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RESUMEN

En este trabajo estudiamos 287 sujetos mexicanos caracterizados en diferentes grupos
de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas y antropométricas: obesidad (OB), obesidad y
sindrome metabdlico (OSM) y otros grupos con intolerancia a la glucosa en diferentes etapas;
Control (CO), prediabetes (PRE), T2D sin medicacién (T2D-No-M), T2D con Metformina
(T2D-M), T2D con polifarmacia (T2D-P) y T2D con polifarmacia e insulina (T2D-P+l). Se
caracterizad la diversidad bacteriana intestinal mediante secuenciacion masiva de alto
rendimiento a través de la region V3 del gen 16S rRNA. Cada grupo obtuvo una firma tanto
microbiolégica como fenotipica propia y autentica de los participantes de la Ciudad de México.
Nuestros resultados indicaron que en mujeres OB y OSM, Firmicutes fue el Fila mas abundante.
Detectamos cambios significativos en la abundancia de bacterias pertenecientes a las familias
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, y Erysipelotrichaceae con un enriquecimiento
significativo de 16 taxones diferentes en la microbiota intestinal de los CO, OB y OSM, los cuales
explican en parte las alteraciones metabdlicas observadas entre los grupos. Ademas, a través
de PICRUSt detectamos mayor cantidad de proporciones relativas de las vias relacionadas con
el metabolismo de los lipidos en el grupo OSM vs OB. Al respecto de los sujetos con intolerancia
a la glucosa en diferentes etapas, encontramos una diferencia significativa en la diversidad alfa
y beta de la microbiota intestinal entre todos los grupos. Se observaron diferencias en las
abundancias bacterianas intestinales a nivel de familia y género. Las mayores abundancias
fueron para Comamonadaceae en PRE y Sutterella spp. en el grupo T2D-No—-M. Por otra parte,
encontramos asociaciones de taxones microbianos especificos con parametros clinicos, perfil
antropometrico, ingesta dietética y actividad fisica. Finalmente, con el analisis de PICRUSt se
predijeron vias metabdlicas de la microbiota intestinal vinculadas a las condiciones T2D-M y
PRE. Nuestros resultados indican que cada grupo tiene caracteristicas metabdlicas particulares,
diversidad de bacterias intestinales y vias metabdlicas especificas para cada fenotipo. Los
resultados de este estudio pueden ser usados para disefiar nuevas estrategias para modular la
microbiota intestinal a través de tratamientos no invasivos, como la intervencion dietética, los
probidticos o los prebibticos, para mejorar las caracteristicas de las personas con OB, OSM,
PRE o afectadas por la diabetes tipo 2 (DT2) ya que son enfermedades de alta incidencia

nacional y de prioridad en nuestro pais.



SUMMARY

In this study we study 287 Mexican subjects characterized in different groups according
to their biochemical and anthropometric characteristics: obesity (OB), obesity and metabolic
syndrome (OMS) and other groups with glucose intolerance at different stages; Control (CO),
prediabetes (PRE), T2D without medication (T2D-No-M), T2D with Metformin (T2D-M), T2D with
polypharmacy (T2D-P) and T2D with polypharmacy and insulin (T2D-P+l). Intestinal bacterial
diversity was characterized by high throughput DNA sequencing of the V3 region of the 16S
rRNA gene. We obtained microbiological and phenotypic signatures for each group of the
participants from Mexico City. Our results indicated that in OB and OMS women, Firmicutes was
the most abundant phylum. We detect significant changes in the abundance of bacteria of the
families Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, and Erysipelotrichaceae with significant
enrichment of 16 different taxa in the gut microbiota of CO, OB and OMS, which partly explain
the metabolic alterations observed among the groups. In addition, using PICRUSt we detected
more relative proportions of pathways related to lipid metabolism in the OMS vs OB group.
Regarding subjects with glucose intolerance at different stages, we found significant differences
in the alpha and beta diversities of the gut microbiota among all groups. Differences in intestinal
bacterial abundances were observed at family and genera level. The greatest abundances were
for Comamonadaceae in PRE and Sutterella spp. in the T2D-No-M group. Moreover, we find
specific microbial taxa associations with clinical parameters, anthropometric profile, dietary
intake and physical activity. Finally, the PICRUSt analysis predicted metabolic pathways of the
gut microbiota linked to T2D-M and PRE conditions. Our results indicate that each group has
metabolic characteristics, diversity of gut bacteria and metabolic pathways specific to each
phenotype. The results of this study can be used to design new strategies to modulate the gut
microbiota through non-invasive treatments, such as dietary intervention, probiotics or
prebiotics, to improve the characteristics of people that suffer of OB, OMS, PRE or type 2

diabetes (DT2), since they are diseases of high national incidence and priority in our country.
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1. Introduccion

La obesidad, el sindrome metabdlico (SM) la prediabetes y la diabetes tipo 2
(DT2) son también conocidas como enfermedades metabdlicas con una alta
prevalencia e incidencia en paises desarrollados y en vias de desarrollo, no
distinguiendo entre género ni edad. Es conocido que el factor genético es uno de
los principales factores en la presentacion de enfermedades metabdlicas, sin
embargo, son necesarios otros factores ambientales para desarrollarlas, algunos de
ellos son; la mala alimentacién, la ausencia de actividad fisica, la forma de
nacimiento de los individuos y el consumo de alcohol y tabaco entre otros.

La obesidad es considerada una enfermedad metabdlica que se desarrolla
por un desequilibrio energético entre las calorias consumidas y las que son
gastadas. Uno de los grandes contribuyentes ambientales es la inactividad fisica
debido a los nuevos modelos de trabajo, por ejemplo, trabajos de oficina, la
urbanizacién y el desplazamiento, en el que implica movilidad en automdvil o
transporte publico y la ausencia de actividades recreativas. Todos ellos junto al alto
consumo calorico de los alimentos como los ricos en grasas, carbohidratos y
azucares simples desempeiian un papel importante en el desarrollo de obesidad.
Es considerada como el quinto factor de riesgo de muerte en el mundo, y se estima
qgue 2.8 millones de muertes se censaron en poblacion adulta a nivel mundial hasta
el 2011, a estas muertes se les atribuye el 44% de la carga de diabetes y el 23% de
la carga de cardiopatias isquémicas (World Health Organization, 2014).

El criterio de la OSM es el méas usado para determinar la obesidad, el indice
de Masa Corporal (IMC) es la medida de categorizacion que evalia de manera

individual el peso en relacion a la estatura (Kg/m?) y es utilizado a nivel internacional,



la clasificacion en el adulto es sencilla ya que un IMC mayor de 30 kg/m? es
considerado como obesidad, en México se estima que mas del 70% de la poblacion
adulta tiene exceso de peso y mas del 90% de los casos de DT2 se atribuyen al
sobrepeso y la obesidad (Davila-Torres et al., 2015; ENSANUT 2016).

El SM en América Latina tiene una prevalencia media de 24.9% con un rango
entre 18.8% y 43.3%, ligeramente mas frecuente en mujeres que en hombres a
partir de los 50 de edad. Cabe destacar que el SM es una enfermedad que
incrementa el riesgo para desarrollar Enfermedad Cardiovascular (ECV) y DT2
(Marguez-Sandoval et al., 2011).

El diagnéstico de sindrome metabdlico puede variar dependiendo de la
organizacién o federacion que los dictamina, por ejemplo, los propuestos por la
Federacion Internacional de Diabetes (FID), La OMS y el Programa Nacional de
Educacion sobre el Colesterol de los Estados Unidos (ATP-IIl), entre otros, este
altimo contempla la presencia de tres 0 mas de los siguientes parametros (Miguel
Soca 2009);

1. Obesidad abdominal: circunferencia de cintura de 2102 cm en hombres y

288 cm en mujeres, sin embargo, en referencia a la “NOM-043-SSA2-
2012, Servicios basicos de salud. Promocién y educacién para la salud
en materia alimentaria. Criterios para brindar orientacion”, la
circunferencia abdominal saludable esta sobre los puntos de corte; <90
cm en hombres y <80 cm en mujeres para poblacion Mexicana.

2. Triglicéridos 21.70 mmol/L en ambos géneros.

3. HDL- Colesterol <1.04 mmol/L en hombres y <1.29 mmol/L en mujeres.



4. Presion arterial (PA) 2130/85 mm Hg o que tengan prescrito tratamiento
farmacoldgico para el control de la hipertension.

5. Glucemia en ayunas 25.6 mmol/L en ambos géneros.

La definicion de DT2 que otorga la Organizacién Mundial de la Salud (World
Health Organization, 1999), es aquella diabetes que comunmente es llamada no
insulinodependiente o de inicio en la edad adulta, se debe a una utilizacion ineficaz
de la insulina, siendo el tipo de diabetes que representa aproximadamente el 90%
de los casos mundiales. Se estima segun cifras reportadas en enero del afio 2015
qgue en el afo anterior la prevalencia mundial de diabetes fue del 9% en personas
mayores de 18 afios, mientras que mas del 80% de las muertes por diabetes se
registran en paises de ingresos medios y bajos (World Health Organization, 2017).
En general la sintomatologia consiste en poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de
peso trastornos visuales y cansancio, sin embargo no son tan intensos, es por ello
gue en consecuencia, la enfermedad se diagnostica cuando ya han pasado varios
afos de evolucion y han aparecido complicaciones como dafio a érganos y
sistemas, especialmente a vasos sanguineos y nervios como consecuencia de los
niveles de hiperglucemias constantes.

En México dentro de las diez enfermedades que causan muerte por grupos
de edad, se encuentra la DT2, éstos reportes los otorgd el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia en el 2013, siendo el octavo lugar en poblaciones de entre
los 25y 34 afos, la sexta causa en el grupo de 35 a 44 y la primera causa de muerte

en el grupo de 45 a 64 afos (INEGI, 2013), mientras que de acuerdo a la distribucion



porcentual de las causas de consulta médica la diabetes ocupa el primer lugar en el
grupo de edad de mayores de 50 aflos (ENSANUT, 2016).

Otro de los factores antes mencionados para el desarrollo de enfermedades
metabolicas es el componente del genoma humano, complementado por un
genoma colectivo de comunidades microbianas complejas que colonizan el cuerpo
de los individuos por microorganismos comensales, algunos patégenos y también
simbidticos. En general el microbioma humano est4d compuesto por virus
protozoarios y hongos, y no Unicamente por bacterias, pero al referir el microbioma
se hace referencia en su mayoria a bacterias. En el Proyecto del Microbioma
Humano (The Human Microbiome Project Consortium, 2012) lograron identificar que
en el intestino se alberga uno de los ecosistemas mas complejos y abundantes
colonizados por mas de cientos de miles de billones de microorganismos. En el
adulto la mayoria de las bacterias se encuentran en el intestino y generalmente
pertenecen a dos Fila bacterianos mas abundantes; los Bacteroidetes (Gram-
negativos) y los Firmicutes (Gram-positivos), algunos otros niveles son sub
dominantes, como; Actinobaterias, Fusobacterias y Verrucomicrobia, sin embargo
las cantidades de ellos varian dramaticamente entre individuos (Belizario &
Napolitano, 2015).

El estudio de la microbiota intestinal se ha propuesto desde hace algunos
afnos como un factor ambiental responsable del control del peso corporal y
metabolismo energético en donde existe una conexién con la obesidad (Ley et al.,
2006) y desoérdenes metabolicos como la DT2 (Cani & Delzenne, 2009).
Recientemente existe evidencia acumulada que sugiere que la microbiota intestinal

juega un papel importante en la patogénesis de la DT2 (Han & Lin, 2014).



Se ha demostrado que la composicion de la microbiota intestinal puede ser
directamente responsable por inducir un estado de inflamacién de bajo grado en
donde existe una asociacion muy cercana con la DT2 (Wellen et al., 2005).

En muchas enfermedades como la DT2, se ha reportado que la etiologia
ademas de tener un componente gendémico cromosomal, también esta relacionada
con determinantes genéticos de la microbiota y el microbioma correspondiente.

Las investigaciones acerca de la composicion de las bacterias residentes del
intestino en funcién de la DT2 han incrementado en relacién al nimero de datos
disponibles durante los ultimos diez afios, sin embargo, en México se carece de
estudios de referencia sobre la microbiota intestinal en enfermedades metabdlicas
en adultos. Es por ello que se caracterizara la microbiota del colon distal para
obtener una referencia propia de nuestra poblacion y que pueda ser usada para el
desarrollo de modulaciones bacterianas en el futuro. Ademas de ello, actualmente
los estudios sobre las lineas de los metabolitos que producen las bacterias son de
particular interés para la salud metabdlica, por lo que en estudios experimentales
en modelos animales se ha identificado que metabolitos y componentes bacterianos
actuan en la homeostasis inmunologica del huésped y en el metabolismo de la
glucosa principalmente por la accién de las células intestinales que participan en
funciones endécrinas y como parte de la barrera intestinal (Delzenne et al., 2015).

Algunas bacterias como Clostridium spp., Fecalibacterium prauznitzii,
Eubacterium rectale, Roseburia inulinivorans y Roseburia intestinalis son
productoras de acidos grasos de cadena corta (AGCC), especificamente de
butirato, e interesantemente se ha identificado que en el microbioma de pacientes

con DT2 existe una disminucion de ellas y un enriquecimiento de bacterias



oportunistas patdgenas. También se ha observado que aquellas que se encuentran
incrementadas son las reductoras de sulfato, como Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus reuteri y Lactobacillus plantarum. (Quin et al., 2012, Karlsson et al.,
2013). Aunque en algunas poblaciones como en japoneses se identific6 que
aquellos pacientes tratados con inhibidores de a-glucosidasa se encontraron
incrementados los Lactobacillus spp. (Sato et al., 2014).

Adicionalmente se han hecho correlaciones entre los cambios en la
microbiota intestinal y algunos posibles marcadores para DT2 y se ha identificado a
Lactobacillus spp. que correlaciond positivamente con glucosa en ayuno y niveles
de HbAc1, por el contrario, Clostridium spp. correlacion6 negativamente con glucosa
en ayuno, HbAcl y niveles de insulina (Karlsson et al., 2013).

Por otro lado, se sugiere que la hiperglucemia puede ser predictiva por una
reduccion en la proporcién de bacterias anaerobias, en particular de Bacteroides
spp. (Sepp et al., 2014).

Sato et al., (2014) indicaron que ademas de la dishiosis en la microbiota
intestinal presente en la poblacion japonesa, encontraron la presencia de bacterias
vivas en muestras de sangre periférica, la mayoria de ellas Gram-positivas y se
detectaron mas abundantes en personas con DT2 (28%) que en los sujetos sanos
estudiados (4%) con un nivel de significancia de p<0.01, los resultados obtenidos
podrian implicar una posible translocacion bacteriana asociada al padecimiento.

Uno de los estudios enfocados en la microbiota del colon distal en pacientes
Mexicanos que padecen diabetes tipo 1 (DT1), se realizo6 en nifios y adolescentes
mestizos nacidos en Sonora México, con predisposicion genética para padecer la

enfermedad, con un rango de edad entre 7 y 18 afios en quiénes se evalud la



diversidad de la microbiota al inicio y posterior a dos afios de tratamiento de insulina,
los resultados arrojaron que los niflos con la enfermedad mostraron proporciones
reducidas de; Prevotella spp., Megamonas spp. y Acidaminococcus spp. respecto
al grupo control, aunque a nivel de Fila no hubo diferencias significativas entre los
dos grupos, sin embargo, los pacientes tratados con insulina luego de dos afos
mostraron una abundancia relativa intermedia (Entre los controles y los pacientes
con DT1 en un inicio) de los géneros antes mencionados (Mejia-Ledn et al., 2014).

Con la evidencia obtenida a partir de la caracterizacion de bacterias en
determinadas poblaciones y el conocimiento del efecto que tienen sobre el huésped,
se han propuesto perspectivas terapéuticas que incluyen la modulacién de la
microbiota intestinal con el uso de probidticos, prebiéticos, antibiéticos y trasplante
de microbiota fecal podria tener beneficios para mejorar el metabolismo de la
glucosa y la resistencia a la insulina en el huésped (Han & Lin, 2014).

Nopal y el impacto de su consumo en la salud.

El nopal (Opuntia spp.) es considerado un alimento funcional ya que se ha
comprobado que tiene actividad antioxidante y capacidad para mejorar bio-
marcadores de sindrome metabdlico (Moran Ramos, et al., 2012).

Se documenté la cantidad de flavonoides y acidos fendlicos de 10 especies
diferentes de nopal entero y posteriormente deshidratado en 8 de ellos, encontrando
que para cada variedad existen diferentes cantidades de sustancias fendlicas y
flavonoides, de los cuales la variedad Tapon 3, es una de las que tiene altas

concentraciones de é&cido galico (23.7 ug/g), sin embargo, la especie llamada

cristalino se detecté un contenido de 6.4 ug/g. En relacion con los flavonoides (Iso-



quercetina, Nicotiflorina, Rutina y Narcisina) se detect6 que todas las variedades de
nopal que se analizaron tuvieron altas concentraciones de ellos, la quercetina
parece tener una actividad neuro-protectora y supresora de estrés en los
cardiomiocitos (Guevara Figueroa et al., 2010).

Se demostré que el acido galico a concentraciones de hasta 50 mM inhibe el
crecimiento de los adipocitos e induce apoptosis en células 3T3-L1, lo que podria
sugerir que los compuestos fendlicos podrian ser la base para formulacion de
medicamentos anti-obesidad (Hsu, Yen 2008).

Uno de los componentes del nopal en mayor proporcién es la fibra dietética,
en el estudio de Rodriguez-Garcia et al., 2007, se caracterizd la composicion del
nopal conforme los estados de maduracion respecto al tiempo de cosecha, ya que
la hoja de nopal cambia de tamafio, el objetivo fue determinar si también la
composicion nutrimental cambiaba conforme el contenido nutrimental, para ello se
tomo la variedad Redonda y se midieron sus componentes nutrimentales hasta los
20 dias de cosecha alcanzando un peso de 60g y a los 60 dias de cosecha
alcanzando un peso de 200g por hoja de nopal. Resultados importantes fueron los
del contenido de fibra, la cual se divide en dos grandes categorias, fibra soluble a la
cual pertenecen las pectinas, las gomas y los mucilagos, disminuyo del 25% al 14%
en funcion de los estados de maduracion y por el contrario, la fibra insoluble a la
que pertenecen la celulosa, la hemicelulosa y la lignina incrementa del 29 al 41%
conforme pasan los dias de cosecha.

Por lo tanto, el nopal es una fuente rica en fibra dietética, tanto en la fraccion
insoluble como en la soluble, las cuales tienen un impacto en la salud digestiva en

el consumidor ya que la fibra insoluble absorbe agua y acelera el paso de los



alimentos por el tracto digestivo retrasando la absorciéon de los azlcares y
provocando una sensacion de saciedad y de esta manera contribuyendo a la
pérdida de peso.

La recomendacién de consumo de fibra para poblacién adulta es de 25g/dia,
en el caso del nopal el consumo de 3509 representa un 28% (7.04g) del consumo
de fibra diario recomendado.

Un ensayo clinico en un modelo de ratas con obesidad inducida (durante 6
meses) demostré que una dieta prehispanica mexicana (Maiz, frijol, tomate, nopal,
chia y semillas de calabaza en forma deshidratada, exenta de celulosa) disminuy6
la ganancia de peso, la intolerancia a la glucosa, leptina y triglicéridos en higado y
suero. Ademas disminuy6 el tamafio de los adipocitos e increment6 la abundancia
de las proteinas involucradas en el desarrollo de tejido adiposo blanco (PPAR-alfa
y UCP-1), por otro lado detectaron que la microbiota también sufri6 cambios
respecto al incremento de la abundancia de un 64% de Bifidobacterias y un 21% en
la abundancia de Lactobacillus esto con respecto a otro grupo de ratas alimentadas
con una dieta alta en grasa mas un 5% de sacarosa diluida en agua durante tres

meses (Avila-Nava et al., 2017).



2. Antecedentes

El cuerpo humano contiene dos acervos genéticos adicionales a los genes
cromosomales que tienen un efecto sobre la salud y que se relacionan con
enfermedades como la DT2 y la obesidad: el genoma mitocondrial (Ji et al., 2015;
Martin & McGee, 2014) y el Microbioma definido como la coleccién de genes de
todos los genomas de la microbiota que puebla el cuerpo humano (van et al., 2015;
Blaut, 2015).

En nuestro grupo hemos desarrollado investigacion en México y sobre
mexicanos en relacion a enfermedades que son un problema de salud Nacional
como la DT2 y la obesidad. Como parte de este trabajo se realizan estudios sobre
el genoma humano que han permitido reportar hallazgos a nivel de expresién
transcripcional en sangre periférica, donde se estudiaron veinte genes asociados
con obesidad en nifios mexicanos, se encontrd una diferencia significativa en la
expresion de los genes; FTO, GHRL, ADIPOR1 y ADRBL1, lo que podria indicar que
estan involucrados en el proceso de desarrollo de obesidad (Ulloa-Martinez. et al.,
2016). En contraste, el polimorfismo del gen TCF7L2 (rs12255372) mostré ser
protector para obesidad en nifios Mexicanos en edad escolar de la Ciudad de
México (Klunder-Klinder et al., 2011).

En relacion con los estudios sobre DT2 en poblacion adulta, se estudio la
asociacion de genes CAPN10, TCF7L2, IRS1 y PPARG con DT2 en pacientes de
poblaciones diferentes de México como la Ciudad de México y el Estado de
Guerrero, encontrandose que un polimorfismo de una sola base (SNP) en sélo dos
genes (TCLF7L2 SNPs rs7903146 y IRS1 SNPs Gly972Arg) presentaron una fuerte

asociacion para DT2 en ambos grupos de estudio (Martinez-Gomez et. al., 2011).
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Se encontro también asociacion de otro SNP del gen TCF7L2 (rs12255372)
con DT2 en pacientes de la ciudad de México, pero curiosamente el SNP en el gen
no se asocio con SM, sin embargo, si hubo asociaciéon con DT2 y con SM para el
gen ADRB3 (rs4994) (Cruz et al., 2010). De la misma manera la variante ADRB3
Trp64Arg se asocio significativamente con DT2 y ADRB1 Gly389Arg en alteraciones
del metabolismo de lipidos al encontrar que los niveles sanguineos de insulina y de
LDL respectivamente se encontraron elevados (Burguete Garcia et al., 2014), por
lo que la importancia de los hallazgos obtenidos podria resultar en posibles
marcadores para predecir el riesgo a algunas de las alteraciones metabolicas como
DT2, prediabetes y sindrome metabdlico.

Como antecedente, nuestro grupo de trabajo ha realizado estudios dentro del
marco de caracterizacion y analisis de la microbiota del colon distal y los metabolitos
producidos en nifios mexicanos con sobrepeso y obesidad, en quiénes se determiné
que la abundancia en al menos nueve diferentes bacterias se encuentran alterada,
al igual que la concentracion de los AGCC especificamente &cido butirico y

propionico en heces (Murugesan et al., 2015).
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3. Justificacion

La diversidad microbiana del colon distal ha sido estudiada ampliamente, por
lo menos en la dltima década se han realizado estudios en diversas poblaciones en
un numero importante de enfermedades metabdlicas de importancia epidemioldgica
mundial como lo son la obesidad y la DT2, sin embargo en poblacién mexicana los
reportes existentes en relacion a la microbiota-obesidad (Murugesan et al., 2015) y
Microbiota-DT1 (Mejia-Ledn et al., 2014) estan dirigidos a la poblacion infantil, por
lo que el presente trabajo tiene enfoque en la deteccién y caracterizacion de la
microbiota del colon distal en enfermedades metabdlicas como; obesidad, sindrome
metabdlico, prediabetes y DT2 en adultos mexicanos.

