 1,
15 y 30; con el objetivo de determinar si la cerveza en dosis baja puede favorecer
el desarrollo de la microbiota de Bacteroidetes. Esto se corroborar4 con los
pardmetros antropométricos, clinicos, bioquimicos y concentracion de &cidos

grasos de cadena corta obtenidos del estudio.
8. METODOLOGIA
Obtencién de muestras
Se reclutaron 35 personas (21 hombres y 14 mujeres), que cumplieron los criterios

de inclusion/exclusion para participar en proyecto, posteriormente los participantes

se les proporcion0 una cerveza sin alcohol durante 30 dias, con el objetivo que la
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consuman junto con la comida. Durante este tiempo se tomaran muestras

sanguineas y fecales los dias 1, 15y 30.

Extraccién leche DNA
Se realizo la extraccion de DNA de 100 mg de copro utilizando Favorprep Stool DNA
isolation Minikit (Favorgen). EI DNA extraido se cuantifico por absorbancia 260/280
utilizando un Nanodrop y la integridad se evalu6 por fraccionamiento electroforético

en un gel de agarosa al 0.5%.

Generaciéon de genotecas

Se realizo la extraccion de DNA total de las muestras de heces utilizando el kit
Favorgen (BIOTECH CORP) 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 A260/280 usando espectofotometro Nanodrop
LITE* (Thermo Scientific) asi como su calidad por fraccionamiento electroforético en
geles de agarosa al 0.5% tefiido con 0.80 pl de colorante Midori Green, utilizando 5
pl de buffer de carga de azul de bromofenol con glicerol yTBE (Tris[Borato]EDTA)
como regulador de corrida, aplicando 90 Volts durante 50 minutos y observando el
gel con el sistema de foto-documentacion Molecular Imager® Gel Doc™ XR Bio-
Rad.

Preparaciéon de genotecas de V3 del 16S rDNA

Una vez obtenido el DNA de las muestras se realiz6 una PCR para amplificar la
regiéon hipervariable V3 con los primers que contienen una regién especifica que
identifica las muestras durante el proceso de secuenciacibn masiva (Barcode),
tomando las condiciones de las Tablas 1 y 2, una vez terminada la PCR se
comprueban la calidad del producto esperado (281 pb) mediante un fraccionamiento
electroforético en un gel de agarosa al 2 % con las mismas condiciones para ver la
integridad del DNA.
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Tabla 1. Iniciadores y mezcla de reaccién para la amplificacion de la regiéon V3 del gen
16S rDNA con BARCODE

Iniciadores: Tamafio del producto:
Secuancias asignadas BARCODE 281 pb

Mezcla de reaccion
Reactivos [Stock] [Reaccién] Volumen/muestra
Buffer 10x 1x 5uL
MgCI2 25 mM 2 mM 4 uL
dNTPs 10 mM 0.2 mM 1uL
Primer sentido 10 uM 0.2 1L
Primer antisentido 10 uM 0.2 1L
Taqg polimerasa 5 unidades/uL 0.025 unidades/pL 0.25 pL
Agua - - Variable
DNA Variable 20 a 50 ng/ yL Variable
Volumen total 50 pL

Tabla 2. Condiciones para la amplificacion de la regién V3 del gen 16S rDNA con BARCODE

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial | 95° C 5 minutos
Desnaturalizacién 94° C 15 segundos
Alineamiento 62° C 15 segundos 25 ciclos
Extensién 72°C 15 segundos
Extensién Final 2°C 10 m!nutos
10° C 8 minutos

Secuenciacion de las genotecas
Se hizo el andlisis y acondicionamiento de cada genoteca de las muestras para su
secuenciamiento en equipo lon Torrent (Rothberg et al., 2011) utilizando Chip 318.
El archivo de secuencias fue analizado utilizando Qiime pipeline version 1.9.0
(http://giime.org/) y comparado con base de datos 16S rDNA GreenGenes
(http://greengenes.lbl.gov/) (McDonald et al., 2012).

Medicion de acidos grasos de cadena corta
Se analizan en el equipo HPLC PerkinElmer a partir del sobrenadante que se
obtiene a después de resuspender con agua miliQ 100 mg de heces deshidratas, y
pasadas por una columna C18. Primero se analizan los estandares puros de: acido
acético, propionico y butirico, con el fin de obtener sus tiempos de retencion y
unidades de absorbancia; posteriormente en las mismas condiciones se analizan
las muestras para determinar y cuantificar la presencia de estos acidos en las

mismas. Finalmente se elabora una grafica de [AGCC] contra tiempo (dias).
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Establecer modelo de asociacion con obesidad
Se analizaron todos los datos previamente obtenidos desde la entrevista con los
voluntarios, la microbiota determinada, la cantidad de &cidos grasos y los
parametros bioquimicos con el fin de establecer si hay una asociacion de la
informacion obtenida con el estado de salud de la persona, ademas de poder

prevenirla si presenta factores de riesgo de obesidad y diabetes.

8.1 Plan de trabajo

Fase |: Seleccion de los voluntarios y toma de muestras
Se reclutaron 35 hombres y mujeres de 21-55 afos para el desarrollo del
proyecto de cerveza.
Se realiz6 un examen médico general, de cual se seleccioné a 21 hombres y
14 mujeres que no hayan tomado antibitticos via oral dos meses antes, no
sean alcohdlicos, sin antecedentes familiares de DT2, enfermedades
inflamatorias crénicas, nefropatia, y/o problemas cardiovasculares, con base

a los estudios bioquimicos.

Fase II: Realizar la intervencion con cerveza
Se proporcion6 durante 30 dias cerveza sin con alcohol de 355 mL a los
participantes para que la consuman junto con la comida.
Se obtuvieron las muestras de sangre y de copro de los participantes los dias
1,15y 30.

Fase Ill: Secuenciacién masiva de genotecas 16S/18S rDNA de la microbiota
del colon
Se realizo la extraccion de DNA de las muestras de copro utilizando el kit de

Favorgen.
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Se prepard una genoteca a partir de 16S rDNA de bacterias conteniendo las
regiones polimorficas V3.

Realizar una secuenciacién masiva usando el equipo lon Torrent™ utilizado
Chip 318, 1 GB y una lectura promedio de amplicon de 400 pb.

Obtener los formatos FASTA de la secuenciacién masiva para su posterior

analisis bioinformatico.

Fase |V: Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)
Determinar los tiempos de retencion de los estandares de AGCC usando el
HPLC PerkinElmer™.
Determinar los tiempos de retencion de los AGCC usando el HPLC
PerkinElmer™ de las muestras.
Cuantificar la cantidad de AGCC usando el método de estandar externo.

Realizar una gréafica de tiempo contra cantidad de AGCC de las muestras.

Fase V: Andlisis de datos
Realizar andlisis bioinformatico de las secuencias utilizando Qiime

(http://quiime.orqg/).

Compararlo con las bases de datos GeenGenes y SILVA.
Realizar un analisis bioestadistico para determinar las diferencias entre los

grupos.

8.2 Disefio experimental

Es un estudio de seguimiento, donde los individuos se evaluaron bioquimicamente,
antropométricamente, ademas la microbiota bacteriana del tracto digestivo se
caracteriz6 antes y durante la intervencion a su dieta con el consumo moderado de
cerveza. Cada intervencion se realizé durante un periodo de 30 dias, consumiendo
los participantes una dosis de 355 mL de cerveza sin alcohol durante la comida.

Todas las mediciones indicadas en este proyecto se realizaron los dias 1, 15y 30.
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Poblacién y muestra
La poblacion del estudio fueron habitantes de la Ciudad de México. Se tomo6 una
muestra de 35 individuos sanos 14 mujeres y 21 hombres de entre 21 a 55 afios de

edad de una base de datos de investigacion.

Criterios de seleccion del estudio

Se incluyeron individuos sanos, sin antecedentes familiares de DT2, enfermedades
inflamatorias crénicas, nefropatia, y/o problemas cardiovasculares. Se excluyeron
aquellos con uso de antibioticos durante tres meses previos al estudio, presencia
de desordenes gastrointestinales, embarazo y/o lactancia. El protocolo de este
proyecto fue aprobado por el Comité de Etica, todos los participantes firmaron

consentimiento informado.

Variables
Las variables a medirse fueron los parametros antropométricos, datos clinicos y
estudios bioquimicos en sangre, los datos de diversidad de la microbiota del copro

y los acidos grasos de cadena corta en las muestras de copro.

Analisis estadistico
Se probard la asociacion entre el consumo moderado de cerveza con los valores de
caracterizacion bioquimica, antropométrica y desempefio fermentativo de la

microbiota.

Consideraciones éticas

En este estudio se apega al buen manejo de la informacién y trato de la
individualidad de los participantes, asi como el manejo discreto de su informacién
conforme a lo aprobado por el Comité de Bioética Institucional y acuerdo a la
declaracion de Helsinki afio 2000.
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9. RESULTADOS

Resultados del Objetivo especifico 1. Seleccionar una muestra de 60 individuos

sanos

Se realiz6 una invitacion abierta a la comunidad del Cinvestav a participar en
el proyecto, de los cuales inicialmente aceptaron 85 individuos de los cuales hubo
deserciones y después de aplicar los criterios de inclusidn/exclusion, Unicamente
quedaron 35, los cuales firmaron la carta de consentimiento que va de acuerdo con
la declaracién de Helsinki revisado en el 2000, y una carta de confidencialidad de
datos, ademas de estar aprobados por el comité de ética del Cinvestav.

Durante la participacion en el proyecto, los participantes no aumentaron de
peso, no tuvieron un aumento de las medidas de cintura, cadera ni el indice de

cintura cadera (Tabla 3), lo cual nos indica que una ingesta de una lata de 355 mL

cerveza lager sin alcohol durante 30 dias no favorece el aumento de peso.

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas y clinicas

Variable Dia 1 Dia 15 Dia 30 Valor-p
Participantes 35 35 35 nd
Hombres 21 21 21 1.00¢
Mujeres 14 14 14 1.00¢
Edad 28.77 + 7.86 28.77 £ 7.86 28.77 + 7.86 1.002
Peso (kg) 69.60 £15.51 70.15 £15.81 68.85 +£15.50 0.932
Estatura (m) 1.67 £ 0.09 1.67 £ 0.09 1.67 £ 0.09 1.002
IMC (kg/m?) 24.85+ 4.08 25.04 + 4.15 24.59 + 4.10 0.842
Cintura 82.96 +12.03 82.27 £11.65 81.96 £12.08 0.942
Cadera 89.61 + 9.05 89.25+ 9.94 89.33 £10.04 0.96 2
ICC 0.92 + 0.06 0.92 + 0.05 0.92 + 0.05 0.812
Presion sistélica (mmHgQ) 113.20 £10.99 | 114.29+£11.53 | 109.66 £11.15 0.192
Presién diastélica (mmHQ) 72.74 = 7.92 72.86 +11.86 7129+ 7.77 0.782
Pulso 69.34 £11.14 72.05 +12.28 72.05 +£10.04 0.44°

IMC Indice de masa corporal, ICC: Indice cintura cadera, Promedio, + desviacion estandar, el valor-p fue calculado con
base a: Kruskal-Wallis 2, Anova.”y Chi-cuadrada °.

Resultados del Objetivo especifico 2. Realizar la intervencion con cerveza en la

dieta de los participantes, colectando muestras sanguineas y fecales.

Una vez pasados los criterios de inclusién/exclusion los participantes

recibieron diariamente durante 30 dias una cerveza sin alcohol, y los dias 1, 15y 30
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proporcionaron muestras sanguineas y fecales. Las muestras sanguineas se
mandaron a analizar a un laboratorio clinico particular para realizar los analisis de:
Hemoglobina, hematocrito, eritrocitos, volumen globular medio, hemoglobina
globular media, concentracién de hemoglobina corpuscular media, distribucion de
los globulos rojos, leucocitos, neutrofilos totales y segmentados, eosindfilos,
basdfilos, linfocitos, monocitos, plaguetas, volumen plaquetario medio, bilirrubina
directa, indirecta y total, aspartato aminotransferasa, alanino aminotransferasa,
fosfatasa alcalina, glucosa en suero e insulina; a partir de la glucosa y la insulina se
calcularon los valores de resistencia a insulina (Homa/IR) y el porcentaje de células
beta funcionales (Tablas 4-8). De los cuales hubo un cambio estadisticamente
significativo en: glucosa, porcentaje de células B funcionales, basdfilos, volumen

plaquetario medio y concentracion de hemoglobina corpuscular media (Figura 9).
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Figura 9. Parametros bioquimicos modificados por el consumo de cerveza. Analisis de los valores
clinicos; A: Glucosa (***p<0.001Y), B: Porcentaje de células B funcionales (***p<0.0012). C: Basdfilos,
(p=0.004 2), D: Volumen plaquetario (p=0.002 2), E: Concentracion de hemoglobina corpuscular
media (***p<0.001 ?). Estos valores fueron tomados de los 35 participantes por tiempo (Dia 1, 15y
30). FCB (%): Porcentaje de células B funcionales, VPM: Volumen plaquetario medio, CHCM;
Concentracién de hemoglobina corpuscular media. El valor-p fue calculado con base a: Kruskal-
Wallis 2, Anova ®.
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Tabla 4. Biometria hematica

Variable | Dia 1 |  Dial5 | Dia 30 | Vvalor-p
Formula roja
Hemoglobina (g/dL) 15.70 £1.37 15.90 +1.36 15.71 £1.45 0.76 2
Hematocrito (%) 47.71 +4.11 48.98 +3.97 48.36 +4.17 0.46 2
Eritrocitos (mill/uL) 5.32 +0.45 5.39+0.42 5.37 £0.47 0.79°
VGM (fl) 89.69 +3.57 90.74 +3.73 90.38 +3.60 0.47°
HGM (pg) 29.55 +1.36 29.44 +£1.29 29.37 £1.37 0.872
CHCM (g/dL) 32.94 +0.57 32.45 +0.39 32.47 +0.51 <0.012
RDW 13.51 +0.76 13.76 £1.03 13.18 £1.13 0.05°
Férmula blanca
Leucocitos (miles/uL) 6.52 +1.34 6.91 +1.66 6.57 +1.44 0.472
Neutrofilos totales (uL) 3.69 £1.13 4.03 £1.44 3.81+1.34 0.572
Netrofilos segmentados (uL) | 3.69 +1.13 4.03 £1.44 3.81+1.34 0.572
Eosinofilos (uL) 0.16 £0.14 0.16 £0.17 0.16 £0.18 0.632
Basdfilos (uL) 0.02 +0.01 0.03 +0.02 0.05 +0.03 <0.012
Linfocitos (uL) 2.16 +0.48 2.21 +0.55 2.10 +0.50 0.672
Monocitos (uL) 0.48 £0.12 0.48 £0.12 0.44 £0.10 0.312
Serie plaquetaria

Plaguetas (miles/uL) 251.54 +53.09 | 252.60 +54.07 | 276.03 +54.77 0.09@
VPM (fL) 8.95 + 0.90 8.51+ 1.09 7.84+ 1.34 <0.012

VGM: Volumen globular medio, HGM: Hemoglobina globular media, CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular
media, RDW: Red blood cell distribution, VPM: Volumen plaguetario medio, Porcentaje de células beta funcionales.
Promedio, + desviacion estandar, el valor-p fue calculado con base a: Kruskal-Wallis 2, Anova.”.

