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RESUMEN

La cerveza es una bebida que se ha consumido en todo el mundo durante miles
de afos debido a razones sociales, religiosas y culturales; contiene compuestos
polifenélicos, asi como acidos fendlicos con un posible efecto positivo en la salud
humana. Este estudio tuvo como objetivo explorar el impacto del consumo
moderado de cerveza en la salud humana y la diversidad de microbiota intestinal.
Los participantes consumieron diariamente trescientos cincuenta y cinco ml de
cerveza sin alcohol (CSA) o cerveza con alcohol (CCA) durante 30 dias en cada
estudio. Las medidas antropométricas, las muestras sanguineas para analisis
bioguimicos y las muestras fecales para analizar la microbiota se recogieron el dia
1y el dia 30. La diversidad microbiana se caracteriz6 por la secuenciacion masiva
de las genotecas de la region V3 del gen 16S ribosomal, utilizando el pipeline de
QIIME. Encontramos que ambas cervezas tienen efectos sobre la composicion de
la microbiota intestinal, favoreciendo la proliferacion de Bacteroidetes con
respecto a Firmicutes. No se observé aumento en los pardmetros de peso, cintura,
cadera, ademas, el perfil hepatico y lipidico no fueron modificados por el consumo
de cerveza sin alcohol. Ademas, el consumo de cerveza sin alcohol disminuyé la
glucosa en suero sanguineo y aumento las células B funcionales, mientras que la
cerveza con alcohol aumento la glucosa en suero sanguineo y disminuyo las
células B funcionales. En general, el consumo de cerveza no cambié los valores
antropomeétricos ni afectd la funcion hepética. Aunque los valores de glucosa
disminuyeron con el consumo de cerveza sin alcohol y aumentaron con el
consumo de cerveza con alcohol, se mantuvieron dentro del rango normal.
Nuestra conclusién es que el consumo moderado de cerveza sin alcohol tiene un
efecto positivo en la salud humana por los polifenoles y acidos fendlicos bioactivos,
ademas del enriquecimiento de la diversidad de la microbiota intestinal con
bacterias benéficas; mientras que el alcohol en la cerveza interfiere con los efectos
positivos de la cerveza sin alcohol. Se debe trabajar mas sobre este tema antes

de sacar conclusiones generales.



ABSTRACT

Beer is a beverage that has been consumed worldwide for thousands of years due
to social, religious, and cultural reasons; it contains polyphenolic compounds as
well as phenolic acids with a potential positive effect on human health. This study
aimed to explore the impact of moderate beer consumption on human health and
gut microbiota diversity. Three hundred fifty-five mL of non-alcoholic beer (NAB) or
alcoholic beer (AB) were consumed daily by the participants for 30 days in each
study. Anthropometric measures, blood samples for biochemistry, and fecal
samples for microbiota analysis were collected on Day 1 and Day 30. Microbial
diversity was characterized by high-throughput sequencing of V3 region of the 16S
ribosomal DNA libraries, and data were analyzed using the QIIME pipeline. We
found that NAB and AB have effects on the composition of the gut microbiota,
favoring the proliferation of Bacteroidetes with respect to Firmicutes. No increase
in weight, waist, and hip parameters was observed, and the liver and lipid profile
values were not modified for NAB. In addition, the consumption of NAB induced a
decrease in fasting blood serum glucose and an increase in functional b cells,
while, on the other hand, there was an increase in blood serum glucose and a
decrease in functional b cells with the consumption of AB. In general, beer
consumption neither changed anthropometric values, nor affected liver function.
Although the glucose values decreased with NAB or increased with AB, they
remained within the normal range. Our conclusion is that moderate consumption
of NAB has a positive effect on human health via supplementation of biological
active polyphenol and phenolic acids, and by enrichment of the gut microbiota
diversity with beneficial bacteria, while the presence of alcohol in AB interferes with
this effect. More work should be done on this topic before general conclusions are

drawn.



1. INTRODUCCION

1.1 Definicidén, elaboracion y origen de la cerveza
La cerveza es una bebida natural obtenida mediante fermentacion alcohdlica de,
4 ingredientes principales; malta obtenida de cebada, lUpulo, levadura y agua. Su
elaboracion consiste en la hidratacion de los granos de cebada para promover la
germinacion parcial de estos granos, para después secarlos mediante calor, este
proceso es conocido como malteado, posteriormente, a la malta se le agrega agua
a 70° C durante 20 minutos y se deja hervir por una hora (a esto se le conoce
como mosto), se le agrega el lpulo en cuanto empieza a hervir el mosto, a la
media hora, faltando 10 minutos o en varios tiempos, segun el amargor y aroma
esperados (Figura 1) (Osorio-Paz et al., 2019; Cerveceros de Espafa, 2001). Los
compuestos del lapulo forman complejos insolubles con proteinas, que da el
cuerpo a la cerveza, descontamina el mosto y evita el crecimiento bacteriano.
Finalmente, se deja que mosto llegue a una temperatura de 25° C para agregar la
levadura con el fin de iniciar la fermentacion. Existen dos tipos de levadura:
Saccharomyces cerevisiae, levadura de fermentacién alta es para cervezas tipo
porter y stout; por otro lado, esta la levadura Saccharomyces uvarum, levadura de

fermentacion baja la cual es para cerveza tipo lagers (Osorio-Paz et al., 2019).
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Figura 1. Proceso de elaboracion de la cerveza (Cerveceros de Espafia, 2001).

Se considera que el origen de la cerveza esté relaciono al descubrimiento
de la agricultura (alrededor del 12,000 a. C.). Sin embargo, no se tiene informacién
gue confirme que la cerveza tuvo origen en esta época, sin embargo, un estudio
reciente en ceramica encontrada en China se encontr0 datos de posible
elaboracién de cerveza entre 9,000 y 7,000 a. C. (Cabras & Higgins, 2016). Por
otro lado, hay evidencia de fabricacion de cerveza ligada a Mesopotamia, donde
se encontraron fragmentos arqueoldgicos de ceramica que datan del afio 6,000 a.
C. Los egipcios a su vez lo atribuyen a su deidad Osiris y la llamaron Zythum, que
significa vino de cebada. Era usado como bebida social y se usaba como ofrenda
para los difuntos y como forma de pago. Los griegos conocen la elaboracion de la
cerveza a través de los egipcios; sin embargo, en Grecia la cerveza tenia poca
importancia religiosa debido a que ellos le daban mas importancia al vino en este
aspecto (Cabras & Higgins, 2016; Carbajal-Martinez & Insuasti-Andrade, 2010;

Cerveceros de Espafa, 2001). Finalmente, en Roma se conocié la cerveza a



través de Grecia; aqui fue donde la nombraron cerveza, ya que era llamada
Cerevisia, derivado del nombre de su deidad de los cultivos (Ceres) (Cabras &
Higgins, 2016; Carbajal-Martinez & Insuasti-Andrade, 2010). Fue hasta después
del siglo V d. C., cuando los monjes mejoraron el proceso de fabricacién de la
cerveza al adicionarle ltapulo, lo cual contrarresté el sabor dulce de la malta, le da

un buen aroma y se afiaden conservadores (Cabras & Higgins, 2016).

1.2. Fitoquimica de la cerveza

La cerveza se produce a partir de cebada, lapulo, levadura (Sacharomyces
cerevisiae) y agua. Los extractos de cebada y lupulo aportan el 70-80% y 20-30%
de los componentes polifendélicos respectivamente, de los cuales los principales
son: kaempferol, quercetina, tirosol, acidos feltrico, xantohumol, isoxantohumol,
8-prenilarigenina, a acidos (humulona) y B acidos (lupulona), estos componentes
tienen reportada actividad antioxidante (Iniguez AB & Zhu MJ., 2020; Chen et al.,
2014; Gerhauser, C., 2005). Mediante espectrometria de masas de alta resoluciéon
se pudieron identificar una gran cantidad de polifenoles donde la mayoria fueron
son hexosidos, dihexdsidos, pentosidos y quimicos conjugados, por ejemplo;
acido feruloilquinico, acido cafeico-O-hexosido, acido cumarico-O-15-hexadsido,
acido sinapico-O-hexésido, catequina-O-dihexésido, kaempferol-O-hexosido y
apigenina-C-hexosido-pentosido (Quifer-Rada et al., 2014).

La humulona, la cual pertenece a los iso a acidos se isomerisa
espontaneamente cuando se somete a una temperatura alta (70-120° C). La
lupulona la cual pertence a los B acidos, tiene una estructura similar, pero difiere
en sus ramificaciones, lo que los hace mas hidrofébicos y poseen una actividad
bacteriostatica mayor, sin embargo, no estan presentes en la cerveza debido a su
sensibilidad a la oxidacion. En menor proporcién se encuentran los derivados del
xantohumol, las cuales son chalconas preniladas y finalmente los flavonoides los
cuales son solubles en compuestos polares (Figura 2) (Iniguez AB & Zhu MJ.,
2020; Steenackers et al., 2015; Gerhauser, C., 2005).
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Figura 2. Estructura de los compuestos polifenélicos en la cerveza. (A) a acidos (humulona), (B) B
acido (lupulona), (C) analogos de acidos a y B, (D) Isohumolona, (E) Xantohumol, (F)
Isoxantohumol (Iniguez AB & Zhu MJ., 2020).

1.3. Actividad bioldgica de los fitoquimicos de la cerveza

Los componentes polifendlicos contenidos en la cerveza tienen gran actividad
antioxidante la cual brinda una proteccion contra el estrés oxidativo, teniendo un
efecto positivo en enfermedades tales como; obesidad, diabetes y ateroesclerosis
(Quesada-Molina et al., 2019). Se conoce que hay una absorcidon de compuestos
fendlicos a través de la barrera intestinal, en los cuales se observé un incremento
de la capacidad antioxidante del plasma después del consumo de alimentos ricos
en compuestos fendlicos (Iniguez AB & Zhu MJ., 2020; Franco et al., 2013; Nardini
et al., 2006). Por otro lado, el consumo de cerveza sin alcohol en la cena aumenta

la capacidad antioxidante en la orina (Ghiselli et al., 2000).



La cerveza contiene etanol y compuestos polifendlicos (p. Ej., Catequina),
acidos fenolicos (p. Ej., Acido ferdlico), chalconas preniladas (p. Ej., Humulona) y
flavonoides (p. Ej., Xantohumol). Estos compuestos tienen propiedades
antibacterianas, antiinflamatorias y antioxidantes, y pueden tener un impacto en la
diversidad de la microbiota intestinal (Quesada-Molina et al., 2019; Chen et al.,
2014). Por otro lado, los fitoquimicos del lapulo mitigan la inflamacion y disminuyen
la resistencia a la insulina (Iniguez AB & Zhu MJ., 2020).

Un polifenol caracteristico de la cerveza es el xantohumol, el cual es un
agente quimiopreventivo de amplio espectro que actua inhibiendo la activacion
metabolica de procancerigenos, induce enzimas con actividad detoxificantes y
puede inhibir el crecimiento de tumores en estadio temprano (Iniguez AB & Zhu
MJ., 2020; Stevens & Page, 2004). También en otro estudio se usaron los
fitoquimicos del lUpulo, mostraron que pueden inducir a p53 y p21 deteniendo el
ciclo celular o la apoptosis a través la cascada de las caspasas (Iniguez AB & Zhu
MJ., 2020). Finalmente, tanto el xantohumol como el isoxantohumol pueden inhibir
la sintesis de DNA en células de cancer de mama (MCF-7) (Gerhauser, C., 2005).

Hay reportes que indican que el fitoestrogeno contenido en la cerveza, la 8-
prenilnaringenina tiene actividad estrogénica. In vitro se mostré actividad
estrogénica en levadura recombinante que expresa el receptor de estrégenos con
una respuesta estrogénica en cultivos de células endometriales Ishikawa (Var-I)
(Stevens & Page, 2004); sin embargo, estudios in vivo usando una dosis de 100
pg/ 100 mL en ratones incrementa la mitosis en vagina, sin mostrar ningun efecto
perjudicial (Gerhauser, C.,2005).

El xantohumol contenido en la cerveza puede convertirse a 8-
prenylnaringenina (Aichinger et al., 2018). Por los efectos estrogénicos y la
capacidad anabdlica que tiene la cerveza, se le puede considerar como una
posible estrategia terapéutica para tratar la menopausia y prevenir la osteoporosis
(Osorio-Paz et al., 2019).



1.4. Composiciéon de la microbiota intestinal y su relacion con la salud

La microbiota intestinal humana representa aproximadamente 100 billones de
células, o 10 veces el numero total de células humanas (Mao & Franke, 2015), y
tiene un impacto en la fisiologia humana (Walsh et al., 2015). El tracto
gastrointestinal es un micro ecosistema dindmico, el cual contiene una alta
diversidad microbiana, la cual vive en equilibrio con el hospedero, cuya funcion
consiste en degradar componentes no digeribles de los alimentos, remover
compuestos téxicos, sintetizar vitaminas, metabolizar carbohidratos y proteinas,
es la barrera intestinal, protege contra enfermedades y estimula al sistema
inmunoldgico. La microbiota del tracto digestivo varia mucho a través del tracto
digestivo (Mao& Franke, 2015; de Almada et al., 2015; Walsh et al., 2015).

La secuenciacion del DNA de muestras bioldgicas permitio para el afio 2012
caracterizar los microorganismos asociados al ser humano (microbiota) y su
correspondiente genoma, con lo que se lleg6 a determinar los principales Phila:
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria (Murugesan et al.,
2015) (Figura 3). De los cuales Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria
estan cercanamente relacionados y el phylum de los Firmicutes es el mas distante
(Mao& Franke, 2015; Zapata et al., 2015; Bik et al., 2006).
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Figura 3. Representacion esquematica de las Phyla de la microbiota intestinal del ser humano
(Murugesan et al., 2015).



1.5. Funcién de la microbiota intestinal en relacién con la salud

La microbiota intestinal vive en equilibrio con el huésped, degradando los
componentes no digeribles de los alimentos, sintetizando vitaminas vy
metabolizando los carbohidratos y las proteinas. La microbiota intestinal actlia
como una barrera intestinal, protegiendo contra enfermedades y estimulando el
sistema inmune (de Almada et al., 2015). Un perfil de abundancia relativa alta de
Firmicutes y una abundancia relativa baja de Bacteroidetes aunado a un consumo
elevado de dietas ricas en carbohidratos y grasas saturadas se asocia con un
mayor riesgo de obesidad. Estudios recientes en nifios y adolescentes en peso
normal mostraron una mayor abundancia relativa de Bacteroidetes, mientras que
los Firmicutes son mas abundantes en nifios y adolescentes con sobrepeso u
obesidad (Nirmalkar et al., 2018; Murugesan et al., 2015) e inclusive adultos
(Chavez-Carbajal et al., 2019; Devaraj et al., 2013).

Un desequilibrio en la abundancia relativa de la microbiota intestinal se
asocia con una disfuncion que afecta la salud humana. En nifios mexicanos con
sobrepeso y obesidad, los miembros del Phylum Firmicutes, la familia
Lachnospiraceae y los géneros Faecalibacterium y Roseburia mostraron mayores
abundancias relativas (Murugesan et al., 2015; Estrada-Velasco et al., 2014).
Estas bacterias son conocidas por producir &cidos grasos de cadena corta (AGCC)
como el butirato, que regulan el equilibrio energético (Murugesan et al., 2016;
Murugesan et al., 2017). Ademas, un desequilibrio en la microbiota intestinal
afecta la salud de la mujer, produciendo enfermedades metabdlicas como la
diabetes tipo 2, la obesidad y el sindrome metabdlico (Chavez-Carbajal et al.,
2019).