Las consecuencias mayores en la calidad de vida de los afectados con
obesidad mdrbida son mudltiples, entre ellas destacan las siguientes: sindrome de
hipoventilacién-obesidad; enfermedad cardiovascular; apnea obstructiva del suefio;
neoplasias (higado, endometrio y mama); artropatia degenerativa de articulaciones
de carga; hipertensiéon arterial y DT2 (Cabrerizo et al., 2008), que a su vez esta
ultima presenta otras comorbilidades debido al estado de hiperglucemia crénica que
causa disfuncion endotelial y puede desarrollar procesos de aterosclerosis. En
referencia a las complicaciones macro vasculares se encuentran: enfermedad
cerebrovascular y enfermedad isquémica coronaria, y referente a las
complicaciones microvasculares las mas representativas son; neuropatia y pie
diabético, retinopatia y nefropatia (Ramos et al., 2014).

Ademas de las consecuencias graves y el impacto en la salud de las
enfermedades metabdlicas presentadas aqui, los costos por enfermedad son altos,

agravando la economia del individuo que la padece y también la de la sociedad, es
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por ello que el sistema de salud en México estimo en 1991 que los costos directos
fueron de 100 millones de dolares, de ellos 15 millones fueron para control
metabdlico y 85 para servicios adicionales mientras que los costos indirectos fueron
de 330 millones de dolares, sin embargo la presencia de las complicaciones micro
y macro vasculares incrementa el costo del tratamiento a mas de 3.5 veces del
tratamiento sin complicaciones, cerca del 62% de los gastos se destinan para
hospitalizaciones mientras que para el tratamiento farmacoldgico lo representa el
18% del total de los costos (Zéarate & Flores, 2012).

Por otro lado se conoce que el componente genético del individuo que lo
predispone para el desarrollo de ciertas enfermedades, sin embargo identificar el
comportamiento alimentario, la composicion corporal, el perfil metabdlico, la
cantidad de actividad fisica, la composicion de la microbiota y el microbioma del
colon distal asi como sus metabolitos de alguna manera podria esclarecer el
problema en una poblacién definida y podria proporcionar una vision clara respecto
a los blancos bacterianos para su posterior modulacion, la cual podria traer un

beneficio para la salud del individuo.
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4. Hipotesis

Hi: La diversidad microbiana y el componente genomico del microbioma del colon
distal en adultos mexicanos que padecen enfermedades metabdlicas como
obesidad, sindrome metabolico, prediabetes y DT2 son diferentes al de las personas

sanas.

Ho: La diversidad microbiana y el componente gendmico del microbioma del colon
distal en adultos mexicanos que padecen enfermedades metabdlicas como
obesidad, sindrome metabdlico, prediabetes y DT2 no son diferentes al de las

personas sanas.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Determinar si existen diferencias en la diversidad microbiana y el
componente gendémico del microbioma del colon distal en poblacién Mexicana que
padece enfermedades metabdlicas como prediabetes, diabetes tipo 2, sindrome

metabdlico y obesidad al respecto de las personas sanas.

5.2 Objetivos Especificos

Fase |. Reclutamiento y recoleccion de muestras de casos y controles.
Objetivo 1. Seleccionar individuos de las bases de datos.
Actividad 1.1. Valoracién clinica.
Actividad 1.2. Determinacién de la composicion corporal.
Actividad 1.3. Aplicacion de encuestas de consumo dietético.
Actividad 1.4. Cuantificacion de actividad fisica.
Objetivo 2. Obtener muestras bioldgicas de sangre y copro.

Actividad 2.1. Recoleccion de las muestras biolégicas de heces y sangre.

Fase Il. Analisis bioquimico en muestras de sangre y copro.
Objetivo 3. Determinar el perfil bioquimico de los casos y controles.
Actividad 3.1. Cuantificacion de glucosa, insulina, colesterol total, HDL, LDL y

triglicéridos en ayunas.

15



Fase lll. Caracterizacion de la microbiotay del microbioma.
Objetivo 4. Caracterizar la microbiota del colon distal de casos y controles.
Actividad 4.1. Creacion de una biblioteca de copro DNA de muestras de
casos y controles.
Actividad 4.2. Construccion de genotecas 16S rDNA por PCR.
Actividad 4.3. Secuenciacion masiva en paralelo en tecnologia lon Torrent de
las genotecas 16S rDNA.
Fase IV. Procesamiento de los datos.
Obijetivo 5. Analizar los datos de secuenciacion y establecer un modelo de
asociacion.
Actividad 5.1 Analisis de las bases de datos obtenidas.
Actividad 5.2 Establecer un modelo de asociacion microbiota-microbioma con

las enfermedades metabdlicas y sus respectivos controles.
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6. Alcance

El alcance de la presente investigacion es la caracterizacion de la diversidad
microbiana y el componente genomico del microbioma del colon distal en pacientes
adultos mexicanos con IMC normal, obesidad y obesidad con sindrome metabdlico
(67 pacientes), y por otro lado, pacientes control, con prediabetes y DT2 debutantes
y medicados (217 pacientes), de manera que al caracterizar la microbiota-
microbioma y comparar con el de las personas sanas, se pueda tener un panorama
acerca del tipo de microorganismos que habitan el tracto digestivo en cada
padecimiento, mostrando una perspectiva para modular la microbiota, por medio de
estrategias alimentarias como; estrategias dietéticas, desarrollo de suplementos de

pre o probidticos o trasplante fecal.
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7.1 Plan de Trabajo

Fase I:

Reclutamiento y recoleccion de
muestras de casos y controles.

Actividades:

- Cuantificacién de Glucosa,
Insulina, colesterol total, HDL,
LDL y Triglicéridos.

Fase llI:

Caracterizacion de la microbiota
del colon distal.

7. Metodologia

Objetivo 1. Seleccionar individuos
de las bases de datos.

Objetivo 2. Obtener de muestras
bioldgicas de sangre y copro.

casos y controles.

Objetivo 5. Analizar los datos de
secuenciacion y establecer un
modelo de asociacién sobre la

Microbiota de cada enfermedad
metabdlica y su grupo control.

Objetivo 4. Caracterizar la
microbiota del colon distal de

Objetivo 3. Determinar el perfil
bioquimico de los casos y
controles.

Actividades:
- Valoracién clinica
- Composicion corporal
- Encuesta de consumo dietético
- Cuntificacién de Actividad Fisica

Fase ll:

Analisis bioquimico en muestras
de sangre y copro.

Actividades:
- Creacion de una biblioteca de
copro DNA de muestras.
- Construccion de genotecas 16S
rDNA por PCR.
- Secuenciaciéon masiva en
paralelo por lon Torrent

— p— pe—

Fase IV:
Procesamiento de los datos.

e/ N—— \—) \—
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7.2 Materiales y Métodos

7.2.1 Disefio de estudio

Descriptivo transversal de casos y controles.

7.2.2 Poblacién de estudio

Se invitd a participar en el estudio a poblacién abierta que acudié a las
instalaciones participantes, que una vez explicado el protocolo firmaron el
consentimiento informado aprobado por los respectivos comités de ética de las
siguientes instituciones: la Universidad Iberoamericana campus Santa Fe, en la
ciudad de México, la Clinica de Medicina Familiar Gustavo A. Madero (ISSSTE) y el

Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinoza de los Reyes (INPer).

7.2.3 Tamafo de la muestra

IBERO: 25 pacientes con IMC normal o controles, 17 pacientes con IMC de
Obesidad y 25 pacientes con obesidad y sindrome metabdlico

ISSSTE e INPer: 76 pacientes controles para diabetes, prediabetes 54, 14
pacientes debutantes para DT2, 14 pacientes con DT2 y Metformina como
tratamiento farmacologico, 22 pacientes con DT2 y tratamiento farmacologico para
hipertension o hiperlipidemias, y 37 pacientes con DT2 y tratamiento farmacolégico
para hipertension o hiperlipidemias y ademas insulina exdgena para el control de su

diabetes.
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7.2.4 Técnica de muestreo
No probabilistico. Por cuotas (se fundamenta en el conocimiento de que los

individuos seran representativos para los fines de la investigacion).

7.2.5 Métodos y Técnicas

El presente protocolo de investigacion fue aprobado por la “Universidad
Iberoamericana de la ciudad de México” con el niumero 2018-01 el 28 de Octubre
de 2013. El comité cientifico de ética y de investigacion de la “Clinica de Medicina
familiar Gustavo A. Madero” y el “Instituto Nacional de Perinatologia (539) 212250-
3310-21108-04-1" en el afio 2016. Se les invitd a participar en el estudio a los
pacientes y a los controles por medio de una blsqueda en las bases de datos de
las instituciones participantes, se explicaron los beneficios indirectos de la
investigacion y la importancia de los resultados que se obtuvieron. Se les explicaron
los puntos importantes de la carta de consentimiento informado (ANEXO 1) y se
explicé la forma de toma de muestra de heces (ANEXO 2), se les otorg6 un vaso de
copro para colectar heces, el cual se les pidié entregar un dia posterior. Se procedié
al interrogatorio que el investigador aplico (ANEXO 3 para los casos o ANEXO 4
para los controles) el cual contiene datos acerca de su historial clinico. Se cuantifico
la actividad fisica por medio de un cuestionario validado para paises en vias de
desarrollo, elaborado por la Organizacién Mundial de la Salud, llamado Cuestionario
Mundial de Actividad Fisica (ANEXO 5) o GPAQ por sus siglas en Inglés (Global
Physical Activity Questionnaire) los resultados se reportaron en Equivalentes
Metabolicos (METSs) y finalmente se aplicé un recordatorio de 72 horas (ANEXO 6)

para determinar el consumo de macro y micronutrientes de los pacientes. Los
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parametros antropométricos como el peso y la estatura se midieron por medio de
una bascula clasica con estadiometro, de capacidad de 0 a 160 Kg., mientras que
para la medicién de circunferencia abdominal y circunferencia de cadera se midié
con una cinta métrica antropométrica marca Lufkin Executive Thinline, modelo
W606PM. Para la medicion de la composicién corporal se utilizd6 el método de
pletismografia (Body pod) por medio de la tecnologia de desplazamiento de aire,
ademas de Impedancia bioeléctrica (Inbody), con los que se cuenta el INPer y
IBERO. Una vez concluida la fase de obtencion de las muestras de sangre se
procedio a realizar los analisis bioquimicos correspondientes para determinar el

estado metabdlico de los participantes.

Anédlisis bioquimicos: Determinacién de glucosa vy perfil lipidico

De una muestra de sangre periférica se obtuvo el suero y se congel6 a una
temperatura de -70° C. La glucosa se determind por medio de la glucosa oxidasa,
detectada por método fotométrico, el colesterol total, triglicéridos, colesterol-HDL,

mientras que el colesterol-LDL se determind por medio de una prueba colorimétrica.

Extracciéon de DNA de heces

Para la extraccion de DNA se utilizo la cantidad de 200 mg de heces usando
un kit llamado AquaStool (Aquaplasmid). La cantidad de la purificacion de DNA se
midio con una absorbancia de 260/280 usando el espectrofotometro NanoDrop Lite
(Thermo Scientific), posteriormente se evalu6é la calidad por fraccionamiento

electroforético en gel de agarosa al 0.5% (Murugesan et al., 2015).
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Construccion de la genoteca V3-16S rDNA

Para cada muestra de DNA fecal se incluyd un amplicon de
aproximadamente 281 pb de la region polimérfica V3 del gen 16S rRNA, fue
amplificado usando un primer V3-341F contenido en un barcode de 12 pb, siendo
un barcode para cada muestra (Fierer et al., 2008). Un adaptador para
secuenciacion masiva en lon Torrent PGM (Life Technologies) y un primer anti
sentido V3-518R que contenia adaptadores P1 Truncados (TrP1) (Whiteley, et al.
2012). La programacion de termociclador fue de: 5 minutos a 95° C; 25 ciclos de (15
segundos a 94° C, 15 segundos a 62° C y 15 segundos a 72° C); posteriormente 10
minutos a 72° C. La amplificacién fue realizada usando PCR GeneAmp System

2700 Termociclador (Applied Biosystems) (Murugesan et al., 2015).

Secuenciacion semiconductora de iones de DNA, lon Torrent

Para la secuenciacion, se midieron cantidades equivalentes de los
amplicones de aproximadamente 10 pg cada uno. Cada mezcla de genotecas de la
region V3 del gen 16S rRNA fueron fraccionadas por electroforesis en gel de
agarosa al 2%. Se cortd y se purifico el gel usando el sistema Wizard SV y el sistema
PCR Clean-Up System (Promega). La concentracion de DNA de cada genoteca fue
medida por el espectrofotometro NanoDrop Lite (Thermo Scientific). El tamafio
promedio de cada amplicon de la libreria fue de 263 pb. La emulsion de PCR fue
llevada a cabo usando el lon OneTouch™ 200 Template Kit v2 DL (Life Techologies)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El enriquecimiento del amplicén con
esferas ionicas se llevd a cabo usando lon OneTouch ES. La secuenciacion se

realizé usando el Chip lon 316 Kit V2 y el sistema lon Torrent PGM. Posteriormente
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de la secuenciacion las lecturas fueron filtradas por el software PGM para remover

las secuencias policlonales y de baja calidad.

gPCR para la medicion de la carga bacteriana total y la composicion de los Fila mas

abundantes.

La carga bacteriana y las abundancias de Firmicutes y Bacteroidetes se
estimaron mediante qPCR. Seleccionamos al azar siete muestras de CO, cinco de
OB y siete de OSM por método de muestreo estratificado proporcional
correspondiente al 25% de cada grupo. Utilizamos el sistema de PCR en tiempo
real StepOne (Thermo Scientific), los cebadores (Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria y Universal) y las condiciones desarrolladas para cada taxén
bacteriano [Bacchetti et al., 2011]. Para cada par de cebadores, determinamos la
especificidad de los productos y la ausencia de dimeros de cebadores utilizando un
analisis de curva de fusion. El Ct se midio por triplicado para cada par de cebadores.
Utilizamos la prueba de ANOVA para detectar diferencias significativas en el Ct
entre los grupos y una prueba de Tukey para identificar diferencias significativas

especificas entre pares de grupos.

7.2.6 Criterios de seleccion

Criterios de Inclusién: personas que tuvieron un IMC de = 30 kg/m?, que
decidieron participar en el estudio y otorgaron una muestra de sangre para obtener
plasma y heces para su posterior estudio. En el caso de pacientes con DT2 se

incluyeron a aquellos que tuvieron diagnéstico por medio de parametros
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establecidos por la American Diabetes Association y que tuvieron una edad de entre
40 y 55 afos.

Criterios de Exclusion: enfermedades gastrointestinales, tratamiento con
antibioticos durante los dltimos 2 meses, vegetarianos y veganos, alergias y

enfermedad autoinmune.

7.2.7 Consideraciones bioéticas

La investigaciéon se apeg6 a la Ley General de Salud y cont6 con la firma de
previo consentimiento informado de todos los participantes del presente estudio, de
acuerdo con la Declaracion de Helsinki del afio 2000 y no represent6 dafio a la

poblacion en estudio.

7.2.8 Andlisis estadistico

Los datos clinicos, dietéticos, antropométricos y de actividad fisica, se
procesaron en el programa estadistico SPSS v.24.0 por medio de analisis
paramétricos, el nivel de significancia a aceptar fue de p <0.05 y el intervalo de
confianza de 95%. Para el analisis de la estimacion de la alfa y beta diversidad se
utilizé el software QIIME por medio del analisis de coordinados principales (PCoA)

y el analisis de semejanza por ANOSIM (Jervis-Bardy J., 2015).
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8. Resultados
Fase I. Reclutamiento y recoleccion de muestras de casos y controles.
Objetivo 1. Se seleccionaron a los individuos de acuerdo con los criterios de
inclusién y exclusion.
Objetivo 2. Se obtuvieron las muestras biologicas de sangre y copro.

Actividades: se determind la valoracion clinica, composicion corporal,
encuesta de consumo dietético y cuantificacion de actividad fisica de los casos y
controles.

Fase Il Analisis bioquimico en muestras de sangre y copro.
Obijetivo 3. Se determind el perfil bioquimico de casos y controles.

Actividades: Se cuantificd la glucosa en ayunas, insulina, colesterol total,
HDL, LDL vy triglicéridos en suero y plasma de sangre periférica.

Fase Ill Caracterizacion de la Microbiota del colon distal de casos y controles.
Objetivo 4. Para la caracterizacion de la microbiota del colon distal en casos y
controles se realizaron las siguientes actividades:

Se cred una biblioteca de copro DNA de muestras; a partir de la extraccion
de DNA de heces con el Kit ZR Fecal DNA MiniPrep, se midio la pureza con una
absorbancia de 260/280 usando el espectrofotometro NanoDrop Lite (Thermo

Scientific), datos mostrados en la Tabla 1, Tabla 2 y Tabla 3.

Se evalud la calidad por fraccionamiento electroforético en gel de agarosa al

0.5%.
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Posteriormente se realiz6 PCR diagnostico del gen 16S rRNA para conocer
su condicion de ser amplificado en geles de agarosa al 1.5%; las imagenes de los
geles se mostraron en la seccion 1 de figuras.

Se realizé la construccion de genotecas 16S rDNA por PCR; los geles de
agarosa al 1.5% para identificar el DNA con Barcodes de las muestras se muestran
en la seccion 2, 4 y 6 de figuras.

Se realiz6 la secuenciacion masiva en paralelo por la tecnologia de lon
Torrent.

Fase IV. Procesamiento de los datos obtenidos por la secuenciacion.

Objetivo 5. Analizar los datos de secuenciacién y establecer un modelo de
asociacion y se realizan las siguientes actividades:

El andlisis de calidad de los datos obtenidos del secuenciador lon Torrent se
realizaron por medio del programa FastQC.

Se cortaron las secuencias de acuerdo con el andlisis previo por medio de la
herramienta de recorte llamada Trimmomatic, resultando en un corte a 200 pb.

Se asign6 taxonomia con QIIME v 1.0.

Con los OTU’s generados se utilizo la base de datos de Green Genes, para
la identificacion de las bacterias del colon, quien ofrece una similitud de identidad
del 97%.

Se generaron tablas con los resultados de diversidad microbiana en el orden
siguiente; Fila, Clase, Orden, Familia y Género para el analisis de los datos

obtenidos.
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Se analizaron las abundancias relativas de las bacterias por grupos, con el
software SPSS v.24.0 y se reportaron aquellas en las cuales existié una diferencia

de p <0.05.

Resultados del articulo titulado:

Chavez-Carbajal A, Nirmalkar K, Pérez-Lizaur A, Hernandez-Quiroz F, Ramirez-
Del-Alto S, Garcia-Mena J, Hernandez-Guerrero C. Gut Microbiota and Predicted
Metabolic Pathways in a Sample of Mexican Women Affected by Obesity and
Obesity Plus Metabolic Syndrome. Int J Mol Sci. 2019 Jan 21;20(2). pii: E438. doi:

10.3390/ijms20020438.

Las mujeres mexicanas que sufren de obesidad u obesidad mas sindrome

metabdlico exhiben parametros clinicos de acuerdo con su condicion.

Estudiamos a 67 mujeres en donde las caracteristicas clinicas de las participantes
permitieron clasificarlas en tres categorias: 25 controles o sanas (CO) con un
promedio de 23.3 afios, 17 mujeres que padecian obesidad (OB) con 33.8 afios de
promedio, y 25 mujeres que padecen de obesidad + sindrome metabdlico (OSM)
con una edad promedio de 40.5 afios. Los datos antropomeétricos mostraron que,
entre los tres grupos, las mujeres con OB y OSM tienen los valores mas altos en
peso, indice de masa corporal, circunferencia de la cintura, circunferencia de la
cadera y relacion cintura-cadera. De la misma manera, los datos bioquimicos

muestran que las mujeres con OB y OSM tuvieron glucosa elevada en ayunas,

27



triglicéridos, colesterol, lipoproteina de baja densidad y disminucién del nivel de
lipoproteina de alta densidad. Ademas, la presion sanguinea fue normal en los
grupos CO y OB, y normal en promedio en la condicibn OSM (Tabla 4). La
evaluacion dietética no mostro diferencias significativas entre los grupos (resultados

no mostrados).

Firmicutes es el Filo bacteriano mas abundante en mujeres que sufren de
obesidad y obesidad mas sindrome metabdlico.

Caracterizamos la diversidad bacteriana intestinal en muestras de heces como se
describe en la seccion Métodos. Encontramos que en todas las categorias el orden
de Fila dominante de mayor a menor porcentaje de abundancia relativa fue;
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteria (Fig. 1). El andlisis
estadistico de Kruskal-Wallis (p = 0.0029) y la correccion de Benjamini-Hochberg (g
=0.0345) indicaron un cambio significativo en la abundancia relativa para Firmicutes
con 56.95% para CO, 72.97% para OB y 73.34% para OSM. Sin embargo, no hubo
un cambio significativo en la abundancia de Bacteroidetes (p = 0.7125, g = 1.0000),
aunque el grupo CO tenia un 36.20%, el OB 22.50% y el OSM tenia una abundancia
del 23.43%. La misma situacion fue para el resto de los otros Fila; Proteobacteria,
Actinobacteria, Tenericutes, Cyanobacteria y Sinergistetes. La categoria "Otros"
que incluye Fila de menor abundancia como; Verrucomicrobia, Spirochaetes y
Fusobacteria, mostro una diferencia significativa (p <0.0001, q <0.0001) (Fig. 1 y
Tabla 5). La carga bacteriana y la abundancia de Firmicutes y Bacteroidetes también
se evaluaron mediante qPCR como se describe en la seccibn Métodos. Los

resultados mostraron que no hay un cambio significativo en la carga bacteriana (p
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= 0.646) y la abundancia de Bacteroidetes (p = 0.661); sin embargo, los datos
sugirieron un ligero aumento en la abundancia de Firmicutes (p = 0.053) entre los
grupos (Tabla 10). Un andlisis adicional de los datos utilizando la prueba de Tukey
como una prueba post hoc, confirmé que hay al menos un aumento en Firmicutes

(p = 0,046) en el grupo de OSM con respecto al grupo de CO.

La abundancia de algunas bacterias cambi6é en mujeres que sufren de
obesidad y obesidad mas sindrome metabdlico.

A nivel de géneros el andlisis estadistico indic6 un cambio significativo en el
porcentaje de abundancia relativa para Faecalibacterium (p = 0.0003, g = 0.0290)
un miembro de la familia Ruminococcaceae, que aumentd 2 veces su abundancia
con 0.55% en CO, 1.15% en OB, y 1.19% en OSM. También observamos un
aumento significativo de al menos 2,8 veces en la abundancia para los miembros
de la familia Lachnospiraceae. En este caso, Roseburia (p = 0.0002, g = 0.0231),
tenia una abundancia de 0.89% en CO, 2.72% en OB y 2.14% en MS, y Lachnospira
(p <0.0001, q = 0.0075) tenia una abundancia de 0.99% en CO, 3.24% en OB y
3.79% en OSM. Finalmente, Coprococcus, (p = 0.0002, g = 0.0231) tuvo una
abundancia de 2.18% en CO, 4.55% en OB y 4.51% en OSM. Sorprendentemente,
la familia Erysipelotrichaceae (p <0.0001, g = 0.00075) tuvo una disminucion de casi
5 veces en la abundancia de 1.74% en CO, a 0.38% en OB y 0.36% en OSM (Fig.