Los valores reportados en la biometria hematica, reporta que los valores

estan dentro del rango normal antes y durante la intervencion con la cerveza sin

alcohol, sin embargo, se pudo observar una disminucion de la concentracién de

hemoglobina corpuscular media (p <0.01) y un aumento de los basdéfilos (p <0.01)

sin embargo los valores se mantienen dentro del rango normal, por lo que se

concluye que una cerveza sin alcohol durante 30 dias no altera los valores de

biometria hemética de los participantes (Tabla 4).

Tabla 5. Perfil hepético

Variable Dia 1 Dia 15 Dia 30 Valor-p
Bilirrubina directa (mg/dL) 0.28 £ 0.09 0.26 £ 0.10 0.27+ 0.11 0452
Bilirrubina total (mg/dL) 0.84 + 0.36 0.82+ 0.36 0.85+ 0.42 1.002
Bilirrubina indirecta (mg/dL) | 0.55+ 0.27 0.57 + 0.26 0.58+ 0.31 0.902
AST (U/L) 2443+ 8.11 23.03 £ 6.39 22,71+ 6.78 0.572
ALT (U/L) 24.94 +£13.63 21.83 £13.05 23.89 £15.14 0.542
Fosfatasa alcalina (U/L) 78.14 +23.43 74.43 £19.35 78.63 £19.93 0.712

AST: Aspartato aminotransferasa, ALT: Alanina aminotransferasa. Promedio, + desviacién estandar, el valor-p fue
calculado con base a: Kruskal-Wallis 2.
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Los valores reportados en el perfil hepéatico estan dentro de los valores
normales antes y durante la intervencion con la cerveza sin alcohol, por lo que se
concluye gque una cerveza sin alcohol durante 30 dias no altera el perfil hepatico de

los participantes (Tabla 5).

Tabla 6. Bioguimica sanguinea

Variable Dia 1 Dia 15 Dia 30 Valor-p
Glucosa en suero (mg/dL) 86.49+ 5.95 84.74+ 6.09 7851+ 7.64 <0.01°
Insulina pU/mL 10.52+ 9.42 9.11+ 7.13 9.70+ 4.16 0.302
HOMA/ IR 228+ 2.10 189+ 1.37 190+ 0.89 0.562
FCB (%) 161.40 £129.50 | 180.40 +224.30 | 271.30 +268.40 <0.012

Homa/IR: Homeostatic model assessment/ Insulin resistance., FCB (%): Porcentaje de células beta funcionales. Promedio,
+ desviacion estandar, el valor-p fue calculado con base a: Kruskal-Wallis 2, Anova.’.

De los valores reportados de bioguimica sanguinea, los valores de insulina 'y
el HOMA/ IR estan dentro del rango de valores normales, sin embargo, los valores
de glucosa disminuyeron (<0.01) y el porcentaje de células B funcionales aumenté
(<0.01) por lo que se concluye que una cerveza sin alcohol durante 30 dias podria
disminuir la glucosa en suero sin alterar los resultados de la bioquimica sanguinea

de su rango normal en los participantes (Tabla 6).

Tabla 7. Perfil lipidico

Variable Dial Dia 15 Dia 30 Valor-p
Colesterol total (mg/dL) 197.63 + 32.80 | 193.29 +38.48 | 197.14 +£35.11 0.70@
Triglicéridos (mg/dL) 133.90 £114.40 | 114.90 +60.60 | 134.70 +89.60 0.612
HDL (mg/dL) 48.69+ 9.07 50.66 + 9.73 49.20 + 9.52 0.66
indice aterogénico 424+ 1.23 3.95+ 1.07 420+ 1.24 0.49 2
LDL (mg/dL) 123.10 £ 31.42 119.64 £34.04 | 123.61 £32.75 0.752
VLDL (mg/dL) 25.99 + 21.77 22.73 £14.76 24.46 +18.84 0.66 2

HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL: Liproteina de baja densidad, VLDL: Lipoproteina de muy baja desidad.
Porcentaje de células beta funcionales. Promedio, + desviacién estandar, el valor-p fue calculado con base a: Kruskal-

Wallis 2, Anova.?.

Los valores reportados en el perfil lipidico, los valores del perfil lipidico estan

dentro de los valores normales antes y durante la intervencion con la cerveza sin

alcohol, por lo que se concluye que una cerveza sin alcohol durante 30 dias no

altera el perfil lipidico de los participantes (Tabla 7).
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Tabla 8. Perfil de inflamacién

Variable | Dia 1 | Dia 15 | Dia 30 | valor-p

Perfil de inflamacion
Proteina C reactiva (mg/dL) | 1.64 +1.65 455 £17.47 3.32 +8.07 0972
VSG (mm/H) 243 +1.31 277+ 2.32 3.29 +3.55 0.862

PCr: Proteina C reactiva, VSG: Velocidad de sedimentacion globular. Promedio, + desviacion estandar el valor-p fue
calculado con base a: Kruskal-Wallis 2.
Los valores reportados en el perfil inflamacion estan dentro de los valores
normales antes y durante la intervencion con la cerveza sin alcohol, por lo que se
concluye que una cerveza sin alcohol durante 30 dias no altera el perfil de

inflamacion de los participantes (Tabla 8).

Como conclusion de los estudios de biometria hematica, perfil hepatico,
bioquimica sanguinea, perfil lipidico y de inflacion, se concluye que el consumo de
una cerveza lager sin alcohol de 355 mL durante 30 dias no altera los valores de
biometria hematica, perfil hepatico, lipidico; sin embargo, se encontré que puede

bajar los niveles de glucosa y aumentar el porcentaje de células B funcionales.

Resultados del Objetivo especifico 3. Crear una biblioteca de copro DNA de las
muestras de los participantes.

A partir de las muestras de copro de los participantes se extrajo el DNA total y se
pasé por electroforesis capilar en un gel de agarosa al 0.5 % para observar la
integridad del DNA (Figura 10), posteriormente se amplifico la region V3 del gen
16S ribosomal usando los primer barcode V3 341F especifico por muestra
(Anexos,tabla de barcodes utilizados por muestra) y V3 518 R (Figura 10) para tener
un producto de PCR de 281 pb (Figura 11).

Brosius 165 rRNA rrnB
Fase €GO Forward 4565 €GO Forward 605
V3341 F
Q » » » ﬁ ’ a1
l’:h: 1;3.5]3 R CGO Reverse 485 CﬁG Reverse 605

' »

Fbac- CGO Reverse 605 [1356bp)

Figura 10. Esquema de la regién V3 del gen 16S ribosomal amplificada (Garcia-Mena et al., 2016).
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Figura 11. Gel de agarosa al 0.5 % para DNA gendmico y gel de agarosa al 2 % para productos de
PCR de la region V3 del gen 16S ribosomal con barcodes.

Después de la secuenciacion masiva se analizaron los datos para determinar
la abundancia relativa de la microbiota intestinal por phylum, se observé un aumento
relativo de los Bacteroidetes al analizar a los 35 participantes y una disminucion
relativa de los Firmicutes (Figura 12) y también cuando se analizaron los datos por

género; donde ademas se observa que el aumento relativo de Bacteroidetes y la

disminucion de los Firmicutes es mas evidente en el género femenino (Figura 13).

Abundancia relativa por Phylum
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80% M Proteobacteria

60% H Firmicutes

40% Cyanobacteria
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Dial Dia 15 Dia 30

20%

0%

Figura 12. Abundancia relativa por phylum de la microbiota intestinal durante la intervencién con

cerveza sin alcohol por grupo.

32



Abundancia relativa por Phylum (Femenino)
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Abundancia relativa por Phylum (masculino)
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Figura 13. Abundancia relativa por phylum de la microbiota intestinal durante la intervencién con
cerveza sin alcohol por género.

Una vez realizado el analisis por phylum se procedié a determinar la microbiota
intestinal por género bacteriano, donde se observé el aumento relativo de
Bacteroides spp. y de Bifidobacterium spp., con una disminucién relativa de la
familia Lachnospiraceae y del orden de Clostridiales cuando se analizan los datos
de los 35 patrticipantes (Figura 14). Cuando se analizaron los datos por género se
observo que el aumento relativo de Bacteroides spp. y de Bifidobacterium spp., con
una disminucién relativa de la familia Lachnospiraceae y del orden de Clostridiales

es mas evidente en el género femenino (Figuras 15y 16)
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Abundancia relativa por género
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Figura 14. Abundancia relativa por género bacteriano de la microbiota intestinal durante la
intervencién con cerveza sin alcohol por grupo.
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Abundancia relativa por género (Femenino)
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Figura 15. Abundancia relativa por género bacteriano de la microbiota intestinal durante la
intervencién con cerveza sin alcohol en género femenino.
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Abundancia relativa por género (Masculino)
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Figura 16. Abundancia relativa en por género bacteriano de la microbiota intestinal durante la
intervencién con cerveza sin alcohol en género masculino.

Con los datos obtenidos de la secuenciacion masiva se concluye que: el
phylum de los Bacteroidetes aumenta y el de los Firmicutes disminuye en las
abundancias relativas; y a nivel de género bacteriano aumenton Bacteroides spp. y
Bifidobacterium spp., con una disminucion relativa de la familia Lachnospiraceae y
del orden de Clostridiales; donde los resultados son més evidentes en el género

femenino.
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Resultados del Objetivo especifico 4. Cuantificar la produccién de acidos grasos
de cadena corta.
Cuantificacion de los acidos grasos de cadena corta en heces

Se cuantificaron los AGCC (&cido acético, propionico y butirico) de las

muestras de copro (Figura 17) y no se observo ninguna diferencia en la produccién

de los mismos (Figura 18).
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Figura 17. Cromatograma de estdndares de AGCC a 500 mM (izquierda) y AGCC en muestra de
heces (derecha). Tiempo de retenciéon de los AGCC, acido acético (1.75 min), acido propiénico (2.42
min) y acido butirico (4.16).
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Figura 18. Cuantificacién de los AGCC, acetato, propionato y butirato. Se observa que la
concentracion (mM) de los AGCC contra el tiempo de toma de las muestras (dia 1, 15 y 30), no se
observa ninguna diferencia en la produccién de los AGCC (acetato p=0.183, propionato p=0.096 y
butirato p=0.143, calculadas con Kruskal-Wallis).

Con los datos obtenidos de la cuantificacion de los AGCC se observa que, si
hay una produccion de los mismos en los participantes, sin embargo, no hay
aumento ni disminucion de la produccion de los mismos durante la intervencién con

una cerveza lager sin alcohol de 355 mL durante 30 dias.

Cuantificacion de xantohumol en la cerveza sin alcohol vy suero sanguineo

Se analiz6 la cerveza lager sin alcohol en lata de 355 usada en el estudio
para determinar la presencia de xantohumol, con la curva de calibracién de 0.05
mg/L a 5 mg/L (R= 0.9996) (Figura 19) no se pudo determinar la presencia del
xantohumol en la cerveza ni en suero sanguineo, sin embargo, hay un patrén un
patrén similar de componentes tanto en cerveza como en el suero sanguineo
cuando se analizan por HPLC (Figura 20), los cuales pueden ser los otros
componentes polifénolicos de la cerveza tales como: acidos alfa (humulonas e

isohumulonas), acidos beta (Lupulonas) o 8-prenilnaringenina.
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Curva de calibracion de xantohumol
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Figura 19. Curva de calibracién para xantohumol. Altura de la absorbancia del estandar contra la
concentracion de xantohumol (0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mg/L).
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Figura 20. Analisis de los componentes de cerveza. Estandar de xantohumol ANALIZADO A 364 nm
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Resultados del Objetivo especifico 5. Analizar los datos para determinar si hay

una asociacion del consumo de cerveza sin alcohol con los resultados obtenidos.

Asociacion de abundancias de bacterias con los dias de intervencidn con cerveza

sin alcohol.