No sélo la dieta puede modificar la diversidad de la microbiota en humanos,
también se modifica viajando, con tratamiento médico y la edad, donde disminuye
el Phylum de los Bacteroidetes y los Firmicutes aumentan, generando un
desbalance de la microbiota (disbiosis), lo cual puede ser causa de algunas

enfermedades como obesidad (Nirmalkar et al., 2018), diabetes tipo 2 (Chavez-



Carbajal et al., 2020), y sindrome del intestino irritable (Murugesan et al., 2015;
Walsh et al., 2015; Gerber, G. K., 2014).

La microbiota que incrementa la capacidad de extraer energia en calorias
de la dieta se le conoce como microbiota que fomenta la obesidad (Figura 4) y
estd compuesta principalmente por Firmicutes en personas que padecen de
obesidad (Chavez-Carbajal et al., 2019; Nirmalkar et al., 2018; Murugesan et al.,
2015). Un estudio en ratones, donde se trasplanta la microbiota de ratones
delgados a obesos, se observa una disminucion de peso. (Walsh et al., 2015;
Vijay-Kumar et al., 2010).
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Figura 4. La participacion de la microbiota puede contribuir al desarrollo de enfermedades

metabdlicas cuando se tiene una dieta con alto contenido energético (Devaraj et al., 2013).

La microbiota intestinal mediante sus lipopolisacaridos (LPS) (Figura 5)
modula la inflamacion a través de los receptores tipo toll (TLR) de la inmunidad
innata favoreciendo la expresion de IL-13 IL-6, IL-8, MCP-1 TNF-q, los cuales
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estan asociados con la inflamacion (Mao &Franke, 2015; Zapata et al., 2015). Otra
forma de interaccion de la microbiota con el hospedero son los acidos grasos de
cadena corta (AGCC) (Figura 5), principalmente butirato, acetato y propionato, los
cuales son generados por la fermentacién bacteriana (Murugesan et al., 2015). El
butirato provee de energia a los enterocitos, tiene propiedades antinflamatorias,
es capaz de reforzar la barrera del colon y esta relacionado con aumento de peso
Si esta en exceso; el acetato aumenta la sintesis de colesterol en higado y el
propionato inhibe la sintesis de lipidos a partir de acetato (Dengler et al., 2015;
Devaraj et al., 2013). Asi, estos metabolitos estarian relacionados con
enfermedades metabdlicas como la obesidad, la diabetes tipo 2 y el sindrome
metabolico (Figura 5) (Chavez-Carbajal et al., 2019; Sun et al., 2018 Chavez-
Carbajal et al., 2020).
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Por otra parte, el sistema inmune discrimina entre un agente patégeno y la
microbiota a través de algunas moléculas que sintetizan las bacterias; un ejemplo
es el polisacarido A (PSA), el cual es sintetizado por Bacteroides fragilis, el cual
puede interactuar con los TLR-2 y activa a las células T reguladoras promoviendo

tolerancia inmunitaria (Zapata et al., 2015; Round et al., 2011).

1.6. Efectos de los polifenoles sobre la microbiota

Los polifenoles pueden producir peroxido de hidrégeno en la membrana de las
bacterias alterando su permeabilidad, sin embargo, las bacterias pueden
metabolizar estos compuestos si producen la enzima que hace un corte de enlace
glicosidico (Cardona, et al. 2013). Los Bacteroidetes tienen un mayor numero de
enzimas que degradan glicanos que los Firmicutes (Cardona, et al. 2013), un
analisis del genoma de los Bacteroidetes mostré que tienen un mayor namero de
genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos como glucésido
hidrolasas y polisacérido liasas ademas de paralogos de SusC y SusD, los cuéles
reconocen estructuras de carbohidratos (Cardona, et al. 2013; Rastmanesh Reza,
2011).

Bacterias aisladas de heces fueron cultivadas con compuestos fendlicos del
té, bacterias patdogenas como: Clostridium perfringes, Clostridium difficile y
Bacteroides spp., fueron inhibidos, mientras que anaerobios comensales como
Bifidobacterum y Lactobacillus fueron poco afectados; indicando que los
compuestos fendlicos del té ejercen una modulacion de la microbiota intestinal
(Parkar et al., 2013). En otro estudio, las bacterias aisladas de heces humanas se
cultivaron junto con algunos compuestos polifendlicos de té, como rutina,
guercetina, acido clorogénico, acido cafeico, donde proliferaron las bifidobacterias
y en general disminuyendo los Firmicutes respecto a los Bacteroidetes (Lee et al.
2006).

Ademas, un estudio mostr6é que cuando la microbiota intestinal se cultiva in
vitro en presencia de polifenoles como quercetina, acido clorogénico y éacido

cafeico, hubo una disminucién en la abundancia relativa de Firmicutes con
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respecto a Bacteroidetes (Parkar et al., 2013). Por otro lado, en un estudio se
determiné la actividad de los a-acidos e iso a-acidos (humulona e isohumulona)
contenidos en el lupulo tienen una actividad antibacterial in vitro, en especial

contra gram positivas, particularmente Lactobacillus (Gerhauser, C., 2005).

2. ANTECEDENTES

El consumo de polifenoles tiene un impacto en la salud. En un estudio que utilizé
ratones hembra db/db alimentados con polifenoles de té verde durante 7 semanas,
se observé una disminucion en los niveles de glucosa en sangre en ayunas y grasa
mesenteérica, junto con un aumento en el nivel de insulina en suero, un aumento
en la abundancia relativa de Bacteroidetes, y un disminucion de Firmicutes (Chen
et al., 2019). Un estudio en ratones Zucker fa/fa recibieron xantohumol via oral en
distintas dosis (1.86, 5.64 y 16.9 mg/kg) y una dieta alta en grasas, donde se
observé una disminucion de los niveles de glucosa plasmatica, sin embargo, los
niveles de colesterol, insulina y triglicéridos no se vieron afectados en la dosis mas
alta en los ratones macho; adicionalmente, disminuyeron de peso en compasion
con las hembras (Legette et al., 2013).

Se ha informado que el consumo de cervezas claras u oscuras en los
hamsteres inhibe significativamente la aterosclerosis, observdndose una
disminucién de colesterol y triglicéridos especialmente en la cerveza clara
(Gerhauser C., 2005). También se han reportado que la cerveza previene el dafio
hepéatico agudo cuando se induce dafio con tetracloruro de carbono en ratas.
(Franco et al., 2013).

En humanos, un estudio en hombres que consumen moderadamente
alcohol mostré una disminucion significativa de la posibilidad de sufrir un infarto al
miocardio (Mukamal et al., 2003). En la poblacion holandesa, el consumo diario
de tres vasos de cerveza con o sin alcohol durante 3 semanas, bajo un control
dieta, no produjo cambios en el peso, indice de masa corporal, hemoglobina,
triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL, transaminasas y niveles de glucosa en

ayunas; sin embargo, no se monitore6 la diversidad de microbiota intestinal
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(Sierksma et al., 2002). En otro estudio sobre el efecto del consumo de alcohol en
la diversidad de la microbiota intestinal en humanos y ratones, 6 semanas de
consumo de alcohol aumentaron la abundancia relativa de Proteobacterias y

disminuyeron la abundancia de Bacteroidetes (Engen et al., 2015).

Segun la informacién disponible actual, los polifenoles del té pueden actuar
como prebidticos, favoreciendo el desarrollo y el crecimiento de bacterias
deseables como los Bacteroidetes. Actualmente, no hay articulos de investigacion
sobre el efecto de los polifenoles de la cerveza en la microbiota intestinal y su
impacto en la salud humana. En este trabajo, estudiamos el efecto del consumo
moderado de cerveza sin alcohol y con alcohol en la composicion de la microbiota

intestinal y la salud de la poblacion adulta mexicana.

3. JUSTIFICACION

Actualmente existe poca investigacion publicada que estudia los principales
componentes de la cerveza tales como los polifenoles y sus efectos sobre la
microbiota intestinal y las variables antropométricas y clinicas de los
consumidores. Tampoco si la microbiota puede metabolizar componentes de la
cerveza para sintetizar otras moléculas funcionales con un efecto benéfico para si
misma y el hospedero. Ademas, no se ha explorado suficientemente si el

contenido alcohdlico puede interferir con este efecto.

4. HIPOTESIS

El consumo moderado de cerveza con o sin alcohol en la comida, favorece el
desarrollo de una microbiota intestinal con efectos benéficos para la salud del

consumidor, sin presentar efectos negativos en las variables antropométricas y

clinicas.
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5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del consumo moderado de la cerveza con y sin alcohol sobre la
variables antropométricas, perfiles hepéatico, lipidico y la microbiota intestinal del

consumidor.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico 1. Reclutar los 90 individuos sanos para realizar una
valoracion mediante parametros antropométricos, datos clinicos y estudios
bioquimicos.

Objetivo especifico 2. Hacer una intervencién con cerveza con y sin alcohol en
la dieta de los participantes, colectando muestras sanguineas y fecales los dias
1, 15y 30 del estudio.

Objetivo especifico 3. Analizar los componentes de la cerveza con y sin alcohol,
mediante espectrometria de masas de alta resolucion.

Objetivo especifico 4. Cuantificar la produccion de acidos grasos de cadena corta
(propionato, butirato y acetato) en muestras fecales y determinar componentes
fendlicos por medio de cromatografia liquida de alta resolucién en sueros
sanguineos.

Objetivo especifico 5. Generar genoteca de amplicones de la region V3 del gen
16S ribosomal usando DNA de las muestras fecales de los participantes.

Objetivo especifico 6. Realizar secuenciacion masiva de las genotecas de la
region V3 del gen 16S ribosomal para caracterizar la microbiota.

Objetivo especifico 7. Evaluar una asociacion entre los cambios en la diversidad
de la microbiota con el consumo moderado de cerveza con y sin alcohol.

Objetivo especifico 8. Evaluar una asociacion entre los cambios en la diversidad
de la microbiota con las medidas antropométricas, los perfiles hepatico, lipidico

y el contenido acidos grasos de cadena corta de las muestras fecales.
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7. ALCANCE

Estudiar el efecto del consumo moderado de cerveza con y sin alcohol durante 30
dias, sobre la microbiota intestinal, medidas antropométricas y variables

bioguimicas de 90 participantes de vida libre.

8. METODOLOGIA

Seleccién de sujetos de estudio

El estudio de la cerveza sin alcohol incluy6 a 35 adultos (40% mujeres), de 21 a
53 afos, con una media de 29 afos (DE = 7,75), el de la cerveza con alcohol
incluy6 a 33 adultos (45% mujeres), 21 a 55 afios, con una media de 30 (DE =
9.25). Los participantes fueron reclutados mediante una invitacién abierta para
participar en el proyecto, hecha a la comunidad en general en nuestra Institucion
(Cinvestav). Se obtuvieron los formatos de consentimiento informado y de
conformidad de todos los participantes, respetando la Declaracién de Helsinki
(World Health Organization, 2000). El protocolo fue aprobado por la Junta del
Comité de Etica e Investigacion Institucional de Cinvestav (Comité de Bioética
para la Investigacion en Seres Humanos COBISH-Cinvestav) con el registro
037/2016. Los criterios de inclusién para participar fueron los siguientes; estar
sanos, dispuestos a beber cerveza y proporcionar muestras sanguineas y fecales.
Los criterios de exclusion fueron tener enfermedades gastrointestinales, higado
disfuncional, enfermedades cronicas, embarazo, alergias, consumo de cualquier
suplemento, antiinflamatorio oral, metformina o tratamiento hormonal y el
consumo de antibiéticos o probiodticos durante 3 meses previos. Los criterios de
eliminacién fueron desarrollo de higado disfuncional, consumo de antibiéticos o

probidticos, y no adherencia al consumo de cerveza.
Consumo de cerveza

El estudio inicié una vez que los participantes firmaron el consentimiento, ademas

de pasar las pruebas de perfil hepatico y lipidico. Los participantes consumieron
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una lata de cerveza tipo “Lager” de 355 ml durante la comida principal durante 30
dias, durante la fase 1 del estudio que fue de noviembre a diciembre del 2016, los
participantes consumieron cerveza con 0.5% de alcohol (sin alcohol); la fase 2 por
otro lado, fue durante mayo del 2017, los participantes consumieron una lata de
cerveza con alcohol (4.9% de alcohol). Cada participante proporcion6é 3 muestras

sanguineas y fecales diferentes los dias 1, 15y 30.

Evaluacion antropométrica

Se midieron la presion arterial sistélica, la presion arterial diastélica, el pulso, el
peso, la altura, la circunferencia de la cintura y la cadera. El indice de masa
corporal (IMC) se calculo utilizando la férmula IMC = Kg / m2 donde Kg es peso
en kilogramos y m? es el cuadrado de la altura en metros (Nuttall FQ, 2015),
también se calculo la relacion cintura / cadera (ICC) (World Health Organization,
2000). También se midié el musculo (%), la grasa (%), la grasa visceral (%) y el
gasto de energia basal (GEB) los cuales se calcularon utilizando una escala de
control corporal OMRON (modelo HBF-514C).

Encuesta de perfil dietético

Un dietista certificado aplico una encuesta de recuerdo de consumo de 24 horas,
donde los participantes indicaron la frecuencia con la que consumieron los
alimentos incluidos en el cuestionario; que es exclusivo para los mexicanos
(Hernandez-Avila et al., 1998).

Pruebas bioquimicas

Se recogieron muestras sanguineas después de 12 horas en ayunas de cada
participante en un Vacutainer® con tubo EDTA K2 (BD y 367856). Glucosa en
suero, colesterol total, lipoproteina de alta densidad (HDL), triglicéridos,
lipoproteina de baja densidad (LDL), aspartato amino transferasa (AST), alanina
amino transferasa (ALT), fosfatasa alcalina, proteina C reactiva (CRP), total La
bilirrubina, la bilirrubina directa, la insulina, la bilirrubina indirecta, la lipoproteina

de muy baja densidad (VLDL) y la hemoglobina Alc (hemoglobina glucosilada,
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HbA1c) se midieron utilizando kits de quimica clinica Abbot y se analizaron con el
analizador automatico ARCHITECT cSystem (Abbott Park, Illinois, EE. UU.) ). La
velocidad de sedimentacion globular (VSG) (mm / H) se midié segun lo informado
(Pincherle & Shanks, 1967). Evaluacion del modelo homeostatico de la resistencia
a la insulina (HOMA-IR) se calcul6 utilizando la férmula: (insulina (mU/ml) x
glucosa en ayunas mg/dL) + 405, y FCB (%) se calcul6 utilizando la formula
((insulina mU/mI) x 360) + (x glucosa en ayunas mg / dL- 63)), (Aradillas-Garcia et
al., 2012); El indice aterogénico del plasma (AIP) se calculd utilizando la formula
(colesterol total mg/dL + HDL mg/dL) (Castelli W. P., 1984).

Recoleccion de muestras fecales

Las muestras fecales de todos los participantes se recogieron asépticamente en
un contenedor de heces estériles en casa por la mafiana. Una vez recibidas, las
muestras inmediatamente se dividieron en alicuotas usando tubos de polipropileno

estéril de 2,0 ml y se almacenaron a -70°C.