2, Tabla 7).
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La diversidad beta de la microbiota intestinal de mujeres con obesidad y
obesidad mé&s sindrome metabdlico fue similar y diferente del grupo de
control.

La diversidad beta se calcul6 utilizando un analisis unifrac no ponderado y las
distancias estimadas entre las muestras de los tres grupos. El grafico de dispersion
tridimensional generado utilizando el andlisis de coordenadas principales (PCoA);
agrupa claramente las comunidades de la microbiota del colon de los grupos OB y
OSM en el que se aprecia claramente las separacion respecto a la distribucion de

la microbiota del grupo CO (Fig. 3).

Ladiversidad alfa de la microbiota intestinal de las mujeres con obesidad mas
sindrome metabdlico es mas rica que la diversidad en la obesidad y las
condiciones de control.

Estimamos la riqueza de especies entre las condiciones de CO, OB y OSM (Fig. 4).
Los indices Observado y Chao1l indican que la comunidad bacteriana en la MS tiene
la mayor riqueza, seguida por OB y CO. El indice de Shannon, un estimador de la
diversidad, determind que la comunidad bacteriana en la condicion OB era mas
diversa que la OSM y el CO, ademas, el indice Simpson, otro indicador de la
diversidad, mostré6 que la comunidad bacteriana OB era mas diversa que las

comunidades encontradas en las condiciones de OSM y CO.

Las bacterias intestinales de once familias diferentes podrian explicar las
diferencias metabdlicas observadas entre los grupos de control, obesidad y

obesidad mas sindrome metabdlico.
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Basandonos en las abundancias relativas de las bacterias intestinales en los grupos
CO, OB y OSM, usamos un algoritmo de tamafio de efecto de analisis lineal
discriminativo (LEfSe), seguido de una correccion Benjamini-Hochberg, para
determinar las bacterias que podrian explicar las diferencias metabdlicas
observadas entre los grupos (Fig. 5). Seis géneros y familias (Lachnospiraceae,
Lachnospira, Coprococcus, Faecalibacterium, Ruminococcus y Megamonas) se
enriquecieron en el grupo OSM (color verde), mientras que siete géneros y familias
(Bacteroides, Streptococcus, Erysipelotrichaceae, Parabacteroides,
Staphylococcus, Turicibacter y Lactococcus) en el grupo CO (color rojo), y tres
géneros y familias (Roseburia, Succinivibrio y S24-7) se enriquecieron en el grupo

OB (color azul) (Tabla 8).

El metagenoma funcional predicho de la microbiota intestinal muestra
diferencias entre los grupos de estudio.

A continuacion, quisimos explorar si las rutas metabodlicas encontradas en la
microbiota intestinal estan relacionadas con las diferencias metabdlicas
encontradas en los grupos CO, OB y OSM. Para esto, hicimos un analisis de
prediccion comparativo del metagenoma funcional de la microbiota bacteriana
intestinal (como se describe en la seccion de Métodos). Observamos rutas
metabolicas implicadas en el metabolismo lipidico, cuerpos cetonicos y la
biosintesis de Acetil Coenzima-A aumento significativamente en la microbiota
intestinal de OSM y OB. Por otro lado, observamos rutas metabdlicas relacionadas

con aminoacidos, amino azucares Yy metabolismo energético, asi como
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glucdlisis/gluconeogénesis y vias de adipocitoquinas aumenté significativamente en

los individuos con CO (Fig. 6), (Tabla 9).

Discusién

En este trabajo, estudiamos a mujeres mexicanas que sufren de obesidad u
obesidad mas sindrome metabdlico. Se examinaron 67 mujeres voluntarias, 25
mujeres con peso normal (CO), 17 con obesidad (OB) y 25 con obesidad y sindrome
metabdlico (OSM) (Tabla 4). Los datos antropométricos, bioquimicos y la presion
arterial distinguen claramente las categorias fenotipicas entre los sujetos
estudiados.

Segun el IMC, las mujeres en obesidad tienen en promedio obesidad tipo I,
mientras que las mujeres en la categoria OSM tienen en promedio obesidad tipo Il
(World Health Organization, 2017). También es notable que las mujeres OB y OSM
casi duplican en promedio la edad del CO. No fue posible encontrar mujeres
mayores no afectadas en la comunidad donde se recolect6 la muestra.

La circunferencia media de la cintura >80.0 cm, es considerada alta en los
grupos OSM y OB, asi como la relacion cintura-cadera 20.85 cm sugieren un mayor
riesgo de complicaciones metabdlicas para estas mujeres.

Las mujeres en el grupo de OSM tienen una dislipidemia caracterizada por
niveles elevados de triglicéridos y lipoproteinas LDL, y un bajo nivel de lipoproteinas
HDL; por otro lado, las mujeres en OB tienen una dislipidemia caracterizada por un
aumento de lipoproteinas LDL, y un nivel bajo de HDL (Tabla 4) (National
Cholesterol Education Program, 2002 y Meaney et al., 2013). En promedio, la

glucosa en ayunas y el colesterol total estaban en niveles normales en OB, mientras
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que las mujeres de OSM tenian un nivel de glucosa en ayunas que sugeria
prediabetes (American Diabetes Association, 2018).

Dado que la diabetes tipo 2 es un criterio de eliminacion, en realidad
eliminamos cuatro sujetos que tenian valores elevados de glucosa en ayunas
durante el estudio. La relacion LDL-c/HDL-c fue significativamente mas alta y muy
cercana al valor de corte de 3.0 para el nivel de riesgo cardiovascular, en los grupos
OSM y OB con respecto al grupo de CO.

Por otro lado, la proporcion media de CT/HDL en el grupo OSM fue mayor
que la tasa de punto de corte de 4.5, lo que indica un riesgo cardiovascular para
estas mujeres (Millan et al., 2009).

Otros parametros, como la presion arterial sistélica y diastdlica, se
encontraron en el rango normal para las mujeres mexicanas en los grupos OB y
OSM (NOM-030-SSA2-2009). Los resultados anteriores muestran que la
hiperglucemia y la dislipidemia son factores para la condicion de OSM en mujeres
de nuestro estudio (Alberti et al., 2009).

Los resultados de la caracterizacion de la microbiota intestinal mostraron que
Firmicutes es el Fila bacteriano mas abundante en mujeres que sufren de OBy OSM
con respecto al CO (Fig. 1). La disbiosis de la microbiota intestinal que afecta a
bacterias pertenecientes a los Fila Firmicutes se ha notificado en mujeres austriacas
de 58-71 afios (Lippert et al., 2017).

Se cree que el aumento de las abundancias relativas del Fila de los
Firmicutes son un factor contribuyente para el desarrollo de obesidad, y en nuestro
estudio, la proporcion de la abundancia relativa de Firmicutes/Bacteroidetes para

OSM fue de 3.13, para OB de 3.24y CO 1.57.
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Este resultado esté de acuerdo con informes anteriores que muestran que la
alta abundancia de Firmicutes esta asociada a la obesidad en nifios mexicanos de
6 a 14 afos de edad (Estrada-Velasco et al., 2014; Murgesan et al., 2015), o Nifios
italianos de 9 a 16 afios (Riva et al., 2017). Ademas, aunque sin significancia
estadistica, la abundancia de Bacteroidetes y Actinobacteria en nuestro estudio fue
mayor en mujeres con CO con respecto a OB y OSM (Fig. 1). Se informd también
que las bacterias de estos Fila son capaces de inhibir simultdneamente el
crecimiento de Firmicutes (Barczynska et al., 2016).

Observamos que la abundancia de algunas bacterias cambié en los grupos
OB y OSM. Un andlisis estadistico no paramétrico de la abundancia relativa de
bacterias entre los grupos estudiados (Fig. 2), mostré diferencias en los miembros
de tres familias. Faecalibacterium spp., de la familia Ruminococcaceae fue
significativamente mas abundante en OB y OSM. La abundancia de F. prausnitzii
en heces (un importante productor de butirato) esta correlacionada con la obesidad
en algunas poblaciones, pero no en otras, lo que sugiere que se debe considerar la
ascendencia, la ubicacién geografica y la dieta para la interpretacion de los
resultados en todos los estudios (Feng et al., 2014). Por otro lado, Roseburia spp.,
Lachnospira spp. y Coprococcus spp. de la familia Lachnospiraceae, fueron
significativamente mas abundantes en OB y OSM. Se ha informado que esta familia
esta asociada con la obesidad relacionada con el exceso de kilocalorias por la dieta
en hombres britanicos (Salonen et al., 2014). Se sabe que los miembros del intestino
de la familia Lachnospiraceae, asi como la Ruminococcaceae, degradan los
polisacaridos complejos a acidos grasos de cadena corta como el butirato,

propionato y acetato (Biddle et al., 2013). Encontramos que la familia
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Erysipelotrichaceae disminuyd significativamente en OB y OSM; hay informes que
involucran a esta familia con trastornos metabdélicos como la obesidad (Kaakoush
NO, 2015), sin embargo, Erysipelotrichaceae disminuye en el intestino de los
individuos con obesidad después del bypass gastrico (Zhang et al., 2009).

El analisis de la riqueza bacteriana y la diversidad alfa entre los grupos
mostrd que las mujeres en las categorias OB y OSM tenian comunidades mas ricas
y diversas que el CO (Fig. 3). De la misma manera, cuando se midio la diversidad
beta, las comunidades bacterianas de los individuos OSM y OB se agruparon juntas
separadas del CO (Fig. 4).

Nuestros resultados son contradictorios con los informes en los que se
incremento la diversidad bacteriana intestinal en sujetos obesos varones afectados
por sindrome metabdlico después de la transferencia alogénica de microbiota
intestinal que aumenta la sensibilidad a la insulina (Vrieze et al., 2012).

Sin embargo, también existen informes que muestran que la diversidad
bacteriana es mayor en individuos que sufren de obesidad que en individuos con
IMC normal (Davis et al., 2017). Asi mismo también, hay otros informes que
muestran que no hay diferencia en la diversidad bacteriana entre los sujetos no
obesos y con sindrome metabdlico (Lippert et al., 2017).

Nuestros resultados sobre la diversidad bacteriana sugieren que es
importante analizar el tipo y la funcidén de las bacterias que componen la microbiota
en el estudio para cada grupo y con caracteristicas particulares para cada grupo y
poblacion de estudio para poder comprender las diferencias entre las diversidades.

Para esto, analizamos los datos de secuenciacion de ADN de alto

rendimiento de la microbiota intestinal obtenida utilizando el algoritmo LEfSe, que
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muestra el enriguecimiento significativo de bacterias relevantes en funcion de las
abundancias relativas en los grupos de CO, OB y OSM (Fig. 5). Los resultados
demostraron que las bacterias de once familias diferentes explican potencialmente
las diferencias metabdlicas observadas entre los grupos.

De esta manera, identificamos bacterias particularmente relacionadas con
cada categoria fenotipica en el estudio. El andlisis del metagenoma funcional
predicho utilizando PICRUSt y STAMP, mostré que estas bacterias también tienen
genes mas abundantes de vias metabdlicas que estan implicadas con las
condiciones de OB y OSM (Fig. 6).

Esas vias metabdlicas involucran enzimas para el metabolismo de los lipidos,
cuerpos ceténicos y biosintesis de CoA. Por otro lado, las mujeres con CO
transportan bacterias con vias metabdlicas relacionadas con los aminoacidos, los
azucares amino y el metabolismo energético, asi como la
glucdlisis/gluconeogénesis y adipocitoquinas.

Una posibilidad es que en cada categoria, el huésped a través de la dieta
esté favoreciendo la proliferacion de la microbiota con vias metabdlicas
seleccionadas que interactian de forma sintrofica con otras bacterias que realmente
influyen en el metabolismo del huésped para definir los perfiles antropométricos y
bioquimicos encontrados en nuestras mujeres con OB y OSM (Tabla 4).

Entre los filos bacterianos, encontramos en la microbiota intestinal de las
mujeres estudiadas para el grupo OSM, la microbiota intestinal se enriquecio
significativamente en los miembros del Filo Firmicutes. Estas bacterias son
productoras de acidos grasos de cadena corta como el butirato (Faecalibacterium

spp., Coprococcus spp., Familia Lachnospiraceae y Ruminococcus spp.), y acetato
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(Coprococcus spp.). Bacterias reportadas en casos de obesidad (Faecalibacterium
spp., Familia Lachnospiraceae, Megamonas spp.); casos de sindrome metabdlico
(familia Lachnospiraceae), y cuya abundancia disminuye después de la cirugia de
“bypass” gastrico en otras poblaciones (Coprococcus spp.) (Tabla 5).

En el grupo de OB, la microbiota intestinal se enriquecio significativamente
en bacterias pertenecientes al Filo Proteobacterias, con ejemplos en casos de
sobrepeso (Succinivibrio spp.), en el Filo de Bacteroidetes se enriquecieron las
bacterias productoras de acidos grasos de cadena corta y de lipopolisacaridos
(Familia S24-7). En el Fila de Firmicutes, se incrementaron las bacterias como por
ejemplo Roseburia spp., las cuales se han visto incrementadas en enfermedades
gue incluyen obesidad y diabetes tipo 2 en otras poblaciones (Tabla 5).

Mientas que las mujeres en el grupo CO tenian una microbiota intestinal
enriquecida significativamente en el Filo Bacteroidetes, con miembros, que se
correlacionan negativamente con la ingesta de energia y la adiposidad (Bacteroides
spp.).

Otras bacterias disminuyeron significativamente en la obesidad (familia
Bacteroidaceae), esta familia de bacterias, atenuaron la colitis en un modelo murino,
la especie relacionada a este fenédmeno fue Parabacteroides distasonis. El Filo
Firmicutes también se enriquecio en el grupo CO, con miembros asociados a la
reduccion del peso corporal (Streptococcus thermophilus) y propiedades
inmunomoduladoras (Streptococcus spp.). Otras bacterias enriquecidas se
asociaron a trastornos metabdlicos en humanos (familia Erysipelotrichaceae),
mayor abundancia en el sindrome metabdlico en otras poblaciones (Staphylococcus

spp.), se determin6 una asociacién negativa con indicadores clinicos de trastornos
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metabdlicos (Turicibacter spp.), con agentes antimicrobianos como bacteriocinas
(Lactococcus lactis), y se correlacion6 con un transito colénico mas rapido en

mujeres sanas (Lactococcus spp.) (Tabla 5).

Resultados del articulo titulado:

Alejandra Chavez-Carbajal, Carlos Hoyo-Vadillo, Guillermo Federico Ortiz-Luna,
Rosa Maria Morales-Hernandez, Amapola De Sales-Millan, Maria Hernandez-Trejo,
Angelina Garcia-Vite, Luis Beltran-Lagunes, Maria Luisa Pizano-Zarate, Jaime
Garcia-Mena. Characterization of the gut microbiota of individuals at different
DT2 stages reveals a complex relationship with the host. PLOS ONE --en

prensa.

Laligera actividad fisica, la altaingesta de nutrientes y el perfil antropométrico
contrastan los grupos de DT2 con respecto a los controles y la prediabetes.

Para este estudio, reclutamos a 217 participantes de una edad promedio de 50
anos, de los cuales 143 eran mujeres. La medicion de la glucemia en ayunas y la
hemoglobina glucosilada permitieron clasificar a los participantes en los grupos
Control (CO), DT2, prediabetes (PRE) y personas que no sabian que tenian DT2
por lo que al momento del diagnodstico se les nombré debutantes de DT2 y por
supuesto no tenian tratamiento farmacologico previo (DT2 No M). En el caso de los
individuos con DT2 se dividieron en tres grupos, de acuerdo al tratamiento
farmacoldgico que recibieron, como Metformina DT2 (DT2 M), polifarmacia DT2

(DT2 P) y polifarmacia DT2 + insulina (DT2 P + 1) (Tabla 11). El perfil antropométrico
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mostrd que todos los grupos con la categoria DT2 sufren de obesidad, mientras que
los miembros de los grupos CO y PRE sufren de sobrepeso. El perfil bioquimico
mostré que la hemoglobina glucosilada (HA1c) y la glucosa en ayunas estaban por
encima de los niveles normales que definen el perfil metabdlico de los grupos. El
nivel de colesterol en la sangre fue mas alto en el rango normal en los grupos PRE,
DT2 no My DT2 M. Los niveles de triglicéridos se elevaron por encima del rango
normal en todos los grupos excepto en los individuos con polifarmacia DT2 (DT2 P).
En general, la lipoproteina de baja densidad se elevd por encima del nivel normal
en todos los grupos, observandose el nivel mas alto en el grupo de debutantes (DT2
No M) seguido de la prediabetes (PRE). El perfil dietético aplicado a todos los
grupos mostré que la ingesta diaria de kilocalorias y macronutrientes se incremento
en individuos DT2 P y DT2 P + | seguidos por los individuos PRE. La ingesta diaria
de azucar para todos los grupos estaba dentro del rango normal, sin embargo, los
grupos DT2 P, PRE y CO informaron que tenian una ingesta mas alta que los demas
(Tabla 10). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos con
respecto a la actividad fisica (p = 0.526), pero los valores indicaron un estilo de vida
de actividad fisica sedentaria y ligera para todos ellos. Los analisis comparativos de
pares de grupos confirmaron las diferencias observadas en la Tabla 11 para todos

los perfiles (Tabla 11).

Los cambios en Firmicutes y Bacteroidetes describen la mayor transicion en

la microbiota intestinal desde la condicion saludable hasta la anterior y la

diabetes.
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El andlisis de los resultados de la caracterizacion de la diversidad bacteriana por
secuenciacion masiva de las bibliotecas de la region V3 del gen 16S rRNA
realizadas como se describe en Materiales y Métodos, mostré una tendencia al
aumento de Bacteroidetes y una disminucién en las abundancias relativas de
Firmicutes al inicio de la diabetes tipo 2 que se caracteriza por individuos con
prediabetes y DT2 no medicado en este trabajo (Fig. 7); aunque estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas (Tabla 14). Por otro lado, también
observamos que los grupos DT2 P y DT2 P + | tenian abundancias Firmicutes y
Bacteroidetes similares con respecto al grupo CO. Se observaron diferencias
significativas en el nivel de Fila (Firmicutes y Bacteroidetes) en el grupo DT2 M con
respecto al CO y los grupos DT2 P (Tabla 14). Ademas, el aumento en la
abundancia de Firmicutes fue estadisticamente significativo cuando se compar¢ el

grupo DT2 M con el grupo DT2 P + | (Tabla 14) (Figura 7).

La riqueza bacteriana intestinal y la diversidad de individuos afectados por
DT2 no M son mas bajos que los otros grupos.

Realizamos un perfil de las comunidades bacterianas intestinales en las personas
estudiadas que miden el indice Chaol como indicador de la riqueza, y los indices
Shannon y Simpson como indicadores de la diversidad (Figura 8). Ademas,
realizamos un analisis de comparacion entre los grupos de los indices de alfa-
diversidad para detectar diferencias significativas (Tabla 15). Los indices mostraron
gue en términos de riqueza y diversidad, las comunidades bacterianas intestinales
de personas afectadas por diabetes tipo 2 sin medicacion (DT2 no M) son mas bajas

gue las que se encuentran en el control (CO), pre-diabetes (PRE), y personas ya
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afectadas por diabetes con medicamentos (DT2 M, DT2 Py DT2 P + 1). La diferencia
mas alta para el indice Chaol se encontré entre DT2noMy CO,yDT2 no My PRE;
para el indice de Shannon la diferencia fue entre CO, DT2 P + | y PRE en
comparacion con DT2 M. No hubo una diferencia detectable en la diversidad

bacteriana cuando analizamos los datos para el indice de Simpson (Tabla 15).

Existe una diferencia significativa en la diversidad beta de la microbiota
intestinal en los grupos PRE, DT2 No M, DT2 M, DT2Py DT2 P + 1.

La diversidad beta es la diversidad de especies de un nimero de muestras o de
comunidades para algun grupo de ambientes, de modo que esto resulta en ser un
parametro excelente para contrastar las diferencias entre comunidades bacterianas
entre individuos de diferentes condiciones de salud. Con base en los datos de la
tabla de OTU’s, realizamos una grafica de dispersion tridimensional, generada
utilizando las coordenadas principales (PCoA), calculadas mediante el analisis
unifrac no ponderado y las distancias estimadas entre las muestras de todos los
grupos. Los resultados de este andlisis no muestran similitudes entre sujetos para
individuos que pertenecen a la misma categoria (Fig. 9). A continuacion, realizamos
un analisis de datos por medio de la herramienta de QIIME denominada ANOSIM
para ver las diferencias estadisticas en la beta-diversidad de un par de grupos
(Tabla 16). Este analisis mostr6 diferencias significativas en la diversidad beta de
los pares de grupos incluidos; CO, PRE, DT2 No M, DT2 M, DT2 Py DT2 P + |

(Tabla 16).
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Las bacterias intestinales a nivel familiar y géneros explican las diferencias
paratodos los grupos.

Utilizando la informacion de las abundancias relativas para todas las bacterias
obtenidas en la asignacion de géneros a nivel de OTU, se realizé el analisis LEfSe
para determinar el enriquecimiento significativo de bacterias intestinales como se
describe en Material y Métodos. Se analizaron las 6 categorias fenotipicas que
agruparon DT2 Py DT2 P + | en un solo grupo, obteniendo resultados significativos
basados en valores p- y g- para todos ellos. En base a estos analisis para el grupo
CO, encontramos bacterias del Filo Proteobacteria, orden Burkholderiales, familia
Alcaligenaceae que se enriquecieron al menos 2.9 veces (p <0.0001, g = 0.0002).
Para la condicion PRE el andlisis detectd la familia Comamonadaceae, orden
Burkholderiales, Filo Proteobacteria, enriquecida al menos 2.07 veces (p = 0.0004,
g = 0.0072), y para la DT2 no M, bacterias del género Sutterella spp., que
pertenecen a la familia Alcaligenaceae, orden Burkholderiales se enriquecié al
menos 2.85 (p <0.0001, q = 0.0004) (Figura 10, Tabla 17).

Para pacientes con DM2 y tratamiento farmacoldgico, encontramos un
aumento en las bacterias de tres Fila diferentes. Para DT2 M, el género Pelomonas
spp., de la familia Comamonadaceae, orden Burkholderiales, Filo Proteobacteria se
incrementd 2.61 veces (p <0.0001, g <0.0001). El orden Bacteroidales, Filo
Bacteroidetes se incremento 4.43 veces (p = 0.0001, q = 0.0013); y para el Filo
Acidobacteria, la familia Koribacteraceae se increment6 2.78 veces (p = 0.0013, g
=0.0243), y el orden Acidobacteriales aumento 2.74 veces (p = 0.0013, g = 0.0243).