El andlisis LEfSe, el cual usa tres herramientas estadisticas (LDA, Kruskal-Wallis y
el indice de Bonferroni,), cuando se analizan los datos de los 35 participantes como
grupo, se pudo determinar la presencia significativa de las abundancias relativas

bacterianas done los resultados fueron (Figura 21 y Tabla 9)

Tabla 9. Bacterias con aumento en su abundancia relativa con el consumo
de cerveza sin alcohol durante 30 dias analizando con LEfSe

Bacteria | Nivel taxonémico
Dial
Firmicutes Phylum
Lachnospiraceae Familia
Ruminococcaceae Familia
Dia 15
Gammaproteobacteria Clase
Enterobacteriales Orden
Actinomycetaceae Familia
Cryomorphaceae Familia
Enterobateriaceae Familia
Pseudonocardia spp. Género
Dia 30
Bacteroidetes Phylum
Bacteroidia Clase
Erysipelotrichi Clase
Bacilli Clase
Bacillales Orden
Erysipelotrichales Orden
Barnesiellaceae Familia
Erysipelotrichaceae Familia
Prevotellaceae Familia
Rikenellaceae Familia
Streptococcaceae Familia
Bacteroides spp. Género
Dialister spp. Género
Eubacterium spp. Género
Lactobacillus spp. Género
Parabectorides spp. Género
Phascolarctobacterium Género
spp.
Prevotella spp. Género
Ruminococcus spp. Género
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Streptococcus spp. Género
Sutterverella spp. Género
Variovorax spp. Género

Adicionalmente se realizé un analisis de la diversidad bacteriana mediante el
andlisis de los componentes principales (PCA) con el cual se pudo observar que la
diversidad bacteriana durante el consumo de cerveza sin alcohol no cambia; lo que
nos indica que lo Unico que cambia durante un mes de consumo de cerveza sin
alcohol no modifica la diversidad bacteriana, solo la abundancia de las bacterias
(Figura 21).
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Figura 21. Andlisis LEfSe de las abundancias relativas y  diversidad. La abundancia relativa de
algunas familias y géneros bacterianos aumentan el dia 15 y el dia 30 aliin mas comparando con el
dia 1 (Izquierda). Andlisis de la diversidad bacteriana de las muestras de copro por tiempo (dia 1, 15
y 30), donde se puede ver que la diversidad bacteriana no cambia durante los 30 dias de consumo
de la cerveza sin alcohol (derecha).

Después de observar los resultados del cambio significativo de las abundancias

relativas, se repitio el andlisis de LEfSe, pero agrupando los 35 participantes por
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género femenino (Figura 22 y Tabla 10) y masculino (Figura 23 y Tabla 11). Donde
se pudo observar un aumento del phylum Bacteroidetes y los géneros Bacterides
spp. y Parabacteroides spp. en el dia 30, lo cual concuerda con lo esperado en este

estudio.

Tabla 10. Bacterias con aumento en su abundancia relativa en el grupo
femenino que consumioé una cerveza sin alcohol durante 30 dias analizando con

LEfSe

Bacteria | Nivel taxonémico
Dia 1
Firmicutes Phylum
Lachnospiraceae Familia
Dia 15
Actinomycetaceae Familia
Butyrivibrio spp. Género
Mitsuokella spp. Género
Dia 30
Bacteroidetes Phylum
Proteobacteria Phylum
Thermotogae Phylum
Bacteroidia Clase
Gammaproteobacteria Clase
Deltaproteobacteria Clase
Desulfovibrionales Orden
Enterobacteriales Orden
Erysipelotrichales Orden
Halanaerobiales Orden
Termotogales Orden
Actinosynnemataceae Familia
Beijerinckiaceae Familia
Enterobacteriaceae Familia
Erysipelotrichaceae Familia
Rikenellaceae Familia
Staphylococcaceae Familia
Streptococcaceae Familia
Thermotogaceae Familia
Actinomyces spp. Género
Aeromicrobium spp. Género
Arcobacter spp. Género
Bacteroides spp. Género
Bilophila spp. Género
Dialister spp. Género
Erysipelotrichi spp. Género
Lactobacillus spp. Género
Parabacteroides spp. Género
Phascolartobacterium spp. Género
Solibacillus spp. Género
Staphylococcus spp. Género
Streptococcus spp. Género
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Bacteroidetes
Bacteroidia
Bacteroides
Erysipelotrichi
Erysipelotrichales
Bacilli

Dialister
Rikenellaceae
Proteobacteria
Gammaproteobacteria
Enterobacteriales
Erysipelotrichaceae
Enterobacteriaceae
Streptococcaceae
Streptococcus
Parabacteroides
Lactobacillus
Phascolarctobacterium
Actinosynnemataceae
Halanaerobiaceae
Halanaerobiales
Staphylococcaceae
Staphylococcus
Solibacillus
Deltaproteobacteria
Desulfovibrionales
Beijerinckiaceae
Aeromicrobium
Thermotogae
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Figura 22. Andlisis LEfSe de las abundancias relativas por género (femenino). La abundancia
relativa de algunas familias y géneros bacterianos aumentan el dia 15 y el dia 30 aun mas
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Tabla 11. Bacterias con aumento en su abundancia relativa en el grupo
masculino que consumié una cerveza sin alcohol durante 30 dias analizando
con LEfSe

Bacteria | Nivel taxonémico
Dial
Firmicutes Phylum
Clostridiales Orden
Dia 15
Gammaproteobacteria Clase
Enterobacteriaceae Familia
Mesorhizobium spp. Género
Dia 30
Bacteroidetes Phylum
Bacilli Clase
Bacteroidia Clase
Erysipelotrichales Orden
Enterobacteriales Orden
Erysipelotrichales Orden
Halanaerobiales Orden
Termotogales Orden
Erysipelotrichaceae Familia
Streptococcaceae Familia
Enterobacteriaceae Familia
Bacteroides spp. Género
Catonella spp. Género
Dialister spp. Género
Erysipelotrichi spp. Género
Lactobacillus spp. Género
Parabacteroides spp. Género
Phascolartobacterium spp. Género
Rumonococcus spp. Género
Streptococcus spp. Género
Variovorax spp. Género
Veillonella spp. Género
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Figura 23. Andlisis LEfSe de las abundancias relativas por género (masculino). La abundancia
relativa de algunas familias y géneros bacterianos aumentan el dia 15 y el dia 30 aun mas
comparando con el dia 1.

Después de realizar los analisis de abundancias relativas y de LEfSe se calcularon
los valores de a diversidad con los indices de riqueza (Shao 1) y de diversidad
(Shannony Simpson). Cuando se analizaron por grupo dichos valores se observo
gue solo es estadisticamente significativo el indice de Shannon (p=0.028). Lo cual
nos indica que no hubo un cambio en la riqueza de las poblaciones bacterianas,
so6lo en el indice de diversidad de Shannon, tomando en cuenta los valores de a
diversidad (Figura 24).
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Figura 24. Analisis de alfa diversidad de los participantes por grupo. Observed: Riqueza de especies
observadas; Chaol: Estimado de riqueza de especies; Shannon: Indice de diversidad Shannon-
Wiener; Simpson: Indice de diversidad de Simpson. Datos estadisticos promedio + desviacion
estandar. Los valores p fueron calculados con: a Kruskal-Wallis y b ANOVA. Un valor p<0.05 es
considerado estadisticamente significativo.

Posteriormente se separaron los datos por género (femenino y masculino) para
calcular los valores de a diversidad con los indices de riqueza (Shao 1) y de
diversidad (Shannon y Simpson). Cuando se analizaron por grupo dichos valores
se observé que solo es estadisticamente significativo el indice de Shannon

(p=0.036) en mujeres. Lo cual nos indica que no hubo un cambio en la riqueza de
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las poblaciones bacterianas, sélo en el indice de diversidad de Shannon en el

género femenino, tomando en cuenta los valores de a diversidad (Figura 25).
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Figura 25. Anadlisis de alfa diversidad de los participantes por género. Observed: Riqueza de
especies observadas; Chaol: Estimado de riqueza de especies; Shannon: indice de diversidad
Shannon-Wiener; Simpson: indice de diversidad de Simpson. Datos estadisticos promedio *
desviacion estandar. Los valores p fueron calculados con: a Kruskal-Wallis y b ANOVA. Un valor
p<0.05 es considerado estadisticamente significativo.
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Andlisis de la asociacién de la diversidad de la microbiota con el tiempo de

intervencion con cerveza sin alcohol.

Para poder ver si hay algun cambio estadisticamente significativo en alguna bacteria
en particular, se utilizdé la herramienta estadistica Asociaciébn Multivariable con
Modelos Lineales (MaAsLin), con el cual se analizaron los datos de las abundancias
relativas de los participantes por grupo contra tiempo, y usando los valores p
(<0.050) y q (<0.025). Se puede ver un aumento de la familia Erysipelotrichaceae
(Figura 26), género Streptococcus spp. (Figura 27). Existen otras bacterias que
mostraron una tendencia de asociacion, pero que no fue significativa de acuerdo a

los valores de p y q simultaneamente (Tabla 12, Anexo 3).

DayDay030 (0.0731 sd 0.0115, p=6.35e-09, q=1.69e-05)
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Bacteria|Firmicutes|Erysipelotrichi|Erysipelotrichales| Erysipelotrichaceae.1

T T T
Day01 (35) Day015 (35) Day030 (35)

Day

Figura 26. Andlisis MaAsLin de los participantes por grupo. Se realiz6 una comparacion de los datos
de abundancia bacteriana, y agrupando por tiempo (dia 1, 15 y 30). Se observa un aumento de la
familia Erysipelotrichaceae.
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DayDay030 (0.055 sd 0.0108, p=1.85e-06, q=0.00165)
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Figura 27. Analisis MaAsLin de los participantes por grupo. Se realizé una comparacion de los datos
de abundancia bacteriana, y agrupando por tiempo (dia 1, 15 y 30). Se observa un aumento del
género de Streptococcus spp.

Tabla 12. Bacterias analizadas por MaAsLin que no se variaron significativamente
durante la intervencion con base al valor de p y g simultaneamente.

Bacteria Nivel taxonémico valor p valor q Ndmero de figura
Clostridiales Orden ***<0.001 | 0.071 42, Anexo 3
Staphylococcus spp. | Género ***<0.001 | 0.088 43, Anexo 3
Bacteroides spp. Género ***<0.001 | 0.088 44, Anexo 3

El valor “p” indica si el resultado es estadisticamente significativo (el minimo aceptado es 0.050)
y el valor de “q” indica la validez de los datos que reporta “p” (el minimo aceptable es 0.025).

Anédlisis de la asociacion de la diversidad de la microbiota con los metadatos durante

la intervencidn con cerveza sin alcohol.

Una vez determinados las bacterias puntuales que se modifican durante el consumo
de cerveza sin alcohol, se utilizo la herramienta estadistica Asociacién Multivariable
con Modelos Lineales (MaAsLin), con el cual se analizaron los datos de las

abundancias relativas de los participantes por grupo contra los metadatos.
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Asociacion de niveles de glucosa en suero con abundancia relativa de la microbiota
intestinal

Las bacterias que estan relacionadas negativamente con la concentracion de
glucosa en suero, es decir, cuando estan presentes en mayor abundancia relativa,
la glucosa tiende a estar dentro de los valores normales; tomando en cuenta un
valor p<0.050 y g<0.025, las bacterias significativamente relacionadas con la
concentracion de glucosa fueron: el género Bateroides spp. (Figura 28), el género
Biophila spp. (Figura 29), familia Erysipelotrichaceae (Figura 30); el género
Holdemania spp. (Figura 31) y el género Parabacteroides spp. (Figura 32). Existen
otras bacterias que mostraron una tendencia de asociacion, pero que no fueron
significativas de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente (Tabla 13, Anexo
3).

Glucosa_suero (—-0.00526 sd 0.00111, p=7.59e-06, g=0.00503)
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Figura 28. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa. Se realizé una
comparacion de los datos clinicos de glucosa (mg/dL) contra abundancia relativa, y el género

Bacteroides spp. esta relacionada negativamente con la concentracion de glucosa.
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Figura 29. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de glucosa (mg/dL) contra abundancia relativa, y el género

Biophila spp. esta relacionada negativamente con la concentracién de glucosa.
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Figura 30. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa. Se realizé una
comparacion de los datos clinicos de glucosa (mg/dL) en suero contra abundancia relativa, y la

familia Erysipelotrichaceae. esta relacionada negativamente con la concentracion de glucosa.
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Glucosa_suero (-0.000277 sd 6.71e-05, p=7.71e-05, g=0.0118)
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Figura 31. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa. Se realizd una
comparacion de los datos clinicos de glucosa (mg/dL) contra abundancia relativa, y el género

Holdemania. esté relacionada negativamente con la concentracién de glucosa.
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Figura 32. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa. Se realizé una
comparacion de los datos clinicos de glucosa (mg/dL) contra abundancia relativa, y el género

Parabacteroides esta relacionada negativamente con la concentracion de glucosa.
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Asociacion de niveles de alanina amino transferasa (ALT) con abundancia relativa
de la microbiota intestinal

Las bacterias que estan relacionadas positivamente con la alanina amino
transferasa, es decir, cuando estdn presentes en mayor abundancia relativa, la
alanina amino transferasa tiende a aumentar son: el género Megasphaera spp.
(Figura 33) y el género Methylobacterium spp. (Figura 34). Existen otras bacterias
gue mostraron una tendencia de asociacion, pero que no fueron significativas de

acuerdo con los valores de p y g simultaneamente (Tabla 13, Anexo 3).

ALT (0.00072 sd 0.000169, p=4.79e-05, g=0.00975)

0.15
|

0.05
|

Bacteria|Firmicutes|Clostridia|Clostridiales|Veillonellaceae|Megasphaera

ALT

Figura 33. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra ALT. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de ALT (U/L) contra abundancia relativa, y el género Megasphaera
spp. esta relacionada positivamente con la concentracién de ALT.
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Figura 34. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra ALT. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de ALT (U/L) contra abundancia relativa, y el género
Methylobacterium spp. esta relacionada positivamente con la concentracion de ALT.

Asociacion de niveles de bilirrubina total con abundancia relativa de la microbiota
intestinal

Las bacterias que estan relacionadas positivamente con la bilirrubina total, es decir,
cuando estan presentes en mayor abundancia relativa, la bilirrubina total tiende a
aumentar son: el género Haemophilus spp. (Figura 35) y el género Succinivibrio spp.
(Figura 36). Existen otras bacterias que mostraron una tendencia de asociacion,
pero que no fueron significativas de acuerdo con los valores de p y q

simultdneamente (Tabla 13, Anexo 3).
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Figura 35. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra bilirrubina indirecta. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de bilirrubina indirecta (mg/dL) contra abundancia
relativa, y el género Haemophilus spp. esté relacionada positivamente con la concentracion de
bilirrubina indirecta.
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Figura 36. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra bilirrubina indirecta. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de bilirrubina indirecta (mg/dL) contra abundancia
relativa, y el género Succinivibrio spp. esta relacionada positivamente con la concentracion de
bilirrubina indirecta.
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Asociacion de niveles de colesterol con abundancia relativa de la microbiota
intestinal

La bacteria que esta relacionada negativamente con el colesterol, es decir, cuando
estan presentes en mayor abundancia relativa, el colesterol tiende a disminuir es: la
familia Coriobacteriaceae. (Figura 37). Existen otras bacterias que mostraron una
tendencia de asociacion, pero que no fueron significativas de acuerdo con los

valores de p y g simultaneamente (Tabla 13, Anexo 3).
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Figura 37. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra colesterol. Se realiz6
una comparacion de los datos clinicos de colesterol (mg/dL) contra abundancia relativa, y la familia
Coriobacteriaceae esta relacionada negativamente con la concentracién de colesterol.