Caracterizaciéon de polifenoles de cerveza por espectrometria de masas de
altaresolucién

Las muestras de cerveza se acondicionaron como se informo anteriormente
(Dvorakova et al., 2007) con algunas modificaciones de la siguiente manera. Se
desgasificaron 100 ml de cerveza en un matraz Erlenmeyer de 250 ml en un bafo
de ultrasonido (Branson 2800, Connecticut, EE. UU.). Durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Después de desgasificar, se pasaron muestras de 5 ml a
través de cartuchos Supelclean LC-18 SPE de 1 ml (100 mg) (Cat. # 57012,
SUPELCO, Pennsylvania, EE. UU.) utilizando un colector Visiprep SPE (Cat. #
57250-U, SUPELCO, Pennsylvania, ESTADOS UNIDOS). Los compuestos
fendlicos se eluyeron usando 2,4 ml de acetonitrilo de grado HPLC (Cat. # 9012,
J. T. Baker, Estado de México, México). El acetonitrilo se elimind utilizando flujo
de nitrégeno de ultra alta pureza (Infra, CDMX, México); los compuestos fendlicos
se recuperaron con 1 ml de acido férmico al 0.1% (Cat. # 0128, J. T. Baker, Estado
de México, México) en agua grado HPLC (Cat. # 4218 J.T. Baker, Estado de
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México, México). Las muestras se almacenaron a -20° C hasta el analisis. El
analisis de los polifenoles se realiz6 segun lo reportado (Quifer-Rada et al., 2015),
brevemente, se fraccionaron 20 uL de cada muestra por cromatografia HPLC
usando un gradiente de metanol al 10-50% en &cido férmico al 1% y agua grado
HPLC durante 68 minutos usando un Sistema LC Agilent 1260 Infinity Il acoplado
al sistema de espectrometro de masas LC-MS de triple cuadrupolo Agilent 6420
(ESI-QqQ-MS) (Agilent, California, EE. UU.) en una columna de fenilo Ascentis®
de 25 cm x 4,6 mm, 5 um (Cat. # 581617-U, SUPELCO, Pennsylvania, EE. UU.).
Las moléculas se ionizaron usando energia de fragmentacion de 135 eV usando

el modo de exploracién de 100 a 1000 m/z.

Medicion de los acidos grasos de cadena corta

Los AGCC se midieron en muestras fecales deshidratadas de 100 mg utilizando
un equipo de HPLC PerkinElmer-Flexar (Massachusetts, EE. UU.) Como se
inform6 anteriormente (Maya-Lucas et al., 2019). Brevemente, la fase movil
consistié en dos soluciones; 80% de (A) (NaH2PO4 20 mM (Cat. # S8282, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EE. UU.) pH 2.2 ajustado con acido fosforico (Cat. #
0260-05, JT Baker, Estado de México, México)) y 20% de (B) (Acetonitrilo (Cat. #
9012-03, JT Baker, Estado de México, México)) usando una de flujo de 1.0 mL/min
en una columna C-18 de 15 cm (Cat. # 9303558, PerkinElmer, Massachusetts,
EE. UU.), como se inform6 anteriormente (De Baere et al., 2013). Todos los datos
cromatograficos se procesaron utilizando Chromera (v4.1.2.6410) - Software
HPLC Flexar (PerkinElmer, Massachusetts, EE. UU.).

Extraccién de DNA de muestras fecales

Se realiz6 la extraccion de DNA de 100 mg de heces homogeneizadas (71.5% de
contenido de agua + 7.26 SD) usando el kit de heces Favor prep (Cat. # FASTI001-
1; Favorgen Biotech Corp., Ping-Tung, Taiwan) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante y se almacend a -70 ° C hasta la secuenciacién (Nirmalkar et al.,
2018). La concentracion de ADN se midié utilizando un espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, EE. UU.), Y la calidad del ADN
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se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,5% tefido con 0.80 ul de
colorante Midori Green, utilizando 5 yl de buffer de carga de azul de bromofenol
con glicerol y TBE (Tris[Borato]EDTA) como regulador de corrida, aplicando 90
Volts durante 50 minutos y observando el gel con el sistema de foto-

documentacion Molecular Imager® Gel Doc™ XR Bio-Rad.

Preparaciéon de genotecas de laregion V3 del gen 16S ribosomal

Para la secuenciacién, se prepararon genotecas a partir del DNA obtenido de las
muestras fecales (Anexo 4). A partir de un amplicon de ~ 281 pb que contenia la
region variable V3 del gen de 16S usando el primer directo V3-341F (conjunto de
barcodes 1-50) complementario a las posiciones 340-356 de la molécula de ADN
ribosomal de Escherichia coli 16S rrnB GenBank J01859.1, y el cebador inverso
V3-518R complementario a las posiciones 517-533 (Fierer et al., 2008, Tabla S1,
Anexo 2). Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 50 ng de DNA molde en
un volumen final de 50 pL como se informo anteriormente (Murugesan et al., 2015)
(Tabla 1), el programa termociclador se llevé a cabo como esta descrito en la Tabla
2. La amplificacién se llevd a cabo utilizando GeneAmp PCR System 2700
Thermocycler (Applied Biosystems); una vez terminada la PCR se comprobé la
calidad del producto esperado (281 pb) mediante un fraccionamiento
electroforético en un gel de agarosa al 2 % tefiido con 0.80 ul de colorante Midori
Green, utilizando 5 yl de buffer de carga de azul de bromofenol con glicerol y TBE
(Tris[Borato]EDTA) como regulador de corrida, aplicando 90 Volts durante 50
minutos y observando el gel con el sistema de foto-documentacion Molecular
Imager® Gel Doc™ XR Bio-Rad (Anexo 5). Para generar las genotecas, se
agruparon cantidades iguales de cada amplicén del barcode 1-50, la mezcla se
purific6 usando E-Gel iBase Power System (Invitrogen). El tamafio y la
concentracion de las genotecas se confirmaron con el sistema Bioanalizador
Agilent 2100 y el kit de ADN de alta sensibilidad (Agilent, EE. UU.).
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Tabla 1. Iniciadores y mezcla de reaccién para la amplificacién de la regién V3 del gen 16S
ribosomal con barcodes.

Iniciadores: Tamano del producto:
Secuencias asignadas BARCODE 281 pb

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

Tabla 2. Condiciones para la amplificacion de la regién V3 del gen 16S ribosomal con barcodes.

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial | 95° C 5 minutos
Desnaturalizacién 94° C 15 segundos
Alineamiento 62° C 15 segundos _25
Extension 72°C 15 segundos ciclos
Extensién Final 2°C 10 minutos
10° C 8 minutos
Brosius 16S rRNA rrnB
FBac CGO Forward 465 0GQ Forward 605
Vi V2 — V3 va V5 Ve v7 \'L:] V9
V3-341F
T S5 T T R N Y.
- -— - -
RBac V3-518 R CGO Reverse 465 CGO Reverse 605
' >

Fbac- CGO Reverse 605 (1356bp)

Figura 6. Esquema de la region V3 del gen 16S ribosomal amplificada (Garcia-Mena et al., 2016).

Secuenciacion de las genotecas

La secuenciacién de las genotecas se realizé con lon OneTouch 2, lon PGM
Template OT2 200 Kit v2 DL (Life Technologies, California, EE. UU.), lon 318 Chip
Kit v2 y lon Torrent PGM System como se describié anteriormente (Nirmalkar et
al., 2018). Después de la secuenciacion, el software PGM filtr6 las lecturas para
excluir secuencias policlonales y de baja calidad. Todas las lecturas se analizaron
con el software FastQC v0.11.9 (Andrews S. 2010) y se recortaron a 200 nt con
Trimmomatic v0.38. Los archivos FASTQ se convirtieron en archivos FASTA, se

concatenaron en un solo archivo y luego se procesaron con el pipeline de QIIME
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(Quantitative Insights into Microbial Ecology) v1.9.0 (Caporaso et al., 2010). Las
secuencias de ADN se clasificaron en Operational Taxonomic Units (OTUS)
utilizando parametros de seleccion con un nivel de similitud del 97% con respecto
a la base de datos de Greengenes v13.8. La secuencia y los archivos de mapeo
correspondientes a todas las muestras utilizadas en este estudio se depositaron
en el repositorio BioSample de NCBI niumero de acceso: PRINA487257, enlace:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRP158634.

Determinacion de la microbiota: abundancia relativa, diversidad vy
enriguecimiento significativo.

Los datos se analizaron con el pipeline de QIIME para determinar la abundancia
relativa de los taxones bacterianos. La diversidad alfa, se caracterizd por los
indices de Shannon, Simpson, Chaol y las especies observadas usando los
paquetes phyloseq (v1.22.3) y ggplot2 (v3.1.0) en R (v3.4.4) (McMurdie & Holmes,
2013). El indice de disimilitud de la diversidad 8 se calculé6 mediante la métrica de
distancia UniFrac como porcentaje de la variabilidad total en diferentes ejes de la
gréfica y se visualiz6 mediante las coordenadas principales (Chavez-Carbajal et
al., 2019). Se utilizé el programa Linear discriminant analysis effect size (LEfSe,
v1.0) para determinar las diferencias en la abundancia relativa de taxones
bacterianos entre los grupos. Los parametros se establecen con el p-value < 0.05,
y un LDA = 2.0, son considerados valores significativos y se representan

graficamente en las figuras generadas (Segata et al., 2011).

Analisis de asociacion de multivariables

Para investigar las asociaciones entre la abundancia de taxones bacterianos y los
metadatos, se realiz6 un analisis Multivariate Analysis by Linear Models (MaAsLin,
v0.0.4) utilizando parametros predeterminados en R (v3.4.4). Este andlisis
multivariado genera graficos de asociacion significativos que informan los valores
p Yy g. Los valores de p <0.05 y los valores de q <0.25 se consideraron valores

significativos (Morgan et al., 2012).
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Prediccion de las rutas metabdlicas de la microbiota intestinal

El andlisis se realizd utilizando (Phylogenetic Investigation of Communities by
Reconstruction of Unobserved States) PICRUSt (v1.1.2) (Langille et al., 2013). Los
OTU de referencia obtenidos con un 97% de similitudes con la base de datos
Greengenes (v13.8) en el pipeline de QIIME (v1.9.0), que tiene el archivo
closed_otu.biom, se analiza junto la base de datos de la Enciclopedia de Genes y
Genomas de Kyoto (KEGG), para tener como resultado una prediccion de rutas
metabdlicas de las bacterias con un 80 - 85 % de precision. Para visualizar y
analizar los valores significativos, se utilizé el software de andlisis estadistico de
perfiles metagendémicos (STAMP, v2.1.3). El analisis estadistico se realizo
mediante la prueba t de Welch (Parks et al., 2014).

Analisis de Co-ocurrence

El andlisis se hizo mediante los archivos otu_table.biom con plugin CoNet (Co-
occurrence Network Inference) (Faust & Raes, 2016) en Cytoscape (v3.6.1). Las
redes de co-ocurrencia se generaron utilizando el mismo programa. Los valores
de p y q <0.05 se consideraron estadisticamente significativos, y p <0.05, R> 0.8

se consideraron para el analisis de correlaciones (Pearson / Spearman).

Analisis estadistico

Todas las variables, valores antropométricos, perfil hepatico y lipidico, acidos
grasos de cadena corta y las abundancias relativas de la microbiota, se analizaron
estadisticamente mediante la prueba de rango con signos de Wilcoxon y la prueba
T de muestras pareadas. Los datos se expresaron en medias + desviacion
estandar, el p-value <0.05 se considera estadisticamente significativo y se expresa
como * <0.05, ** <0.01, *** <0.001 y **** <0.0001. El andlisis bioinformatico se
realizé en el entorno R (v3.4.4). Las imagenes se trazaron usando los paquetes
ggplot2 (v3.1.0) y RcolorBrewer (v1.1-2). Para corregir los valores p, se realizaron
multiples pruebas (Benjamini & Hochberg, 1995) utilizando la funcién p.adjust() en
R (v3.4.4) para evitar la inclusion de falsos positivos, incluida la abundancia
relativa bacteriana, LEfSe (v1.0) , MaAsLin (v0.0.4), PICRUSt (v1.1.2) y analisis
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de co-ocurrencia. La diversidad bacteriana intestinal (diversidad alfa) se evalué

con los paquetes phyloseq (v1.22.3) y ggplot2 (v3.1.0).

8.1 Plan de trabajo

Fase |: Seleccion de los voluntarios y toma de muestras

Para la cerveza sin alcohol, el estudio incluy6 a 35 adultos (40% mujeres), de 21
a 53 afos, con una media de 29 afos (DE = 7,75), y para la cerveza con alcohol
incluyé a 33 adultos (45% mujeres), 21 a 55 afios, con una media de 30 (DE =
9.25), los cuales pasaron los criterios de inclusion, proporcionaron las muestras
sanguineas y fecales. Ademas, no fueron dados de baja por los criterios de

eliminacion, y mantuvieron la adherencia al consumo de la cerveza.

Fase II: Realizar la intervencion con cerveza

Se proporciond durante 30 dias cerveza una cerveza con alcohol o sin alcohol de
355 mL a los participantes para que la consuman junto con la comida. Los
participantes proporcionaron las muestras sanguineas y fecales los dias 1, 15y
30, alas que se les realizaron los analisis bioquimicos, y de la microbiota intestinal.
A todos se les pidi6 que mantuvieran el mismo estilo de vida durante todo el

estudio.

Fase Ill: Analizar los componentes de la cerveza

Se desgasificO una muestra de cerveza para concentrar los componentes
fendlicos y poder analizarlos mediante un Sistema LC Agilent 1260 Infinity I
acoplado al sistema de espectrometro de masas LC-MS de triple cuadrupolo
Agilent 6420 en una columna de fenilo Ascentis® de 25 cm x 4,6 mm, 5 pum.
Usando energia de fragmentacién de 135 eV en las moléculas favoreciendo su

ionizacion y posterior analisis usando el modo de exploracion de 100 a 1000 m/z.
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Fase |IV: Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)

Se determiné una curva de calibracion con los tiempos de retenciéon de los
estandares de AGCC usando un HPLC PerkinElmer™; para cuantificar la
concentracion de AGCC mediante la regresion lineal, con los tiempos de retencion

de los acidos grasos de las muestras.

Fase V: Generar una genoteca de amplicones de la regién V3 del gen 16S
ribosomal

Se extrajo el DNA de 100 mg de heces usando el kit de heces Favor prep, para
amplificar la region V3 usando los primers V3-341F y V3-518R, asi obtener un
amplicon de ~ 281 pb, con los que finalmente se generan las genotecas usando

cantidades iguales de cada amplicén, del barcode 1 al 50.

Fase VI. Secuenciacion masiva de genotecas region V3 del gen 16S
ribosomal de la microbiota intestinal

La secuenciacion de las genotecas fue mediante lon OneTouch 2, lon PGM
Template OT2 200 Kit v2 DL, lon 318 Chip Kit v2 y lon Torrent PGM System, a los
archivos de salida (FASTQ) se les analiz6 la calidad de la secuenciacién para
poder realizar el corte de bases a 200 nt, y poder concatenarlos a un solo archivo

con el que se compara con la base de datos de Greengenes v13.8.