Finalmente, para el grupo combinado DT2 P y DT2 P + I, encontramos que
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Oscillospira spp., se incrementd 3.03 veces (p = 0.0001, g = 0.0018) y Roseburia

spp., se increment6 en 2.94 veces (p = 0.0001, g = 0.0022) (Figura 10, Tabla 17).

Taxones microbianos seleccionados significativamente vinculados a
parametros clinicos, perfil antropomeétrico, ingesta dietética y actividad fisica.
Para identificar asociacion con variables de tipo clinico, bioquimico, dietético y
antropométrico se utilizé el algoritmo de MasLin para asociacion multivariada y
encontramos asociacion positiva de la edad con Enterococcaceae y género con
Prevotella. Se encontraron asociaciones negativas en la ingesta de lipidos con
Kaistobacter y presion arterial sistélica con Erwinia en todos los sujetos estudiados
(n = 217) (Figura 11). Después de esta parte preliminar quisimos explorar las
asociaciones estadisticas en una muestra de sujetos con variables de composicién
corporal y actividad fisica (n = 99) (Figura 11) y encontramos asociaciones negativas
en Dorea con la actividad fisica, familia Enterococcaceae con grasa corporal (%) y

grasa (Kg), y Fusobacterium con peso (Kg) (Tabla 18).

El metagenoma funcional previsto de la microbiota intestinal muestra
diferencias en los grupos PRE y DT2 M.

Realizamos un analisis de prediccion comparativo del metagenoma funcional
(PICRUSI) de la microbiota bacteriana intestinal en los grupos PRE y DT2 M (Figura
12), observamos rutas metabdlicas implicadas en el metabolismo energético,
metabolismo de carbohidratos (metabolismo del azucar y azucares nucleétidos y
Propanoato) metabolismo). También vias como el metabolismo de aminoacidos

(metabolismo de glicina, serina y treonina), metabolismo lipidico (esfingolipido)
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biosintesis de glicanos (biosintesis de lipopolisacaridos) y biodegradacion y
metabolismo de xenobidticos (atrazina, benzoato, dioxinas, xileno y degradacién de
estireno), en este las Ultimas cuatro vias se encontraron mas altas en el grupo PRE

que DT2 M (Tabla 19).

Discusién

Nosotros realizamos un estudio de tipo observacional para detectar
diferencias en la microbiota intestinal y, en particular, en las bacterias con un potente
papel en la contribucién de la DT2 entre grupos de pacientes que tuvieron diferentes
tipos de tratamientos farmacoldgicos para tratar la DT2 y con afios de evolucion
menor a dos y mayores a quince, ademas de otros dos grupos sin tratamiento
farmacoldgico a los cuales les denominamos debutantes y a otro grupo denominado
prediabetes, ya que habian sido diagnosticados en el momento del estudio.

Mediante secuenciacion masiva semiconductora de iones de alto rendimiento
en muestras fecales humanas, demostramos que la abundancia relativa a nivel de
Filo, en particular Firmicutes en el grupo T2D M se redujo casi en un 30% en
comparacion con el grupo CO, ese hallazgo es opuesto a un trabajo anterior donde
después de 2 meses de tratamiento con Metformina, la abundancia relativa aumenté
en 86 cepas bacterianas, donde la mayoria de ellas pertenecian al filo de Firmicutes
[Wu et al., 2017].

También encontramos que la diversidad Alfa y Beta mostré diferencias
estadisticas entre dos pares de grupos notables, porque no tienen tratamiento
farmacoldgico, estos hallazgos muestran claramente el efecto de la enfermedad sin

variables que podrian causar confusién en la enfermedad per se como es el
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tratamiento farmacolégico, fueron CO con respecto a T2D No My PRE con T2D No
M (Tabla 16 y Tabla 17).

Para detectar quiénes eran las bacterias intestinales entre los grupos,
clasificamos el grupo T2D Py T2D P + | en un grupo porque ellos tuvieron la misma
edad de evolucibn de la enfermedad y, ademas, el mismo tratamiento
farmacoldgico, solo se incluyé la insulina como diferente tratamiento farmacoldgico.

En ese grupo encontramos solo dos bacterias; Oscillospira spp., en el que se
observé un aumento del respecto de los demas, esto es consistente con los
hallazgos informados en una muestra de nifios mexicanos con obesidad en
comparacion con el sobrepeso [Muruguesan et al., 2015], mientras que Roseburia
spp., la encontramos en aumento en comparaciéon con los otros grupos, sin
embargo, se mostraron datos contradictorios en sujetos europeos y chinos que
padecen T2D [Karlsson et al., 2013], esto podria indicar que las bacterias
encontradas en nuestra muestra son caracteristicas de nuestra poblacién de
estudio.

El grupo T2D M tuvo los mayores cambios bacterianos entre los demas, y es
notable que el orden de Bacteroidales fue el mas abundante en comparacion con
los otros, y también se encontré un aumento en la microbiota intestinal de ratas con
T2D genética y enfermedad de higado graso no alcohdlico [Shin et al., 2017]. Por
otro lado, el orden Acidobacteriales y la clase Acidobacteriia se ha informado que
crecen en una variedad de ambientes con azlcares [Huber et al., 2017], y es
consistente con el hecho de que el grupo T2D M tuvo la mayor ingesta de Azucares

en bebidas por dia entre los otros cinco grupos.
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Ademas, Pellomonas spp., tuvo un predominio en un aumento de casi el 25%
en la enfermedad de Crohn activa con respecto a la enfermedad de Crohn no activa
[Schéaffler et al., 2016] lo cual podria ser una posible explicacion sobre el papel de
la inmunidad en estas muestras de heces, ya que nuestro grupo tuvo solo dos afos
de evolucion con T2D y, al mismo tiempo, con el uso de Metformina.

Probablemente el grupo con menos variables intervinientes respecto al
tratamiento farmacologico en este trabajo fue T2D No M o pacientes debutantes de
DT2. Nuestros resultados mostraron que solo Sutterela spp., se incremento
respecto a los otros grupos, se informo el mismo hallazgo, pero en pacientes con
prediabetes de Dinamarca en comparacion con sujetos sanos [Allin et al., 2017].

Solo la familia Comamonadaceae se encontr6 mas aumentada en el grupo
PRE que en los otros grupos, y en otro informe de la misma familia fue 3 veces
incrementada en obesos en comparacion con cerdos magros [Newell-Fugate et al.,
2017] en nuestro caso, el grupo PRE solo tenia sobrepeso, pero estos hallazgos
podrian ser interesantes para profundizar mas all4d en éste grupo de pacientes
porque no encontramos otros informes en microbiota intestinal de humanos y la
relacion con trastornos metabolicos, y especialmente en prediabetes y microbiota
intestinal.

Ademas, el grupo CO mostré algunas bacterias intestinales de acuerdo con
las caracteristicas caracterizadas como un estado metabdlico saludable, como el
caso de la familia Alcaligenaceae (orden Burkholderiale) se ha informado en otros
estudios que se encuentran en el intestino de sujetos humanos sanos [Rajilic-

Stojanovic et al., 2007].
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Es notable que, aunque este andlisis LEfSe no detecté una diferencia en la
abundancia de Prevotella spp., es una de las 20 bacterias mas abundantes en
nuestro estudio, la abundancia de esta bacteria tiene una tendencia a aumentar de
CO <PRE <T2D, no M <T2D M, y disminuye cuando hay polifarmacia y polifarmacia
+ insulina (T2D P, T2D P + 1) (Fig. 10).

En este trabajo, ademas, detectamos asociaciones con algunos marcadores
clinicos, uno de ellos fue la asociacién negativa con la presion arterial sistélica y
Erwinia spp., en toda nuestra muestra, sin embargo, en los nifios obesos mexicanos
solo se detect6 por una disminucion en la abundancia relativa en comparacion con
el grupo de control [Muruguesan et al., 2015].

Kaistobacter spp., se encontré6 en asociacion negativa con la ingesta de
lipidos; sin embargo, en otros informes, las mismas bacterias mostraron un aumento
en ratas con niveles mas altos de apolipoproteina E y tienen un papel importante en
el metabolismo de las lipoproteinas, especialmente en la regulacion del
metabolismo del colesterol total [Bo et al., 2016].

Por otro lado, un informe en mujeres posmenopausicas con obesidad de
Dinamarca mostr6 que Dorea longicatena se correlacion6 negativamente con
marcadores de resistencia a la insulina, sin embargo, en nuestro estudio
encontramos la misma asociacion, pero con actividad fisica, aunque por Dorea spp.
[Brahe et al., 2015].

La familia Enterococcaceae se encontré 24 veces mas abundante en el
microbioma intestinal de ratones ejercitados en comparacion con ratones

sedentarios [Choi et al., 2013] sin embargo, en nuestro estudio encontramos una
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asociacion negativa con la grasa corporal (Kg) y la grasa corporal (%), y un hallazgo
mas interesante fue una asociacién positiva con la edad (Fig. 11).

Finalmente, queriamos saber si algunas vias metabdlicas de las bacterias
intestinales tenian relevancia en todas las enfermedades metabdlicas, teniamos
una vision general y particular de cada condicion, para eso realizamos un analisis
PICRUSt y demostramos que solo las condiciones PRE y T2D M tenian un patrén
estadisticamente significativo entre las vias metabdlicas relevantes. El cambio mas
representativo se produjo en el metabolismo de Energia, Carbohidratos,
Aminoécidos y Lipidos en el que la T2D M fue mas alta con respecto al grupo PRE,
y esto es consistente porque es probable que esta bacteria use ese metabolismo
porque tienen mas sustrato en la luz intestinal, es importante destacar esto porque
la Metformina mejora la deteccion de glucosa intestinal y aumenta la produccién de
acidos grasos de cadena corta y péptidos intestinales [Rodriguez et al., 2018]
incluso cuando todas las ingestas de nutrientes de estos dos grupos fueron casi
similares, parece que la Metformina tuvo un cambio significativo.

Actualmente hay evidencia que sugiere que la microbiota intestinal podria ser
un marcador que podria estar involucrado en los efectos antidiabéticos de los
tratamientos farmacologicos, el farmaco mas estudiado es la Metformina, otro punto
para profundizar es el efecto directo de los otros farmacos en la microbiota de colon
a traves de la clinica.

Se requieren mas estudios que prueban qué farmacos son mas efectivos y
como la microbiota de colon puede ayudar a estos efectos antidiabéticos. Otro
contribuyente a los trastornos metabdlicos con un vinculo potente que proviene de

la microbiota intestinal es el lipopolisacarido o "endotoxina”, es un glicolipido que se
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encuentra en la membrana externa de las bacterias gramnegativas y tiene
implicaciones en la inflamacion metabdlica de bajo grado [Boutagy et al., 2016].

En una cohorte del estudio FINRISK 97 [Pussinen et al., 2011] se informo
que en pacientes que padecian diabetes tenian una mayor actividad de endotoxinas
en referencia a sujetos no diabéticos, pero mas interesante era el hecho de que la
actividad de endotoxinas estaba asociada con un mayor riesgo de diabetes
incidente independientemente por otros factores de riesgo, esto es consistente con
nuestros resultados. Sin embargo, se mostraron resultados contradictorios con un
analisis de la funcién microbiana intestinal de otro grupo [Forslund et al., 2015] para
determinar el impacto de la Metformina sobre la microbiota intestinal, mostraron una
reduccion en la absorcion de los lipidos intestinales y lipopolisacaridos reducidos.
Eso provocé una inflamacion local, por eso es importante informar todos los estudios
metagendmicos para determinar cuidadosamente cudl es el impacto metabdlico en
cada poblacion en condiciones y circunstancias especificas.

Otro factor importante que nos interesé seguir en nuestro estudio fue la
medida de los genes en la microbiota intestinal relacionada con la biodegradacion
por xenobiodticos (Fig. 12), debido a que todos los medicamentos ingeridos y que
llegan al tracto gastrointestinal estan expuestos a la microbiota intestinal, incluso
antes de ser absorbidos, y al estar en el torrente sanguineo, pueden ser alterados
y modificar la efectividad e incluso ser toxicos [Jourova et al., 2016], [Carmody et
al., 2014] desafortunadamente, no encontramos significancia estadistica con T2D
No My TD2 M probablemente porque nuestro grupo debutante fue pequefio, sin

embargo se realizaran analisis adicionales con nuestro primer informe.
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Por otro lado, encontramos una disminucion de todas las vias metabdlicas
relacionadas con la degradacion de 5 xenobioticos en el grupo TD2 M vs. PRE, la
importancia clinica de estas vias de degradacion de xenobiéticos se debe a la
biodisponibilidad de los farmacos, pero también en la biorremediacién, ya que
muchas de estas vias juegan un papel importante.

El papel en la desintoxicacion de contaminantes como la atrazina se muestra
aqui. Los estudios experimentales, que caracterizan las capacidades de
degradacion de los xenobioticos en diferentes bacterias, son actualmente limitados.
Llevamos a cabo una busqueda para identificar el metabolismo de los xenobidticos
por la microbiota intestinal en pacientes con medicacion para T2D;
desafortunadamente, no encontramos estudios con participacién directa en la
degradacion de algunos xenobidticos, en particular con el uso de Metformina. Se
requieren estudios adicionales sobre metagendmica para identificar si, de hecho, la
Metformina tiene un efecto de baja capacidad de degradacion y, finalmente, y mas

alla del alcance de estos estudios de metagendmica.

Discusion general y conclusion
En humanos, la importancia del papel que desempefia la microbiota intestinal
en la ingesta de energia y la recoleccion de ésta por la dieta, se ha informado
anteriormente a través de una serie de estudios en modelos animales y humanos.
Actualmente se acepta que hay una microbiota intestinal asociada a la
obesidad que extrae mayor energia de la fibra dietética soluble a través de la

fermentacion, que produce mas acidos grasos de cadena corta que los que se
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producen en individuos delgados e influye de esta manera en el metabolismo
energético del huésped (Heiss et al., 2018).

Ademads, la microbiota intestinal y sus metabolitos estan notablemente
involucrados en el control del apetito del huésped mediante la modulacién de las
vias de saciedad del huésped (Fetissov, 2017).

En algunos casos, nuestros resultados contrastan con lo que se informa en
la literatura disponible; sin embargo, planteamos la hipétesis de que en las mujeres
OB y OSM la microbiota intestinal ha aumentado la actividad sacarolitica,
produciendo mas &cidos grasos de cadena corta, aumentando los niveles de acetil-
CoA en el huésped y causando dislipidemia debido a la elevacion del colesterol y
los triglicéridos, como se observa en las caracteristicas clinicas y como también se
ha informado en otros grupos con obesidad en mexicanos (Maya-Lucas et al., 2019)
e italianos (Del Chierico et al., 2018).

Por otro lado, en relacion a las enfermedades metabdlicas de relevancia
mundial y nacional como lo es la prediabetes y la diabetes tipo 2, nosotros logramos
demostrar diferencias significativas en la diversidad de la microbiota intestinal entre
los grupos estudiados, desde una condicidon saludable que progresa a prediabetes
hasta una condicion de diabetes tipo 2, utilizando abundancias relativas y también
diversidades alfa y beta.

También encontramos asociaciones significativas de bacterias especificas
con caracteristicas clinicas; ademas, mostramos las vias metabdlicas predichas de
la microbiota intestinal en relacion con las condiciones PRE y DT2 M.

Finamente nosotros concluimos con este trabajo, que nuestros resultados

indican que cada grupo tiene caracteristicas metabolicas, diversidades de
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microbiota intestinal y vias metabdlicas en la microbiota intestinal especifica de cada
condicién. Por lo tanto, se cumplié nuestra hipo6tesis de investigacion, logramos
determinar que existieron diferencias entre la microbiota intestinal de las personas

que padecen enfermedades metabdlicas respecto a la microbiota del grupo control.
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9. Avances y trabajo futuro

Los avances en los resultados de este estudio podrian utilizarse para definir
estrategias que puedan modular la microbiota intestinal a través de tratamientos no
invasivos, como intervenciones dietéticas, los probidticos o los prebidticos, e incluso
trasplante fecal, para mejorar la tolerancia a la glucosa de las personas con
prediabetes o afectadas por la DT2 y mejorar la calidad de vida de quienes las
padecen.

Adicionalmente, nosotros creemos que como trabajo futuro, se requieren mas
estudios para determinar el efecto de los farmacos en la microbiota, particularmente

el efecto de la Metformina en las vias metabdlicas de las bacterias del colon.
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10. Anexos

Anexo 1. Consentimiento Informado
Titulo de la Investigacion: Estudio de la diversidad microbiana y del microbioma del colon
distal en Mexicanos afectados de diabetes tipo 2 y obesidad.
Nombre del Investigador Principal: Dr. Jaime Garcia Mena.

Estimado paciente: El Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN
esta realizando un proyecto de investigacion, donde el objetivo del estudio es determinar el
componente genémico del microbioma del colon distal, para lo cual se requiere su
cooperacion voluntaria para el analisis de muestras biolégicas.

A través de este documento queremos hacerle una invitacion a participar
voluntariamente en un estudio de investigacion.

Antes de que usted acepte participar en este estudio, se le presenta el documento
de nombre “Consentimiento Informado”, que tiene como objetivo comunicarle de los
posibles riesgos y beneficios para que usted pueda tomar una decision informada.

El consentimiento informado le proporciona informacién sobre el estudio al que se
le esta invitando a participar, por ello es de suma importancia que lo lea cuidadosamente
antes de tomar alguna decision y si usted lo desea, puede comentarlo con quien desee (un
amigo, un familiar de confianza, etc.) Si usted tiene preguntas puede hacerlas directamente
a su médico tratante o al personal del estudio quienes le ayudaran a resolver cualquier
inquietud.

Una vez que tenga conocimiento sobre el estudio y los procedimientos que se
llevaran a cabo, se le pedira que firme esta forma para poder participar en el estudio.

Procedimiento: Si usted acepta participar en el estudio, ocurrira los siguiente; se le
haran unas preguntas acerca de su historial médico, tipo de alimentacién y actividad fisica
que realiza, el interrogatorio tendrd una duraciébn de aproximadamente 1 hora,
posteriormente se le solicitard una muestra de sangre de 4 ml (lo equivalente en mililitros
es a menos de lo que cabe en una cucharadita cafetera) y sera en una sola ocasion y una
muestra de heces fecales del tamafio de una nuez en un frasco estéril, la cual sera
entregada el siguiente dia. Le aclaramos que tanto la toma de muestras de sangre como la
indicacion de como tomar la muestra de heces usted mismo le seran facilitadas por personal
calificado.

Beneficios: Usted no recibird un beneficio directo, sin embargo si usted aceptara
participar, el beneficio indirecto sera colaborar con la ciencia para determinar si el
componente gendémico del microbioma de la poblacién mexicana en pacientes sanos y con
alguna enfermedad metabdlica es diferente y que si lo fuera que tanta diversidad existe
entre cada una de las enfermedades metabdlicas planteadas aqui, como lo son la obesidad,
el sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2.

Riesgos: El presente estudio no representa riesgos a los participantes.

Confidencialidad: la informacién que usted proporcione para el estudio sera
estrictamente confidencial, de manera que se utilizara Unicamente por el equipo de
investigacion del proyecto y no estara disponible para ningn otro propdésito, entonces usted
guedard identificado con un niamero y no con su nombre.

Por ultimo los resultados obtenidos seran publicados con fines cientificos pero se
presentaran de modo que usted no pueda ser identificado. Esto se apega a la Ley Federal
de Proteccion de Datos Personales en Posesion de los Particulares. Capitulo |1 De los
Principios de Proteccion de Datos Personales, Articulo 6, 7, 8y 9: y el aviso de privacidad
institucional.
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Riesgos potenciales: Los riesgos que usted puede presentar son minimos, sin
embargo si usted cree que alguna pregunta le es incbmoda, tiene el derecho de no
responderla, en el caso de la donacién de sangre, es conveniente aclarar que el uso del
material para este fin es estrictamente desechable y que probablemente pueda presentar
un pequefio moretdn a causa de la toma de la muestra sin embargo en este procedimiento
puede suceder y es normal debido a la técnica de extraccidén de sangre.

Compensacioén y gastos: usted no recibird ningln pago por participar en el estudio
y tampoco le implicara un costo para usted.

Participacion voluntaria/retiro: Usted tiene la decision de seguir participando o no,
en el estudio pese a que ya haya usted firmado este documento, ya que es totalmente
voluntario, puede retirarse cuando lo desee sin consecuencia alguna sin que se vean
afectados los derechos de atencidon medica presente o futura.

Numeros a contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion
acerca de la investigacion que se le inform6 en el presente documento por favor
comunigquese con el investigador responsable del proyecto al siguiente niamero: (55) 57 47
38 00 ext.: 5328 con un horario de 17:00 — 19:00 horas.

Revisiéon por el comité de ética: La carta de consentimiento informado ha sido
revisada por los comités de ética de las dos instituciones participantes.

Consentimiento para su participacién en el estudio, en el cual su firma indica su
aceptacion para participar voluntariamente en la presente investigacion:

Yo declaro libremente que he
sido informado (a) de manera verbal y por escrito de los aspectos que se mencionan a
continuacién de la investigacion titulada: Estudio de la diversidad microbiana y del
microbioma del colon distal en mexicanos afectados de diabetes tipo 2 y obesidad.

s

Por lo anterior 6 | S NO rde acuerdo en participar en la investigacion
arriba sefialada firmando la declaracion de Consentimiento Informado.

Nombre y firma del sujeto de investigacion o su representante legal

Testigo 1
Nombre y firma Parentesco Domicilio y Teléfono
Testigo 2
Nombre y firma Parentesco Domicilio y Teléfono

Nombre y firma del investigador principal

México D. F. a de de
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ANEXO 2. Indicaciones para la obtencion de muestra de heces

El objetivo principal es obtener la viabilidad de las bacterias que se encuentran en la
muestra y de proporcionar un buen manejo de la misma.

Procedimiento:

1. Un dia antes rotular el frasco con los siguientes datos:

Nombre del participante:

Edad:

Fecha de obtencién de la muestra:

Numero de teléfono para contacto:

2. Colocar el papel “contact” (transparente) de costado a costado del retrete de manera que
quede un poco en forma de columpio.

3. Una vez que tiene las heces sobre el plastico, cuidadosamente, tomar con un abate
lenguas solo una parte y debera ser aproximadamente del tamafio de una nuez de las heces
contenidas en el plastico.

4. Tapar bien el frasco.

5. Ingresar el frasco con la muestra en una bolsa plastica.

6. Refrigerar a 4°C (Temperatura convencional de refrigeradores de casa)

7. Entregar la muestra al lugar indicado el mismo dia de la obtencion, recuerde que la vida
atil de la muestra fuera de la temperatura de refrigeracion es de 2 horas.
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ANEXO 3. Historia Clinica Casos
FECHA FOLIO

Ficha de identificacion

Nombre Edad
Género: Fem Masc  Numero de afiliacion a su institucion

Estado civil: Casado Soltero Divorciado Viudo Telcasa Cel

Lugar y fecha de nacimiento Ocupacion

Escolaridad:

1. Primaria afios, 2. Secundaria, 3. Técnico, 4. Preparatoria, 5. Profesional, 6. Postgrado
Especifique los afios de ultimos estudios:

Ingreso Mensual actual: < $ 2000.00 $ 2000-5000.00 >$ 5000.00
Antecedentes Personales no patolégicos

Tabaquismo Si No Tiempo ___ afios No. Cigarros/dia

Alcoholismo Si No Tiempo __  afios No. de copas/dia

Antecedentes Heredofamiliares:
¢SAlguien en su familia presento Evento cardiovascular?