Asociacion de niveles de fosfatasa alcalina con abundancia relativa de la microbiota
intestinal

La bacteria que esta relacionada positivamente con la fosfatasa alcalina, es decir,
cuando estan presentes en mayor abundancia relativa, la fosfatasa alcalina tiende
a aumentar es: el género Eggerthella spp. (Figura 38). Existen otras bacterias que
mostraron una tendencia de asociacion, pero que no fueron significativas de

acuerdo con los valores de p y g simultdneamente (Tabla 13, Anexo 3).
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Figura 38. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra fosfatasa alcalina. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de fosfatasa alcalina (U/L) contra abundancia relativa,
y el género Eggerthella spp. estd relacionada positivamente con la concentracion de fosfatasa
alcalina.

Asociacioén de niveles de HDL con abundancia relativa de la microbiota intestinal

La bacteria que esta relacionada positivamente con HDL, es decir, cuando estan
presentes en mayor abundancia relativa, el HDL tiende a aumentar es: la familia
Coriobacteriaceae. (Figura 39). Existen otras bacterias que mostraron una
tendencia de asociacion, pero que no fueron significativas de acuerdo con los

valores de p y q simultineamente (Tabla 13, Anexo 3).
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Figura 39. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra HDL. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de HDL (mg/dL) contra abundancia relativa, y la familia
Coriobacteriaceae esta relacionada positivamente con la concentracién de HDL.

Asociacion de niveles del indice aterogénico con abundancia relativa de la
microbiota intestinal

La bacteria que esta relacionada negativamente con el indice aterogénico, es decir,
cuando estan presentes en mayor abundancia relativa, el indice aterogénico tiende
a disminuir es: la familia Coriobacteriaceae. (Figura 40). Existen otras bacterias que
mostraron una tendencia de asociacion, pero que no fueron significativas de

acuerdo con los valores de p y g simultaneamente (Tabla 13, Anexo 3).
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Figura 40. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra indice aterogénico. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de indice aterogénico contra abundancia relativa, y la
familia Coriobacteriaceae estd4 relacionada negativamente con la concentracién de indice
aterogénico.

Tabla 13. Bacterias analizadas por MaAsLin que no se asociaron significativamente a metadatos
con base al valor de p y g simultaneamente.

Bacteria Nivel Metadato valor p valor g Numero de figura
Taxono
mico
Coprococcus spp. Género | Cadera **0.001 | 0.048 45, Anexo 3
Megasphera spp. Género | Cadera **0.002 | 0.125 46, Anexo 3
Barnesiellaceae Familia_ | Cintura ***<0.001 | 0.081 47, Anexo 3
Bulleidia spp. Género | Cintura **0.001 | 0.106 48, Anexo 3
Lachnospiraceae Familia_ | Cintura ***<(0.001 | 0.056 49, Anexo 3
Megasphera spp. Género | Cintura ***<(0.001 | 0.213 50, Anexo 3
Parvimonas spp. Género | Cintura **0.004 | 0.224 51, Anexo 3
Rickenellaceae Familia_ | Cintura **0.004 | 0.203 52, Anexo 3
Erysipelotrichaceae Familia | Estatura ***<(0.001 | 0.048 53, Anexo 3
Clostridiaceae Familia | IMC ***<(0.001 | 0.063 54, Anexo 3
Ruminococaceae Familia | IMC **0.001 | 0.107 55, Anexo 3
Coprococcus spp. Género | IMC **0.001 | 0.115 56, Anexo 3
Ruminococus spp. Género | IMC **0.003 | 0.187 57, Anexo 3
Barnesiellaceae Familia | IMC ***<(0.001 | 0.070 58, Anexo 3
Dorea spp. Género | IMC **0.002 | 0.125 59, Anexo 3
Lachnospiraceae Familia | IMC **0.002 | 0.125 60, Anexo 3
Parvimonas spp. Género | Peso **0.004 | 0.224 61, Anexo 3
Lachnospiraceae Familia | P. dias **0.001 | 0.220 62, Anexo 3
Rhodobacteriaceae Familia | ALT **0.001 | 0.046 63, Anexo 3
Barnesiellaceae Familia | ALT **0.002 | 0.073 64, Anexo 3
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Fusobacterium spp. Género | ALT **0.003 | 0.099 65, Anexo 3
Propionibacterium spp. Género | ALT **0.003 | 0.106 66, Anexo 3
Phascolarctobacterium Género | ALT **0.001 | 0.216 67, Anexo 3
spp.

Sphingobium spp. Género | ALT 0.010 | 0.223 68, Anexo 3
Streptomycetaceae Familia_ | B. indirecta **0.004 | 0.130 69, Anexo 3
Streptomycetaceae Familia | B. total **0.002 | 0.093 70, Anexo 3
Haemophilus spp. Género | B. directa ***<(0.001 | 0.034 71, Anexo 3
Streptomycetaceae Familia | B. directa **0.005 | 0.145 72, Anexo 3
Succinivibrio spp. Género | B. directa **0.008 | 0.202 73, Anexo 3
Prevotella spp. Género | B. directa *0.010 | 0.223 74, Anexo 3
Christenellaceae Familia | Colesterol **0.001 | 0.069 75, Anexo 3
Anaerostipes spp. Género | Colesterol **0.003 | 0.105 76, Anexo 3
Fusobacterium spp. Género | Colesterol **0.003 | 0.113 77, Anexo 3
Streptomycetaceae Familia | Colesterol **0.004 | 0.142 78, Anexo 3
Gammaproteobacteria Orden F. alcalina **0.001 | 0.060 79, Anexo 3
Anaerostipes spp. Género | F. alcalina **0.003 | 0.099 80, Anexo 3
Erysipelotrichaceae Familia_ | F. alcalina **0.005 | 0.145 81, Anexo 3
Lachnospiraceae Familia_ | F. alcalina **0.006 | 0.160 82, Anexo 3
Ruminococus spp. Género | F. alcalina **0.007 | 0.175 83, Anexo 3
Ruminococaceae Familia_ | F. alcalina **0.009 | 0.210 84, Anexo 3
Dorea spp. Género | F. alcalina *0.010 | 0.223 85, Anexo 3
Oscillospira spp. Género | F. alcalina *0.012 | 0.244 86, Anexo 3
Actinomyces spp. Género | Glucosa ***<0.001 | 0.034 87, Anexo 3
Ruminococus spp. Género | Glucosa **0.001 | 0.042 88, Anexo 3
Rickenellaceae Familia | Glucosa **0.001 | 0.050 89, Anexo 3
Enterobacteriaceae Familia | Glucosa **0.001 | 0.069 90, Anexo 3
Clostridiaceae Familia | Glucosa **0.001 | 0.071 91, Anexo 3
Butyricimonas spp. Género | Glucosa **0.002 | 0.092 92, Anexo 3
Lactococcus spp. Género | Glucosa **0.002 | 0.094 93, Anexo 3
Odoribacter spp. Género | Glucosa **0.005 | 0.145 94, Anexo 3
Granulicatella spp. Género | Glucosa **0.006 | 0.160 95, Anexo 3
Barnesiellaceae Familia | Glucosa **0.006 | 0.160 96, Anexo 3
Dorea spp. Género | Glucosa **0.007 | 0.172 97, Anexo 3
Streptococcus spp. Género | Glucosa **0.007 | 0.190 98, Anexo 3
Rhodoplanes spp. Género | Glucosa **0.009 | 0.216 99, Anexo 3
Peptostrptococaceae Familia | Glucosa *0.011 | 0.223 100, Anexo 3
Enterococaceae Familia | Glucosa *0.011 | 0.224 101, Anexo 3
Succinivibrio spp. Género | HDL **0.001 | 0.071 102, Anexo 3
Streptomycetaceae Familia | HDL **0.001 | 0.071 103, Anexo 3
Slackia spp. Género | ind. atero. *0.012 | 0.242 104, Anexo 3
Streptomycetaceae Familia | LDL **0.002 | 0.091 105, Anexo 3
Fusobacterium spp. Género | LDL **0.005 | 0.145 106, Anexo 3
Christenellaceae Familia | LDL **0.006 | 0.160 107, Anexo 3
Phascolarctobacterium Género | LDL **0.009 | 0.212 108, Anexo 3
spp.

Anaerostipes spp. Género | LDL *0.012 | 0.223 109, Anexo 3

IMC: Indice de masa corporal; P. dias: Presion diastdlica; ALT: Alanina aminotransferasa; B.
indirecta: Bilirrubina indirecta; B. total; Bilirrubina total; B. directa; Bilirrubina directa; F. alcalina:
Fosfatasa alcalina; HDL: Lipoproteina de alta densidad; ind. atero.; indice aterogénico; LDL;
Lipoproteina de baja densidad. El valor “p” indica si el resultado es estadisticamente significativo
(el minimo aceptado es 0.050) y el valor de

“q” indica la validez de los datos que reporta “p” (el
minimo aceptable es 0.025).
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Analisis de la asociacion de la diversidad de la microbiota con las rutas metabolicas

durante la intervencion con cerveza sin alcohol.

Finalmente, se utiliz6 una herramienta estadistica que utiliza los datos de
abundancia relativa contra la base de datos de Greengenes y Kyoto Enciclpedia of
Genes and Genomes (KEGG) (PICRUS), para analizar cuales rutas metabolicas
pueden estar implicadas por las abundancias relativas de las bacterias presentes
en las muestras. De este analisis la ruta metabdlica con involucrada con las
abundancias relativas es la degradacion de otros glicanos con un valor p=0.006
(Figura 41).
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Figura 41. Analisis PICRUSt de las abundancias relativas de las bacterias de los 35 participantes
contra tiempo (dia 1, 15 y 30). La ruta metabolica relacionada con las abundancias relativas cuando
se comparan con la base de datos de KEGG con un valor p=0.006 es, degradacién de otros glicanos.
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10. DISCUSION

De los resultados antropométricos y los proporcionados por el laboratorio clinico
cabe destacar que durante la participacion en el proyecto de consumo de una
cerveza sin alcohol de 355 mL/dia por 30 dias no hubo un aumento de peso, indice
de masa corporal, cintura, cadera, ni los pardmetros de perfil hepatico, lipidico y de
inflamacion (Figura 9 y Tablas 3-8); con lo que en estas condiciones se puede
considerar que el consumo de una cerveza sin alcohol al dia en dichas condiciones
no favorece el aumento de peso, ni causa dafio al higado o alguna alteracion
metabdlica. Sin embargo, la concentracién de hemoglobina corpuscular media bajé,
los basdfilos aumentaron, el volumen plaguetario medio disminuyd, la glucosa
disminuyo y el porcentaje de células 8 funcionales aumento (Figuras 9 y Tablas 3-
8), con base en los dos ultimos cambios se puede considerar que el consumo
moderado de cerveza sin alcohol puede ayudar a regular la glucosa. Sin embargo,
hay estudios donde un consumo de cerveza con y sin alcohol durante 3 semanas y
dieta controlada reportan que no hay cambio en peso, indice de masa corporal,
hemoglobina, triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL, transaminasas y glucosa, sélo
observaron que la cerveza con alcohol disminuye los niveles de proteina C reactiva
(Sierksma et al., 2002).

Tomando en cuenta que no hubo un cambio significativo del perfil lipidico ni
la produccion de &cidos grasos de cadena corta cuantificados en heces, se confirma
que no se modifico la produccion de los mismos, ya que un exceso en la produccion
de los acidos grasos de cadena corta pueden absorberse a nivel intestinal y como
consecuencia elevar los valores del perfil lipidico (Murugesan et al.,, 2017;
Murugesan et al., 2015; Nirmalkar et al., 2016).

A nivel de microbiota hubo un aumento relativo del phylum de Bacteroidetes
y una disminucién relativa de los Firmicutes, y por género se observé un aumento
relativo de Bacteroides spp. y una disminucion relativa de la familia
Lachnospiraceae y del orden de Clostridiales; en donde se observo que en el género

femenino es mas evidente el cambio de la abundancia de las bacterias presentes
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en el colon distal, esto observado tanto en las abundancias relativas (Figuras 12-
16) y en los andlisis de LEfSe (Figuras 21-23). Hay trabajos que reportan que la
abundancia de los géneros Faecalibacterium spp. y Roseburia spp. y la familia
Lachnospiraceae estan presentes en sobrepeso (Murugesan et al., 2015); por otro
lado, un estudio en ratones ob/ob sin microbiota fueron colonizados por
Lachnospiraceae (AJ110941), y estos presentaron altos niveles de glucosa en
ayunas y disminuy6 la insulina (Kameyama & Itoh, 2014). Tomando en cuenta lo
anterior se puede observar que la cerveza sin alcohol puede ejercer funcion

prebidtica en la microbiota intestinal.

Adicionalmente el analisis de MaAsLin el cual nos ayuda a encontrar la
asociacion de los valores de la metadata que tuvieron un cambio estadisticamente
significativo durante el consumo de cerveza sin alcohol durante un mes fue; la
concentracion de glucosa con la abundancia de las siguientes bacterias:
Bacteroides spp., Erysipelotrichaceae, Parabacteroides spp., Biophila spp. vy
Holdemania spp., los cuales, entre mas abundancia de estas bacterias la glucosa
esta controlada dentro de los valores normales (Figuras 28-32). Las bacterias del
género Blautia spp., Faecalibacterium spp. y Coprococcus spp. estan
incrementadas significativamente en nifios con obesidad y sobrepeso, y las
bacterias que se modifican durante el consumo de cerveza parte de una microbiota

que esta asociada con peso normal (Murugesan et al., 2016; Nirmalkar et al., 2016).