Fase VII: Analisis de datos

Se realizaron las pruebas estadisticas mediante la prueba de rango con signos de
Wilcoxon o la prueba T de muestras pareadas, para todas las caracteristicas
clinicas, incluidos los pardmetros antropométricos, la bioquimica de la sangre, el
perfil de lipidos, el analisis de AGCC y la microbiota intestinal. Los archivos de
secuenciacion se analizaron usando el pipeline de QIIME (v1.9.0) OTUs picking
(unidades taxonomicas operativas) contra la base de datos Greengenes (v13.8).
El analisis bioinformético se realiz6 en el entorno R (v3.4.4). Las imagenes se
trazaron usando los paquetes ggplot2 (v3.1.0) y RcolorBrewer (v1.1-2). Para

corregir los valores p, se realizaron multiples pruebas (Benjamini & Hochberg,
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1995) utilizando la funcién p.adjust () en R (v3.4.4) para evitar la inclusién de falsos
positivos, incluida la abundancia relativa bacteriana, LEfSe (v1.0) , MaAsLin
(v0.0.4), PICRUSt (v1.1.2) y andlisis de co-ocurrencia. La diversidad bacteriana
intestinal (diversidad alfa) se evalu6 con los paquetes phyloseq (v1.22.3) y ggplot2
(v3.1.0).

8.2 Disefio experimental

El estudio se dividi6é en dos fases: Fase 1 (30 dias, noviembre-diciembre de 2016),
los 35 participantes consumieron, una lata de cerveza sin alcohol (CSA), 355 ml,
tipo "Lager”, hasta 0.5% de alcohol (NOM-199-SCFI-2017), durante la comida
principal. Después de 5 meses, Fase 2 (30 dias, mayo de 2017), 33 participantes
consumieron el contenido de una lata de cerveza con alcohol (CCA), 355 ml, tipo
"Lager", hasta 4.9% de alcohol durante la comida principal. En esta fase 14
participantes de la Fase 1, continuaron con el estudio de la Fase 2. En ambas
fases, cada participante proporcioné 3 muestras diferentes sanguineas y fecales,
en el dia 1, 15 y 30. A todos los participantes se les pidié que mantuvieran el

mismo estilo de vida durante todo el estudio.

Poblacién y muestra

La poblacion del estudio fueron habitantes de la Ciudad de México. Se tomé una
muestra de 35 individuos sanos (14 mujeres y 21 hombres) para la fase 1, y 33
individuos sanos (15 mujeres y 18 hombres) para la fase 2, de 21 a 55 afios, a

partir de una invitacion abierta dentro del Cinvestav, unidad Zacatenco.

Criterios de seleccion del estudio

Los criterios de inclusién para participar fueron estar sanos, dispuestos a beber
cerveza la cerveza correspondiente y proporcionar muestras sanguineas y
fecales. Los criterios de exclusion fueron enfermedad gastrointestinal, higado
disfuncional, enfermedades crénicas, embarazo, alergias, consumo de cualquier

suplemento, antiinflamatorio oral, metformina o tratamiento hormonal, consumo de
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antibioticos o probidticos en los 3 meses anteriores. Los criterios de eliminacién
fueron desarrollo de higado disfuncional, consumo de antibioticos o probidticos, y
no adherencia al consumo de cerveza. El protocolo de este proyecto fue aprobado
por el Comité de Etica (registro 037/2016).

Variables
Las variables para medirse fueron los parametros antropométricos, perfil hepatico
y lipidico, &cidos grasos de cadena corta junto las abundancias relativas de la

microbiota intestinal.

Analisis estadistico

Todas las variables obtenidas, valores antropométricos, perfil hepético y lipidico,
acidos grasos de cadena corta y las abundancias relativas de la microbiota, se
analizaron estadisticamente mediante la prueba de rango con signos de Wilcoxon

y la prueba T de muestras pareadas.

Consideraciones éticas

En este estudio se apega al buen manejo de la informacion y trato de la
individualidad de los participantes, asi como el manejo discreto de su informacion
conforme a lo aprobado por el Comité de Bioética Institucional (registro 037/2016)
y acuerdo a la declaracion de Helsinki afio 2000.

9. RESULTADOS

Resultados del objetivo especifico 1. Reclutar los 90 individuos sanos para
realizar una valoracion mediante parametros antropométricos, datos clinicos y
estudios bioquimicos.

Para conseguir el nUmero de participantes, se hizo abierta a la comunidad del

Cinvestav a participar en el proyecto, después de aplicar los criterios de

inclusion/exclusion, finalmente quedaron 35 participantes para consumir cerveza
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sin alcohol (21 hombres y 14 mujeres), y 33 participantes en cerveza con alcohol
(18 hombres y 15 mujeres). Todos los participantes firmaron la carta de
consentimiento que va de acuerdo con la declaracion de Helsinki revisado en el
2000, y una carta de confidencialidad de datos, ademas de estar aprobados por el
comité de ética del Cinvestav (registro 037/2016).

Los valores antropométricos medidos fueron: peso, altura, indice de masa
corporal, cintura, cadera, indice cintura/cadera, presion cardiaca, mientras que las
muestras sanguineas se mandaron a analizar a un laboratorio clinico particular
para realizar los analisis de glucosa, insulina, el indice HOMA/IR, células
funcionales, colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de alta, baja y muy baja
densidad, indice aterogénico, bilirrubinas, transaminasas, fosfatasa alcalina,
proteina C reactiva y velocidad de sedimentacion globular (Tablas 3 y 4). Valores
antropomeétricos y clinicos medidos Unicamente en los participantes del estudio de
cerveza con alcohol; Porcentaje de musculo, porcentaje de grasa, grasa visceral,

gasto energético basal, Hemoglobina Alc (Tabla 4).

La conclusion del objetivo 1 indica el numero de individuos que participan
en el proyecto, 35 participantes para consumir cerveza sin alcohol (21 hombres y
14 mujeres), y 33 participantes en cerveza con alcohol (18 hombres y 15 mujeres),

los cuales son aptos para participar sin que les afecte en la salud.

Resultados del objetivo especifico 2. Hacer una intervencién con cerveza con
y sin alcohol en la dieta de los participantes, colectando muestras sanguineas y

fecales los dias 1, 15 y 30 del estudio.

Una vez pasados los criterios de inclusion/exclusion los participantes recibieron
diariamente durante 30 dias su cerveza correspondiente, y los dias 1, 15y 30
proporcionaron muestras sanguineas y fecales. El consumo moderado de una lata
(355 ml / dia) de cerveza sin alcohol (CSA) o cerveza con alcohol (CCA), en este
estudio no afectd negativamente a las variables antropométricas como el peso, la

cinturay el tamafio de la cadera (Tablas 3y 4). Las presiones sanguineas sistolica
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y diastolica se mantuvieron dentro del rango normal entre los participantes, sin
embargo, aunque en limites normales, la presion arterial diastolica aumenté
significativamente entre los participantes que bebian CCA (Tabla 4).

En cuanto a las variables clinicas, el consumo de cerveza si tiene un efecto
moderado en algunas de ellas. En el caso de los parametros de bioquimica
sanguinea, la CSA disminuy0 los niveles de glucosa en ayunas con significancia
estadistica, y hubo una tendencia a la reduccion de la resistencia a la insulina;
Ademas, hubo un aumento significativo en el porcentaje de células  funcionales
en el pancreas (Tabla 3). En comparacion, el consumo de CCA no trajo beneficios
comparables para los pardmetros bioquimicos de la sangre; la glucosa en ayunas
aumento significativamente, aunque en el rango normal, y el porcentaje de células
B funcionales disminuyo significativamente (Tabla 4). Para el caso del perfil
lipidico, la CSA no cambié estos parametros (Tabla 3), sin embargo, la CCA
disminuye significativamente el nivel de HDL en suero después de 30 dias de
consumo y aumenta el indice aterogénico del plasma, aunque dentro del rango
normal (Tabla 4). Durante el consumo de CSA, después de 30 dias, los
participantes mostraron una disminucion significativa en las transaminasas de
alanina y aspartato, que no se observé con el consumo de CCA; sin embargo, esta
cerveza aumento significativamente los valores de bilirrubina directa. Los perfiles
de inflamacion no mostraron cambios para la proteina C reactiva en ambas
cervezas (Tablas 3 y 4), y hubo una disminucion significativa en la velocidad de
sedimentacion globular después de 30 dias de consumo de CCA (Tabla 4).

La conclusioén del objetivo 2 indica que una ingesta de una lata de 355 mL
cerveza lager durante 30 dias no favorece el aumento de peso ni alguna variable
antropomeétrica, no altera los valores de perfil hepético y lipidico, sin embargo, se
encontré que puede bajar los niveles de glucosa y aumentar el porcentaje de
células B funcionales en el caso de CSA; mientras que el consumo de CCA
aumento los niveles de glucosa y disminuyo el porcentaje de células B funcionales;

en ambos casos manteniéndose dentro de los valores normales.
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Tabla 3. Variables cuantificadas durante la intervencién de cerveza sin alcohol.

Datos antropométricos y clinicos Dia 1 Dia 30 p-value?
Participantes 35 (21/14) 35 (21/14) ND
(Masculino/Femenino)

Edad (afios) 28.77+7.75 28.77+7.75 ND
Peso (KQ) 69.60 + 15.51 68.85 + 15.50 0.68
Altura (m) 1.67 £ 0.09 1.67 £ 0.09 0.97
IMC (Kg/m?) 24.85 + 4.08 2459 +4.10 0.79
Cintura 82.96 + 12.03 81.96 + 12.08 0.75
Cadera 89.61 +9.05 89.33 +10.04 0.80
ICC 0.92 + 0.06 0.92 + 0.05 0.60
Presioén sistdlica (mmHg) 113.20 £10.99 109.66 £11.15 0.20
Presién diastdlica (mmHg) 72.74 £7.92 71.29+7.77 0.48
Pulso 69.34 + 11.14 72.51 +10.04 0.24°
Bioquimica sanguinea

Glucosa (70-99 mg/dL) 86.49 £ 5.95 78.51+7.64 ***%<0.01P
Insulina (2.7-10.4 pu/mL) 10.52 £ 9.42 9.70+4.16 0.74
HOMA/ IR (< 3) 2.28+£2.10 1.90 +0.89 0.51
CBF (%) 161.40 +129.50 271.30 +268.40 **<(.01
Perfil lipidico

Colesterol (<239 mg/dL) 197.63 £ 32.80 197.14 + 35.11 0.79
Triglicéridos (150-200 mg/dL) 133.90 +£114.40 134.70 + 89.60 0.68
HDL (> 40 mg/dL) 48.69 + 9.07 49.20 +9.52 0.81°
LDL (< 130 mg/dL) 123.10 + 31.42 123.61 + 32.75 0.99
VLDL (10-40 mg/dL) 25.99 +21.77 24.46 +18.84 0.65
IAP (3-5) 4.24 +1.23 4.20 +1.24 0.79
Perfil hepatico

Bilirrubina total (0.22-1.04 mg/dL) 0.84 £ 0.36 0.85+0.42 0.43
Bilirrubina directa (0.12-0.42 0.28 £0.09 0.27+£0.11 0.52
mg/dL)

Bilirrubina  Indirecta  (0.09-0.65 0.54 £0.27 0.58 £0.31 0.28
mg/dL)

ALT (<55 U/L) 24.94 + 13.63 23.89 +15.13 *0.04
AST (5-34 U/L) 2443 +8.11 22.71 +6.78 *0.03
Fosfatasa alcalina (40-150 U/L) 78.14 + 23.43 78.63 + 19.93 0.32
Perfil de inflamacion

PCR (0.10-8.20 mg/dL) 1.64+1.65 3.32+8.07 0.80
VSG (< 30 mm/H) 243+ 1.31 3.29 + 3.55 0.26

IMC, indice de masa corporal; ICC, indice cintura-cadera; Homa/IR, Homeostatic model assessment/Insulin
resistance; CBF, Células B funcionales; HDL, Lipoproteina de alta densidad; LDL, Lipoproteina de baja
densidad; VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad; IAP, indice aterogénico del plasma; ALT, Alanina
transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; PCR, Proteina C reactiva; VSG, Velocidad de sedimentacion
globular; ND, Datos no determinados. Los datos son la media + desviacion estandar. El valor de p se
calculé con base en la prueba de rango de signos de Wilcoxon?, excepto para la prueba T de muestras
pareadasP. Los valores p <0.05 se consideran estadisticamente significativos. * indica p<0.05, ** indica
p<0.01 y **** indica p<0.0001.
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Tabla 4. Variables cuantificadas durante la intervencién de cerveza con alcohol.

Datos antropométricos vy Dial Dia 30 p-
clinicos value?
Participantes 33 (18/15) 33 (18/15) ND
(Masculino/Femenino)
Edad (afios) 29.70£9.25 29.70£9.25 ND
Peso (Kg) 67.68 £ 17.50 67.67 £ 15.94 0.67
Altura (m) 1.67 +0.09 1.67 +0.09 1.00
IMC (Kg/m?) 23.67 £ 4.57 23.89 + 4.15 0.47
Cintura 80.41+12.11 81.20 + 12.39 *0.02°
Cadera 87.63 £ 10.52 87.36 £ 10.79 0.52
ICC 0.92 £ 0.05 0.93 + 0.06 **0,01°
Presion sistdlica (mmHg) 113.32 +16.24 112.11 +10.96 0.58°
Presién diastolica (mmHg) 68.41 £ 9.48 71.84+11.19 **<0.01
Pulso 72.11 £ 12.47 72.07 £7.60 0.99°
Porcentaje de musculo (%) 31.16 £ 6.07 31.86 £5.85 0.39
Porcentaje de grasa (%) 28.37 £ 7.09 27.62 £6.70 0.16°
Grasa visceral (%) 6.46 + 4.29 6.48 + 3.95 0.41
GEB (cal) 1476 + 267 1503 + 281 0.14
Bioguimica sanguinea
Glucosa (70-99 mg/dL) 7757 +4.44 84.55 + 4.87 ***%<0.01P
Insulina (2.7-10.4 pU/mL) 7.07 £2.97 7.16 £4.18 0.75
HOMA/ IR (< 3) 1.34+0.52 1.49 +0.83 0.20
CBF (%) 224.19 + 262.37 116.17 £+ 93.74 *%<(0.01
Hemoglobina Alc (4-6 %) 4.98 + 0.23 4.97 £+ 0.24 0.59
Perfil lipidico
Colesterol (<239 mg/dL) 186.85 + 35.42 182.79 + 36.58 0.19
Triglicéridos (150-200 mg/dL) 121.12 +57.09 124.36 + 53.88 0.61
HDL (> 40 mg/dL) 52.82 + 12.07 49.90 +11.20

**<0.01°
LDL (< 130 mg/dL) 116.64 £ 31.36 119.06 + 34.29 0.44
VLDL (10-40 mg/dL) 24.22 +£11.42 24.87 +£10.78 0.61
IAP (3-5) 3.71 +1.06 3.86+ 1.20 *0.03
Perfil hepatico
Bilirrubina total (0.22-1.04 2.55+9.79 0.92£0.49 0.14
mg/dL)
Bilirrubina directa (0.12-0.42 0.27+0.11 0.33+£0.15 **<0.01
mg/dL)
Bilirrubina Indirecta (0.09- 0.57 £0.46 0.59+0.34 0.11
0.65 mg/dL)
ALT (<55 U/L) 21.94 +£12.39 21.97 £ 14.04 0.39
AST (5-34 U/L) 23.76 £ 5.53 24.21 +£10.13 0.18
Fosfatasa alcalina (40-150 69.36 + 17.25 68.94 + 17.57 0.34
U/L)
Perfil de inflamacion
PCR (0.10-8.20 mg/dL) 1.17+£2.23 2.40+3.10 0.54
VSG (< 30 mm/H) 4.33+3.24 2.64 +1.39 **<0.01

IMC, indice de masa corporal; ICC, indice cintura-cadera; GEB, Gasto energético basal; Homa/IR, Homeostatic model
assessment/Insulin resistance; CBF, Células B funcionales; HDL, Lipoproteina de alta densidad; LDL, Lipoproteina de
baja densidad; VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad; IAP, indice aterogénico del plasma; ALT, Alanina
transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; PCR, Proteina C reactiva; VSG, Velocidad de sedimentacion globular; ND,
Datos no determinados. Los datos son la media + desviacion estandar. El valor de p se calcul6 con base en la prueba
de rango de signos de Wilcoxon?, excepto para la prueba T de muestras pareadas®. Los valores p <0.05 se consideran
estadisticamente significativos. * indica p<0.05, ** indica p<0.01 y **** indica p<0.0001.
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Resultados del objetivo especifico 3. Analizar los componentes de la cerveza

con y sin alcohol, mediante espectrometria de masas de alta resolucion.