Madre 1.Si 2.No Hermanal.Si 2.No Padre 1.Si 2.No Hermano 1. Si
¢ Tiene familia con diabetes tipo 2?
Madre 1.Si 2.No Hermanal.Si 2.No Padre 1.Si 2. No Hermano 1. Si
¢Alguno de sus familiares padece o padecié enfermedad renal?
Padre 1. Si, no especificada 2. Si, debida a diabetes 3. No
Madre 1. Si, no especificada2. Si, debida a diabetes 3. No
Hermanos 1. Si, no especificada 2. Si, debida a diabetes 3. No
Abuelo (a) paterno (a) 1. Si, no especificada 2. Si, debida a diabetes 3. No
Abuelo (a) materno (a) 1. Si, no especificada 2. Si, debida a diabetes3. No
Evolucioén de la Diabetes
¢A qué edad se diagnostico con diabetes tipo 2? afios
A qué edad comenz6 con los sintomas? afios
¢, Qué tratamiento farmacolégico toma para el control de la diabetes?:
Nombre: mg tomas/dia Tiempo de tomarlo
¢, Qué tratamiento farmacolégico toma para el control de otras enfermedades?:
Nombre: mg tomas/dia Tiempo de tomarlo
¢Le han diagnosticado hipertrigliceridemia? 1. Si 2.No
¢ Toma tratamiento? 1.Si 2.No
Especifique: Bezafibrato Otro:
¢Le han diagnosticado hipercolesterolemia? 1. Si 2.No
¢ Toma tratamiento? 1.Si 2.No
Especifique: Pravastatina Otro:
¢Le han diagnosticado hipertension arterial 1. Si 2.No
¢, Toma tratamiento? 1.Si 2.No
Especifique:
¢ El paciente presenta alguna complicacién de diabetes tipo 2? 1. Si 2.No
¢ Cual?

Antecedentes Patologicos
Quirdrgicos: Si No Colecistectomia Apendicectomia  otros

2. No

2. No

en meses

en meses

Hospitalizaciones en el Gltimo afio: Si No Motivo

Otros padecimientos importantes:

Actualmente, ¢esta usted en un régimen de alimentacion especifico para DM?:  Si No

Exploracién Fisicay Antropometria

TA sistélica mm Hg Peso Kg Talla
TA diastdlica mm Hg Cintura cm Cadera
Abdomen IMC

Observaciones por el entrevistador:

metros
cm
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ANEXO 4. Historia Clinica Control
FECHA FOLIO

Ficha de identificacion
Nombre

Género: Fem Masc Numero de afiliacién de su institucion

Edad

Estado civi: Casado Soltero Divorciado Viudo Telcasa Cel
Lugar y fecha de nacimiento Ocupacion
Escolaridad:

1. Primaria afios, 2. Secundaria, 3. Técnico, 4. Preparatoria, 5. Profesional, 6. Postgrado

Especifique los afios de ultimos estudios:

Ingreso Mensual actual: < $ 2000.00 $ 2000-5000.00 >$ 5000.00
Antecedentes Personales no patoldgicos

Tabaquismo Si No Tiempo ___ afios No. Cigarros/dia

Alcoholismo Si No Tiempo __  afios No. de copas/dia

Antecedentes Heredofamiliares:
¢SAlguien en su familia presento Evento cardiovascular?

Madre 1.Si 2.No Hermanal.Si 2.No Padre 1.Si 2.No Hermano1l.Si 2.No
¢ Tiene familia con diabetes tipo 27?
Madre 1.Si 2.No Hermanal.Si 2.No Padre 1.Si 2.No Hermano1l1l.Si 2. No

¢Alguno de sus familiares padece o padecié enfermedad renal?
Padre 1. Si, no especificada 2. Si, debida a
diabetes 3. No
Madre 1. Si, no especificada 2. Si, debida a
diabetes 3. No
Hermanos 1. Si, no especificada 2. Si, debida a
diabetes 3. No
Abuelo (a) paterno (a) 1. Si, no especificada 2. Si, debida a
diabetes 3.No
Abuelo (a) materno (a) 1. Si, no especificada 2. Si, debida a
diabetes 3. No
¢Le han diagnosticado hipertrigliceridemia? 1. Si 2.No

¢ Toma tratamiento? 1. Si 2.No

Especifique: Bezafibrato Otro:
¢Le han diagnosticado hipercolesterolemia? 1. Si 2.No

¢ Toma tratamiento? 1. Si 2.No

Especifiqgue: Pravastatina Otro:
¢Le han diagnosticado hipertension arterial 1. Si 2.No

¢ Toma tratamiento? 1.Si 2.No

Especifique:

Antecedentes Patoldgicos
Quirdrgicos: Si No Colecistectomia Apendicectomia  otros
Hospitalizaciones en el Gltimo afio: Si No Motivo
Otros padecimientos importantes:
Actualmente, ¢ esta usted en un régimen de alimentacion especifico para DM?: Si No
Actualmente, ¢ esta usted tomando algin medicamento o suplemento actualmente?: Si No
Exploracién Fisicay Antropometria

TA sistdlica mm Hg Peso Kg Talla metros
TA diastélica mm Hg Cintura cm Cadera cm
Abdomen IMC

Observaciones por el entrevistador:
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ANEXO 5. Cuestionario Mundial de Actividad Fisica

Actividad fisica

A continuacién voy a preguntarle por el tiempo que pasa realizando diferentes tipos de actividad fisica. Le ruego que intente contestar a las
preguntas aunque no se considere una persona activa.

Piense primero en el tiempo que pasa en el trabajo, que se trate de un empleo remunerado o no, de estudiar, de mantener su casa, de
cosechar, de pescar, de cazar o de buscar trabajo [inserte otros ejemplos si es necesario]. En estas preguntas, las "actividades fisicas
intensas" se refieren a aquéllas que implican un esfuerzo fisico importante y que causan una gran aceleracion de la respiracion o del ritmo
cardiaco. Por otra parte, las "actividades fisicas de intensidad moderada" son aquéllas que implican un esfuerzo fisico moderado y causan
una ligera aceleracion de la respiracion o del ritmo cardiaco.

Pregunta

Respuesta Cédigo

En el trabajo

49

¢ Exige su trabajo una actividad fisica intensa que implica
una aceleracion importante de la respiracion o del ritmo
cardiaco, como [levantar pesos, cavar o trabajos de
construccion] durante al menos 10 minutos
consecutivos?

(INSERTAR EJEMPLOS Y UTILIZAR LAS CARTILLAS
DE IMAGENES)

Si 1

P1
No 2 Si No, SaltaraP 4

50

En una semana tipica, ¢ cuantos dias realiza usted
actividades fisicas intensas en su trabajo?

Nimero de dias || P2

51

En uno de esos dias en los que realiza actividades
fisicas intensas, ¢ cuanto tiempo suele dedicar a esas
actividades?

Horas : minutos ’ (a-b)
hrs mins

52

¢ Exige su trabajo una actividad de intensidad
moderada que implica una ligera aceleracion de la
respiracion o del ritmo cardiaco, como caminar deprisa
[o transportar pesos ligeros] durante al menos 10
minutos

consecutivos?

(INSERTAR EJEMPLOS Y UTILIZAR LAS CARTILLAS
DE IMAGENES)

Si 1

P4
No 2 Si No, Saltara P7

53

En una semana tipica, ¢ cuantos dias realiza usted
actividades de intensidad moderada en su trabajo?

Numero de dias  L— P5

54

En uno de esos dias en los que realiza actividades
fisicas de intensidad moderada, ¢ cuanto tiempo suele
dedicar a esas actividades?

, Ll 1.1 P6
Horas : minutos ' (a-b)
hrs mins

Para desplazarse

En las siguientes preguntas, dejaremos de lado las actividades fisicas en el trabajo, de las que ya hemos tratado.
Ahora me gustaria saber como se desplaza de un sitio a otro. Por ejemplo, cdmo va al trabajo, de compras, al mercado, al lugar de culto
[insertar otros ejemplos si es necesario]

55

¢ Camina usted o usa usted una bicicleta al menos 10

Si 1
minutos consecutivos en sus desplazamientos? P7
No 2 Si No, Saltara P 10
56 En una semana tipica, ¢cuantos dias camina o va en
bicicleta al menos 10 minutos consecutivos en sus Numero de dias L P8
desplazamientos?
57 En un dia tipico, ¢ cuanto tiempo pasa caminando o P9
yendo en bicicleta para desplazarse? Horas : minutos 1 1 (a-b)
hrs mins
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En el tiempo libre

Las preguntas que van a continuacion excluyen la actividad fisica en el trabajo y para desplazarse, que ya hemos mencionado. Ahora me
gustaria tratar de deportes, fitness u otras actividades fisicas que practica en su tiempo libre [inserte otros ejemplos si llega el caso].

58

¢ En su tiempo libre, practica usted deportes/fitness intensos que
implican una aceleracién importante de la respiracién o del ritmo
cardiaco como [correr, jugar al fatbol] durante al menos 10
minutos consecutivos?

(INSERTAR EJEMPLOS Y UTILIZAR LAS CARTILLAS DE
IMAGENES)

Si 1

No 2 Si No, Saltara P 13

P10

59

En una semana tipica, ¢ cuantos dias practica usted
deportes/fitness intensos en su tiempo libre?

Nimero de dias Lo

60

En uno de esos dias en los que practica deportes/fitness
intensos, ¢ cuanto tiempo suele dedicar a esas actividades?

Horas : minutos
hrs mins

SECCION PRINCIPAL: Actividad fisica (en el tiempo libre) sig

Pregunta

Respuesta

61

¢ En su tiempo libre practica usted alguna actividad de intensidad
moderada que implica una ligera aceleracion de la respiracion o

del ritmo cardiaco, como caminar deprisa, [ir en bicicleta, nadar,
jugar al volleyball] durante al menos 10 minutos consecutivos?

(INSERTAR EJEMPLOS Y UTILIZAR LAS CARTILLAS DE
IMAGENES)

Si 1

No 2 Si No, Saltara P 16

P13

62

En una semana tipica, ¢ cuantos dias practica usted actividades
fisicas de intensidad moderada en su tiempo libre?

NUmero de dias L

P14

63

En uno de esos dias en los que practica actividades fisicas de
intensidad moderada, 4 cuanto tiempo suele dedicar a esas
actividades?

) L1 1. L1 1
Horas : minutos ’
hrs mins

P15
(a-b)

SECCION PRINCIPAL: Actividad fisica (en el tiempo libre) sigue.

La siguiente pregunta se refiere al tiempo que suele pasar sentado o recostado en el trabajo, en casa, en los desplazamientos o con sus
amigos. Se incluye el tiempo pasado [ante una mesa de trabajo, sentado con los amigos, viajando en autobus o en tren, jugando a las cartas
o viendo la television], pero no se incluye el tiempo pasado durmiendo. [INSERTAR EJEMPLOS] (UTILIZAR LAS CARTILLAS DE IMAGENES)

64

¢ Cuando tiempo suele pasar sentado o recostado en un dia
tipico?

) L1 1.1 1
Horas : minutos ’
hrs mins

P16
(a-b)
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ANEXO. 6 Registro de alimentos, bebidas y sal de mesa

Estimado paciente; el siguiente es un registro de los alimentos que ha consumido en un lapso de 3 dias de
la semana con el objetivo de conocer numéricamente su consumo de acuerdo a su patrén de alimentacion,
para lo cual le pedimos especifique cantidades (Abajo se presenta una tabla para que cada alimento contenga
su cantidad aproximada en referencia a cosas muy comunes como una pelota de tenis, pufios, dedos y la palma
de la mano) y descripcion (Tipo de carne o tipo de comida procesada incluyendo la marca) de la manera mas
precisa posible y acerca de las preparaciones de los alimentos se sugiere no omitir sal, azlicar y aceite o
condimentos, es necesario registre el consumo de sal de mesa en referencia a una cucharadita cafetera por
dia o por comida como lo prefiera, y en el caso de las bebidas, como: cerveza, agua simple, refrescos y jugos
en relacién a mililitros o a tazas harineras la cual contiene 240 ml. Proceda a registrar absolutamente todo lo
gue comié el dia que elija de la semana, esto debera hacerlo por las noches antes de dormir para referirse al
dia de registro, asi evitaremos que al dia siguiente no recuerde con exactitud las cantidades o que omita
alimentos consumidos por olvido, recuerde que hacerlo bien, no importa que consuma, puede dejar
aportaciones importantes a la ciencia y esto ayudaria a mas personas que comparten sus caracteristicas. Los
resultados de su consumo en relacibn a el balance de kilocalorias, liquidos, proteinas y grasas que
habitualmente consume y si es lo adecuado para usted o no, usted podra consultarlos una vez que los
entregue al personal correspondiente y este los analice, por favor, escriba la forma de contacto en la que desea
ser informado:

90 gramos de carne es
aproximadamente el tamafio y
el espesor de una baraja o un
casete de audio antiguo.

Una pera o manzana de
tamafio mediano corresponde a
una pelota de tenis.

30 gramos de queso es del
tamafio de 4 dados juntos

1, taza por ejemplo de helado e I
.

es del tamafio de una pelota de
tenis

Una taza de puré de papa o
verduras como brdcoli es
aproximadamente el tamafio de
un pufio de una mujer

Una cucharada cafetera de
mantequilla o aceite es
aproximadamente del tamafio
de la punta del dedo pulgar de
una mujer

30 gramos (1 Onza) de dulces
0 nueces o cacahuates son
aproximadamente lo que cabe

= loz
en la palma de la mano sin |

empalmarse unos con otros.
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DiA 1 Fecha:

Desayuno

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Colacion
matutina

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Comida

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Colacion
vespertina

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Cena

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

* Agua Total, refresco o jugos y su tipo o marca y mililitros consumidos de cada uno:
* Sal de mesa en cucharaditas para cocinar sus alimentos de todo el dia, (aproxime cantidad):
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DIA 2 Fecha:

Desayuno

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Colacion
matutina

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Comida

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Colacién
vespertina

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Cena

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

* Agua Total, refresco o jugos y su tipo o marca y mililitros consumidos de cada uno:
* Sal de mesa en cucharaditas para cocinar sus alimentos de todo el dia, (aproxime cantidad):
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DIA 3 Fecha:

Desayuno

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Colacion
matutina

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Comida

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Colacién
vespertina

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

Cena

Horario

Platillo, alimentos que contiene y de cada alimento: Ingredientes y cantidades

Lugar de
consumo:

* Agua Total, refresco o jugos y su tipo o marca y mililitros consumidos de cada uno:
* Sal de mesa en cucharaditas para cocinar sus alimentos de todo el dia, (aproxime cantidad):
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Tabla 1. Concentracion y calidad de las muestras de DNA de copro de participantes

sanos, pacientes con obesidad y obesidad con sindrome metabadlico.

Muestra ng/ul A260/A280 A260 Muestra ng/ul  A260/A280  A260
1 33.7 0.94 0.675 38 109.6 1.65 2.192
2 31.1 0.88 0.623 39 33.9 1.27 0.679
3 57.5 1.17 1.149 40 23.4 1.14 0.468
4 41.1 1.27 0.822 41 42.7 1.37 0.853
5 36 0.98 0.721 42 444 1.31 0.888
6 64.3 1.35 1.287 43 97 1.42 1.939
7 433 0.94 0.865 44 52.2 1.08 1.045
8 18.5 0.96 0.371 45 31.1 0.96 0.62
9 31.1 0.96 0.621 46 235 0.87 0.471
10 34.7 0.94 0.694 47 321.8 1.42 6.436
11 30.5 0.86 0.61 48 41.3 1.31 0.826
12 71.1 1.09 1.421 49 38.8 1.12 0.776
13 40.5 1.11 0.811 50 18.2 0.92 0.363
14 30.5 0.94 0.611 51 22.9 0.91 0.459
15 145.1 1.36 2.901 52 32.8 1.24 0.657
16 18.3 1.1 0.367 53 11.7 1.51 2.233
17 113.9 1.42 2.277 54 4.7 1.35 0.093
18 31.4 1.09 1.628 55 25.6 0.86 0.511
19 20.4 0.84 0.409 56 25.3 0.88 5.507
20 18.8 1.12 0.375 57 31.9 0.97 0.638
21 27 1.23 0.541 58 35.4 0.86 0.709
22 30.7 1.27 0.614 59 164.5 1.53 3.29
23 35.2 1.32 0.704 60 74.6 1.42 1.492
24 79.5 1.54 1.591 61 25.6 1.19 0.512
25 36.7 1.25 0.734 62 23.6 1.03 0.472
26 16.15 0.74 0.33 63 33.1 1 0.661
27 22 1.13 0.44 64 36.2 1.02 0.724
28 34.8 1.16 0.696 65 33.5 1.03 0.67
29 50.5 2.63 1.011 66 37.8 1.3 0.755
30 29.1 1.41 0.598 67 37.6 1.02 0.753
31 954 1.23 0.909 68 31.2 1.11 0.625
32 20.4 1.09 0.407 69 23.6 0.97 0.472
33 59.4 1.07 1.189 70 31.7 1.08 0.635
35 63 1.2 1.259 71 9.6 1.44 0.192
36 41.3 1.29 0.825 72 164.9 1.51 3.299
37 39.7 1.09 0.794
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Tabla 2. Concentracion y calidad de las muestras de DNA de copro de participantes

sanos, pacientes con diabetes tipo 2 y prediabetes del ISSSTE.

Muestra  ng/ul  A260/A280 Muestra ng/ul  A260/A280 Muestra ng/ul A260/A280
CASOS
1 186.3 2.06 38 19.1 1.84 10 13.7 1.87
2 108.2 2.00 39 139 1.82 11 21.7 1.76
3 290.2 2.03 40 12.9 1.80 12 20.1 1.81
4 89.8 2.06 41 15.1 1.79 13 13.0 1.93
5 2233 2.10 42 13.9 1.71 14 15.7 1.87
6 185.0 1.97 43 11.8 1.79 15 23.1 1.86
7 40.3 1.82 44 11.8 1.77 16 18.9 1.84
8 10.9 2.04 45 13.7 1.87 17 17.1 1.77
9 20.9 1.84 46 28.3 1.78 18 31.6 1.56
10 29.3 1.80 47 18.6 1.82 19 14.8 1.81
11 7.8 1.96 48 20.7 1.81 20 14.8 1.94
12 18.0 1.89 49 13.8 1.65 21 8.0 1.95
13 21.7 1.83 50 23.6 1.86 22 10.8 1.93
14 12.0 1.79 51 17.5 1.84 23 16.5 2.01
15 12.2 1.88 52 21.4 1.84 24 16.9 1.82
16 15.9 1.88 53 17.3 1.81 25 164 1.92
17 14.3 1.84 54 14.3 1.82 26 12.6 1.92
18 10.9 1.66 55 12.2 1.93 27 25.7 1.81
19 10.3 1.88 56 9.5 1.84 28 19.3 1.82
20 12.0 1.24 57 20.7 1.76 29 11.1 1.84
21 14.7 2.13 58 154 1.92 30 21.3 1.80
22 23.8 1.97 59 18.4 1.85 31 12.1 1.88
23 21.9 1.81 60 21.2 1.63 32 20.8 1.82
24 19.6 2.08 61 13.3 1.85 33 15.7 1.83
25 12.9 1.91 62 10.6 1.87 34 11.7 1.81
26 34.3 1.83 63 14.6 1.88 35 6.7 1.89
27 35.5 1.78 64 134 1.94 36 8.9 1.87
28 17.1 2.02 1 10.7 1.92 37 8.3 1.96
29 57.0 1.93 2 10.9 1.86 38 18.0 1.77
30 14.8 1.83 3 11.4 1.76 39 11.1 1.76
31 16.1 1.83 4 9.3 1.63 40 15.2 1.84
32 9.3 1.96 5 20.0 1.89 41 9.9 1.81
33 15.9 1.79 6 15.0 1.86 42 12.9 1.69
35 28.3 1.75 7 19.9 1.89 43 11.3 1.82
36 12.7 1.80 8 10.2 1.92 44 119 1.68
37 12.6 1.78 9 16.5 1.95 45 20.3 1.74
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Tabla 3. Concentracion y calidad de las muestras de DNA de copro de participantes

sanos, pacientes con diabetes tipo 2 y prediabetes del INPer.

Muestra

Muestra  ng/ul  A260/A280 Muestra ng/ul  A260/A280 CASOS ng/ul A260/A280
1 10.5 2.09 38 11.0 1.78 2 10.9 1.99
2 13.9 1.95 39 27.0 1.87 3 19.5 1.85
3 14.7 2.06 40 16.5 2.01 4 9.6 2.18
4 24.5 1.72 41 11.3 1.95 5 16.0 1.85
5 18.4 1.88 42 10.3 1.84 6 30.5 1.88
6 25.0 1.86 43 22.3 1.82 7 18.9 2.0
7 12.5 2.12 44 16.2 1.82 8 18.0 1.92
8 23.5 1.88 45 14.2 1.89 9 13.2 1.95
9 7.8 2.20 46 26.7 1.81 10 16.6 1.85
10 25.3 1.95 47 14.7 1.85 11 25.3 1.89
11 13.0 1.92 48 194 1.69 12 16.8 1.84
12 18.8 1.65 49 20.5 1.82 13 18.8 1.79
13 13.6 1.80 50 38.2 1.85 14 8.9 2.03
14 24.4 1.95 51 20.9 1.90 15 17.4 1.82
15 15.7 1.95 52 37.7 1.85 16 14.7 1.86
16 22.4 1.78 53 20.1 1.71 17 19.7 2.05
17 25.6 1.85 54 14.6 1.84 18 15.3 1.93
18 34.9 1.77 55 12.7 1.86 19 24.5 1.91
19 12.7 1.75 56 23.1 1.77 20 12.9 1.90
20 10.2 1.82 57 21.7 1.84 21 22.8 1.83
21 11.7 1.72 58 12.8 1.85 22 17.8 1.88
22 19.0 1.74 59 27.4 1.71 23 7.3 2.12
23 8.3 1.92 60 314 1.83 24 15.6 1.78
24 15.3 1.64 61 10.2 2.12 25 18.9 1.91
25 12.7 1.87 62 134 1.83 26 47.3 1.84
26 15.3 1.86 63 17.1 1.96 27 12.8 1.94
27 13.3 1.81 64 31.0 1.65 28 11.5 1.80
28 12.6 1.83 65 114 1.90
29 14.0 1.81 66 16.5 1.85
30 14.2 1.72 67 17.5 1.84
31 11.5 1.96 68 10.3 1.94
32 0.0 0.0 69 23.5 1.84
33 37.2 1.87 70 20.4 1.79
35 19.1 1.83 71 19.6 1.88
36 15.3 1.77 72 26.5 1.83
37 20.1 1.81 1 26.3 1.82
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los sujetos de estudio.