Finalmente se obtuvo que la ruta metabdlica posiblemente implicada con las
abundancias relativas es la de degradacion de otros glicanos (Figura 41). Tomando
en cuenta que se sabe que in vitro los Bacteroidetes resisten mas la actividad
antimicrobiana de los compuestos polifenélicos que los Firmicutes, y los datos
obtenidos durante el proyecto hubo un aumento de los Bacteroidetes, se puede
considerar que los componentes de la cerveza sin alcohol pueden regular la

microbiota intestinal (Rastmanesh, Reza, 2011).
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11. CONCLUSION

Las conclusiones del proyecto son las siguientes:

El consumo de una cerveza sin alcohol de 355 mL/dia por 30 dias no modifica
el peso, indice de masa corporal, cintura, cadera, ni los parametros de perfil

hepético, lipidico y de inflamacion.

El consumo de una cerveza sin alcohol de 355 mL/dia por 30 dias modifica la
concentracion de hemoglobina corpuscular media bajo, los basofilos
aumentaron, el volumen plaquetario medio disminuyd, la glucosa disminuyo y el

porcentaje de células B funcionales aumenté.

El consumo de una cerveza sin alcohol de 355 mL/dia por 30 dias modifica la
microbiota, donde hay un aumento relativo del phylum de Bacteroidetes y una
disminucién relativa de los Firmicutes, y por género se observdé un aumento
relativo de Bacteroides y una disminucion relativa de la familia Lachnospiraceae
y del orden de Clostridiales; en donde se observo que en el género femenino es
mas evidente el cambio. Por lo que se puede considerar a la cerveza sin alcohol

como un buen prebiético.
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13.1. Instrucciones para toma de muestra de heces

Debe proveérsele un recipiente limpio para colectar la muestra y un abatelenguas

para la recoleccion de la muestra se requiere plastico el cual se usa para envolver

(del transparente empleado en la cocina). Las heces contienen material que

propaga enfermedades por ello lave sus manos antes y después del procedimiento

Indicaciones:

b)

a)
b)

c)

d)

f)
)
h)

Rotule el frasco con su nombre.

Procure orinar antes de colectar la muestra de heces, para no
contaminar la muestra de heces con orina.

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.

Con mucho cuidado de no romper el plastico evacue sobre la parte
hundida del plastico.

Coloque la muestra directamente del plastico dentro del recipiente
utilizando el abatelenguas, sin importar el tipo de consistencia que tenga.
Llene el frasco a la mitad de su capacidad y cierre con firmeza.

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

Retire el plastico de la taza del bafio y haga un nudo en la parte superior
para desecharlo en el bote de basura.

Lave sus manos. Coloque el recipiente en una bolsa de plastico y
manténganlo en refrigeracién hasta el momento en el que entregue la

muestra.

13.2 Extraccién de DNA de muestra de heces con Favorgen

Agregar 100 mg de heces al tubo de 2 mL con perlas (incluido en el kit)
Anadir 300 pl del buffer SDE1 y 20 pl de proteinasa K (10 mg/mL),

posteriormente agitar con vortex a maxima velocidad durante 5 minutos.
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f)

9)

h)

)

K)

Incubar la muestra a 60 ° C durante 20 minutos, agitando con vortex cada
5 minutos; posteriormente 5 minutos a 95 °C.

Dar a los tubos una centrifugacion corta (10 segundos), y poner la
muestra en hielo por 5 minutos y agregar 100 pl de buffer SD2 e incubar
otros 5 minutos en hielo.

Centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo de polipropileno de 1.5 mL y
descartar el pellet.

Afadir 200 pl de buffer SDE3, mezclar e incubar la muestra a temperatura
ambiente por 2 minutos.

Centrifugar a maxima velocidad por 2 minutos.

Transferir 250 pl de sobrenadante a un tubo de polipropileno de 1.5 mL.
Anadir 250 pl de SDE4 y 250 ul de etanol absoluto, mezclar y afadir el
contenido a una columna con su portacolumna.

Centrufugar a maxima velocidad por 1 minuto y descartar el contenido del
portacolumna.

Afadir 750 pl de buffer de lavado y centrifugar a méaxima velocidad 1

minuto y descartar el contenido del portacolumna.

m) Repetir el paso anterior.

n)

0)

P)
Q)

Cambiar el portacolumna y centrifugar la columna por 3 minutos a maxima
velocidad para secar el filtro de la columna.

Afadir 100 ul de buffer de elucién previamente calentado a 60 °C y dejar
a temperatura ambiente 2 minutos.

Centrifugar a méxima velocidad por 1 minuto para eluir el DNA.
Cuantificar y ver en gel de agarosa la integridad del DNA.

13.3 Preparacion de genotecas region V3 del gen 16S rDNA

a)

Al producto de amplificacion de la region V3 del gen rDNA 16 S se le
incorpora una secuencia de nucleotidos Unica para marcar cada muestra

denominada “barcode”, ademas de secuencias adaptadoras necesarias
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b)

d)

f)

9)

h)

en la tecnologia de secuenciacion masiva semiconductora de iones
(Figura 10).

Realizar una PCR con las condiciones descritas en las Tablas 3y 4

Se realizar4 un andlisis de la calidad de los amplicones que se generen
en cada muestra mediante un fraccionamiento electroforético en geles de
agarosa al 2.0%.

Después de obtener los amplicones del tamafio aproximado a 281 pb, se
realizaran reacciones masivas de PCR de cada muestra con la finalidad
de tener mayor volumen de producto de reaccion, en las condiciones y
con el programa de amplificacion descritos previamente.

Para preparar la genoteca de la region V3 del gen rDNA 16S se mezclaron
todos los productos de PCR a una concentracién equivalente y se
realizard una electroforesis en gel preparativo de agarosa al 2.0%.

Se cortar la banda correspondiente al tamafio de 281 pb y se purificara el
producto de PCR utilizando el kit “Wizard® SV Gel & PCR Clean-Up
System” de Promega, donde se seguiran las indicaciones del fabricante.
Por ultimo, se realizara una electroforesis en gel de agarosa al 2.0% en
las mismas condiciones para verificar el tamafio del producto de PCR
purificado

Se determinara la concentraciéon de DNA recuperado.

13.4 Secuenciacion masiva de genotecas 16S rDNA de la microbiota del

colon

a)

b)

Las genotecas de muestras fecales se analizardn y se acondicionara para la
secuenciacion masiva semiconductora de iones por el personal capacitado del
Laboratorio de Referencia y Apoyo para la Caracterizacion de Genomas,

Transcriptomas y Microbiomas siguiendo los siguientes pasos:

Verificar el tamafio de los amplicones de la genoteca utilizando equipo
Bioanalyzer.

Acondicionar las esferas para hacer reacciones de PCR masivas.
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d)

f)

9)

h)

)

Verificar la calidad de las esferas con la muestra a secuenciar utilizando
equipos lon OneTouch™ System y fluorometro Qubit® 2.0.
Secuenciacion de muestras con obtencion de sefiales por flujo y por ciclo
en equipo lon Torrent PGM™ Sequence utilizando “lon Semiconductor
Sequencing Chip” 318 r con una capacidad de mas de 100 Mb y una
lectura de 400 pb.

Convertir las sefiales en lecturas de bases y analizar la calidad del
proceso y las lecturas obtenidas.

Generar archivos de cada muestra de acuerdo a la lista de barcodes
empleados en formato FASTQ utilizando el “software Torrent Suite
v4.4.3”, excluyendo del andlisis las lecturas que no cumplieron con
estandares de calidad establecidos.

Los archivos FASTQ seran proporcionados seran convertidos a archivos
FASTA para su analisis en QIIME v1.9.0.

Las secuencias se agruparan en Unidades Taxonémicas Operacionales
(OTUs) con un 97% de similitud, donde se usard el algoritmo UCLUST.
Las quimeras formadas se eliminaran del analisis usando ChimeraSlayer.
La asignacion taxondmica se realizard mediante el alineamiento de las

secuencias contra la base de datos Green Genes.

13.5 Medicion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)

a)

b)

d)

Acondicionar el equipo HPLC PerkinElmer, usando 1 mL de flujo con
fosfato monobésico de sodio y acetonitrilo (80:20).

Una vez que el equipo este trabajando a una presion estable inyectar los
estandares correspondientes a acido acético, propionico y butirico a una
concentracion conocida.

Determinar el tiempo de retencion y unidades de absorbancia de los
estandares.

En las mismas condiciones inyectar una por una las muestras

previamente guardadas para determinacion de AGCC.
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e)

Determinar el tiempo de retencion y las unidades de absorbancia de las

muestras.

f) Calcular la concentracion de AGCC con el método de estandar externo.

13.6 Extraccion de componentes fendlicos en cerveza

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)

h)
)
)

Tomar 8 mL de cerveza y pasarlo a un tubo de polipropileno de 15 mL.
Ajustar el pH a 5 con NaOH 0.1 M midiendo potenciometro.

Agregar 500 pL de solucién Triton X114 y 1.25 g de NaCl.

Mezclar en vortex por 2 minutos.

Incubar a 70°C por 10 minutos.

Centrifugar a 1.5 g (4,000 rpm) durante 5 minutos.

Tomar con una pipeta de 1 mL 300-500 pL de sobrenadante con mucho
cuidado de no mover la fase acuosa.

Agregar 500 pL de metanol grado HPLC.

Mezclar en vortex y almacenar hasta su analisis en HPLC.

Analizar en HPLC

13.7 Extraccién de componentes fendlicos en suero

a)

b)
c)
d)
e)
f)
9)

h)
)
)

Tomar 0.8-1 mL de suero sanguineo y pasarlo a un tubo de polipropileno
de 1.5 mL.

Ajustar el pH a 5 con HCI 0.1 M midiendo pH con tiras reactivas.
Agregar 50 pL de solucion Triton X114 y 20 mg de NacCl.

Mezclar en vOrtex por 2 minutos.

Incubar a 70°C por 10 minutos.

Centrifugar a 1.5 g (4,000 rpm) durante 5 minutos.

Tomar con una pipeta de 1 mL 300-500 pL de sobrenadante con mucho
cuidado de no mover la fase acuosa.

Agregar 500 pL de metanol grado HPLC.

Mezclar en vortex y almacenar hasta su analisis en HPLC.

Analizar en HPLC
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13.8 Andlisis de los componentes polifenélicos de cervezay suero con
HPLC

a) Acondicionar el equipo HPLC PerkinElmer, usando 1 mL de flujo con metanol
acido acético glacial al 0.5% (80:20).

b) Una vez que el equipo este trabajando a una presion estable y a 364 y 290
nm de longitud de onda, inyectar el estandar de xantohumol a una
concentracion conocida.

c) Determinar el tiempo de retencidn y unidades de absorbancia del estandar.

d) En las mismas condiciones inyectar una por una las muestras previamente
guardadas para determinacion de los componentes polifenélicos.

e) Determinar el tiempo de retencidon y las unidades de absorbancia de las
muestras.

f) Calcular la concentracion de xantohumol con el método de estandar externo.
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Anexo 2. Tablas.

Tabla 14

Tabla 15
Tabla 16

Tabla 17

“Barcodes” utilizados por muestra en el primer sentido 5’

ald

indices de riqueza y diversidad bacteriana por grupo

indices de riqueza y diversidad bacteriana por género

(masculino)

indices de riqueza y diversidad bacteriana por género

(femenino)
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Tabla. 14. “Barcodes” utilizados por muestra en el primer sentido 5’ a 3’

Folio Tiempo Chip Barcode Adaptor
2 ARS Dia 1l CSA 1 Barcode1 | GATCTGCGATCC |[CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
4 APE Dia 1l CSA 1 Barcode2 | CAGCTCATCAGC [ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
5 ABC Dia 1l CSA 1 Barcode3 | CAAACAACAGCT [ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
6 BRF Dia 1l CSA 1 Barcode 4 | GCAACACCATCC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
8 DRS Dial CSA 1 Barcode5 | GCGATATATCGC [ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
9 EGGD Dia 1 CSA 1 Barcode 6 | CGAGCAATCCTA [ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
10 EFML Dia 1 CSA 1 Barcode 7 | AGTCGTGCACAT [ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
11 ERT Dia 1l CSA 1 Barcode 8 | GTATCTGCGCGT [ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
14 FHQ Dia 1l CSA 1 Barcode9 | CGAGGGAAAGTC [ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
17 GICH Dia 1l CSA 1 Barcode 10 | CAAATTCGGGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
20 JRGG Dia 1 CSA 1 Barcode 11 | AGATTGACCAAC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
23 MFPP Dial CSA 1 Barcode 12 | AGTTACGAGCTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
27 MHL Dia 1l CSA 1 Barcode 13 | GCATATGCACTG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
28 OML Dia 1 CSA 1 Barcode 14 | CAACTCCCGTGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
34 SARS Dia 1l CSA 1 Barcode 15 | TTGCGTTAGCAG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
35 SDET Dia 1 CSA 1 Barcode 16 | TACGAGCCCTAA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
36 UOGL Dial CSA 1 Barcode 17 | CACTACGCTAGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
40 AAO Dia 1 CSA 1 Barcode 18 | TGCAGTCCTCGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
41 ACMN Dia 1 CSA 1 Barcode 19 | ACCATAGCTCCG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
42 DYZG Dia 1l CSA 1 Barcode 20 | TGGACATCTCTT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
43 EGV Dia 1 CSA 1 Barcode 21 | GAACACTTTGGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
44 FIRF Dia 1l CSA 1 Barcode 22 | GAGCCATCTGTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
45 JRH Dia 1 CSA 1 Barcode 23 | TTGGGTACACGT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
49 LANM Dial CSA 1 Barcode 24 | AAGGCGCTCCTT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
50 LMA Dia 1l CSA 1 Barcode 25 | TAATACGGATCG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
51 RVR Dia 1 CSA 1 Barcode 26 | TCGGAATTAGAC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
53 EMR Dia 1l CSA 1 Barcode 27 | TGTGAATTCGGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
54 DPRL Dia 1 CSA 1 Barcode 28 | CATTCGTGGCGT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
55 JGM Dia 1 CSA 1 Barcode 29 | AACGCACGCTAG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
56 NAV Dia 1 CSA 1 Barcode 30 | ACACTGTTCATG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
57 RMPM Dia 1 CSA 1 Barcode 31 | ACCAGACGATGC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
58 APCM Dia 1l CSA 1 Barcode 32 | ACGCTCATGGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
59 HSL Dia 1 CSA 1 Barcode 33 | ACTCACGGTATG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
60 EOPS Dia 1l CSA 1 Barcode 34 | AGACCGTCAGAC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
61 AKGB Dia 1 CSA 1 Barcode 35 | AGCACGAGCCTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
2 ARS Dia 15 CSA 1 Barcode 36 | ACAGACCACTCA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
4 APE Dia 15 CSA 1 Barcode 37 | ACCAGCGACTAG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
5 ABC Dia 15 CSA 1 Barcode 38 | ACGGATCGTCAG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
6 BRF Dia 15 CSA 1 Barcode 39 | AGCTTGACAGCT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
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8 DRS Dia 15 CSA 1 Barcode 40 | AACTGTGCGTAC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
9 EGGD Dia 15 CSA 1 Barcode 41 | ACCGCAGAGTCA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
10 EFML Dia 15 CSA 1 Barcode 42 | ACGGTGAGTGTC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