La cerveza contiene diversos compuestos polifendlicos, los cuales fueron
identificados mediante un andlisis de espectrometria de masas de alta resolucion
usando el equipo ESI-QqQ-MS, en la cerveza sin alcohol (CSA) y cerveza con
alcohol (CCA) usadas en este estudio. Los cromatogramas de HPLC de iones
totales obtenidos en el proceso (Figura 7) proporcionaron al menos nueve picos
para la CSA y diez picos para la CCA, estos picos se fragmentaron alin mas en
diversas moléculas (Figuras S1 y S2, Anexo 3). La identificacion de los picos en
los fragmentogramas reveld una gran diversidad de acidos fendlicos (Tablas S3 'y
S4, Anexo 2). Los compuestos mas importantes identificados en ambas cervezas
fueron: Catequina, 8-prenilnaringenina, Isoxantohumol, Catequina-O-hexosido | y
Il, n-Humulona, Acido Hydroxyfenil acético | y Il, Apigenina-C-hexosido y

Pentunidin-3-glucésido (Figura 8).
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Figura 7. Cromatograma de iones totales de la cerveza sin alcohol y cerveza con alcohol. Las
figuras muestran 9 picos para cerveza sin alcohol (A) y 10 picos para cerveza con alcohol (B). Eje
Y, iones totales en cada pico y eje X, muestra el tiempo de adquisicion (min).
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Figura 8. Analisis de espectrometria de masas de alta resolucién de cerveza sin alcohol y cerveza
con alcohol. La figura muestra fragmentogramas seleccionados (m/z) para los picos 8 y 9 de
cerveza sin alcohol 8 (A) y 9 (B) y los picos 9y 10 de cerveza alcohdlica 9 (C) y 10 (D). El eje Y
muestra el porcentaje de abundancia relativa de los compuestos fragmentados en el pico
correspondiente y el eje X muestra la relacion masa-carga (m/z). Las moléculas de compuestos
representativos se muestran junto a los valores m/z correspondientes. Los compuestos se
identifican por nimero: [1] Catequina; [2] 8-prenylnaringenina; [3] isoxantohumol; [4] Catequina-O-
hexésido I, 1I; [5] n-humulona; [6] Acido hidroxifenil acético 1, II; [7] Apigenina-C-hexdsido, y [8]
Pentunidina-3-glucésido. *, fragmento no identificado. Las imagenes completas de
fragmentogramas y las listas completas de compuestos se muestran en los Anexo 2 (Tablas S4 y
S5) y Anexo 3 (Figuras S1, S2).

La conclusion del objetivo 3 indica que ambas cervezas tienen una

composicién de polifenoles muy similar.

Resultados del objetivo especifico 4. Cuantificar la produccién de &cidos grasos

de cadena corta (propionato, butirato y acetato) en muestras fecales y determinar
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componentes fendlicos por medio de cromatografia liquida de alta resolucion en

Sueros sanguineos.

De las muestras fecales se us6 una alicuota de cada participante del dia 1, 15y
30 para desecarse hasta llevarse a peso constante (15 dias aproximadamente),
posteriormente se concentraron los AGCC resuspendiendo las muestras en agua
grado HPLC, y posteriores centrifugaciones para finalmente concentrars muestras
con columnas de c18 que retienen los AGCC y finalmente se eluyeron con etanol
al 96% grado HPLC, los AGCC de interés fueron acetato, propionato y butirato

(Figuras 9y 10; y Anexo 6).
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Figura 9. Cromatograma de los acidos grasos de cadena corta (AGCC) durante el consumo de
cerveza sin alcohol. Estdndares de AGCC a 500 mM (izquierda) y en muestra de heces (derecha).
Tiempo de retencion de los AGCC, acido acético (1.75 min), acido propiénico (2.42 min) y &cido
butirico (4.3).
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Figura 10. Cromatogramé de los acidos grasos de cadena corta (AGCC) durante el consumo de
cerveza con alcohol. Estandares de AGCC a 500 mM (izquierda) y en muestra de heces (derecha).

Tiempo de retencion de los AGCC, acido acético (1.75 min), acido propiénico (2.42 min) y acido
butirico (4.3 min).

La cuantificacién de los acidos acético, propiénico y butirico en las muestras
del dia 1 y el dia 30 durante la intervencion de las cervezas con alcohol y sin
alcohol no mostraron ninguna diferencia significativa (Tabla 5)

Tabla 5. Acidos grasos de cadena corta durante la intervencion de cerveza.

Cerveza sin alcohol Dia 1 Dia 30 p-value
Acido acético (mM/100mg) 191.30 + 93.53 219.90 +110.02 0.26
Acido propiénico (mM/100mg) 25.65 + 27.26 22.80+19.16 0.59
Acido butirico (mM/100mg) 12.31 +5.55 11.36 + 5.97 0.35
Cerveza con alcohol Dia 1 Dia 30 p-value
Acido acético (mM/100mg) 414,64 £ 177.64  432.73 £ 155.43 0.48
Acido propidnico (mM/100mg) 48.57 £ 30.70 54.27 + 28.79 0.39
Acido butirico (mM/100mg) 11.87 +10.73 10.91 + 5.46 0.75

Los datos son la media + desviacion estandar. El valor de p se calculé con base en la prueba de rango de
signos de Wilcoxon. Los valores p <0.05 se consideran estadisticamente significativos.
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Para tener evidencia del apego de los participantes al consumo de la
cerveza se realizé una extraccion de los componentes de la cerveza tanto de las
muestras de cerveza y de los sueros de los participantes, se resuspendieron en

metanol y se analizaron mediante el HPLC (Figuras 11y 12; y Anexo 7).

Cerveza_Xanthhumol : 370:5:395:5 : 1 Cerveza Xanthhumol - 370:5:3955 - 1

Figura 11. Cromatograma de los componentes de la cerveza durante el consumo de cerveza sin
alcohol. Cerveza sin alcohol (izquierda) y en muestra de suero (derecha).

Cerveza_Xanthhumol : 370:5:395:5 : 1 Cerveza Xanthhumol : 370:5:395'5 : 1
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Figura 12. Cromatograma de los componentes de la cerveza durante el consumo de cerveza con
alcohol. Cerveza con alcohol (izquierda) y en muestra de suero (derecha).

La conclusién del objetivo 4 indica que la concentracion de acidos grasos
de cadena corta (acetato, propionato y butirato) no presentan ningin cambio en

ninguna cerveza (Tabla 5), ademas, los participantes tuvieron apego al consumo

de la cerveza.
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Resultados del objetivo especifico 5. Generar genoteca de amplicones de la
region V3 del gen 16S ribosomal usando DNA de las muestras fecales de los

participantes.

A partir del DNA gendmico obtenido de las muestras fecales se amplifico la region
V3 del gen 16 S ribosomal (Figura 13), se tomaron volimenes para agregar de
forma equitativa cada producto de amplicén midiendo la intensidad de las bandas
de cada amplicon mediante el sistema de foto-documentacién Molecular Imager®
Gel Doc™ XR Bio-Rad (Anexos 4 y 5).

M. Y ’

Figura 13. Geles de agarosa con DNA gendémico y producto de PCR. Gel de agarosa al 0.5 % para
DNA gendmico (Izquierda) y gel de agarosa al 2 % para productos de PCR de la region V3 del gen
16S ribosomal con barcodes (Derecha).

La conclusion del objetivo 5 indica que se tienen los amplicones necesarios

y en concentracion suficiente para poder preparar las genotecas.

Resultados del objetivo especifico 6. Realizar secuenciacion masiva de las

genotecas de la regiéon V3 del gen 16S ribosomal para caracterizar la microbiota.

Una vez preparadas las genotecas a partir de todos los amplicones de la region

V3 del gen 16 S ribosomal se procesaron mediante la secuenciacion masiva
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semiconductora de iones con ayuda de un lon Torrent, donde se obtuvieron los
archivos FASTQ de los cuales se obtuvieron alrededor de 6 millones de lecturas,
para amplicones de al menos 175 pb con mas de 10,000 lecturas, y alrededor de
10,000 OTUs con mas de 5 millones de counts (Tabla 6).

Todos los archivos FASTQ estan disponibles en
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRP158634).

La conclusion del objetivo 6 indica que se tienen los archivos de

secuenciacion tienen la suficiente calidad para realizar los analisis bioinforméticos.

Tabla 6. Resumen de la secuenciacion después del corte”

Parametro Cerveza sin alcohol (n=70) Cerveza con alcohol (n = 66)
Nuamero de lecturas 6'038,423 5'640,575

Longitud promedio 2 175 bp (3.20)° 178 bp (3.97)°

Lecturas promedio 2 88,800 85,463

Lecturas min—max 2 11,411-369,880 1,056- 249,675

OTUs identificados 10,800 9,772

Total de counts de OTUs 5'930,034 5241,492

Muestras <10,000 0 1

#Las lecturas se analizaron con el software FastQC v0.11.9 y se recortaron a 200 nt con
Trimmomatic v0.38. 2 Longitud expresada como bases, ? Desviacion estandar, para todas las
muestras.

Resultados del objetivo especifico 7. Evaluar una asociacion entre los cambios
en la diversidad de la microbiota con el consumo moderado de cerveza con y sin
alcohol.

El consumo de cerveza cambia la abundancia relativa de las Phyla
bacterianas intestinales el consumo de cerveza sin alcohol mostré un aumento
estadisticamente significativo del phylum de los bacteroidetes de (p <0.0001, g
<0.0001), y una disminucion de los Firmicutes (p <0.0001, g <0.0001) (Figura 14A-
B, Tabla 7). Se obtuvieron resultados similares para el estudio cerveza con alcohol
realizado después de 5 meses. En este caso, también se observo un aumento en
Bacteroidetes (p <0.01, g = 0.03) y una disminucion en Firmicutes (p <0.01, g =
0.04) (Figura 14C-D, Tabla 7) No se observaron cambios significativos en la

abundancia relativa de Proteobacteria ni de Actinobacteria en ninguna cerveza.

38


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRP158634

Cerveza sin alcohol

A 1.91% 0.36% 07% B 1.26%. 0.27%
13.16%

kkkk
12.18%

Dia 1 Dia 30
Cerveza con alcohol

c 2.88% 0.31% 5.579,0-23%

12.57%

%%
12.25%

Dia 1 Dia 30
m Actinobacteria = Bacteroidetes = Firmicutes
= Proteobacteria mOther

Figura. 14. Phyla bacterianas fecales durante el consumo moderado de CSA y CCA. Las
abundancias relativas de cada phylum se muestran como porcentaje (%) al lado de los graficos
circulares. Los colores de la etiqueta para Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes y
Proteobacteria phyla se muestran en la parte inferior de la figura. "Other" indica un grupo de phyla
con abundancias relativas de menos del 0,72% cada uno (Acidobacterias, Cianobacterias,
Fusobacterias, Tenericutes y Verrucomicrobia). Las abundancias relativas se muestran para el dia
1 (A) yeldia 30 (B) para CCA, y el dia 1 (C) y el dia 30 (D) para CCA. * indica p <0.05, ** indica p
<0.01 y **** indica p <0.0001 (Tabla 7).
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Tabla 7. Abundancia relativa de Phyla bacterianos intestinal durante el consumo moderado de
cerveza.

Bacteria Day 1 Day 30 p-value g-value

Cerveza sin alcohol

Actinobacteria 9.07 £9.63 13.16 +13.20 *0.04 0.32
Bacteroidetes 251+2.78 12.28 +£11.50 **x%<0.01 **x%<(,01
Firmicutes 86.15 +8.70 73.13 +14.88 *rrke (.01 *rrkc ()01
Proteobacteria 1.91+291 1.26+ 154 0.72 1.00
Cerveza con alcohol

Actinobacteria 12.57 £10.41 9.40 +8.74 0.20 1.00
Bacteroidetes 12.25+12.75 21.99 +17.62 **<0.01 0.03
Firmicutes 71.99 + 14.65 62.81 + 16.99 **<0.01 0.04
Proteobacteria 2.88 + 3.96 5.57 +13.54 0.35 1.00

Los datos muestran el % de abundancia relativa de cada Phylum bacteriano (+ DE), en los dias 1 y 30 de
consumo moderado de cerveza como se indica (ver Figura 14). Los valores de p se calcularon usando la
prueba de rango con signo de Wilcoxon; False Discovery Rate (FDR) (g-value) se calcularon utilizando el
método Benjamini-Hochberg. Los valores de p y g <0.05 se consideran estadisticamente significativos. *
indica p £ 0.05 ** indica p £0.01 y **** indica p < 0.0001.

El consumo moderado de cerveza sin alcohol aumenta significativamente
la diversidad alfa de la microbiota intestinal, segun lo definido por los indices
Chaol y Shannon (Figura 15A, Tabla 8); sin embargo, no se obtuvo el mismo
resultado para la cerveza con alcohol (Figura 15B); En cuanto a la diversidad beta,
el consumo de cerveza sin alcohol durante 30 dias cambio significativamente la
agrupacion de la diversidad beta para los individuos en el dia 1 y el dia 30 (Figura
15C); este efecto no se observé para el caso del consumo de cerveza con alcohol
(Figura 15D).