Obesidad +
Control Obesidad Sindrome p
metabolico
Numero de sujetos 25 17 25
Edad (afios) 23.3 3.1 38.8 84 40.5 +10.3 <0.001
Edad rango 18 a 30 22 ab51 22 ab9 nd
Datos antropométricos
Estatura (m) 1.61 +0.05 +016585 156 +0.06 0.002
Peso (kg) 55.3 6.4 83.2 t14.1 86.8 +15.1 <0.001
IMC (kg/m?) 214 1.9 34.8 6.1 35.8 5.1 <0.001
Cintura (cm) 714 7.0 96.9 +11.1 99.6 +10.2 <0.001
Cadera (cm) 92.0 6.7 1146 +11.1 115.7 +£11.8 <0.001
indice Cintura/Cadera 0.78 0.6 +0%25 0.86 +0.05 <0.001
Datos Bioquimicos
Glucosa (mg/dl) 84.2 155 91.6 5.6 104.6 £175 <0.001
Triglicéridos (mg/dI) 109.4 +29.1 102.2 +27.0 177.2 +69.6 <0.001
HDL (mg/dI) 60.6 £12.4 45.6 +11.5 42.4 +8.4 <0.001
LDL (mg/dl) 87.4 £24.2 102.0 +21.1 116.4 +23.3 <0.001
Colesterol (mg/dI) 170.0 +26.2 168.0 +26.2 194.3 £29.0 0.002
LDL-c/HDL-c 15 0.6 25 1.0 2.9 +0.8 <0.001
C/HDL-c 29 0.7 39 #l11 4.7 +1.1 <0.001
Presion arterial
Sistdlica (mm Hg) 109.3 £10.7 122.7 +16.6 125.4 #1311 <0.001
Diastélica (mm Hg) 71.9+£10.9 80.2 +13.7 85.5 +12.7 0.003

Los resultados aparecen como promedio * desviacion estandar. Valor P segtn Kruskal Wallis para datos no paramétricos y
ANOVA para paramétricos. HDL - lipoproteina de alta densidad, LDL - lipoproteina de baja densidad, nd - no determinado.



Tabla 5. Bacterias con mayor enriquecimiento entre los grupos estudiados y comparacion con otros

estudios.
Filo Proteobacteria
. Este . .
bacteria trabajo Otros estudios Referencia
3-veces
mas Succinivibrio spp y Halomonas spp., estuvieron
abundante | altos en sujetos brasilefios con sobrepeso y Eranco-de-Moraes
Succinivibrio spp. en OB omnivoros, este grupo mostrd valores mas altos etal. 2017
que en de insulina, HOMA-IR y un perfil de lipidos mas v
COy alto.
OSM
Filo Bacteroidetes
. Este . .
bacteria trabajo Otros estudios Referencia
The increase in the abundance of S24-7 (short
3- veces chain fatty acid producer) promote colonic
mas expressionyof the S?:FA recgptgrs GPR-41/-43/- Monk et al., 2017
abundante | 109a (Canadian protocol, Model: Mice).
Family S24-7 en OB El analisis de LEfSe indicé que los miembros de
que en la familia S24-7 productora de LPS eran 5 veces
COy mas abundantes en ratones con dieta alta en | Kang et al., 2017
OSM grasa versus dieta alta en grasa mas capsaicina
(potentes funciones contra la obesidad).
Bacteroides spp. se correlacioné negativamente
4- veces con la ingesta de energia y la _adiposidad
Mas observada en personas que perdieron peso Furet et al., 2010
después de un procedimiento de bypass géastrico
abundante Y de Roux en sujetos franceses
Bacteroides spp. en CO cnh Y de = JETOS —— -
que en En las mujeres de Austria, la abundan,ma relativa
OBy de la .famllla. B.acte,r0|c.iac.e.ae_ (géneros de _
OSM Bactermdes) dlsmlnuyo_S|gn|f|cat|vamer_1te en !a Lippert et al., 2017
obesidad en comparaciéon con las mujeres sin
obesidad.
3- veces La administracion oral de antigenos de
mas Parabacteroides distasonis atenda la colitis
. abundante | murina experimental mediante la modulacién de Kverkaetal., 2011
Parabacteroides : ; L . ;
spp. en CO la mmumdgd yla composicion de la mlcroblotfi.
que en Una especie del género Parabacteroides ha sido Sakamoto et al
OBy aislada de heces humanas en la poblacion "
¢ 2015
OSM japonesa.
Filo Firmicutes
. Este . .
bacteria trabajo Otros estudios Referencia
S. thermophilus es un probiotico que se asocia a
3- veces la reduccion del peso corporal, la acumulacion Yoda et al. 2015
mas de grasa y la actividad de la sintasa de &cidos '
abundante | grasos en adipocitos en ratones.
Streptococcus spp. | en CO Streptococcus aislados del intestino delgado
que en humano tienen propiedades van den Bogert et
OBy inmunomoduladoras por la induccién de niveles al. 2014
OSM variables de las citoquinas IL-8, TNF-a e IL- v

12p70.

85



Bacterias comensales que producen acidos
grasos de cadena corta, especialmente butirato.

?r;é\;eces Se asocia con varias enfermedades, como el | Tamanai-Shacoori
abundante sindrome del intestino irritable, la obesidad, la | et al., 2017
. diabetes tipo 2, las afecciones del sistema
Roseburia spp. en OB ) .
nervioso v las alergias.
gue en - -
Coy Roseburia spp. es una bacteria productora de
OSM acido butirico que posee butiril coenzima A | Duncan et al,
(CoA): acetato-CoA transferasa y actividades de | 2002
acetato quinasa.
La abundancia de Faecalibacterium prausnitzii
3- veces Incre[nento en muestras feca!es de sujetos Haro, et al., 2016a
mas espafioles con obesidad después de una dieta
Faecalibacterium abundante | alta en carbohidratos complejos.
spp. en OSM Faecalibacterium prausnitzii es productora de
que en acido butirico que posee butiril coenzima A | Duncan et al,
OBy CO (CoA): acetato-CoA transferasa y actividades de | 2002
acetato quinasa.
Se ha informado una alta abundancia relativa de
Erispielotrichaceae en mujeres de Austr[a con Lippert et al., 2017
glucosa en ayunas alterada en comparacion con
3- veces la glucosa normal.
mas La evidencia mas sélida sobre el papel de
. abundante | Erysipelotrichaceae en enfermedades humanas | Kaakoush NO,
Family . . ;
. : en CO proviene de estudios relacionados con | 2015
Erysipelotrichaceae e
gue en trastornos metabdlicos.
OBy Encontraron que cuatro linajes diferentes (M1-
OSM M4) dentro de la familia Erysipelotrichaceae de
esta clase respondieron de manera diferente a | Zhang et al., 2010
los fenotipos de la dieta o la salud del huésped
en ratones.
C. comes la abundancia disminuye a lo largo del
IMC, los triglicéridos séricos, el colesterol y el
Graessler et al.
colesterol LDL en adultos alemanes afectados 2013
4- veces de T2D/OB después de la cirugia de bypass
mas gastrico en Y de Roux.
CODIOCOCCUS S abundante | Coprococcus spp., una bacteria productora de
P PP | en Osm butirato conocida se encuentra en la microbiota | Qin et al., 2010
que en intestinal de individuos sanos.
OBy CO Coprococcus spp., la cepa L2-50 es un productor
neto de acetato y posee actividades detectables | Duncan et al.,,
de butirato quinasa, acetato quinasa y butiril- | 2002
CoA: acetato-CoA transferasa.
La familia Lachnospiraceae, se asocia con un
menor aumento de peso a largo plazo en | Menni et al. 2017
4- veces mujeres de ascendencia caucasica.
. mas Lachnospiraceae fue mas abundante en sujetos
Family . >
. abundante | austriacos con alteracion de la glucosa en | .
Lachnospiraceae & L X .| Lippert et al., 2017
, en OSM ayunas y alteracion de la tolerancia a la glucosa;
Lachnospira spp. )
gue en y en mujeres con SM.
OBy CO Lachospiraceae spp. es una productora de

Butirato que ha sido encontrada en sujetos
sanos.

Vital et al., 2014
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3- veces
mas
Staphylococcus abundante | La abundancia relati}{a de StaPhoncoccus spp.,
Spp en CO fue alta en poblacién Espafiola con SM en | Haro et al., 2016b
' que en comparacion a controles.
OBy
OSM
3- veces Turicibacter spp., tuvo una asociacion negativa
mas con indicadores clinicos de trastornos | .
abundante | metabdlicos como la insulina y la HbAlc en la Lippertetal., 2017
Turicibacter spp. en CO poblacion austriaca.
que en En sujetos canadienses con riesgo de SM que
OBy siguieron una dieta rica en MUFA, la abundancia | Pu et al., 2016
OSM relativa de Turicibacter spp., aumento.
Lactococcus lactis es un alto productor de acido
3- veces e o . o Laroute et al,
Mmas Ia_cfuco y agente_s antlm_|cr9b|anos (bacteriocinas) 2017
abundante utilizados en la industria lactea. _
Lactococcus spp en CO Lactococcus  spp., se (_:orrelacmn_o con un
' trdnsito col6nico mas rapido en mujeres sanas
que en . Parthasarathy et
OBy de E.U., esto es posible porque Lactopoccgs al., 2016
OSM produce serotonina, que inicia la peristalsis
intestinal.
La abundancia relativa de Ruminococcus spp.,
fue menor en la poblacion espafola con SM | Haro et al., 2016b
respecto a los controles.
3- veces En un modglo de rata con aIimentacién para _ _
mas inducir obesidad y S_M con una dieta rica en | Di Luccia et al.,
_ abundante fruc_:tosa, la apundanma de Ruminococcus spp., | 2015
Ruminococcus spp. en OSM se increments. _ . _
que en En sujetos _c,aucésmos, Ruminococcus lactaris
OBy CO se enriquecio y se observaron altos niveles de | Upadhyaya et al.,
acetato y butirato en las heces después de una | 2016
intervencién con almidon resistente tipo 4.
Ruminococcus spp., es una bacter_la productora Vital et al., 2014
de butirato que se encuentra en sujetos sanos.
3- veces Megamonas spp., se informé mas abundante en Chiu et al. 2014
Mas adultos obesos Talwaneses_ que en peso normal.
abundante Megamonfas spp., se mfprmo de mayor
Megamonas spp. en OSM abundancia en sujetos Chinos sanos y en
que en personas con predlabetgs que en pacientes Zhang et al, 2013
OBy CO adultos con diabetes tipo 2 recientemente
diagnosticados.

CO, grupo de control; OB, grupo de obesidad; OSM, grupo de obesidad + sindrome metabdlico; T2D,
diabetes tipo 2; HbAlc, hemoglobina glucosilada, dieta MUFA, dieta rica en aceite de canola.
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Tabla 6. Abundancia relativa de Fila bacteriano en los sujetos de estudio.

Obesidad
Fila Control Obesidad Sin d4r-ome p q
metabolico
Firmicutes 56.95%  72.97% 73.34% 0.0029 0.0345*
Bacteroidetes 36.20%  22.50% 23.43% 0.7125 1.0000
Proteobacteria 4.20% 2.80% 1.45% 0.1160 0.6960
Actinobacteria 2.32% 1.27% 1.29% 0.1667 0.8002
Tenericutes 0.11% 0.05% 0.04% 0.0893 0.6960
Cyanobacteria 0.06% 0.20% 0.07% 0.2861 0.9809
Synergistetes 0.02% 0.00% 0.00% 0.2284 0.9136
Others 0.14% 0.22% 0.37% <0.0001 <0.0001
Total 100.00% 100.00% 100.00% nd nd

%, significa la abundancia relativa. Se usé Kruskal Wallis para calcular el valor p y el valor g como False
Discovery Rate (FDR ajustado). Otros incluyen Fila como Verrucomicrobia, Spirochaetes y Fusobacteria.
nd, no determinado. *, Indica significacion estadistica.



Tabla 7. Abundancia relativa de érdenes bacterianos, familias y géneros en los sujetos del estudio

Obesidad +
Categoria taxonomica Control Obesidad Sindrome p q
metabolico

g_Bacteroides* 20.73% 6.47% 7.10% <0.0001 0.0002
f_Ruminococcaceae 16.46% 19.16% 16.17% 0.5579 1.0000
f_Lachnospiraceae* 10.96% 14.75% 17.45% <0.0001 0.0046
g_Prevotella 6.84% 11.65% 8.85% 0.4073 1.0000
g_Blautia 5.09% 7.33% 8.51% 0.1430 1.0000
f_Rikenellaceae 3.77% 2.56% 2.14% 0.2519 1.0000
o_Clostridiales 2.80% 3.80% 3.86% 0.1650 1.0000
g_Ruminococcus 2.37% 2.09% 2.07% 0.8908 1.0000
g_Dialister 2.20% 1.99% 2.30% 0.0858 1.0000
g_Streptococcus 2.19% 0.45% 0.64% 0.0010 0.0793
g_Coprococcus* 2.18% 4.55% 4.51% 0.0002 0.0231
f_Erysipelotrichaceae* 1.74% 0.38% 0.36% <0.0001 0.0075
o_Clostridiales 1.48% 2.40% 2.44% 0.1650 1.0000
f_Barnesiellaceae 1.45% 0.48% 0.73% 0.0357 1.0000
g_Phascolarctobacterium 1.45% 0.42% 0.52% 0.1064 1.0000
f_Peptostreptococcaceae 1.06% 2.07% 1.82% 0.1306 1.0000
g_Parabacteroides 1.03% 0.44% 0.40% 0.0008 0.0681
g_Lachnospira* 0.99% 3.24% 3.79% <0.0001 0.0075
g_Bifidobacterium 0.95% 0.76% 1.39% 0.9837 1.0000
g_Eubacterium 0.89% 0.19% 0.20% 0.0267 1.0000
g_Collinsella 0.89% 0.31% 0.27% 0.7422 1.0000
g_Roseburia* 0.89% 2.72% 2.14% 0.0002 0.0231
f_Enterobacteriaceae 0.88% 0.21% 0.48% 0.0704 1.0000
f_Clostridiaceae 0.78% 1.38% 1.48% 0.0524 1.0000
g_Odoribacter 0.57% 0.30% 0.11% 0.0026 0.1729
g_Catenibacterium 0.56% 0.31% 0.15% 0.1058 1.0000
g_Faecalibacterium* 0.55% 1.15% 1.19% 0.0003 0.0290
Others 8.26% 8.47% 8.95% 0.3679 1.0000
Total 100.00%  100.00% 100.00% nd nd

%, significa la abundancia relativa. Se usé Kruskal Wallis para calcular el valor p y el valor g de False Discovery Rate (FDR
ajustado). Otros incluyen todas las 6rdenes, familias y géneros menos abundantes. nd, no determinado. * Indica
significacion estadistica.



Tabla 8. Diferencias entre la abundancia bacteriana de los grupos de estudio.

Bacteria Grupo Efse (i:at‘l)a (dLeDI A) p q

k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Clostridia_o_Clostridiales_f Lachnospiraceae_g_Roseburia OB 3.9411 0.0002 0.0063
\Ijﬁ)l?izcter|a_p_Proteobacterla_c_Gammaproteobactena_o_Aeromonadales_f_Sucmmwbnonaceae_g_Succml OB 3.7194 <0.0001  0.0000
k_Bacteria_p_Bacteroidetes_c_Bacteroidia_o_Bacteroidales f S24 7 OB 3.4940 <0.0001 0.0000
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Clostridia_o_Clostridiales_f Lachnospiraceae OsM 4.6431 0.0001 0.0048
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Clostridia_o_Clostridiales_f Lachnospiraceae_g_Lachnospira OSM 4.1670 <0.0001 0.0011
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Clostridia_o_Clostridiales_f Lachnospiraceae_g_Coprococcus OosM 4.0980 0.0001 0.0032
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Clostridia_o_Clostridiales_f Ruminococcaceae_g_Faecalibacterium OSM 3.5611 0.0002 0.0063
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Clostridia_o_Clostridiales_f Lachnospiraceae_g__Ruminococcus OSM 3.4052 0.0001 0.0048
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Clostridia_o_Clostridiales_f_Veillonellaceae_g_Megamonas OSM 3.0453 <0.0001 0.0001
k_Bacteria_p_Bacteroidetes_c_Bacteroidia_o_Bacteroidales_f Bacteroidaceae g_Bacteroides (6{0) 4.8619 <0.0001 0.0005
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Bacilli_o_Lactobacillales_f Streptococcaceae g_Streptococcus CcO 3.9944 0.0010 0.0285
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Erysipelotrichi_o_Erysipelotrichales_f Erysipelotrichaceae (6{0) 3.9013 <0.0001 0.0017
k_Bacteria_p_Bacteroidetes_c_Bacteroidia_o_Bacteroidales_f Porphyromonadaceae g Parabacteroides CcO 3.5003 0.0009 0.0272
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Bacilli_o_Bacillales_f Staphylococcaceae g_Staphylococcus CcO 3.3018 <0.0001 0.0011
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Bacilli_o_Turicibacterales_f Turicibacteraceae_g_Turicibacter (6{0) 3.1212 <0.0001 0.0006
k_Bacteria_p_Firmicutes_c_Bacilli_o_Lactobacillales_f Streptococcaceae g Lactococcus CcO 3.0615 0.0006 0.0199

El valor de p fue calculado mediante “Linear Discriminant Analysis Effect Size” (LEfSe) y los valores de g fueron calculados usando el test de Benjamini-Hochberg.

OB (Obesidad), OSM (obesidad + sindrome metabdlico) y CO (Control) indican las categorias fenotipicas.
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Tabla 9. Prediccion del contenido de los genes de las bacterias del colon entre los grupos con correccién de falsos positivos (FDR).

Obesidad +
Via metabdlica Control (%) Obesidad (%) Sindrome p q
Metabdlico (%)

Metabolismo de glicerolipidos 0.400 +£0.042 0.428 £0.027 *0.433 £0.021 0.0017 0.0044
Metabolismo de los lipidos 0.139 £0.011 *0.145 +0.006 *0.145 +0.008 0.0178 0.0292
Sintesis y degradacion de cuerpos ceténicos 0.029 +0.008 0.032 +0.004 *0.034 +£0.007 0.0180 0.0293
Pantotenato y Biosintesis de CoA 0.656 +0.040 *0.688 +£0.022 0.686 +0.025 0.0019 0.0047
Metabolismo de glicerofosfolipidos 0.572 +0.033 *0.600 +£0.016 0.597 £0.020 0.0009 0.0029
Amino azlcares y nucle6tidos de azucar *1.527 £0.105 1.441 +0.046 1.440 +0.062 0.0034 0.0073
Glicdlisis/Gluconeogénesis *1.141 +0.046 1.121 +0.018 1.115 +0.019 0.0138 0.0241
Metabolismo de alanina, aspartato y glutamato *1.099 £0.071 1.066 £0.023 1.059 £0.028 0.0010 0.0030
Metabolismo de piruvato *1.066 +£0.060 1.052 +0.035 1.050 +0.031 0.0098 0.0177
Metabolismo de energia *0.903 £0.062 0.857 £0.030 0.843 £0.040 0.0003 0.0016
Biosintesis de lipidos *0.582 +0.038 0.562 +0.022 0.552 +0.020 0.0064 0.0121
Biosintesis de Lipopolisacarido *0.190 £0.113 0.110 +0.051 0.102 +0.048 0.0034 0.0073
Degradacion de Glicosaminoglicano *0.085 +£0.045 0.042 +0.016 0.040 +0.024 0.0000 0.0002
Metabolismo de Taurina e hipotaurina *0.107 £0.012 0.096 +0.004 0.095 +0.005 0.0003 0.0015
Via de sefializacion de Adipocitoquina *0.067 £0.022 0.047 +0.013 0.044 +0.012 0.0005 0.0018
Diabetes tipo 2 *0.049 +0.004 0.047 +0.002 0.046 +0.002 0.0017 0.0044

El % se informa como la media de las frecuencias relativas + desviacion estandar. El valor p se calculé usando Kruskal-Wallis H-Test, y el valor q se calculé
usando la prueba FDR. Obesidad, obesidad + sindrome metabdlico y control indica las categorias fenotipicas. Un asterisco (*) indica el valor mas alto entre los

grupos.
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Tabla 10. Determinacion de la carga bacteriana y la abundancia de los fila principales en los grupos de estudio.

Ct Obesidad + Sindrome

Filo Ct Control Ct Obesidad . p
Metabdlico

Carga Bacteriana® 16.54 + 3.36 17.24 £+ 2.22 17.09+1.10 0.646

Firmicutes 21.30+2.35 20.76 £ 2.83 19.52 +1.95 0.053*

Bacteroidetes 24.90 + 3.75 23.81+4.11 24.20 £ 3.23 0.661

Ct se determinaron como se describe en la seccion Métodos. Los valores de Ct se representaron con; $ y se usaron para determinar la carga bacteriana con el
cebador universal, los datos son el promedio de tres determinaciones independientes, + desviacion estandar, los valores p se obtuvieron usando la prueba
ANOVA. * Se realiz6 una prueba post hoc de Tukey después de ANOVA para identificar diferencias significativas entre un par de grupos; solo se encontré un
valor de p significativo de 0.046 cuando se compararon los grupos Control y Obesidad + Sindrome Metabdlico.
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Tabla 11. Caracteristicas generales de los sujetos de estudio.

CoO PRE DT2 No M DT2 M DT2 P DT2 P+l p
Numero de sujetos 76 54 14 14 22 37 NA
Genero (mujere/hombre) 50/26 36/18 717 12/2 14/8 24/13 NA
Edad (afios) 48.0+5.4 50.2+5.0 48.1+4.7 48.1+4.6 51.3+5.6 50.5+4.5 0.237
Presién arterial
Sistélica (mm/Hg) 75.6% 8.3 77.9+9.9 80.4+8.6 77.919.6 76.7+7.2 79.0£10.8 0.256
Diastdlica (mm/Hg) 114.5+13.4 117.5+11.3 122.1+10.2 120.5+12.3 117.7+10.3 124.2+28.9 0.078
Perfil Antropométrico
Peso (kg) 71.8+12.9 71.6+11.9 78.9+12.1 73.9+113.6 76.9+15.4 79.4+18.6 0.078
IMC (kg/m2) 27.7£3.7 28.4+4.1 30.8+4.6 30.1+4.8 30.3%5.0 31.5+7.8 0.012
Cintura (cm) 89.7+14.0 92.0+11.1 99.3+11.6 97.34+8.3 94.8+20.0 99.8+15.7 0.002
Grasa corporal (%) 29.60 + 8.20°" 30.57+9.47 8 30.82+10.80" 34.04+£7.79" ND ND 0.464
Perfil Bioquimico
HAlc (%) 54+0.2 5.9+0.2 8.4+2.2 7.5+1.0 8.1+ 2.7 9.4+ 2.0 <0.001
Glucosa (mg/dl) 92.9+10.1 97.2+11.0 199.3+108.4 148.6+40.9 147.7+68.7 186.6+77.5 <0.001
Colesterol (mg/dl) 195.6 £ 29.3 204.9453.1 271.0+£160.8 205.2+34.3 169.3+31.1 @ 182.8+35.2 F <0.001
Triglicéridos (mg/dl) 159.6 + 89.9 154.2+63.2 274.2+191.0 226.6+£125.3 148.7451.1 @ 206.3+104.6 P 0.002
HDL (mg/dl) 475+10.2¢ 47.6£9.4% 46.948.6 45.7+9.5 40.0+7.5° 42.0+8.6 ™ 0.005
LDL (mg/dI) 114.8+26.2% 127.4+51.4*% 137.9£375"~ 115.5£29.5¢ 102.2+28.2 @ 105.3£27.9 ™ 0.019
Perfil dietético
Kcal (kcal/day) 1903.3+678.0 2027.1+608.7  1983.0+610.8 1975.6+£780.6 2487.3+811.4 2597.3+887.7  <0.001
Proteinas (g/day) 90.0£36.1 93.7+31.6 98.1+38.4 98.1+36.0 123.8+45.0 114.6+43.2 0.001
Lipidos (g/day) 65.3+29.0 66.6+30.1 63.1+24.9 65.5+23.7 88.5+34.2 92.1+38.5 <0.001
Carbohydrates (g/day) 241.8+94.8 262.8+£79.2 256.0+£105.4 248.4+122.1 294.2+115.4 317.0£110.4 0.021
Bebidas azucar (g/day) 14.3+22.4 12.4+16.3 7.6x11.4 18.5+19.4 15.7£15.4 15.4+13.8 0.241
Azlcar (g/day) 43.8+37.6 34.2+23.9 18.2+18.7 18.5+27.6 30.0+£28.9 24.8+23.3 0.011
Actividad Fisica
MET’s 2.4+2.1 2.1+1.9 1.8+0.7 1.4+0.6 1.8+1.3 2.1+£2.7 0.526

Los resultados aparecen como promedio y + desviacion estandar. El valor p se calcul6 de acuerdo con la prueba de Kruskal Wallis para datos no paramétricos y ANOVA para paramétricos. Control - CO,
Prediabetes - PRE, DT2 Sin medicacion - DT2 No M, DT2 Metformina - DT2 M, DT2 Polifarmacia - DT2 P, DT2 Polifarmacia + Insulina - DT2 P + I. ND = No determinado, NA = No corresponde. Lipoproteina
de alta densidad - HDL, lipoproteina de baja densidad - LDL. = 35 sujetos, g = 36 sujetos, + = 14 sujetos, € = 61 sujetos, £ = 59 sujetos, ¥ = 45 sujetos, » = 11 sujetos, a = 13 sujetos, Q = 21 sujetos, T =
33 sujetos. Polifarmacia: agentes hipoglucemiantes y otros medicamentos como antihipertensivos e hipolipemiantes.
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Tabla 12. Comparacion de bacterias del colon con cambio en la abundancia y asociaciones con metadatos en relacion a otros estudios.