11 ERT Dia 15 CSA 1 Barcode 43 | ACTCGATTCGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
14 FHQ Dia 15 CSA 1 Barcode 44 | AGACTGCGTACT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
17 GICH Dia 15 CSA 1 Barcode 45 | AGCAGTCGCGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
20 JRGG Dia 15 CSA 1 Barcode 46 | AGGACGCACTGT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
23 MFPP Dia 15 CSA 1 Barcode 47 | AAGAGATGTCGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
27 MHL Dia 15 CSA 1 Barcode 48 | ACAGCAGTGGTC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
28 OML Dia 15 CSA 1 Barcode 49 | ACGTACTCAGTG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
34 SARS Dia 15 CSA 2 Barcode 1 | GATCTGCGATCC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
35 SDET Dia 15 CSA 2 Barcode 2 | CAGCTCATCAGC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
36 UOGL Dia 15 CSA 2 Barcode3 | CAAACAACAGCT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
40 AAO Dia 15 CSA 2 Barcode 4 | GCAACACCATCC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

41 ACMN Dia 15 CSA 2 Barcode 5 | GCGATATATCGC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
42 DYZG Dia 15 CSA 2 Barcode 6 | CGAGCAATCCTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
43 EGV Dia 15 CSA 2 Barcode 7 | AGTCGTGCACAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
44 FIRF Dia 15 CSA 2 Barcode 8 | GTATCTGCGCGT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

45 JRH Dia 15 CSA 2 Barcode 9 | CGAGGGAAAGTC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
49 LANM Dia 15 CSA 2 Barcode 10 | CAAATTCGGGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
50 LMA Dia 15 CSA 2 Barcode 11 | AGATTGACCAAC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
51 RVR Dia 15 CSA 2 Barcode 12 | AGTTACGAGCTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
53 EMR Dia 15 CSA 2 Barcode 13 | GCATATGCACTG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
54 DPRL Dia 15 CSA 2 Barcode 14 | CAACTCCCGTGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
55 JGM Dia 15 CSA 2 Barcode 15 | TTGCGTTAGCAG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
56 NAV Dia 15 CSA 2 Barcode 16 | TACGAGCCCTAA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

57 RMPM Dia 15 CSA 2 Barcode 17 | CACTACGCTAGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
58 APCM Dia 15 CSA 2 Barcode 18 | TGCAGTCCTCGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

59 HSL Dia 15 CSA 2 Barcode 19 | ACCATAGCTCCG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
60 EOPS Dia 15 CSA 2 Barcode 20 | TGGACATCTCTT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
61 AKGB Dia 15 CSA 2 Barcode 21 | GAACACTTTGGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

2 ARS Dia 30 CSA 2 Barcode 22 | GAGCCATCTGTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

4 APE Dia 30 CSA 2 Barcode 23 | TTGGGTACACGT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

5 ABC Dia 30 CSA 2 Barcode 24 | AAGGCGCTCCTT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

6 BRF Dia 30 CSA 2 Barcode 25 | TAATACGGATCG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

8 DRS Dia 30 CSA 2 Barcode 26 | TCGGAATTAGAC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
9 EGGD Dia 30 CSA 2 Barcode 27 | TGTGAATTCGGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
10 EFML Dia 30 CSA 2 Barcode 28 | CATTCGTGGCGT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
11 ERT Dia 30 CSA 2 Barcode 29 | AACGCACGCTAG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
14 FHQ Dia 30 CSA 2 Barcode 30 | ACACTGTTCATG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
17 GICH Dia 30 CSA 2 Barcode 31 | ACCAGACGATGC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
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20 JRGG Dia 30 CSA 2 Barcode 32 | ACGCTCATGGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
23 MFPP Dia 30 CSA 2 Barcode 33 | ACTCACGGTATG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
27 MHL Dia 30 CSA 2 Barcode 34 | AGACCGTCAGAC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
28 OLM Dia 30 CSA 2 Barcode 35 | AGCACGAGCCTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
34 SARS Dia 30 CSA 2 Barcode 36 | ACAGACCACTCA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
35 SDET Dia 30 CSA 2 Barcode 37 | ACCAGCGACTAG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
36 UOGL Dia 30 CSA 2 Barcode 38 | ACGGATCGTCAG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
40 AAO Dia 30 CSA 2 Barcode 39 | AGCTTGACAGCT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
41 ACMN Dia 30 CSA 2 Barcode 40 | AACTGTGCGTAC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
42 DYZG Dia 30 CSA 2 Barcode 41 | ACCGCAGAGTCA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
43 EGV Dia 30 CSA 2 Barcode 42 | ACGGTGAGTGTC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
44 FIRF Dia 30 CSA 2 Barcode 43 | ACTCGATTCGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
45 JRH Dia 30 CSA 2 Barcode 44 | AGACTGCGTACT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
49 LANM Dia 30 CSA 2 Barcode 45 | AGCAGTCGCGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
50 LMA Dia 30 CSA 2 Barcode 46 | AGGACGCACTGT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
51 RVR Dia 30 CSA 2 Barcode 47 | AAGAGATGTCGA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
53 EMR Dia 30 CSA 2 Barcode 48 | ACAGCAGTGGTC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
54 DPRL Dia 30 CSA 2 Barcode 49 | ACGTACTCAGTG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
55 JGM Dia 30 KF Barcode 40 | AACTGTGCGTAC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
56 NAV Dia 30 KF Barcode 41 | ACCGCAGAGTCA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
57 RMPM Dia 30 KF Barcode 42 | ACGGTGAGTGTC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
58 APCM Dia 30 KF Barcode 43 | ACTCGATTCGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
59 HSL Dia 30 KF Barcode 44 | AGACTGCGTACT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
60 EOPS Dia 30 KF Barcode 45 | AGCAGTCGCGAT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
61 AKGB Dia 30 KF Barcode 46 | AGGACGCACTGT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
Todos Todos Todos V3-518 R No aplica CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
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Tabla 15. indices de riqueza y diversidad bacteriana por grupo

indices Dia 1 Dia 15 Dia 30 Valor-p
Numero de participantes 35 35 35 ND
Observadas 2491+963 2625+1098 3111+1672 0.3002
Chaol 4777+1632 5052+1852 5771+£2486 0.110QP
Shannon 4.50+0.39 4.42+0.49 4.70+0.38 0.0282
Simpson 0.96+0.02 0.96+0.03 0.97+0.02 0.1442

Observadas: Riqueza de especies observadas; Chaol: Estimado de riqueza de especies; Shannon: indice de diversidad
Shannon-Wiener; Simpson: Indice de diversidad de Simpson; ND: no determinado. Datos estadisticos promedio +

desviacion estandar. Los valores p fueron calculados con: 2 Kruskal-Wallis y ® ANOVA. Un valor p<0.05 es considerado

estadisticamente significativo.

Tabla 16. indices de riqueza y diversidad bacteriana por género (masculino)

indices Dia 1 Dia 15 Dia 30 Valor-p
Numero de participantes 35 35 35 nd
Observadas 2518+1031 2556+866 3028+1831 0.6702
Chaol 4815+1761 4960+£1444 5692+2770 0.6852
Shannon 4.53+0.43 4.45+0.43 4.66+0.44 0.301°
Simpson 0.96+0.02 0.96+0.03 0.96+0.02 0.6702

Observadas: Riqueza de especies observadas; Chaol: Estimado de riqueza de especies; Shannon: indice de diversidad
Shannon-Wiener; Simpson: indice de diversidad de Simpson; ND: no determinado. Datos estadisticos promedio *
desviacion estandar. Los valores p fueron calculados con:  Kruskal-Wallis y ® ANOVA. Un valor p<0.05 es considerado
estadisticamente significativo.

Tabla 17. indices de riqueza y diversidad bacteriana por género (femenino)

indices Dia 1 Dia 15 Dia 30 Valor-p
NuUmero de participantes 35 35 35 nd
Observadas 2449+887 2728+1408 | 3236+1458 0.267°
Chaol 4721+1480 5188+2394 589042082 0.316°
Shannon 4.44+0.33 4.38+0.58 4.77+0.24 0.036°
Simpson 0.96+0.01 0.950.03 0.97+0.01 0.0882

Observadas: Riqueza de especies observadas; Chaol: Estimado de riqueza de especies; Shannon: indice de diversidad
Shannon-Wiener; Simpson: indice de diversidad de Simpson; ND: no determinado. Datos estadisticos promedio *
desviacion estandar. Los valores p fueron calculados con: ? Kruskal-Wallis y ® ANOVA. Un valor p<0.05 es considerado
estadisticamente significativo.
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Figura 42. Andlisis MaAsLin de los participantes por grupo. Se realizdé una comparacion de los datos
de abundancia bacteriana, y agrupando por tiempo (dia 1, 15 y 30). Se observa una asociacion del
orden Clostridiales. que no fue significativa de acuerdo con los valores de p y q simultdneamente.
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Figura 43. Analisis MaAsLin de los participantes por grupo. Se realizé una comparacién de los datos
de abundancia bacteriana, y agrupando por tiempo (dia 1, 15 y 30). Se observa una asociacion del
género Staphylococcus spp. que no fue significativa de acuerdo con los valores de p y q
simultaneamente.
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Figura 44. Andlisis MaAsLin de los participantes por grupo. Se realizdé una comparacion de los datos
de abundancia bacteriana, y agrupando por tiempo (dia 1, 15 y 30). Se observa una asociacion del
género Bacteroides spp. que no fue significativa de acuerdo con los valores de p y q
simultdneamente.
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Figura 45. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra la medida de cadera. Se
realizé una comparacion de los datos antropométricos de cadera (cm) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion del género Coprococcus spp., sin embargo, esto no fue significativo
de acuerdo con los valores de p y q simultdneamente.
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Figura 46. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra la medida de cadera. Se
realiz6 una comparaciéon de los datos antropométricos de cadera (cm) contra abundancia relativa,
observandose una asociacién del género Megasphera spp., sin embargo, esto no fue significativo de
acuerdo con los valores de p y q simultaneamente.
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Figura 47. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra la medida de cintura. Se
realizé una comparacion de los datos antropométricos de cintura (cm) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion de la familia Barnesiellaceae, sin embargo, esto no fue significativo de
acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 48. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra la medida de cintura. Se
realiz6 una comparacién de los datos antropométricos de cintura (cm) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion del género Bulleidia spp., sin embargo, esto no fue significativo de
acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 49. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra la medida de cintura. Se
realizé una comparacion de los datos antropométricos de cintura (cm) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion de la familia Lachnospiraceae, sin embargo, esto no fue significativo
de acuerdo con los valores de p y q simultdneamente.
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Figura 50. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra la medida de cintura. Se
realiz6 una comparacién de los datos antropométricos de cintura (cm) contra abundancia relativa,
observandose una asociacién del género Megasphera spp., sin embargo, esto no fue significativo de
acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 51. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra la medida de cintura. Se
realizé una comparacion de los datos antropométricos de cintura (cm) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion del género Parvimonas spp., sin embargo, esto no fue significativo de
acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 52. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra la medida de

cintura. Se

realiz6 una comparacién de los datos antropométricos de cintura (cm) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion de la familia Rickenellaceae, sin embargo, esto no fue significativo de

acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 53. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra la medida de estatura.
Se realiz6 una comparacion de los datos antropométricos de estatura (m) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion de la familia Erysipellotrichaceae, sin embargo, esto no fue

significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 54. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra IMC. Se realiz6 una
comparacion de los datos antropométricos de IMC (kg/m?) contra abundancia relativa, observandose
una asociacién de la familia Clostridiaceae, sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con los
valores de p y g simultdneamente.
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Figura 55. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra IMC. Se realiz6 una
comparacion de los datos antropométricos de IMC (kg/m?) contra abundancia relativa, observandose

una asociacion de la familia Ruminococcaceae, sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo
con los valores de p y g simultdneamente.
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IMC (0.0139 sd 0.0042, p=0.0013, g=0.115)

Bacteria|Firmicutes|Clostridia|Clostridiales|Lachnospiraceae|Coprococcus

20 25 30 35
IMC
Figura 56. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra IMC. Se realiz6 una
comparacion de los datos antropométricos de IMC (kg/m?) contra abundancia relativa, observandose

una asociacion del género Cocproccocus spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.
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Figura 57. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra IMC. Se realiz6 una
comparacion de los datos antropométricos de IMC (kg/m?) contra abundancia relativa, observandose
una asociacion del género Ruminooccocus spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo
con los valores de p y g simultdneamente.
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Bacteria|Bacteroidetes|Bacteroidia|Bacteroidales|Barnesiellaceae
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Figura 58. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra IMC. Se realiz6 una
comparacion de los datos antropométricos de IMC (kg/m?) contra abundancia relativa, observandose
una asociacion de la familia Barnesiellaceae, sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.