40



Cerveza sin alcohol

Cerveza con alcohol

A B
Observed Chact Shannon Simpson Observed Chaot Shannon Simpson
8000 - t i -
5.0- 8700 - 70
i 0.97 - 74
a_: 6000 - i 2000 - 03-
2 27
§ 0.95 -
= - a5 7000 -
= |
B b 20
GZJ 000 ; 0.93 -
o
] 5000 - 021
= 5000 - ) 4.7
S a0-
= 5700 -
2000 - i 031 a0
i 35-
§ . . 0.8 .
0.89 - 0- 04 . . ‘
i 30 i3 13 1 30 1 30 i3 713 i 30
0, 0,
C PC2 (22.96%) D PC2 (9.66%)
[ ]
[ J e ©
[ ]
° - % ..‘ °
% ¢ .'.3 ° Ce
° o '.. ® °o®
~. ° ° o '. ° e ® ..’ °? .
o ¢ ° * e ® ° . "
.. [ ] ®
a. ® L ] e . ....~ -
oo L4 PC1 (43.31%)
PC1 (25.95%
( °) PC3 (7.04%)

PC3 (9.68%)

Figura. 15. Diversidad de la microbiota intestinal durante el consumo moderado de cerveza. La
parte superior de la figura muestra analisis de diversidad alfa para CSA (A) y CCA (B). Los graficos
muestran datos para la riqueza bacteriana observada y esperada (Chaol) y los indices de
diversidad de Shannon y Simpson. Los nimeros debajo de los ejes X indican el dia 1 y el dia 30,
(Tabla 8). La parte inferior de la figura muestra analisis de diversidad beta para CSA (C) y CCA (D)
calculados mediante métricas de disimilitud utilizando la tabla de OTUs y andlisis unweighted
UniFrac. Los andlisis muestran la diferencia entre el dia 1 (color rojo) y el dia 30 (color azul). Se
generaron graficos de dispersion tridimensionales utilizando el andlisis de coordenadas principales
(PCoA) en tres ejes diferentes que muestran el porcentaje de las diferencias totales. Los valores p
y r se calcularon usando el método ANOSIM para comparar las diversidades beta usando una
matriz de distancia como el archivo de entrada y el archivo con la informacién de las muestras
(mapping file). CSA (dia 1 vs dia 30) presentan diferencias significativas (p = 0.001) (C); y CSA
(dia 1 vs dia 30) no presentan diferencias significativas (p = 0.054) (D).
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Tabla 8. indices de diversidad de la microbiota intestinal durante el consumo moderado de
cerveza.

indice Dia 1 Dia 30 p- value

Cerveza sin alcohol

Observed 2505.29 + 915.67 3197.03 + 1618.44 *0.04
Chaol 4639.56 + 1459.98 5726.03 + 2319.74 *0.04
Shannon 4.49 +0.37 4,70 £0.38 **<0.01
Simpson 0.96 + 0.02 0.97 £0.02 0.11
Cerveza con alcohol

Observed 2695.81 + 1071.01 3217.76 £+ 935.94 0.11
Chaol 5118.86 + 1786.77 5725.86 + 1326.97 0.33
Shannon 4,72 £0.53 4.63 +£0.49 0.17
Simpson 0.97 +0.02 0.96 + 0.05 0.36

Los datos muestran la media + desviacion estdndar como se indica (Figura 15A-B). Los p- value
se calcularon usando la prueba de Wilcoxon de rango con signo. Los p- value <0.05 se
consideran estadisticamente significativos. * indica p < 0.05 y ** indica p < 0.01.

Para determinar si los cambios observados se deben a la diferencia de
edades de los participantes, se tomaron los indices de la alfa diversidad (Chaol y
Shannon) del dia 30 y se restaron a los indices correspondientes al dia 1, para
obtener el valor de cambio de ambos indices (AChao1 y AShannon); estos valores
se graficaron contra las edades de los participantes en orden ascendente para
poder observar si hay una tendencia de aumento o decremento con base en la
edad de los participantes. Los resultados mostraron que la diversidad de la
microbiota intestinal no tiene una tendencia de cambio en relacion con la edad

como se muestra en los valores de AChao1 y AShannon (Figura 16).
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Figura 16. Cambio en la diversidad bacteriana intestinal por participante después de 30 dias de
consumo moderado de cerveza. Cambio en la diversidad basado en los indices Chaol (A) y
Shannon (B) para CSA; e indices Chao (C) y Shannon (D) para CCA. El cambio en la diversidad
se calculé como AChao = (Chaodiazo — Chaodia1) y AShannon = (Shannondiazo — Shannongia1). El eje
Y muestra AChao o AShannon, y el eje X muestra la edad de los participantes. * Identifica al mismo
participante en ambos estudios.
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El consumo moderado de cerveza influye en la abundancia relativa de
bacterias intestinales especificas, para identificar las bacterias intestinales con
cambios estadisticamente significativos en su abundancia relativa después del
consumo de cerveza de 30 dias, hicimos un andlisis LEfSe. Los resultados
mostraron 24 bacterias con cambios significativos para el caso de la cerveza sin
alcohol, 19 bacterias aumentaron su abundancia en el dia 30 (p < 0.01, g < 0.02).
Entre estas bacterias encontramos la clase Actinobacteria, tres familias
Erysipelotrichaceae, Rikenellaceae, Enterobacterias, y quince géneros Dialister,
Actinomyces, Staphylococcus, Parabacteroides, Veillonellas, Haemophilus,
Lactococcus, Bacteroides, Weissella, Phascolarctobacterium, Streptococcus,
Acinetobacter, Sutterella, Turicibacter, y Lactobacillus donde el enriquecimiento
paso de =2 veces a <4 veces (Figura 17A, Tabla S7, Anexo 2). Por otro lado,
identificamos 5 bacterias que eran mas abundantes en el dia 1 (p <0.01, g <0.02).
Entre estas bacterias encontramos dos 6rdenes Rhizobiales, Streptophyta, una
familia Sphingomonadaceae, dos géneros Agrobacterium y Bulleidia donde el

enriquecimiento paso de 22 veces a <4 veces (Figura 17A, Tabla S7, Anexo 2).

Para el caso de la cerveza con alcohol, los resultados mostraron 15
bacterias con cambios significativos, donde 7 aumentaron su abundancia en el dia
30 (p =0.001, g =0.04). Entre estas bacterias encontramos dos 6rdenes Bacillales,
Aeromonadales, una familia Bacillaceae y cuatro géneros Bacillus,
Dysgonomonas, Pseudomonas y Succinivibrio donde el enriquecimiento paso de
=22 veces a <3 veces (Figura 17B, Tabla S8, Anexo 2). Identificamos 8 bacterias
que fueron mas abundantes en el dia 1 (p <0.001, g <0.04). Entre estas bacterias
encontramos dos clases de Cytophagia, Saprospirae, un Cytophagales de orden,
tres familias Sphingomonadaceae, Cytophagaceae, Chitinophagaceae y dos
géneros Lentzea y Sphingomonas donde el enriquecimiento pas6 de =2 veces a
<3 veces (Figura 17B, Tabla S8, Anexo 2).

Exploramos si el cambio en la abundancia relativa de bacterias se reflejo

en cambios en las rutas metabdlicas predichas usando PICRUSt. Para el caso de
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la cerveza sin alcohol, las rutas metabdlicas predichas que aumentaron después
de 30 dias de consumo moderado de cerveza (p <0.001, q <0.04) fueron
metabolismo de galactosa, biosintesis de lipopolisacarido, proteinas de biosintesis
de lipopolisacérido y biosintesis de fenilpropanoide. Por otro lado, la abundancia
relativa de la ruta de la glicosiltransferasa disminuyd en el mismo periodo (p
<0,0001, g <0,001) (Figura 17C, Tabla 9). No hubo cambios significativos en la
abundancia de vias metabdlicas después de las correcciones de Benjamini-

Hochberg para el caso de la cerveza con alcohol.
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Figura 17. Linear discriminant analysis effect size (LEfSe) de la microbiota intestinal durante el
consumo de cerveza. (A) CSAy (B) CCA para el dia 1 (color rojo) y el dia 30 (color verde). Las
barras horizontales representan el tamafio del efecto para cada taxén. La longitud de la barra
representa la puntuacion LDA transformada loguo, indicada por lineas de puntos verticales. El valor
minimo aceptado de LDA se estableci6 en 2.0. El taxén de bacterias con un cambio
estadisticamente significativo en la abundancia relativa se escribe junto a las lineas horizontales.
El nombre del nivel de taxén se abrevia como "c¢", clase; "0", orden; "f', familia, y "g", género.
(Tablas S7 y S8, Anexo 2). (C) muestra la prediccién de las vias metabdlicas de la microbiota
intestinal utilizando (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved
States) andlisis PICRUSt (v1.1.2) durante el consumo de CSA para el dia 1 (color azul) y el dia 30
(color naranja). Las rutas metabdlicas previstas son: metabolismo de galactosa; glicosiltransferasa;
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biosintesis de lipopolisacaridos; proteinas de biosintesis de lipopolisacéridos; biosintesis de
fenilpropanoide con correcciones de Benjamini-Hochberg (q <0.05), (Tabla 9).

Tabla 9. Prediccion de rutas metabdlicas de la microbiota intestinal durante el consumo
moderado de cerveza sin alcohol.

Ruta metabdlica p- value g- value

Proteinas de biosintesis de lipopolisacaridos *%<0.01 *%<0.01
Biosintesis de lipopolisacaridos **rx<(0.01 ***<(0.01
Glicosiltransferasas **rx<(0.01 ***<0.01
Biosintesis de fenilpropanoide ***<0.01 ***<0.01
Metabolismo de galactosa ***<(.01 *0.04

Los valores de p se calcularon mediante la prueba de Welch; los False Discovery Rate (FDR) (valores q)
se calcularon utilizando el método Benjamini-Hochberg como se indica (Figura 17C). Los valores de py q
<0.05 se consideran estadisticamente significativos. * indica p < 0.05 *** indica p < 0.001 y **** indica p <
0.0001.

Una vez analizadas las bacterias que se modifican con el consumo
moderado de cerveza, se analizaron las interacciones de copresencia y exclusion
mutua de la diversidad de la microbiota intestinal. Se analizaron los cambios en
las interacciones entre los miembros de la microbiota intestinal debido al consumo
moderado de cerveza mediante andlisis de co-ocurrencia, utilizando el plug-in
CoNet en Cytoscape y las 250 principales OTU abundantes del archivo BIOM.
Para la cerveza sin alcohol tenemos al menos veinticuatro redes de interaccion
bacteriana (Figuras S3 y S4; Tablas S9, y S10, Anexos 2 y 3). Identificamos dos
redes interesantes, una en el Dia 1 con 10 interacciones de copresencia
bacteriana estadisticamente significativas (positivas) que incluyen los géneros
Coprococcus, Blautia y orden Clostridiales (Figura 18A, Tabla 10.A), y una en el
Dia 30 con 55 interacciones de copresencia bacteriana estadisticamente
significativas, que incluyen familias Coriobacteriaceae, Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae, Christensenellaceae, orden Clostridiales, RF39 y géneros

Ruminoccocus y Collinsella (Figura 18B, Tabla 10.B).

En el consumo de cerveza con alcohol, tenemos al menos veintinueve
redes de interaccion bacteriana (Figuras S5y S6; Tablas S11, y S12, Anexos 2 y
3). ldentificamos también dos redes interesantes, una en el Dia 1 con una sola
interaccion de copresencia bacteriana, incluida la familia Ruminococcaeae, y 15

interacciones de exclusibn mutua, incluidas las familias Coriobateriaceae,
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Ruminococcaeae, géneros Bacteroides, Collinsella, Prevotella
Phascolarctobacterium, Eggerthella y Ruminoccocus (Figura 18B, Tabla 10.C), y
una en el Dia 30 con 13 interacciones de exclusion mutua que incluyen orden
Clostridiales, familias Ruminococcaeae, Mogibacteriaceae, Coriobateriaceae,
Desulfovibrionaceae y géneros Bacteroides, Dialister y Desulfovibrio (Figura 18B,
Tabla 10.D).

Cerveza sin alcohol

Blautia-4 Ruminococcus-9
Blautia-11
Blautia-3 Clostridiales-2
Blautia-6
Coprococcus-7 Clostridiales8 L T :
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Coprococcus-8 o i : 1
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Clostridiales-1 = Collnselia-3 Clostridiales-10
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Copresencia Exclusion mutua

Figura 18. Analisis de co-ocurrencia significativa durante el consumo moderado de cerveza sin
alcohol (CSA) y cerveza con alcohol (CCA). Dia 1 (A) y Dia 30 (B) para CSA, y Dia 1 (C) y Dia 30
(D) para CCA. Este grafico muestra interacciones seleccionadas entre diferentes comunidades
bacterianas; copresencia (positivo, lineas verdes) y exclusiébn mutua (negativo, lineas rojas). El
andlisis se realizé utilizando el archivo otu_table.biom en la herramienta de complemento CoNet y
el software Cytoscape (v3.6.1) visualizé las redes de coincidencia generadas. Cada nodo indica
un clado microbiano (taxdn bacteriano) que pertenece a un nimero de OTU Unico. Los bordes
(Iineas) que conectan dos nodos representan correlaciones significativas (p <0.05; q <0.05; R>
0.8). En estos graficos, algunos nombres de bacterias se muestran mas de una vez, p. Ej. Blautia,
Coprococcus, etc..., aunque representan distintas OTUs. Los hombres de las bacterias y el nUmero
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de OTU correspondiente se muestran en la Tabla 10, mientras que el conjunto completo de redes
se muestra en las Anexo 2 (Tablas S9-S12) y Anexo 3 (Figuras S3-S6).

Tabla 10. Lista de Taxones bacterianos con sus OTUs ID de la Figura 18.

Cerveza sin alcohol dia 1 (A) Cerveza sin alcohol dia 30 (B)

No. OTUsID Bacteria No. OTUs ID Bacteria
1 9037 Clostridiales 1 2177 Clostridiales
2 180462  Blautia 2 2445 Clostridiales
3 194353  Blautia 3 4777 Collinsella
4 199456  Blautia 4 5341 Coriobacteriaceae
5 302939 Blautia 5 195938 Lachnospiraceae
6 821722  Blautia 6 230132 RF39
7 3609545 Coprococcus 7 295100 Christensenellaceae
8 4382678 Coprococcus 8 333360 Clostridiales
9 4465907 Blautia 9 362991 Ruminococcus
10 4474380 Clostridiales 10 4296496 Clostridiales
11 4476330 Blautia 11 4377144 Ruminococcaceae

Cerveza con alcohol dia 1 (C) Cerveza con alcohol dia 30 (D)
1 483 Coriobacteriaceae 1 476 Dialister
2 6276 Coriobacteriaceae 2 478 Desulfovibrio
3 182044  Ruminococcaceae 3 187517 Mogibacteriaceae
4 311446  Ruminococcaceae 4 3562626 Bacteroides
5 329693  Prevotella copri 5 4326870 Dialister
6 345899  Prevotella copri 6 4335376  Coriobacteriaceae
7 798581 Ruminococcus 7 4356697 Ruminococcaceae
8 4328241 Phascolarctobacterium 8 4377144 Ruminococcaceae
9 4335376 Coriobacteriaceae 9 4416614 Bacteroides
10 4393499 Ruminococcaceae 10 4435784 Bacteroides
11 4393532 Eggerthella 11 4445078  Clostridiales
12 4441081 Collinsella 12 4453773 Desulfovibrionaceae
13 4476751 Ruminococcuscross4 gnavus 13 4468234 Bacteroides
14 4484034 Bacteroides

La conclusiéon del objetivo 7 indica que ambas cervezas aumentan los
Bacteroidetes y disminuyen los Firmicutes, la cerveza sin alcohol aumenta la alfa
diversidad y presenta un cambio significativo en la beta diversidad; ademas estos
cambios no estan asociados con la edad. La cerveza sin alcohol favorece el
aumento de las abundancias relativas de bacterias que son benéficas para la salud
en comparacion con la cerveza con alcohol. Las interacciones de las comunidades
bacterianas con el consumo de cerveza sin alcohol son mayoritariamente positivas

en comparacion con la cerveza con alcohol.

Resultados del objetivo especifico 8. Evaluar una asociacion entre los cambios

en la diversidad de la microbiota con las medidas antropométricas, los perfiles
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hepético, lipidico y el contenido acidos grasos de cadena corta de las muestras

fecales.

Se explord la correlacién estadisticamente significativa de los miembros de la
microbiota intestinal con los metadatos clinicos. Primero se realiz6 la prueba de
Spearman para determinar si hay alguna bacteria del archivo otu_table que tenga
alguna correlacion con los metadatos obtenidos (medidas antropométricas,
perfiles hepatico y lipidico, acidos grasos de cadena), como resultado,
encontramos solo una correlacion negativa para seis bacterias para el caso de la
cerveza sin alcohol, tres familias, Clostridiaceae, Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae y tres géneros Anaerostipes, Ruminococcus, Streptococcus
con metadatos como factores metabdlicos, AGCC y biomarcadores (valores p
<0.0001, valores p FDR <0.01, valores p Bonferroni <0.03) (Tabla 11). Para el
caso de la cerveza con alcohol, encontramos una correlacion negativa para la
familia  Ruminococcaceae y Prevotella stercorea con AGCC vy factores
metabdlicos, y una correlacion positiva para el género Blautia con AGCC (valores
p <0.0001, valores p FDR <0.02, valores p Bonferroni <0.03) (Tabla 11).