Bacteria

Este estudio

Otros reportes

| Referencias

Filo Proteobacteria

Sutterella spp.

2 veces mas abundante en DT2 No M que
en los otros grupos (LEfSe)

Sutterella se encontr6 aumentada en personas de Dinamarca con prediabetes,
en comparacion con sujetos sanos.

[Allin et al., 2017]

Familia Alcaligenaceae

2 veces mas abundante en CO que en los
otros grupos (LEfSe)

La presencia de la familia Alcaligenaceae (orden Burkholderiale) se ha
reportado en el intestino de sujetos humanos sanos.

[Rajilic-Stojanovic et al.,
2007]

Familia
Comamonadaceae

2 veces mas abundante en PRE que en los
otros grupos (LEfSe)

La familia Comamonadaceae se encontré > 3 veces regulada en obesos en
comparacion con los cerdos delgados.

[Newell-Fugate et al.,
2017]

Pelomonas spp.

3 veces mas abundante en DT2 M que en
los otros grupos (LEfSe)

Hay un dominio del 25% de Pelomonas spp. en la enfermedad de Crohn activa
que en ninguna enfermedad de Crohn activa en muestras de heces de una
poblacién alemana.

[Schaffler et al., 2016]

Kaistobacter spp.

Asociacién Negativa con ingesta de lipidos
(MaAsLin)

Kaistobacter spp. se incrementd en ratas con niveles mas altos de
apolipoproteina E que tiene un papel importante en el metabolismo de las
lipoproteinas, especialmente en la regulacién del metabolismo del colesterol
total.

[Bo et al., 2016]

Erwinia spp.

Asociacién Negativa con presion arterial
sistélica (MaAsLin)

Hubo una disminucion en la abundancia del género Erwinia spp. en
comparacioén con el grupo de control en nifios mexicanos con obesidad.

[Muruguesan et al.,
2015]

Filo Bacteroidetes

Orden Bacteroidales

4 veces mas abundante en DT2 M que en
los otros grupos (LEfSe)

Aunque Bacteroidales fue un orden abundante en la microbiota intestinal del
modelo de rata para DT2 genético y enfermedad de higado graso no alcohdlico,
no hubo asociacién con ninguna variable del estudio.

[Shin et al., 2017]

Prevotella spp.

Asociacion positiva con género (MaAsLin).
Es més abundante en DT2 > DT2 no M >
PRE > CO

En un estudio chino Prevotella spp. fue 5 veces menos abundante en DT2 que
en sujetos sanos (10 hombres y 6 mujeres).

[Wu et al., 2010]

Filo Acidobacteria

Orden Acidobacteriales
Clase Acidobacteriia

2 veces mas abundante en DT2 M que en
los otros grupos (LEfSe)

Se ha reportado que el orden de los acidobacteriales se promueve su
crecimiento en una variedad de azUcares, incluida la glucosa, como Unica
fuente de carbono.

[Huber et al, 2017]

Filo Firmicutes

Roseburia spp.

2 veces méas abundante en DT2 Py en DT2
P+| que en los otros grupos (LEfSe)

Roseburia spp. disminuyd en metagenomas DT2 de poblaciones chinas y
europeas.

[Karlsson et al., 2013]

Oscillospira spp.

3 veces mas abundante en DT2 Py en DT2
P+1 que en los otros grupos (LEfSe)

La abundancia relativa de Oscillospira spp. fue menor en el grupo con
sobrepeso en comparacion con el grupo de nifios mexicanos con obesidad. La
glucosa en ayunas fue normal en el grupo de obesidad.

[Muruguesan et al.,
2015]

Asociacién negativa con actividad fisica

Dorea longicatena se correlaciond negativamente con los marcadores de

Dorea spp. (MaAsLin) resistencia a la insulina en mujeres posmenopdusicas y con obesidad de [Brahe et al., 2015]
Dinamarca.
- o . La familia Enterococcaceae se encontr6 24 veces mas abundante en el
Familia Asociacion negativa con grasa corporal y : . - . L - .
B ” : microbioma intestinal de ratones ejercitados en comparacion con los ratones [Choi et al., 2013]
Enterococcaceae. asociacion positive con edad (MaAsLin)

sedentarios.

Control - CO, Prediabetes - PRE, DT2 Sin medicacion — DT2 No M, DT2 Metformina — DT2 M, polifarmacia DT2 — DT2, polifarmacia DT2 + Insulina— DT2 P + I.
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Tabla 13. Comparacion entre pares de grupos de las caracteristicas generales de los sujetos de estudio.

Groupo 1 Groupo 2 p q
Circunferencia de cintura (cm)

A) CO C)T2D P 0.001 <0.001
Halc (%)

A) CO B) PRE <0.001 <0.001
A) CO C) T2D No M <0.001 <0.001
A) CO D) T2D Metformina <0.001 <0.001
A) CO E) T2D P <0.001 <0.001
A) CO F) T2D P+l <0.001 <0.001
B) PRE C) T2D No M <0.001 <0.015
B) PRE F) T2D P+l <0.001 <0.001
Glucosa (mg/dl)

A) CO B) PRE <0.001 <0.001
A) CO C) T2D No M <0.001 <0.001
A) CO D) T2D Metformina <0.001 <0.001
A) CO E)T2D P <0.001 <0.001
A) CO F) T2D P+l <0.001 <0.001
B) PRE E)T2D P <0.001 <0.010
B) PRE F) T2D P+l <0.001 <0.001
Kcal (kcal/dia)

A) CO F) T2D P+l <0.001 <0.001
A) CO E) T2D P <0.001 0.022
B) PRE F) T2D P+l <0.002 0.039
Proteinas (g/dia)

A) CO E) T2D P <0.001 0.011
A) CO F) T2D P+l <0.001 0.002
Lipidos (g/dia)

A) CO F) T2D P+l <0.001 0.001
A) CO E) T2D P 0.002 0.043
B) PRE F) T2D P+l <0.001 0.007
Carbohidratos (g/dia)

A) CO F) T2D P+l 0.001 <0.001
Colesterol (mg/dl)

C) T2D No M E) T2D P 0.001 <0.001
C)T2D No M F) T2D P+l <0.001 0.002
B) PRE E) T2D P <0.001 0.021
Triglicéridos (mg/dl)

A) CO F) T2D P+l 0.002 0.047
HDL (mg/dl)

A) CO E) T2D P 0.002 0.036
B) PRE E)T2D P 0.002 0.037

El valor p se calcul6é de acuerdo con la prueba de ANOVA para datos paramétrico con Tukey como la prueba Post-Hoc de pensamiento de valor g.
Control - CO, Prediabetes - PRE, DT2 Sin medicacion — DT2 No M, DT2 Metformina — DT2 M, polifarmacia DT2 — DT2 P, polifarmacia DT2 + Insulina

— DT2 P + |. Polifarmacia: agentes hipoglucemiantes y otros medicamentos como antihipertensivos e hipolipemiantes.
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Tabla 14. Promedio de la abundancia relativa (%) entre los grupos de estudio a nivel de Filo.

Filo
Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

A) CO
61.95
33.21
3.34
1.16
A) CO
61.95
33.21
3.34
1.16
C) DT2 No M
43.11
53.18
2.79
0.76
A) CO
61.95
33.21
3.34
1.16
C) DT2 No M
43.11
53.18
2.79
0.76
E)DT2 P
66.83
29.00
2.66
1.30
D) DT2 M
31.98
64.74
2.65
0.51
C) DT2 No M
43.11
53.18
2.79
0.76
C) DT2 No M
43.11
53.18
2.79
0.76
E)DT2 P
66.83
29.00
2.66
1.30
A) CO
61.95
33.21
3.34
1.16
A) CO

B) PRE
56.07
40.41
2.42
0.82
C) DT2 No M
43.11
53.18
2.79
0.76
B) PRE
56.07
40.41
2.42
0.82
D) DT2 M
31.98
64.74
2.65
0.51
D) DT2 M
31.98
64.74
2.65
0.51
F) DT2 P+l
62.35
33.58
2.38
1.01
F) DT2 P+l
62.35
33.58
2.38
1.01
F) DT2 P+l
62.35
33.58
2.38
1.01
E)DT2 P
66.83
29.00
2.66
1.30
D) DT2 M
31.98
64.74
2.65
0.51
E)DT2 P
66.83
29.00
2.66
1.30
F)DT2 P+

p
0.19

0.13

0.45

0.56

P

0.01

0.01

0.78

0.57

P

0.09

0.12

0.86

0.91

P
<0.01 +t
<0.01 +t

0.73

0.24

P

0.20

0.19

0.92

0.50

P

0.46

0.47

0.83

0.50

P

<0.01+

<0.01+

0.82

0.07

P

0.00

0.01

0.73

0.42

P

0.01

0.01

0.94

0.40

P

<0.01 +t

<0.01 +t

1.00

0.19

P

0.43

0.48

0.70

0.86

P

FDR
0.90
0.88
0.97
0.98
FDR
0.18
0.18

Bonferroni
1

1

1

1
Bonferroni
0.21

0.36

1

1
Bonferroni
1

1

1

1
Bonferroni
0.03 *
0.03 *

1

1
Bonferroni
1

1

1

1
Bonferroni
1

1

1

1
Bonferroni
0.03 *
0.06

1

1
Bonferroni
0.15

0.45

1

1
Bonferroni
0.18

0.24

1

1
Bonferroni
0.03 *
0.03 *

1

1
Bonferroni
1

1

1

1
Bonferroni
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Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Actinobacteria

61.95
33.21
3.34
1.16

D) DT2 M
31.98
64.74
2.65
0.51

B) PRE
56.07
40.41
2.42
0.82

B) PRE
56.07
40.41
2.42
0.82

62.35
33.58
2.38
1.01

B) PRE
56.07
40.41
2.42
0.82
E)DT2P
66.83
29.00
2.66
1.30

F) DT2 P+l
62.35
33.58
2.38
1.01

0.95
0.94
0.44
0.87
p

<0.01t
<0.01t

0.91
0.48
P

0.09
0.09
0.88
0.27
P

0.22
0.21
0.97
0.55

0.04
0.04

FDR
0.71
0.71
1
1
FDR
1

1
1
1

=

1
Bonferroni
0.09

0.09

1

1
Bonferroni
1

1

1

1
Bonferroni
1

1

1

1

La prueba T no paramétrica fue medida entre la media de cada grupo, FDR y la correcciéon de Bonferroni, el valor de p para aceptar la
hipétesis fue <0.05. FDR - Falsas tasas de descubrimiento. * significa una diferencia estadistica entre los grupos con valores p de Bonferroni.
Control - CO, Prediabetes - PRE, DT2 Sin medicacion — DT2 No M, DT2 Metformina — DT2 M, polifarmacia DT2 — DT2 P, polifarmacia DT2
+ Insulina — DT2 P + . Polifarmacia: agentes hipoglucemiantes y otros medicamentos como antihipertensivos e hipolipemiantes. + = p <0.01,

t+=p <0.001.
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Tabla 15. Comparaciones entre grupos sobre los indices de alfa diversidad.

Grupo 1

Observadas
E) DT2 P

C) DT2 No M
A) CO

B) PRE

F) DT2 P+l
B) PRE

C) DT2 No M
A) CO

C) DT2 No M
F) DT2 P+l
B) PRE

B) PRE

C) DT2 No M
F) DT2 P+l
C) DT2 No M
Chaol

E) DT2 P

C) DT2No M
A) CO

B) PRE

F) DT2 P+l
B) PRE

C) DT2 No M
A) CO

C) DT2 No M
F) DT2 P+l
B) PRE

B) PRE

C) DT2 No M
F) DT2 P+l
C) DT2 No M

Grupo 2

D) DT2 M
E) DT2 P
E) DT2 P
F) DT2 P+l
E) DT2 P
A) CO

D) DT2 M
D) DT2 M
A) CO

D) DT2 M
E) DT2 P
D) DT2 M
B) PRE
A) CO

F) DT2 P+

D) DT2 M
E) DT2 P
E) DT2 P
F) DT2 P+
E) DT2 P
A) CO

D) DT2 M
D) DT2 M
A) CO

D) DT2 M
E) DT2 P
D) DT2 M
B) PRE

A) CO

F) DT2 P+

Grupo 1
promedio

149.68
135.36
168.86
163.23
159.44
163.23
135.36
168.86
135.36
159.44
163.23
163.23
135.36
159.44
135.36

311.94
256.40
348.33
333.09
327.85
333.09
256.40
348.33
256.40
327.85
333.09
333.09
256.40
327.85
256.40

Grupo 1 D.E

28.14
34.83
47.16
49.23
33.29
49.23
34.83
47.16
34.83
33.29
49.23
49.23
34.83
33.29
34.83

65.96
62.40
111.18
108.89
72.00
108.89
62.40
111.18
62.40
72.00
108.89
108.89
62.40
72.00
62.40

Grupo 2
promedio

119.32
149.68
149.68
159.44
149.68
168.86
119.32
119.32
168.86
119.32
149.68
119.32
163.23
168.86
159.44

234.37
311.94
311.94
327.85
311.94
348.33
234.37
234.37
348.33
234.37
311.94
234.37
333.09
348.33
327.85

Grupo 2 D.E

42.68
28.14
28.14
33.29
28.14
47.16
42.68
42.68
47.16
42.68
28.14
42.68
49.23
47.16
33.29

90.72
65.96
65.96
72.00
65.96
111.18
90.72
90.72
111.18
90.72
65.96
90.72
108.89
111.18
72.00

0.06
0.34
0.14
0.68
0.36
0.56
0.35
0.02*
0.07
0.03*
0.38
0.02*
0.14
0.37
0.10

0.02*
0.04*
0.28
0.80
0.54
0.52
0.52
0.02*
0.02*
0.02*
0.55
0.02*
0.03*
0.47
0.01*
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Shannon

E)DT2 P D) DT2 M 5.22 0.76 4.65 0.90 0.21
C) DT2 No M E)DT2 P 5.07 0.74 5.22 0.76 0.71
A) CO E) DT2 P 5.53 0.87 5.22 0.76 0.29
B) PRE F) DT2 P+l 5.46 0.89 5.48 0.65 0.92
F) DT2 P+l E) DT2 P 5.48 0.65 5.22 0.76 0.32
B) PRE A) CO 5.46 0.89 5.53 0.87 0.79
C)DT2 No M D) DT2 M 5.07 0.74 4.65 0.90 0.31
A) CO D) DT2 M 5.53 0.87 4.65 0.90 0.02*
C) DT2 No M A) CO 5.07 0.74 5.53 0.87 0.18
F) DT2 P+l D) DT2 M 5.48 0.65 4.65 0.90 0.02*
B) PRE E) DT2 P 5.46 0.89 5.22 0.76 0.34
B) PRE D) DT2 M 5.46 0.89 4.65 0.90 0.03*
C) DT2 No M B) PRE 5.07 0.74 5.46 0.89 0.26
F) DT2 P+l A) CO 5.48 0.65 5.53 0.87 0.81
C)DT2 No M F) DT2 P+l 5.07 0.74 5.48 0.65 0.22
Simpson

E) DT2 P D) DT2 M 0.92 0.08 0.89 0.06 0.72
C) DT2 No M E)DT2 P 0.92 0.04 0.92 0.08 0.80
A) CO E) DT2 P 0.93 0.06 0.92 0.08 0.60
B) PRE F) DT2 P+l 0.93 0.06 0.94 0.04 0.68
F) DT2 P+l E) DT2 P 0.94 0.04 0.92 0.08 0.41
B) PRE A) CO 0.93 0.06 0.93 0.06 0.89
C) DT2 No M D) DT2 M 0.92 0.04 0.89 0.06 0.32
A) CO D) DT2 M 0.93 0.06 0.89 0.06 0.20
C)DT2 No M A) CO 0.92 0.04 0.93 0.06 0.74
F) DT2 P+l D) DT2 M 0.94 0.04 0.89 0.06 0.06
B) PRE E)DT2 P 0.93 0.06 0.92 0.08 0.60
B) PRE D) DT2 M 0.93 0.06 0.89 0.06 0.19
C)DT2 No M B) PRE 0.92 0.04 0.93 0.06 0.70
F) DT2 P+l A) CO 0.94 0.04 0.93 0.06 0.65
C) DT2 No M F) DT2 P+l 0.92 0.04 0.94 0.04 0.37

Los resultados aparecen como media y + desviacion estandar — D.E. El valor P se calcul6 para comparar las diversidades alfa basadas en una prueba t de dos muestras
utilizando métodos no paramétricos y el nimero predeterminado de permutaciones de Monte Carlo para encontrar significados diferentes entre los grupos. Control - CO,
Prediabetes - PRE, DT2 Sin medicacion — DT2 No M, DT2 Metformina — DT2 M, polifarmacia DT2 — DT2 P, polifarmacia DT2 + Insulina— DT2 P + |. Polifarmacia: agentes
hipoglucemiantes y otros medicamentos como antihipertensivos e hipolipemiantes.*, significa diferencias significativas entre pares de grupos.



Tabla 16. Comparaciones entre grupos de la Beta diversidad usando el método ANOSIM.

Grupo 1
Todos

A) CO

A) CO

A) CO

A) CO

A) CO

D) DT2 M
C) DT2No M
E) DT2 P
E) DT2 P
F) DT2 P+l
F) DT2 P+l
F) DT2 P+l
B) PRE

B) PRE

B) PRE

Grupo 2

NA

C) DT2 No M
D) DT2 M

E) DT2 P

F) DT2 P+l
B) PRE

C) DT2 No M
B) PRE
C)DT2No M
D) DT2 M

D) DT2 M

C) DT2 No M
E) DT2 P

D) DT2 M

E) DT2 P

F) DT2 P+l

Muestras
217
90
90
98
113
130
28
68
36
36
51
51
59
68
76
91

Grupos
6

NNPNPNNNNNNMNNNNDNDDN

2

p
0.01

0.01
0.01
0.13
0.38
0.39
0.23
0.04
0.01
0.02
0.01
0.01
0.13
0.01
0.17
0.37

El valor p se calcul6 para comparar las diversidades beta. El método ANOSIM es una prueba no paramétrica. Control - CO,
Prediabetes - PRE, DT2 Sin medicacion — DT2 No M, DT2 Metformina — DT2 M, polifarmacia DT2 — DT2 P, polifarmacia DT2 +
Insulina — DT2 P + |. Polifarmacia: agentes hipoglucemiantes y otros medicamentos como antihipertensivos e hipolipemiantes.

NA - No aplica.
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Tabla 17. Enriquecimiento bacteriano en cada grupo de estudio con el andlisis de LEfSe con el test de correccion de Benjamini-Hochberg.

Taxonomia jerarquica Grupo de valor p q
enrriguecimiento LDA

Bacteria|Proteobacteria|Betaproteobacteria A) CO 290 <0.0001 0.0002
Bacteria|Proteobacteria|Betaproteobacteria|Burkholderiales A) CO 290 <0.0001 0.0002
Bacteria|Proteobacteria|Betaproteobacteria|Burkholderiales|Alcaligenaceae A) CO 2.89 <0.0001 0.0002
Bacteria|Proteobacteria|Betaproteobacteria|Burkholderiales|Comamonadaceae B) PRE 2.07 0.0004 0.0072
Bacteria|Proteobacteria|Betaproteobacteria|Burkholderiales|Alcaligenaceae|Sutterella C)DT2No M 2.85 <0.0001 0.0004
Bacteria|Proteobacteria|Betaproteobacteria|Burkholderiales| Comamonadaceae|Pelomonas D) DT2 M 2.61 <0.0001 <0.0001
Bacteria|Bacteroidetes|Bacteroidia D) DT2 M 4.43 0.0001 0.0013
Bacteria|Bacteroidetes|Bacteroidia|Bacteroidales D) DT2 M 4.43 0.0001 0.0013
Bacteria]Acidobacteria]Acidobacteriia|Acidobacteriales|Koribacteraceae D) DT2 M 2.78 0.0013 0.0243
BacteriaAcidobacteria|Acidobacteriia D) DT2 M 2.58 0.0013 0.0243
BacteriaAcidobacteria]Acidobacteriia| Acidobacteriales D) DT2 M 2.74 0.0013 0.0243
Bacteria|Firmicutes|Clostridia|Clostridiales|Ruminococcaceae|Oscillospira E) DT2 Py DT2 P+l 3.03 0.0001 0.0018
Bacteria|Firmicutes|Clostridia|Clostridiales|Lachnospiraceae|Roseburia E) DT2 Py DT2 P+l 2.94 0.0001 0.0022

El valor de p se calcul6 usando el andlisis de tamafio de efecto discriminante lineal (LEfSe), y el valor g se calcul6 usando la prueba de Benjamini-Hochberg. Control - CO, Prediabetes - PRE,
DT2 Sin medicacion — DT2 No M, DT2 Metformina — DT2 M, polifarmacia DT2 — DT2 P, polifarmacia DT2 + Insulina — DT2 P + I. Polifarmacia: agentes hipoglucemiantes y otros medicamentos

como antihipertensivos e hipolipemiantes. El orden de la jerarquia taxonémica fue: k_-reino, p_-Filo, c-clase, o_-orden, f_-familia y g-géneros.
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Tabla 18. Taxones bacterianos ligados significativamente a parametros clinicos, antropométricos, dietéticos y bioquimicos.