Bacteria|Firmicutes|Clostridia|Clostridiales|Lachnospiraceae|Dorea
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Figura 59. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra IMC. Se realiz6 una
comparacion de los datos antropométricos de IMC (kg/m?) contra abundancia relativa, observandose
una asociacion del género Dorea spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con los
valores de p y g simultineamente.
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IMC (0.0119 sd 0.00382, p=0.00244, q=0.125)

0.35
|

Bacteria|Firmicutes|Clostridia|Clostridiales|Lachnospiraceae

20 25 30 35
IMC
Figura 60. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra IMC. Se realiz6 una
comparacion de los datos antropométricos de IMC (kg/m?) contra abundancia relativa, observandose

una asociacion de la familia Lachnospiraceae, sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.
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Figura 61. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra peso. Se realizé una
comparacion de los datos antropométricos de peso (kg) contra abundancia relativa, observandose
una asociacion del género Parvimona spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.

95



Presion_dia (0.0028 sd 0.000994, p=0.00595, q=0.22)
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Figura 62. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra presion diastélica. Se
realiz6 una comparacién de los datos antropométricos de presion diastdlica (mmHg) contra

abundancia relativa, observandose una asociacion de la familia Lachnospiraceae, sin embargo, esto
no fue significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.

ALT (0.000176 sd 5.07e-05, p=0.000756, q=0.0462)
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Figura 63. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra ALT. Se realiz6 una

comparacion de los datos clinicos de ALT (U/L) contra abundancia relativa, observandose una

asociacion de la familia Rhodobacteraceae, sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.
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Bacteria|Bacteroidetes|Bacteroidia|Bacteroidales|Barnesiellaceae
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Figura 64. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra ALT. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de ALT (U/L) contra abundancia relativa, observandose una
asociacion de la familia Barnesiellaceae, sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con los
valores de p y q simultaneamente.
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Figura 65. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra ALT. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de ALT (U/L) contra abundancia relativa, observandose una
asociacion con el género Fusobacterium spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.
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Bacteria|Actinobacteria| ActinobacteriaActinomycetales|Propionibacteriaceae|Propion ibacterium
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Figura 66. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra ALT. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de ALT (U/L) contra abundancia relativa, observandose una
asociacion con el género Propionibacterium spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo
con los valores de p y q simultdneamente.
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Figura 67. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra ALT. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de ALT (U/L) contra abundancia relativa, observandose una
asociacién con el género Phascolarctobacterium spp., sin embargo, esto no fue significativo de
acuerdo con los valores de p y q simultaneamente.
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ALT (9.76e-05 sd 3.74e-05, p=0.0104, q=0.223)
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Figura 68. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra ALT. Se realizé una
comparacion de los datos clinicos de ALT (U/L) contra abundancia relativa, observandose una
asociacién con el género Sphingobium spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.

Bilirrubina__indirecta (~=0.0816 sd 0.0275, p=0.00384, q=0.13)
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Figura 69. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra bilirrubina indirecta. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de bilirrubina indirecta (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion de la familia Streptomycetaceae, sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultineamente.

99



Bilirrubina__total (0.0738 sd 0.0235, p=0.0023, q=0.0937)
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Figura 70. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra bilirrubina total. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de bilirrubina total (mg/dL) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion de la familia Streptomycetaceae, sin embargo, esto no fue significativo
de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.

Bilirrubina_directa (0.0759 sd 0.021, p=0.000475, q=0.0347)
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Figura 71. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra bilirrubina directa. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de bilirrubina directa (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con el género Haemophilus spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Bilirrubina_directa (-0.0504 sd 0.0174, p=0.00466, q=0.145)
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Figura 72. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra bilirrubina directa. Se
realiz6 una comparaciéon de los datos clinicos de bilirrubina directa (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion de la familia Streptomycetaceae, sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.

Bilirrubina_directa (-0.0509 sd 0.0189, p=0.00829, q=0.202)
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Figura 73. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra bilirrubina directa. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de bilirrubina directa (mg/dL) contra abundancia

relativa, observandose una asociacion con el género Succinivibrio spp., sin embargo, esto no fue
significativo de  acuerdo  con los wvalores de p y g simultaneamente.
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Bilirrubina_directa (0.038 sd 0.0145, p=0.0106, g=0.223)
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Figura 74. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra bilirrubina directa. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de bilirrubina directa (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con el género Prevotella spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.

Colesterol (0.000776 sd 0.000234, p=0.00128, q=0.0693)
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Figura 75. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra colesterol. Se realizé
una comparacion de los datos clinicos de colesterol (mg/dL) contra abundancia relativa,

observandose una asociacién de la familia Christenellaceae, sin embargo, esto no fue significativo
de acuerdo con los valores de p y q simultdneamente.
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Colesterol (0.000415 sd 0.000136, p=0.00285, g=0.105)
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Figura 76. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra colesterol. Se realizo
una comparacion de los datos clinicos de colesterol (mg/dL) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion con el género Anaerorostipes spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.

Colesterol (0.00014 sd 4.64e-05, p=0.00324, q=0.113)
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Figura 77. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra colesterol. Se realizé
una comparacion de los datos clinicos de colesterol (mg/dL) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion con el género Fusobacterium spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.

103



Colesterol (0.000132 sd 4.5e-05, p=0.0043, q=0.142)
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Figura 78. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra colesterol. Se realizo
una comparacion de los datos clinicos de colesterol (mg/dL) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion de la familia Streptomicetaceae, sin embargo, esto no fue significativo
de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.

Fosfatasa__alcalina (6.08e-05 sd 1.8e-05, p=0.00103, q=0.0598)
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Figura 79. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra fosfatasa alcalina. Se
realizé una comparacion de los datos clinicos de fosfatasa alcalina. (U/L) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion con el orden Gammaproteobacteria, sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Fosfatasa__alcalina (~=0.000336 sd 0.000109, p=0.00259, q=0.099)
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Figura 80. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra fosfatasa alcalina. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de fosfatasa alcalina. (U/L) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion con el género Anaerostipes spp., sin embargo, esto no fue significativo
de acuerdo con los valores de p y g simultineamente.
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Figura 81. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra fosfatasa alcalina. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de fosfatasa alcalina. (U/L) contra abundancia relativa,
observandose una asociacién con la familia Erysipelotrichaceae, sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Fosfatasa__alcalina (0.000907 sd 0.000322, p=0.00585, g=0.16)
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Figura 82. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra fosfatasa alcalina. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de fosfatasa alcalina. (U/L) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion con la familia Lachnospiraceae, sin embargo, esto no fue significativo
de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 83. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra fosfatasa alcalina. Se
realizé una comparacion de los datos clinicos de fosfatasa alcalina. (U/L) contra abundancia relativa,
observandose una asociacién con el género Ruminococcus spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Fosfatasa__alcalina (~=0.00111 sd 0.000414, p=0.00877, q=0.21)
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Figura 84. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra fosfatasa alcalina. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de fosfatasa alcalina. (U/L) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion con la familia Ruminococcaceae, sin embargo, esto no fue significativo
de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 85. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra fosfatasa alcalina. Se
realizé una comparacion de los datos clinicos de fosfatasa alcalina. (U/L) contra abundancia relativa,

observandose una asociacion con el género Dorea spp., sin embargo, esto no fue significativo de
acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Fosfatasa__alcalina (=0.000572 sd 0.000225, p=0.0124, q=0.244)
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Figura 86. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra fosfatasa alcalina. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de fosfatasa alcalina. (U/L) contra abundancia relativa,
observandose una asociacion con el género Oscillospira spp., sin embargo, esto no fue significativo
de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Glucosa_suero

Figura 87. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con el género Actinomyces spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Glucosa_suero (—-0.00113 sd 0.000319, p=0.000623, g=0.0423)
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Figura 88. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacién con el género Ruminococcus spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 89. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacién con la familia Rickellaceae, sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 90. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con la familia Enterobacteriaceae, sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 91. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con la familia Clostridiaceae, sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 92. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacién con el género Butyricimonas spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 93. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacién con el género Lactococcus spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 94. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con el género Odoribacter spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 95. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacién con el género Granulicatella spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 96. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con la familia Barnesiellaceae, sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 97. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con el género Dorea spp., sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 98. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con el género Streptococcus spp., sin embargo, esto no fue

significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 99. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con el género Rhodoplanes spp., sin embargo, esto no fue

significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 100. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con la familia Peptostreptococaceae, sin embargo, esto no
fue significativo de acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 101. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra glucosa en suero. Se
realiz6 una comparacion de los datos clinicos de glucosa en suero. (mg/dL) contra abundancia
relativa, observandose una asociacion con la familia Enterococaceae, sin embargo, esto no fue
significativo de acuerdo con los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 102. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra HDL. Se realizé una
comparacion de los datos clinicos de HDL. (mg/dL) contra abundancia relativa, observandose una
asociacién con el género Succinivibrio spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.

Bacteria|ActinobacteriaActinobacteria]Actinomycetales|Streptomycetaceae. 1

0.015

0.010

0.005

0.000

HDL (-0.000311 sd 0.00011, p=0.00588, q=0.16)

..

* o 00 - . e .o . . - . . . .

40

50 60 70

HDL

Figura 103. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra HDL. Se realizé una
comparacion de los datos clinicos de HDL. (mg/dL) contra abundancia relativa, observandose una
asociacion con la familia Streptomycetaceae, sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y g simultdneamente.
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Figura 104. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra indice aterogénico. Se
realiz6 una comparacién de los datos clinicos de indice aterogénico contra abundancia relativa,
observandose una asociacion con el género Slackia spp., sin embargo, esto no fue significativo de
acuerdo con los valores de p y q simultaneamente.
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Figura 105. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra LDL. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de LDL. (mg/dL) contra abundancia relativa, observandose una
asociacion con la familia Streptomycetaceae, sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.
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Figura 106. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra LDL. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de LDL. (mg/dL) contra abundancia relativa, observdndose una

asociacién con el género Fusobacterium spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y q simultaneamente.
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Figura 107. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra LDL. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de LDL. (mg/dL) contra abundancia relativa, observandose una
asociacion con la familia Christenellaceae, sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con los
valores de p y g simultineamente.
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Figura 108. Andlisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra LDL. Se realizé una
comparacion de los datos clinicos de LDL. (mg/dL) contra abundancia relativa, observandose una

asociacién con el género Phascolarctobacterium spp., sin embargo, esto no fue significativo de
acuerdo con los valores de p y g simultaneamente.
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Figura 109. Analisis MaAsLin de los participantes abundancia relativa contra LDL. Se realiz6 una
comparacion de los datos clinicos de LDL. (mg/dL) contra abundancia relativa, observandose una
asociacion con el género Anaerostipes spp., sin embargo, esto no fue significativo de acuerdo con
los valores de p y g simultdneamente.

119



Anexo 4. Carta de consentimiento

PROYECTO INFLUENCIA DEL CONSUMO MODERADO DE CERVEZA SOBRE LA SALUD A TRAVES
DE LA FUNCIONALIDAD DEL BIOMA MICROBIANO DEL TRACTO DIGESTIVO
Investigador Principal: DR. JAIME GARCIA MENA, jgmena@cinvestav.mx

Le estamos invitando a participar en un estudio que es realizado por el Laboratorio de
Referencia y Apoyo para Caracterizacién de Genomas, Transcriptomas y Microbiomas, del
Departamento de Genética y Biologia Molecular (Lab 0) del Centro de Investigacién y de
Estudios Avanzados del IPN Unidad Zacatenco y financiado por el Consejo de Investigacion
sobre Salud y Cerveza de México, A. C. El objetivo es caracterizar el efecto que una ingesta
moderada de cerveza tiene sobre su estado nutricional (normopeso, sobrepeso y obesidad) y
determinar si existen diferencias significativas en la diversidad de los microorganismos que
habitan su tracto digestivo. En este estudio no se le realizard ningln tratamiento médico ni
nutricional. Si usted acepta participar le solicitaremos nos pueda proporcionar una muestra
de sangre y material fecal, para esta ultima se le proporcionara un kit de recoleccidn. Este
estudio nos permitird conocer el efecto que tiene el consumo moderado de cerveza y su
relacién con el desarrollo de una microbiota bacteriana saludable en el tracto digestivo. La
participacién es absolutamente voluntaria.

PROCEDIMIENTOS DEL PROTOCOLO DE ESTUDIO

Si usted acepta participar se le hard un examen médico general, recolecciéon de copro y toma de
muestra sanguinea de dos tubos de 5 ml en la vena antecubital el dia 0. Las muestras de sangre y
copro seran tomadas y colectadas en el Lab 0 del Cinvestav por un laboratorio clinico profesional
particular. Las muestras de sangre serdn procesadas y analizadas en el laboratorio clinico
profesional particular y las muestras de copro serdn analizadas en el Lab O del Cinvestav.
Dependiendo de los resultados se le aceptard en el estudio. Una vez aceptado para participar y
dependiendo del grupo de estudio en que participe, se le proporcionara una “bebida” que sera
una cerveza regular (355 mL), o una cerveza sin alcohol (355 mL) o una botella de agua (300 mL)
(grupo control) para consumo exclusivo en la comida durante 30 dias (“bebida”) dia 1.
Posteriormente se le tomardan muestras de copro y sangre los dias 15, 30. En las muestras
sanguineas se determinara el perfil hepatico, quimica sanguinea, perfil de lipidos, biometria
hematica, proteina C reactiva, velocidad de sedimentaciéon globular y estrés oxidante
mitrocondrial en el laboratorio clinico particular. En las muestras de copro se caracterizara la
diversidad bacteriana y se medird la concentracién de acidos grasos de cadena corta en las
muestras de copro en el Lab 0 del Cinvestav. Todo el proceso de toma de muestra serd supervisado
por la Dra. Maria Luisa Pizano Zarate, quien es médico investigador del INPer y participante de
todo el proyecto.