Tabla 11. Correlacion de metadatos con la microbiota intestinal usando la correlacion Spearman.

. L p-value p-value
Bacteria Metadata Correlacion p-value EDR Bonferroni
Cerveza sin alcohol
g_Ruminococcus AST Negativa ¥ixc(0.01  ***<0.01 **<0.01
f_Clostridiaceae CBF Negativa *rx<0.01 **<0.01 **<0.01
g_Streptococcus Glucosa Negativa *rrx<0.01 **<0.01 **<0.01
f_Lachnospiraceae Homa/IR Negativa *rrx<(0.01 **<0.01 **<0.01
f_Lachnospiraceae Insulina Negativa *rx<0,01 **<0.01 **<0.01
g_Anaerostipes LDL Negativa **rx<0.01 **<0.01 **<0.01
g_Ruminococcus Propionico  Negativa *rx<0,01 **<0.01 *0.03
f Ruminococcaceae Propiénico  Negativa *rrx<(.01 **<(.01 *0.03
Cerveza con alcohol
f _Ruminococcaceae CBF Negativa k0.0l ***<0.01 ***<(0.01
g_Prevotella stercorea GEB Negativa *xx<(.01 **<(0.01 **<(0.01
g_Blautia Acético Positiva *rrx<(0.01 *0.02 *0.03
f Ruminococcaceae Acético Negativa (0,01 *0.02 *0.03

AST, Aspartato transaminasa; CBF, Células B funcionales o células 3 pancreaticas secretoras de insulina;
Homa/IR, Homeostatic model assessment/Insulin resistance; LDL; Low Density Lipoprotein; Glucosa,
Glucosa en ayunas; Propi6nico, acido propiénico; Acético, acido acético; GEB, gasto energético basal,
FDR. false discovery rate. El p-value <0.05 se considera estadisticamente significativo. * indica p<0.05, **
indica p<0.01, *** indica p<0.001 y **** indica p<0.0001. p-value FDR, p-value corregido por el
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procedimiento Benjamini-Hochberg FDR para comparaciones multiples. p-value Bonferroni, p-value
corregido por el procedimiento de Bonferroni para comparaciones mdltiples.

Por otro lado, también determinamos una asociacion estadisticamente
significativa de los miembros de la microbiota intestinal del archivo L6.txt con los
metadatos mediante el analisis MaAsLin. Los resultados mostraron una asociacion
positiva con el tiempo de consumo de cerveza sin alcohol con nueve bacterias,
incluidas dos familias Gemellaceae, Erysipelotrichaceae y siete géneros
Actinomyces, Streptococcus, Holdemania, Granulicatella, Dehalobacterium,
Dialister y Staphylococcus (valores p <0.001, valores q <0.21) (Tabla 12). Para la
cerveza con alcohol, encontramos asociacion positiva con nueve bacterias, tres
familias Paraprevotellaceae, Chitinophagaceae, Cytophagaceae y seis géneros
Catenibacterium, Roseburia, Megasphera, Megamonas, Rhodococcus y Lentzea
con factores metabolicos, biomarcadores, AGCC vy tiempo. Por otro lado, se
determind una asociacion negativa para cinco bacterias, la familia
Erysipelotrichaceae y cuatro géneros Parabacteroides, Coprococcus, Megasphera
y Lentzea con biomarcadores, factores metabdlicos y AGCC (valores p <0.01,
valores q <0.25) (Tabla 12).

Tabla 12. Metadatos asociados con la microbiota intestinal durante el consumo de cerveza
usando el analisis MaAsLin.

Bacteria Metadata Association p-value g-value
Cerveza sin alcohol

g_Actinomyces Tiempo Positiva *xx<(0,01 ***<(0.01
g_Streptococcus Tiempo Positiva *rix<0.01 *0.05
g_Holdemania Tiempo Positiva ***%<0.01 *0.05
f_Erysipelotrichaceae Tiempo Positiva *ix<0.01 *0.05
g_Granulicatella Tiempo Positiva *rrx<0.01 *0.05
g_Dehalobacterium Tiempo Positiva *rx<0.01 *0.05
g_Dialister Tiempo Positiva ***<(.01 0.09
f_Gemellaceae Tiempo Positiva ***<0.01 0.10
g Staphylococcus Tiempo Positiva ***<().01 0.21
Cerveza con alcohol

g_Catenibacterium AST Positiva ***<(0.01 0.07
g_Parabacteroides AST Negativa ***<0.01 0.24
f_Paraprevotellaceae AST Positiva **<0.01 0.25
g_Roseburia Butirico Positiva ***%<0.01 0.07
g_Megasphera Colesterol Positiva ***<(.01 0.15
g_Coprococcus Glucosa Negativa **<0.01 0.25
g_Megasphera HDL Negativa ***%<0.01 0.07
f_Erysipelotrichaceae ICC Negativa **<(0.01 0.25
g_Megamonas IAP Positiva **<0.01 0.25
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g_Lentzea Propionico Negativa ***<0.01 0.25

f_Cytophagaceae Tiempo Positiva *rrx<0.01 0.06
g_Lentzea Tiempo Positiva *<0.01 0.07
f_Chitinophagaceae Tiempo Positiva *rix<0.01 0.07
g Rhodococcus Tiempo Positiva ***<(.01 0.10

MaAsLin, Multivariate Association with Linear Models; Tiempo, periodo de 30 dias de consumo de cerveza.;
AST, Aspartato transaminasa; Butirico, acido butirico; Glucosa, glucosa en ayunas; HDL, High Density
Lipoprotein; ICC, Indice cintura / cadera; IAP, Iindice aterogénico del plasma; Propionico, acido propiénico.
El p-value <0,05 y el valor g < 0,25 se consideran estadisticamente significativos. * indica p < 0.05, ** indica
p <0.01, **indica p £0.001 y **** indica p < 0.0001.

La conclusion del objetivo 8 indica que hay correlaciones o asociaciones de

las bacterias de la microbiota intestinal con los metadatos en ambas cervezas.

Resumen de resultados

Ninguna cerveza:
Favorece el aumento de peso ni alguna variable antropométrica, no alteran los

valores de perfil hepatico y lipidico, ni lo acidos grasos de cadena corta.

Ambas cervezas:

Tienen una composicion de polifenoles muy similar.

Aumentaron significativamente la abundancia relativa de los bacteroidetes, y
disminuyen los Firmicutes.

Hay correlaciones o asociaciones de las bacterias de la microbiota intestinal con

los metadatos en ambas cervezas.

Especificamente la cerveza sin alcohol:

Disminuy®d los niveles de glucosa y le cerveza con alcohol los aumenté (en ambos
casos manteniéndose en los limites normales).

Aumenta la alfa diversidad y presenta un cambio significativo en la beta diversidad.
Las interacciones de las comunidades bacterianas son mayoritariamente

positivas.
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10. DISCUSION

La cerveza es una bebida hecha de extractos de malta y lupulo que contiene
muchos compuestos bioactivos ademas de etanol. Esta reportado que el consumo
moderado de cerveza tiene beneficios para la salud (Chen et al., 2014), y se
propone que los beneficios de la cerveza podrian estar mediados por la microbiota
intestinal, sin embargo, adn se necesitan mas pruebas experimentales (Moreno-
Indias, 2017). Cerveza a partir de arroz en una poblacién de la India mostré un
aumento en las bacterias Pediococcus, Leptotricchia, Fusibacter, Streptococus y
Fusobacterium en los individuos que consumieron la cerveza comparados con los
gue no consumieron la cerveza (Deb et al., 2020). En este trabajo abordamos la
atractiva propuesta de que los beneficios de la cerveza podrian estar mediados en
parte por la microbiota intestinal, estudiamos el efecto del consumo moderado de
cerveza sin alcohol y con alcohol en la salud de una muestra de adultos
mexicanos, caracterizando la diversidad de la microbiota intestinal; ademas de los
datos clinicos.

En general, se observa en este proyecto que el consumo de cerveza tiene
un efecto moderado en las variables clinicas. Los participantes bebieron un
promedio de ~ 5.1 mL / Kg / dia cerveza sin alcohol (CSA), tipo "Lager", 0.5% ABV,
0~5.3mL/Kg/dia AB, tipo "Lager"”, 4.9% cerveza con alcohol (CCA) por 30 dias.
Para el caso de CSA, la glucosa en sangre en ayunas disminuy0, aunque dentro
de los valores normales; lo mismo fue para ALT y AST. También hubo un aumento
en las células B funcionales en el mismo periodo. El consumo de CSA no tuvo un
efecto adverso sobre los parametros clinicos monitorizados en los participantes,
por ejemplo, el IMC, el nivel de insulina en sangre, asi como los perfiles lipidicos,
inflamatorios y hepéticos (Tabla 3). En contraste, no se observaron los mismos
beneficios para el consumo de CCA, encontrando que, aunque todavia dentro del
rango normal, los niveles de glucosa en sangre en ayunas, bilirrubina directa,
presion diastdlica y el indice cintura-cadera aumentaron, mientras que las células
B funcionales, velocidad de sedimentacion globular y lipoproteinas de alta
densidad disminuyeron (Tabla 4) Hay pocos informes sobre el efecto del consumo

de CSA y CCA. En un informe que usa ratas hembra Long-Evans durante el
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embarazo; las ratas consumieron cerveza con alcohol (5%) y sin alcohol en dosis
de 250 ml / kg / dia a 685 ml / kg / dia durante 52 dias. Se observo que CCA
aumentaba de peso con respecto a CSA y la descendencia tenia hipoglucemia;
sin embargo, la microbiota intestinal no fue monitoreada (Lancaster & Spiegel,
1991). Hay un informe sobre el efecto del alcohol en la poblacion coreana de 40 a
69 afios, donde los participantes masculinos informaron que consumian <5.0,
<30.0 0 230.0 g de alcohol/dia. EI consumo de alcohol se asocié positivamente
con HDL, AST vy triglicéridos, y se asocié negativamente con la sensibilidad a la
insulina y la funcion de las células B con respecto a los abstemios (Yoo et al.,
2016). En nuestro estudio, los participantes consumieron 1,4 g de alcohol/dia en
la CSAy 13,7 g de alcohol / dia en la CCA; con estas dosis, la concentracion sérica
de las transaminasas ALT y AST disminuyeron en CSA y no cambiaron con CCA,;
aunque la funcion de las células B disminuyo significativamente con CCA. Hay
informes de aumento de ALT y AST debido al alcoholismo en la poblacion
finlandesa de 47-55 afios (Peterson K., 2004).

Con respecto a la comunidad bacteriana intestinal, la CSA aumenté la
abundancia del Phylum de los bacteroidetes mientras disminuy6 la abundancia de
los Firmicutes; la CCA produjo resultados similares. Debemos sefialar que no se
observaron cambios significativos en la abundancia relativa de las Phyla de
Proteobacterias y Actinobacterias debido al consumo de cerveza (Figura 14, Tabla
7).

Cuando evaluamos los cambios en la diversidad bacteriana, observamos
gue el consumo de CSA aumentd significativamente la diversidad alfa de la
microbiana intestinal; sin embargo, no se obtuvo el mismo resultado durante el
consumo de CCA (Figura 15A, Tabla 8). Los individuos en la muestra del estudio
tenian un rango de edad de 21-53 afios en el caso de CSA y 21-55 afios para el
caso de CCA, con una moda de 24 afios para ambas cervezas (Tablas 4 y 5). La
edad podria aparecer como una variable confusora en el estudio, sin embargo,
para los individuos de la muestra de estudio, la diversidad alfa de microbiota
intestinal no muestra una tendencia definida de cambio en relacion con la edad

como se muestra en los valores de AChao1 y AShannon (Figura 16).
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La diversidad beta cambi6 después de 30 dias de consumo de CSA,
agrupando a los individuos en el dia 1 y el dia 30 por separado (Figura 15C); la
CCA, por otro lado, no agrupaba a los individuos (Figura 15D). Hay un estudio que
reporta una influencia del género en la diversidad de microbiota intestinal para la
poblacion espafiola (Haro et al.,, 2016), sin embargo, en nuestra muestra, la
diversidad de la microbiota intestinal no estuvo influenciada por el género, la
grafica del andlisis de diversidad beta para las muestras estudiadas en el dia 1
para cualquiera de las cervezas, no mostré ninguin agrupamiento (Figura S7,
Anexo 3), esta discrepancia podria deberse a diferencias en la ascendencia entre
los individuos espafioles y mexicanos. Cuando graficamos los valores de
diversidad beta para mujeres y hombres por separado, para el caso de CSA, la
diversidad de microbiota intestinal cambié igualmente debido al consumo de
cerveza (p value= 0.001) (Figura S8, Anexo 3). Adicionalmente, los cambios
observados en las variables clinicas como la glucosa y el porcentaje de células
beta funcionales, al separarse por género mostraron significancia estadistica
(Tablas S13 a S16; Anexo 2); ademas de comprobar si la edad y el género eran
variables confusoras, se hizo una prueba calculo de tamafio de muestra a partir
de las medias y desviaciones estandar de los indices de alfa diversidad, lo cual
dio como resultado que se necesitan alrededor de una 50 muestras, para CSA se
tienen 70 y CCA 66 (Tabla S2; Anexo 2). Considerando lo anterior se concluye
gue en este proyecto la tiene muestras suficientes para detectar cambios
significativos, ademas de que la edad y el género de los participantes no son
variables confusoras.