Taxonomia jerarquica Variable Coeficiente p q
n=217

Bacteria|Firmicutes|Bacilli|Lactobacillales|Enterococcaceae Edad 0.0004 0.0001 0.0870

Bacteria|Bacteroidetes|Bacteroidia|Bacteroidales|Paraprevotellaceae|Prevotella Genero 0.0574 0.0002 0.0870

Bacteria|Proteobacteria|Alphaproteobacteria|Sphingomonadales|Sphingomonadaceae|Kaistobacter  Ingesta de -0.0001 0.0001 0.0870

Lipidos

Bacteria|Proteobacteria|Gammaproteobacteria|Enterobacteriales|Enterobacteriaceae|Erwinia Presion sistdlica -0.0001 0.0005 0.1692
n=99

Bacteria|Firmicutes|Clostridia|Clostridiales|Lachnospiraceae|Dorea Actividad Fisica -0.1123 0.0001 0.2093

Bacteria|Firmicutes|Bacilli|Lactobacillales|Enterococcaceae Grasa corporal -0.0021 0.0004 0.2093

Bacteria|Fusobacteria|Fusobacteriia|Fusobacteriales|Fusobacteriaceae|Fusobacterium Peso -0.0003 0.0004 0.2093

El valor de p se calcul6 utilizando el algoritmo de asociacién multivariada con modelos lineales (MaAsLin), y el valor g se calculé utilizando FDR para el valor de p corregido. El orden de la jerarquia
taxonémica fue: k_-reino, p_-Filo, c-clase, o_-orden, f_-familia y g-géneros. PA sistdlica - presién arterial sistélica.
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Tabla 19. Vias metabolicas de la microbiota intestinal entre el grupo de pacientes con prediabetes y DT2 con Metformina.

Via metabolica B) PRE (%)
Metabolismo de energia 0.944
Metabolismo de carbohidratos

Metabolismo de amino azlcares 1.481
Metabolismo de Propanoato *0.494
Metabolismo de aminoacidos

Metabolismo de Glicina, serina y treonina 0.833
Metabolismo de lipidos

Metabolismo de esfingolipidos 0.238
Metabolismo y Biosynthesis de glicano

Biosintesis de lipopolisacarido 0.229

Metabolismo y Biodegradacion de
Xenobidticos

Degradacion de Benzoato *0.212
Degradacion de Atrazina *0.013
Degradacion de Dioxina *0.053
Degradacion de Xileno *0.051
Degradacién de Estireno *0.019

D) DT2 M (%)

*0.998

*1.617
0.446

*0.890
*0.313
*0.400
0.167
0.008
0.036

0.035
0.013

p
0.006

0.002
0.007

0.003
0.005
0.007
0.008
0.002
0.003

0.004
0.003

q
0.040

0.031
0.042

0.033
0.037
0.042
0.046
0.029
0.032

0.033
0.031

El % se informa como la media de las frecuencias relativas + desviacion estandar. El valor p se calculé usando la prueba t de Welch, y el valor g se calcul6 usando Benjamini-Hochberg,
como la prueba FDR. Prediabetes - PRE, DT2 Metformina - DT2 M. Un asterisco (*) indica el valor més alto entre los grupos.
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13. Lista de Figuras

Figuras Seccidon 1. Imagenes de geles de agarosa al 1.5%, muestran los productos de PCR de
diagnéstico del gen 16S rDNA en muestras de copro de pacientes con OB, OSM y CO.

Figuras Seccidn 2. Imagenes de los geles para la construccion de genotecas 16S rDNA por
PCR en geles de agarosa al 1.5% con asignacion de barcodes en grupos OB, OSM y CO.
Figuras Seccion 3. Imagenes de los geles de agarosa al 0.5% para identificar DNA genémico
De muestras ISSSTE.

Figuras Seccidn 4. Imagenes de los geles de agarosa al 1.5% para identificar el DNA con
Barcodes de las muestras del ISSSTE.

Figuras Seccion 5. Imagenes de geles de agarosa al 0.5% para identificar DNA gendémico de
muestras INPer.

Figuras Seccidn 6. Im4genes de los geles de agarosa al 1.5% para identificar el DNA con
Barcodes de las muestras del INPer.

Figura 1. Abundancia relativa de Fila bacterianos de la microbiota del colon de los

Participantes.

Figura 2. Diversidad bacteriana en peso normal, obesidad y sindrome metabdlico.

Figura 3. Diversidad alfa bacteriana.
Figura 4. Diversidad beta bacteriana.

Figura 5. Tamafio del efecto del analisis discriminante lineal (LEfSe) para las comunidades
Bacterianas.
Figura 6. Prediccion comparativa del genoma funcional de la microbiota bacteriana intestinal.

Figura 7. Abundancia de Filo bacteriano en la microbiota de los 6 grupos de estudio.

Figura 8. Diversidad alfa bacteriana.

Figura 9. Diversidad beta bacteriana.

Figura 10. Gréfico del Tamafio del efecto del analisis discriminante lineal (LEfSe) para las
comunidades bacterianas.

Figura 11. Asociacion multivariada de la microbiota intestinal con todas las variables medidas
usando MaAsLin.

Figura 12. Prediccion comparativa del genoma funcional de la microbiota bacteriana intestinal.
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Figuras Seccién 1. Imagenes de geles de agarosa al 1.5%, muestran los productos de PCR
de diagnostico del gen 16S rDNA en muestras de copro de pacientes con OB, OSM y CO.
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Figuras Seccién 2. Imagenes de los geles para la construccién de genotecas 16S rDNA por
PCR en geles de agarosa al 1.5% con asignacion de Barcodes de pacientes con OB, OSMy

CO

M-(-)-(+)-1B1-2B2-3B3-4B4-5B5-6B6-7B7 M-(-)-(+)-8B8-9B9-10B10-11B11-12B12-13B13-14B14  M-(-)-(+)-15B15-16B16-17B17 18B18-19B19-20B20-21B21

M-(-)-(+)-22B22-23B23-24B24-25B25-26B26-27B27-28B28  M-(-)-(+)-29B29-30B30-31B231-32B32-33B33-35B35-36B36 M-(-)-(+)-33B33-35B35-36B36
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M-(-b35)-(+b35)-35B35-MuestraX (+)-37B37-43B43-44B44-45B45-48B48-49B49-50B50-(-) 100PB ONMA POOL

AFTER CUT 100PB ONMA POOL INV BR-YAIR POOL BR-YAIR PURE 100PB ONMA POOL ONMA PURE
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Figuras Seccién 3. Imagenes de los geles de agarosa al 0.5% para identificar DNA
gendmico de muestras ISSSTE.

1-2-3-4-5-6-7-8-9-10 11-12-13-14-15-16-17-18-19-20 21-22-23-24-25-26-27-28-29-30

31-32-33-34-35-36-37-38-39-40 41-42-43-44-45-46-47-48-49-50 51-52-53-54-55-56-57-58-59-60
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61-62-63-64cont-1-2-3-4-5-6 caso 7-8-9-10-11-12-13-14-15-16 CASOS 17-18-19-20-21-22-23-24-25-26 CASOS

27-28-29-30-31-32-33-34-35-36 CASOS 37-38-39-40-41-42-43-44-45-46 CASOS ~ 48-49-50-51-52-54-55-56-57-58 CASOS
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Figuras Seccion 4. Imagenes de los geles de agarosa al 1.5% para identificar el DNA con barcodes de las muestras del ISSSTE.

L,-,+,5DILb2,5b2,1b1,2b4,3b5,4b24,5b25 L,-,+,6b29,7b37,8b38,9b45,10b46,11b47,12b48 L,-,+,13b48,lactipanb50
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L,-,+,14b1,15b2,16b3,17b4,18b5,19b6,20b7 L,-,+,21b8,22b9,23b10,24b11,25b12,26b13,27b14 L,,+,28b15,29b16,30b17,31b18,32b19,33b20,34b21 L,+,35b22,36b23,37b24,38b25,39b26,40b27,41b28
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L,-,+,42b29,43b30,44b31,45b32,46b33,47b34,48b35 L,-,+,49b36,50b37,51b38,52b39,53b40,54b41,55b42 L,-,+,56b43,57b44,58b45,59b46,60b47,61b48,62b49 L,-,+ Lactipanb50,63b1,64b2,1b3,2b4,3b5,4b6
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L,-,+,5b13,6b14,7b15,8b16,9b17,10b18,11b19 L,-,+,12b20,13b21,14b22,15b23,16b24,17b25,18b26  L,-,+,19b27,20b28,21b29,22b30,23b31,24b32,25b33 L,-,+,26b34,27b35,28b36,29b37,30b38,31b39,32b40

L,-,+,33b41,34b42,35b43,36b44,37b45,38b46,39b47  L,-,+,40b48,41b49,lactipanb50,42b1,43b2,44b3,45b4
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L,-,+,CONTdil10ng60b47,CONT20ng60b47,CONT100Nngh47, L,-,+,50b8,51b9,52b10,54b11,55b12,vacios ISSSTE-CASOS  L,-,+,56b13,57b14,58b15,59b16,60b17,vacios ISSSTE-CASOS

| . I ey 3 &
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Figuras Seccion 5. Imagenes de los geles de agarosa al 0.5% para identificar DNA
genomico de muestras INPer.

59-ISSSTE CASO-1-2-3-4-5-6-7-8-9-INPER CONT 5-10-11-12-13-14-15-17RJC-17EOC-18 CONT 19-20-21-22-23-24-25-26-27-28 CONT

29-30-32-33-34-35-36-37-38-39 CONT 40-41-42-43-44-45-46-47-48-49 CONT 50-51-52-53-55-56-57-58-59-60 CONT
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61-62-63-64-65-66-67-68-69-70 CONT ~ 71CONTROL-1CASO-2-3-4-16-6-7-8-9 10-11-12-13-14-15-16-18-19-20 CASOS

21-22-23-24-25-26-27-28-54-vacio CASOS
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Figuras Seccion 6. Imagenes de los geles de agarosa al 1.5% para identificar el DNA con barcodes de las muestras del INPer.

L,-+,1b18,2b19,VACIO,4b21,5-VHMGb22,6b23,7b24  L,-,+,8b25,9b26,10b27,5-MFMEb28,11b29,12b30,13b31 L,-,+,14b32,15b33,17-cricb34,17-EOCH35,18036,19b37,20b38  L,-,+,21b39,22b40,23b41,24b42,25b43,26b44,27b45
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L,-,+28b46,29b47,30b48,32b49,33b41,34b2,35b3 L,-,+,36b4,37b5,38b6,39b7,40b8,41b9,42b10  L,-,+43b11,44b12,45b13,46b14,47b15,48b16,49b17  L,-+,50b18,51b19,52b20,53b21,55b22,56b23,57b24

L,-,+,58b25,59b26,60b27,61b28,62b29,63b30,64b31 L,-,+,65b32,66b33,67b34,68b35,69b36,70b37,71b38 L,-,+,1b39,2b40,3b41,48b42,16b43,6b44,7b45 L,-,+,8b46,9b47,10b48,11b49,12b1,13b2,14b3




LoreS0ngeontolaSba7, il 0ngeontr o127, S0ngeontrolb20, L,,+,dil10ngCASO9b47,CASO12b11,CAS
1 Ingcontrol A ngcontroi Hell ngcontro ) 3
50ngCASO9ba7 013b12,CASO14b13,Vacios

L,-,+,16b15,dil16b15,21b20,dil21b20,22b21,dil22b21,23b22 L,-,+,dil23b22,25b24,dil25b24,8b46,20b19,lacti3b50,lacti7b50
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L,-,+,15b14,16b15,54b16,18b17,19b18,20b19,21b20 L,-,+,22b21,23b22,24b23,25b24,26b25,27b26,28b27
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L,-,+,50ngCASO8b47,dil10ngCASO8b47,100ngCASO8b47,10ngCASO8b47 L,-,+,12b28,13b29,14b30,15b31,dil10ng16b32,control31-10ngh33,control31-50ngh33
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Control 0.02% > \(i?ity 1.20% Metabolic Syndrome 0.07%
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» Firmicutes  Bacteroidetes = Proteobacteria = Actinobacteria
= Tenericutes = Cyanobacteria = Synergistetes - Others

Figura 1. Abundancia relativa de Fila bacterianos de la microbiota del colon de los
participantes. La figura muestra gréaficos circulares de la abundancia relativa de Fila bacteriano
relevante en las tres categorias fenotipicas. Un control; B. Obesidad y C. Sindrome metabdlico. Los
Fila se identifican por colores como se indica debajo de los gréaficos. Otros incluyen Fila como
Verrucomicrobia, Spirochaetes y Fusobacteria. Los nimeros son la abundancia relativa en
porcentaje.
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f_Ruminococcaceae

m g_Bacteroides™
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Figura 2. Diversidad bacteriana en peso normal, obesidad y sindrome metabdlico. La figura
muestra graficos de barras de abundancia relativa para érdenes, familias y géneros bacterianos
relevantes, presentes en las tres categorias fenotipicas. Cada jerarquia taxondmica se identifica por
colores como se indica al lado de las barras. Un asterisco muestra bacterias con un cambio
significativo en la abundancia relativa.
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Figura 3. Diversidad alfa bacteriana. Las figuras del diagrama de caja muestran la diversidad alfa
de las comunidades bacterianas en los tres grupos de estudio Control, OB y OSM por medio de los
indices Chaol, Shannon y Simpson. En el gréfico se trazan los rangos inter cuartiles (IQR y
recuadros), las medianas (lineas en los recuadros) y los valores mas bajos y mas altos para el primer
y el tercer cuartil. Cada categoria fenotipica se identifica por colores como se indica en el lado
derecho de la figura. Cada muestra esta representada por un punto de color.
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Control (25)

Metabolic Syndrome {25)

® Obesity (17)

PC1(10.09 %)

Figura 4. Diversidad beta bacteriana. La figura muestra un gréafico de dispersion tridimensional,
generado mediante el analisis de coordenadas principales (PCoA) de analisis UniFrac no
ponderados, que muestra la distancia de comunidades microbianas entre mujeres con peso normal
y mujeres con obesidad y sindrome metabdlico. Cada grupo se identifica por colores como se indica
en el lado derecho de la figura.
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B Control I Metabolic_ Syndrome  HEE Obesity

g_Roseburia
g_Succinivibrio

f S24 7
f_Lachnospiraceae
g_Lachnospira
g_Coprococcus
g_Faecalibacterium
g_Ruminococcus
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g_Bacteroides
g_Streptococcus
f_Erysipelotrichaceae
g_Parabacteroides
g_Staphylococcus
g_Turicibacter
g_Lactococcus

LDA SCORE (log 10)

Figura 5. Tamafio del efecto del andlisis discriminante lineal (LEfSe) para las comunidades
bacterianas. El grafico LEfSe muestra familias bacterianas enriquecidas y géneros
significativamente asociados con las tres categorias fenotipicas. Siete bacterias se enriquecieron en
el grupo de control (rojo), seis bacterias en el grupo de sindrome metabdlico (verde) y tres bacterias
en el grupo de obesidad (azul). La puntuacion LDA o el tamafio del efecto se muestra a escala
logaritmica debajo de las barras. Cada grupo se identifica por color en la parte superior de la figura.
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Figura 6. Prediccion comparativa del genoma funcional de la microbiota bacteriana intestinal. La figura muestra una representacion grafica
de la proporcién de secuencias predichas seleccionadas utilizando PICRUSt mediante el andlisis de la tabla OTU correspondiente generada por
QIIME para las comunidades bacterianas. El eje Y muestra la abundancia relativa de la prediccion del contenido de genes, y el eje X muestra las
categorias Control (color rojo), Obesidad (color verde) y Obesidad mas Sindrome Metabdlico (color azul).
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0.16%  A) Control . 004% 0.82% B) Prediabetes 199, 0.09%
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Figura 7. Abundancia de Filo bacteriano en la microbiota de los 6 grupos de estudio. Las
gréficas circulares de la figura muestran las abundancias relativas (%) de Filo bacterianos relevantes
de la microbiota intestinal en los seis grupos estudiados en este trabajo. Control (CO), Prediabetes
(PRE), DT2 Sin medicacion (DT2 No M), Metformina DT2 (DT2 M), Polifarmacia DT2 (DT2 P) y
Polifarmacia DT2 + Insulina (DT2 P + I). Filo se identifican por colores como se indica debajo de los
circulos. "Otros" incluye Filo como Synergistetes, Fusobacteria y Tenericutes. Las lineas negras
sélidas con asteriscos, vinculan a Filo con diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos.
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Figura 8. Diversidad alfa bacteriana. Las figuras del diagrama de caja muestran la diversidad alfa
de las comunidades bacterianas en los seis grupos de estudio: control (CO), prediabetes (PRE), DT2
sin medicacién (DT2 no M), Metformina DT2 (DT2 M), polifarmacia DT2 (DT2 P) y DT2 Polifarmacia
+ Insulina (DT2 P + 1) por medio de indices de diversidad observada, Chaol (riqueza) y Shannon y
Simpson. En el gréfico se trazan los rangos inter cuartiles (parte inferior y superior de las casillas),
las medianas (lineas medias en las casillas) y los valores més bajos y méas altos para el primer y
tercer cuartil. Los puntos representan individuos individuales, y cada grupo se identifica por colores
como se indica en la leyenda en el lado derecho de la figura.
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Figura 9. Diversidad beta bacteriana. La Figura muestra una grafica de dispersion tridimensional,
generada usando el analisis de coordenadas principales (PCoA) del analisis UniFrac no ponderado,
que muestra la distancia de las comunidades microbianas entre los seis grupos. Cada grupo Control
(CO), Prediabetes (PRE), DT2 Sin medicacion (DT2 No M), Metformina DT2 (DT2 M), Polifarmacia
DT2 (DT2 P) y Polifarmacia DT2 + Insulina (DT2 P + 1) se identifica por colores como indicado en las

etiquetas superiores derechas de la figura.
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Figura 10. Grafico del Tamafo del efecto del analisis discriminante lineal (LEfSe) para las
comunidades bacterianas. El grafico LEfSe muestra familias bacterianas enriquecidas
significativamente asociadas en cinco grupos de la siguiente manera; 1. Control (CO), 2. Prediabetes
(PRE), 3. DT2 Sin medicacion (DT2 No M), 4. Metformina DT2 (DT2 M) y 5. Polifarmacia DT2 (DT2
P) con polifarmacia DT2 + Insulina (DT2 P + 1). Las bacterias del arbol se enriquecieron en el grupo
Control (CO) en color rojo, una bacteria se enriquecio en el grupo Prediabetes (PRE) en color verde,
una bacteria se enriqueci6 en el grupo DT2 Sin medicaciéon (DT2 No M) en color azul oscuro, Seis
bacterias se enriquecieron en el grupo Metformina DT2 (DT2 M) en color purpura y dos bacterias en
el grupo DT2 Polifarmacia + Insulina (DT2 P + I) en color azul claro. La puntuacién LDA o el tamafio
del efecto se muestra a escala logaritmica debajo de las barras. Los nombres de las familias de
bacterias se muestran junto a las barras horizontales. Cada grupo de estudio se identifica por color
en la parte superior de la figura.
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Figura 11. Asociacién multivariada de la microbiota intestinal con todas las variables medidas
usando MaAsLin. La figura muestra graficos de la asociacion significativa entre metadatos y
mediciones microbianas para 217 individuos de todos los grupos junto con variables tales como:
edad y familia de Enterococacceae (A), presion arterial sistolica y género Erwinia (B), ingesta de
lipidos y género Kaistobacter (C ) y género y género Prevotella (D). Los analisis adicionales muestran
una asociacion significativa entre metadatos y mediciones microbianas utilizando una submuestra
de 99 individuos seleccionados con composicidn corporal y metadatos de actividad fisica: grasa
corporal (%) y familia Enterococacceae (E), grasa corporal (Kg) y familia Enterococacceae (F), peso
(Kg) y el género Fusobacterium (G), y la actividad fisica y el género Dorea (H). En la figura, las lineas
de color con pendientes positivas 0 negativas muestran la tendencia de asociacion; los diagramas
de caja en el grafico muestran los rangos intercuartilicos (parte inferior y superior de los recuadros),
las medianas (lineas medias en los recuadros) y los valores méas bajos y més altos para los cuartiles
primero y tercero. Los puntos representan individuos individuales, y cada categoria se identifica por
colores. Ejes, indica abundancias relativas para cada taxén, X-ejes, indica los metadatos. Para
Género, F es 143 mujeres, y M es 74 hombres; para actividad fisica, L es luz (36), M es moderada
(14), S es sedentaria (46) y V es vigorosa (3), los nimeros entre paréntesis indican participantes.
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Figura 12. Prediccién comparativa del genoma funcional de la microbiota bacteriana intestinal. La figura muestra representaciones graficas
cuadriculadas de la proporciéon de secuencias predichas seleccionadas utilizando PICRUSt para las comunidades bacterianas. El eje Y muestra las
abundancias relativas (%) de la prediccion del contenido del gen, y el eje X muestra los grupos Prediabetes (PRE) (color azul) y Metformina DT2
(DT2 M) (color verde). Las principales vias metabdlicas que se muestran en la parte inferior de cada grafico son: A) Metabolismo energético,
metabolismo amino azlcar y nucleétido azlicar y metabolismo glicina serina y treonina, B) Metabolismo de propanoato, metabolismo de
esfingolipidos, biosintesis de lipopolisacéridos y degradacion de Benzoato, y C) Atrazina, degradaciones de dioxina, xileno y estireno. Los diagramas
de caja muestran los rangos inter cuartiles (parte inferior y superior de las casillas), las medianas (lineas medias en las casillas) y los valores mas
bajos y mas altos para el primer y tercer cuartil. Los puntos representan individuos individuales, y cada categoria se identifica por colores.
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14. Lista de Abreviaturas

ACC: Alejandra Chavez Carbajal

ADA: por sus siglas en inglés: American Diabetes Association.

AGCC: Acidos Grasos de Cadena Corta

ATP-III: Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol.

cm: Centimetros.

CO: controles o personas sanas.

DT1: Diabetes tipo 1.

DT2 M: personas con Metformina como tratamiento para DT2.

DT2 No M: personas debutantes de DT2 sin tratamiento farmacoldgico.

DT2 P + I: personas con combinacion de dos farmacos como tratamiento para DT2
+ insulina.

DT2 P: personas con combinacion de dos farmacos como tratamiento para DT2, se
denomind polifarmacia.

DT2: Diabetes tipo 2.

ECV: Enfermedad Cardiovascular.

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion.

FID: Federacion Internacional de Diabetes.

GPAQ: por sus siglas en inglés: Global Physical Activity Questionnaire.

HbAc1l: hemoglobina glucosilada.

HDL: Lipoproteina de alta densidad.

IBERO: Universidad Iberoamericana.

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.

INPer: Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinoza de los Reyes.
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ISSSTE: Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado.

LDL: Lipoproteina de baja densidad.
METSs: Equivalentes Metabdlicos.

OB: Obesidad.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
OSM: obesidad + sindrome metabdlico.

OSM: Obesidad y Sindrome Metabdlico.

OUT’s: Unidades Taxondmicas Operacionales.

PCoA: Analisis de coordenadas principales.
PRE: prediabetes.
SM: Sindrome Metabdlico.

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido.

—fin—de—texto—
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