COMPROMISOS DEL PARTICIPANTE

Al aceptar participar en el estudio, se compromete a lo siguiente:

1. Brindar las muestras requeridas en las fechas proporcionadas al inicio del estudio.

2. Acudir al Lab 0 del Cinvestav para valorar datos clinicos, antropométricos, antecedentes de
consumo de antibidticos, vitaminas, antecedentes personales patoldgicos y consumo de
alcohol. Brindar datos verdaderos acerca de su edad, talla, peso, si tiene algin padecimiento
en el que esté siendo tratado o si tiene algun problema en relacién con el consumo de alcohol.
4. Durante los treinta dias del estudio tomar exclusivamente la “bebida” proporcionada en la
comida y no consumir alguna bebida alcohdlica durante estos. En caso de formar parte del
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grupo control, no consumir cerveza ni alguna otra bebida alcohdlica durante los treinta dias
del estudio para no alterar los resultados.Permitir que sus muestras sean procesadas en el
laboratorio clinico particular y en el Lab 0 del Cinvestav. Si su muestra no se encuentra en
condiciones necesarias para realizar las pruebas para este estudio, si sus datos no son
proporcionados completamente, si no completa sus tres visitas al estudio o si usted retira su
consentimiento, se finalizara su participacion en el mismo.

RIESGOS Y MALESTAR ESPERADOS

El participar en este estudio NO TIENE NINGUN RIESGO NO GENERA NINGUN RIESGO, el
material que se utiliza es estéril y se realiza con técnica antiséptica, puede haber
temporalmente dolor caracteristico de una puncién venosa. Su participacién no interferird en
su estilo de vida ni costumbres.

BENEFICIOS

Entre los beneficios de participar en este proyecto, estara conocer su estado de salud a través del
examen médico y estudios bioquimicos. Los resultados del presente estudio contribuirdn a
estudiar si la cerveza puede alterar la microbiota intestinal pudiendo favorecer el crecimiento del
filum de Bacteroidetes en comparacién con los Firmicutes. El beneficio personal que obtendra sera
el conocer la diversidad de los microorganismos que habitan su colon, asi como sus pardmetros
bioquimicos, estrés oxidante mitrocondrial y si estos estan relacionados con un aumento de peso
patoldgico o se encuentran dentro del perfil considerado como sano en la actualidad.
CONSIDERACIONES ECONOMICAS

Usted no recibird ninglin pago por donar sus muestras, entendemos esto como una
contribucidn voluntaria a la investigacidn. Las muestras se utilizaran exclusivamente para los
fines de investigacién. Asimismo, los estudios que se le realicen serdn completamente
gratuitos.

CONFIDENCIALIDAD

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

PARTICIPACION VOLUNTARIA Y RETIRO DEL CONSENTIMIENTO

Usted es libre de participar en el estudio su participacion es voluntaria y no se ejerce coercién
en ella. En caso de que después de haber aceptado participar usted cambie de opinidn, su
muestra se destruird. En caso de haber realizado alguna investigacion y si existen resultados
sobre la muestra antes de que haya cambiado de opinidn, estos datos si seran utilizados.
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 participar en el estudio.

Si antes o durante su participacidon en este estudio, usted tiene alguna pregunta puede
contactar al Dr. Jaime Garcia Mena al 5747 3800 Ext. 5327, correo electrénico:
jemena@cinvestav.mx del Departamento de Genética y Biologia Molecular del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN Unidad Zacatenco.

CONSENTIMIENTO DEL PARTICIPANTE

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado: INFLUENCIA DEL
CONSUMO MODERADO DE CERVEZA SOBRE LA SALUD A TRAVES DE LA FUNCIONALIDAD DEL BIOMA
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MICROBIANO DEL TRACTO DIGESTIVO. El propésito de esta investigacidon es conocer el efecto que el
consumo moderado de cerveza tiene sobre la funcionalidad de la microbiota bacteriana del tracto
digestivo. Se me ha explicado que mi participacién consistird en: Autorizar el uso de una muestra de
sangre de 10 mL y de copro, para medir metabolitos y obtener DNA, que habra de congelarse. Declaro
que se me han informado los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi
participacion en el estudio y que son los siguientes: La molestia de una puncién venosa y el donar una
muestra de copro. El investigador principal se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento; asi como
responder a cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos
que se llevaran al cabo, los riesgos y beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion
o con mi tratamiento ademas de informarme los resultados de la investigacidn. Entiendo que conservo
el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que con
ello afecte la atencidn médica que recibo del instituto. El investigador principal me ha dado seguridades
de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven del estudio y de que los
datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma confidencial. También se ha
comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque
esto pudiera hacerme cambiar de opinidn respecto de mi permanencia en el estudio. Al firmar este
documento, doy permiso para usar mis muestras para los fines que el documento describe. Al firmar este
documento no renuncio a ninguno de mis derechos legales.
o Declaro que no padezco algun trastorno crénico que pueda ser agravado por el consumo de
alcohol.
o Declaro que no tengo problemas con mi manera de beber alcohol y/o no soy alcohélico.
o Declaro no tener diagndstico de algun trastorno neurolégico o psiquiatrico ni consumir
medicamentos controlados de manera regular.
O Declaro que no haré responsable al investigador, al proyecto, al Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del IPN, o al Consejo de Investigacion sobre Salud y Cerveza de México, A.C.,
por algin accidente o problema en mi salud durante y después de mi participacion en este
proyecto.

Nombre completo del  participante: Direccién:
Teléfono:

Correo electrénico Fecha:

Direccion: Firma:

Teléfono: Nombre completo del investigador:

Fecha:

Firma: Correo electrénico

Nombre completo del Testigo 1: Direccién:
Teléfono:

Correo electrénico Fecha:

Direccion: Firma:

Teléfono:

Fecha:

Firma:

Nombre completo del Testigo 2:

Correo electrénico
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AVISO DE PRIVACIDAD Y COMSENTIMIENTO EXPRESO POR

Anexo 5. Carta de aviso de privacidad

Cinvestav

PARTE DE LAS

PERSOMAS FiSICAS QUE PROPORCIONAN 5US DATOS PERSOMALES AL DR. JAIME

GARCiA MENA (EN ADELANTE “DR. GARCIA MENA").

Para efectos del presente aviso de privacidad
¥ sin perjuicio de lo que establezca la Ley
Federal de Proteccidén de Datos Personales
en Posesién de los Particulares se entiende
por:

= “Dr. Garcia Mena™: Se refiere al Dr. Jaime
Garcia Mena.

* “La Ley"”; Se refiere a la Ley Federal de
Proteccidn de Datos Personales en Posesidn
de los Particulares.

= "Datos Personales”™: Aguellos datos
“referentes a lo persona”™ o “sobre de lg
persona”, incluyendo, mas no limitando,

nombre, direccidn, teléfonos, edad, fecha de
nacimiento, COFPE0 electrénico,
antecedentes médicos, expediente clinico,
entre otros .

= “Datos personales sensibles”: Datos de
caracter personal identificados asi por “Lo
Ley™, que requieran un tratamiento especial,
incluyendo en algunas circunstancias, la
necesidad de obtener el consentimiento
explicito. Estas categorias incluyen, de
manera enunciativa mas no limitativa, datos
de caracter personal sobre origen racial o

étnmico, opiniones politicas, creencias
religiosas wu otras creencias similares,
pertenencia a sindicatos, salud fisica o

mental, vida sexual o antecedentes penales,
entre otros.

= "Derechos ARCO": Derechos de acceso,
rectificacién, cancelacidén y oposicidn a sus
datos personales, de conformidad con lo
establecido por “La Ley™.

POR FAVOR LEA CUIDADOSAMENTE Y
ACEPTE LOS TERMINGS SIGUENTES ANTES
DE COMPARTIR CUALQUIER DATO
PERSONAL O INFORMACION DE SU
PERSONA.

123

1.- CONOCIMIENTO, FINALIDAD ¥ USO DE

DATOS PERSONALES:

Por medio del pressnte, doy rmi
consentimiento expreso para que los datos de
cardacter personal referentes a mi persona
sean procesados por el “Dr. Garcia Mena®,
con la finalidad de realizar el estudio de
investigacidn denominado “Influencia del
consumo moderado de cervezra sobre la salud
a través de la funcionalidad del bioma
microbiano del tracto digestive™ (en adelante

“La Imwvestigacion™).

Asi mismo, confirmo gque los datos personales
que proporciono y aquellos qgue llegue a
proporcionar al "Dr. Garcia Mena™ son
COrrectos y en este acto otorgo al "Dr. Garcia
Mena™ mi consentimiento para gue:

* Almacene por el tiempo gue estime
conveniente y gue utilice dicha informacidn
personal con el fin de llewvar acabo “lLa
Investigacidn™;

s Cree bases de datos;

& Procese mis datos personales en el Centro
de Imvestigacién y Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Macional Unidad
Zacatenco y el personal asignados en “La
Inwvestigacidn™;

# El procesamiento de datos personales
sensible sobre mi, para los fines necesarios de
“La Imvestigacién™;

# Enviarme informacidn y comunicados a
mis cuentas y ndmeros personales vy
laborales; v

» Enviarme notificaciones de cambios del
presente aviso de privacidad;

Dr. Jaime Garcia Mena
Ultima actualizacién, Junio de 2016



2.- DATOS PERSONALES RECABADOS:

Para las finalidades sefialadas en el presente
aviso de privacidad, otorgo al “Dr. Garcia
Mena”, de manera enunciativa mas no
limitativa, los siguientes datos:

Nombre completo, Domicilio Particwlar,
Domicilio Comercial, Teléfono Casa, Otro
Teléfono de contacto, E-mail personal, Fecha
de nocimiento, Lugar de Nacimiento,
Nacionalidad, Génera, Estado Ciwil,
Escolaridad, Informocidn del centro de
Estudios, Contacto de emergencia, historial
médica, entre olros.

Mo obstante lo anterior, estoy consciente y
acepto que el “Dr. Garcia Mena™ podra
recabar datos personales adicionales a los
anteriormente enumerados, atreves de: (i)
entrevistas o personales; (i) via telefénica;
(lii} correo electrdnico; (iv) mediante el
personal que designe para los efectos; o a
través de otras fuentes que estan permitidas
por “La Ley™.

3.- TRANSFERENCIA DE DATOS PERSONALES:

Estoy consciente y aceptd que el "Dr. Garcia
Mena™ podra divulgar mis datos personales a
sus empleados, colaboradores, médicos
asignados a "La Investigacién”, empleados o
colaboradores del Centro de Investigacidn y
de Estudios Awvanzados del Instituto
Politécnico  MNacional Unidad Zacatenco,
empleados, para los propdsitos de “La
Investigacién”, vy ademds cuando asi lo
requiera la Ley que divulgue dichos datos
personales a las autoridades pertinentes en
los Estados Unidos Mexicanos o cualquier
otra jurisdiccion, gquedando prohibido gue el
“Dr. Garcia Mena" divulgue esta informacion
a terceros para cualquier propdsito gue se
aparte de lo anteriormente descrito, salvo lo
previsto en la Ley.
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4.- NOMEBRE ¥ DOMICILIO DEL RESPONSABLE
DE LOS DATOS PERSONALES:

Para cualguier informacidon sobre este aviso
de privacidad, o para el ejercicio de sus
“Derechos ARCO”, por favor de contactar a los
siguientes ndmeros y direcciones:

Domicilio:  Awv. Instituto  Politécnico
Macional 2508, Gustavo A. Madero, 5an
Pedro Zacatenco, Ciudad de Meéxico
07360,

Correo _electrénico: Jemena@cinvestav.mx
Teléfono: 01 55 5747 3800 ext. 5327

5- CAMEIOS AL PRESENTE AVISO DE
PRIVACIDAD:

El “Dr. Garcia Mena” se reserva el derecho de
efectuar en cualguier momento, cambios,
modificaciones o actualizaciones al presente
aviso de privacidad, para la atencién de
novedades legislativas o jurisprudenciales,
nuevos requerimientos para la debida
ejecucidn de “La Investigacidn”.

Estas modificaciones estaran disponibles al
publico en la direccidn sefialada
anteriormente en el presente documento.

6.-DERECHO DE REVOCACION,
RECTIFICACION, OPOSICION DEL USO DE
DATOS PERSONALES:

Para el ejercicio de los “Derechos Arco™ de
conformidad con lo establecido por “La Ley™,
25 necesario gue presente una  peticién
escrita via electrénico al correo electrdnico a

jemena@cinvestav.mx

Dicho correc deberd de contener el nombre
del solicitante, su correo electrdnico,
especificar si desea revocar, rectificar,

Dr. Jaime Garcia Mena
Ultima actualizacidn, Junio de 2016



cancelar, limitar u oponerse al uso o
divulgacién de sus datos personales y dos
datos personales a los gue se refiere la
peticion  (ejemplo, Teléfono, direccién o
corred electrénico).

El "Dr. Garcia Mena” contard con un plazo
maximo de 120 (ciento weinte) dias habiles
para atender dicha peticién y se informara
sobre la procedencia de la misma al correo
electrénico que para estos fines usted nos
proporcione. El “Dr. Garcia Mena”™ no se hara
responsable si dicho correo se encuentra
saturado, incorrecto o suspendido para
recibir la notificacidn a la que se refiere el
presente parrafo.

7.- DATOS PERSONALES SENSIBLES:

Le informamos gque para cumplir con las
finalidades previstas en este aviso, pudieran
ser recabados y tratados datos personales
sensibles, como por ejemplo:

Origen rocial o &tnico, estado de solud
presente vy futuro, informeocién  genética,
creencias religiosas, filosdficos y morales,
afilocidn  sindical, opiniones  politicas,
preferencio sexual v datos de historial médico
por lo que el "Dr. Garcfa Mena™ hard su mejor
esfuerzo para gue los mismos sean trotodos
bhaojo medidos de seguridod, siempre
garantizandeo su confidencialidad.

Por lo anterior, en este acto consiento que
mis datos personales sensibles sean tratados
conforme a los términos v condiciones
indicados en el presente aviso de privacidad.
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D Consiento gue mis datos
personales sean tratados, almacenados y
transferidos en los términos vy
condiciones que senala el presente aviso
de privacidad.

D Consiento  que mis datos
personales sensibles sean tratados
conforme a los términos vy condiciones
del presente aviso de privacidad.

Nombre:

Fecha:

Firma:

Dr. Jaime Garcia Mena
Ultima actualizacidn, Junio de 2016

-fin de texto-