Descubrimos que el consumo moderado de CSA o CCA influye en la
abundancia relativa de bacterias intestinales especificas y sus vias metabdlicas.
La informacion de las Tablas 13 y 14 contextualizan nuestros hallazgos sobre los
cambios en la abundancia relativa de bacterias seleccionadas con otros proyectos.
Para el caso de la CSA (Tabla 13 y Figura 17A), la abundancia relativa de varios
Firmicutes aumento con significancia estadistica después de 30 dias. Por ejemplo,
para el género Lactobacillus, una cepa de la misma bacteria atenda la obesidad

inducida por la dieta y la resistencia a la insulina en ratones. Se reportes que el
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género, Turicibacter, reduce su abundancia en ratones alimentados con una dieta
alta en grasas. También se informa que los géneros Streptococcus y Veillonella
gue aumentaron su abundancia en este trabajo tienen propiedades
iInmunomoduladoras  beneficiosas. Por otro lado, bacterias como
Phascolarctobacterium, que segun se informa produce pérdida de peso en
humanos, aumentan después de 30 dias en nuestro estudio. Lo mismo para las
bacterias que tienen efectos antiinflamatorios (Lactococcus) y antiobesidad
(Weisella) en ratones, que aumentan en nuestro estudio debido al consumo de la
CSA. Los miembros de la familia Erysipelotrichaceae aumentaron en el dia 30 de
consumir CSA; esta reportado que la abundancia de esta familia es mayor en
mujeres sanas que en mujeres afectadas por obesidad y sindrome metabadlico.
Finalmente, se informa que la abundancia del género Dialister invisus aumentada
en nuestro trabajo disminuye en los pacientes con enfermedad de Crohn. Para el
caso de los Bacteroidetes, encontramos en nuestro trabajo que se informa que
dos géneros Parabacteroides y Bacteroides, que aumentaron en el dia 30, son
mas abundantes en mujeres sanas que las que padecen de obesidad o las
mujeres afectadas por el sindrome metabdlico. Los miembros de las
proteobacterias como Haemophilus, aumentaron su abundancia con la CSA, hay
informes de que las bacterias de este género se correlacionaron negativamente
con el porcentaje de grasa corporal las mujeres. El consumo de CSA aumenté la
abundancia de la clase Actinobacteria, que segun se informa modula
positivamente la permeabilidad intestinal, el sistema inmune, el metabolismo y el
eje intestino-cerebro, de la misma manera, las mismas bacterias son mas
abundantes en el intestino de las mujeres sanas con respecto a las mujeres
afectadas por obesidad o sindrome metabdlico (Tabla 13 y Figura 17A). Para el
caso de la CCA, la mayoria de los cambios fueron para bacterias con disminucién
en su abundancia relativa, sin informes relacionados con enfermedades humanas
en el momento de la consulta de PubMed; solo el género Bacillus mostré un
aumento en la abundancia en el dia 30, hay informes que tiene actividad
antimicrobiana e inmunomoduladora beneficiosa en humanos y animales (Tabla
14 y Figura 17B).
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La cerveza es una fuente importante de polifenoles (por ejemplo, catequina)
y acidos fendlicos (por ejemplo, acido p-cumarico); compuestos como estos fueron
detectados por espectrometria de masas en las cervezas utilizadas en este trabajo
(Figura 8). Los polifenoles regulan los niveles de glucosa al mejorar la
translocacion de GLUT4 para promover la absorcion de glucosa en el musculo
esquelético mitigando la resistencia a la insulina, la diabetes y la hipertension (Li
et al., 2020). Ademas, se ha informado que los polifenoles del té pueden modificar
la microbiota intestinal en un modelo de ratones, reduciendo los niveles de glucosa
en sangre en ayunas (Chen et al., 2019) de acuerdo con nuestros resultados. Los
acidos fendlicos, por otro lado, generalmente se consideran fitoquimicos en la
dieta, como los acidos benzoicos, acidos cinamicos y flavonoides que tienen
actividades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas; sin embargo, se
ha informado que estos metabolitos pueden ser producidos por la microbiota
intestinal mediante la fermentacion de aminoacidos aromaticos (Russell et al.,
2013).

El andlisis de nuestros datos mostrd que, junto con la modificacion de la
diversidad bacteriana desencadenada por la CSA, las vias metabdlicas predichas
de la comunidad de bacterias intestinales cambiaron significativamente
aumentando el metabolismo del azucar y la sintesis de lipopolisacaridos y
fenilpropanoides en el intestino (Figura 17C, Tabla 9). El aumento en la ruta de
sintesis de fenilpropanoides debido al consumo de CSA en nuestro estudio es de
interés porque, aunque se informa que esta ruta conduce a la produccion de
estilbenos (por ejemplo, resveratrol) solo en plantas (Vogt T., 2010), existe la
posibilidad de que algunos miembros desconocidos de la microbiota intestinal
podrian sintetizarlos; De hecho, se informa que algunas bacterias son capaces de
sintetizar el resveratrol después de algunas modificaciones genéticas (Braga et
al., 2018). El resveratrol es un fenol natural con propiedades frente al cancer,
trastornos neuroldgicos, enfermedades cardiovasculares, diabetes y enfermedad
del higado graso no alcohdlico (Berman et al., 2017). Se ha informado que los
acidos fenolicos como los fenilpropanoides son sintetizados por Bacteroidetes (por

ejemplo, Bacteroides y Parabacteroides) en el intestino (Russell et al., 2013).
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Descubrimos que estos dos géneros aumentaron al menos 3 veces después de
30 dias de consumo de CSA en nuestro trabajo. Por otro lado, no hubo cambios
significativos en la abundancia de las rutas metabdlicas después del consumo de
CCA durante 30 dias. Un estudio piloto donde personas con DT2 y obesidad o
sobrepeso tomaron cerveza sin alcohol mostré un aumento de Parabateroides,
una disminucion significativa de la glucosa y HOMA-IR, y PICRUSt mostro las
rutas biosintesis de terpenoides-quinonas, lipopolisacéaridos y N-glicanos (Mateo-
Gallego et al., 2021).

Cuando realizamos los analisis de correlacion o asociacion de metadatos
clinicos con bacterias intestinales para el caso de CSA, encontramos bacterias
con mayor abundancia relativa en el dia 30 de consumo de cerveza (por ejemplo,
Streptococcus, Parabacteroides) que se correlacionan negativamente o se
asocian con datos clinicos como glucosa, insulina, LDL, HDL, ICC, CBF y AGCC
en nuestro trabajo, que estan relacionados con la obesidad, la diabetes tipo 2 o el
sindrome metabdlico. Para el caso de CCA encontramos correlacion negativa o
asociacion de la familia Ruminococcaceae, Prevotella stercorea y Megasphera
con AGCC y factores metabdlicos; y correlacion positiva o asociacion de Blautia
con AGCC y Megasphera, con colesterol (Tablas 11y 12).

Analizamos las interacciones bacterianas entre los miembros residentes de
microbiota en ambos estudios. Estos analisis indicaron interacciones notables de
copresencia y exclusion mutua. Observamos que, para la CSA, las relaciones
estaban dominados por interacciones positivas de copresencia como se muestra
en el dia 30, esto coincide con el aumento de la diversidad bacteriana observado
al mismo tiempo (Figura 18B). El consumo de cerveza alcohdlica mostré un efecto
diferente, donde las interacciones estuvieron dominadas por la exclusién mutua
negativa como se muestra en el dia 30 del consumo de CCA, en este caso se
observa una disminucién en la diversidad bacteriana al mismo tiempo (Figura
18D).

56



Tabla 13. Bacterias intestinales con cambios de abundancia significativos durante el consumo
moderado de cerveza sin alcohol y otros reportes.

Taxa

Este
estudio*

Otros reportes

Referencia

Phylum Firmicutes

g_Lactobacillus

3-fold >
d30

Una cepa de Lactobacillus plantarum
atenla la obesidad inducida por la dieta
y la resistencia a la insulina en ratones.

Lee et
2018

al.,

Efectos beneficos de Lactobacillus
reuteri en la diabetes mellitus tipo 2.

Hsieh et al.,
2018.

Efecto positivo de Lactobacillus reuteri
sobre biomarcadores de inflamacion,
riesgo cardiovascular y esteatosis
hepatica en adultos obesos con
sindrome metabdlico.

Tenorio-
Jiménez et
al., 2018

g_Staphylococcus

2-fold >
d30

El predominio de Staphylococcus es
parte de una microbiota saludable en los
bebés noruegos.

Korpela et al.,
2018

g_Turicibacter

2-fold >
d30

Turicibacter se asocid negativamente
con el IMC en mujeres espafolas
premenopausicas de 18 a 40 afos.

Bressa et al.,
2017

La abundancia de Turicibacter se reduce
en ratones C57BL / 6 alimentados con
una dieta alta en grasas.

Guo et
2017

al.,

g_Streptococcus

3-fold >
d30

Streptococcus aislados de la microbiota
del intestino delgado humano tienen
propiedades inmunomoduladoras.

Van Den
Bogert et al.,
2014

g_Veillonella

2-fold >
d30

Veillonella aislada de la microbiota del
intestino delgado humano tienen
propiedades inmunomoduladoras.

Van Den
Bogert et al.,
2014

g_Phascolarctobacterium

3-fold >
d30

La dieta baja en energia aumenta la
abundancia de Phascolarctobacterium y
produce pérdida de peso en la poblacion
estadounidense.

Mudiz-
Pedrogo et
al., 2018

Phascolarctobacterium faecium es
abundante en el intestino de los chinos
sanos.

Wu et
2017

al.,

Las ratas macho Sprague Dawley
alimentadas con una dieta alta en grasas
mostraron un aumento en la abundancia
de Phascolarctobacterium.

Lecomte et
al., 2015

g_Lactococcus

2-fold >
d30

Lactococcus ha mostrado efectos
antiinflamatorios contra la colitis en
ratones C57BL / 6.

Luerce et al.,
2014

g_Weissella

2-fold >
d30

La cepa de Weissella koreensis mostro
un efecto anti-obesidad en ratones
C57BL / 6J obesos inducidos por una
dieta alta en grasas.

Park et al.,,
2012

g_Dialister

4-fold >
d30

Dialister invisus disminuye en paciente
finlandés con enfermedad de Crohn.

Joossens et
al., 2011

Los sujetos sanos mediterrdneos de
Cerdefia mostraron una abundancia
significativa de Dialister en su microbiota.

Tanca et al.,
2017
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Una dieta rica en cebada mostré una
abundancia significativamente mayor de
Dialister en un estudio de Kansas.

Martinez et
al., 2013b

f_Erysipelotrichaceae

3-fold >
d30

Erysipelotrichaceae se encontré
significativamente mas abundante en
mujeres adultas mexicanas sanas que en
obesas y obesas con sindrome
metabalico.

Chavez-
Carbajal et
al., 2019

La dieta de ésteres de esteroles
vegetales aumenta la excrecién de
colesterol y disminuye la abundancia de
Erysipelotrichaceae en los hamsteres
sirios.

Martinez et
al., 2013a

g_Bulleidia

2-fold >
d30

Bulleidia demostr6 ser un marcador
humano en un estudio con humanos
(italianos, franceses, japoneses,
estadounidenses) y chimpancés.

Moeller et al.,
2012

Buelleida encontré mas abundante en las
poblaciones del Himalaya con estilo de
vida de fordneo en comparacién con los
de alimentos estadounidenses
industrializados.

Jha et al,
2018

Phylum Bacteroidetes

g_Parabacteroides

3-fold >
d30

Parabacteroides se encontraro
significativamente mas abundante en
mujeres adultas mexicanas sanas que
obesas y obesas con sindrome
metabdlico.

Chéavez-
Carbajal et
al., 2019

Los Parabacteroides son parte del
microbioma intestinal sano del bebé.

Lloyd-Price et
al., 2016

g_Bacteroides

4-fold >
d30

El vino tinto o el vino tinto
desalcoholizado disminuyé
significativamente el nimero de
Bacteroides en hombres adultos
esparioles de raza blanca.

Moreno-
Indias et al.,
2016

Significativamente mas abundante en
mujeres adultas mexicanas sanas que
obesas y obesas con sindrome
metabalico.

Chavez-
Carbajal et
al., 2019

El consumo de vino tinto mostré un
aumento de Bacteroides y una
disminucion de la presion arterial sistélica
y diastélica, los triglicéridos, el colesterol
total, el colesterol HDL y la proteina C
reactiva en hombres adultos sanos
espafoles.

Queipo-
Ortufio et al.,
2012

f Rikenellaceae

3-fold >
d30

La abundancia de Rikenellaceae
disminuyé en la enfermedad del higado
graso no alcohdlico en la poblacién
china.

Jiang et al,
2015

Residente normal de la microbiota
intestinal humana del tracto
gastrointestinal inferior.

Eid et al.,
2017

Phylum Proteobacteria
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g_Haemophilus

2-fold
d30

Haemophilus es méas abundante en
pacientes con hepatitis alcohdlica grave
en la poblacién francesa.

Ciocan et al.,
2018

Haemophilus se correlacion6
negativamente con el porcentaje de
grasa corporal en mujeres espafiolas
premenopausicas de 18 a 40 afios.

Bressa et al.,
2017

g_Acinetobacter

2-fold
d30

Acinetobacter spp. tiene su abundancia
aumentada en pacientes con
inmunodeficiencia.

Cénit et al.,
2014

f_Enterobacteriaceae

3-fold
d30

Enterobacteriaceae fue mas abundante
en nifios mexicanos con sobrepeso y
obesidad que el peso normal.

Murugesan et
al, 2015

g_Sutterella

2-fold
d30

Sutterella es comensal ampliamente
prevalente, que no contribuye
significativamente a la alteracion de la
homeostasis epitelial en el intestino
humano.

Hiippala et
al., 2016

Sutterella se encontré elevada en las
heces de nifios con autismo en
comparacion con los controles.

Wang et al.,
2013

o_Rhizobiales

2-fold
di

*NRP

NA

f_Sphingomonadaceae

3-fold
di

Sphingomonadaceae es parte de la
microbiota de la poblacién espafiola.

D’Auria et al.,
2013

Sphingomonadaceae fue mas abundante
en el liquido aspirado del pezén de
controles sanos que en pacientes con
cancer de mama en  mujeres
estadounidenses.

Chan et al.,
2016

Sphingomonadaceae es parte de la
microbiota en adultos sanos alemanes.

Zakharkina et
al., 2013

g_Agrobacterium

2-fold
di

*NRP

NA

Phylum Actinobacteria

c_Actinobacteria

2-fold
d30

Actinobacteria participa positivamente en
la modulacién de la permeabilidad
intestinal, el sistema inmunoldgico, el
metabolismo y el eje intestino-cerebro.

Binda et al.,
2018

Significativamente mas abundante en
mujeres adultas mexicanas sanas que
obesas y obesas con sindrome
metabdlico.

Chavez-
Carbajal et
al., 2019

g_Actinomyces

2-fold
d30

Actinomyces polynesiensis cepa MS2
aislada de heces de individuos sanos en
la isla de Raiatea.

Cimmino et
al., 2016

Phylum Cyanobacteria

0_Streptophyta

2-fold
d1

Las ratas Fischer 344 alimentadas con
nuez mostraron una mayor abundancia
de Streptophyta.

Byerley et al.,
2017

Streptophyta se encontré mas abundante
en ratones BALB / cJ, lo que sugiere ADN
residual de origen vegetal de la dieta.

Ericsson &
Franklin,
2015

59




*p.ej. 3 fold> d30 indica 3 veces mas abundante el dia 30; f, familia; o, orden; g, género; NA, no aplica; NRP,
no hay reportes publicados relacionados con la obesidad, la diabetes tipo 2 o el sindrome metabdlico; *.
Consulte la Tabla S7, Anexo 2y los resultados de LEfSe en la Figura 17A.

Tabla 14. Bacterias intestinales con cambios de abundancia significativos durante el consumo
moderado de cerveza con alcohol y otros reportes.

Taxa | Este estudio* | Otros reportes | Referencia
Phylum Firmicutes
Los miembros de las Bacillaceae
. sintetizan péptidos cortos de ~ 30 | Zhao et al.,
f_Bacillaceae 2-fold > d30 residuos ccr:npactividad contra varios | 2018
patdgenos.
Varios miembros de la orden Bacillales | Rajili¢ -
o Bacillales 3-fold > d30 pueden ser componentes de bajo njvel Stojanovic &
- de la microbiota gastrointestinal | M. de Vos,
humana. 2014
B. thurmglle_n3|s pr.oduc.e arplnoamdo Ogawa et al.,
con actividad insulinotrépica 'y
) . 2011
antiobesidad.
B. subtilis tiene potencial para producir
un candidato a farmaco para el | Yoshida et
tratamiento de la diabetes tipo 2 y el | al., 2006
sindrome de ovario poliguistico
B. indicus productor de carotenoides
g_Bacillus 3-fold >d30 |tiene efectos beneficiosos en un | Crescenzo et
modelo de rata con sindrome |al., 2017
metabdlico inducido por la dieta.
Se ha informado que diferentes cepas
de Bacillus muestran actividad | Elshaghabee
antimicrobiana e inmunomoduladora en | et al., 2017
el hospedador.
Bacillus tiene la capacidad de producir | Khochamit et
péptidos antimicrobianos. al., 2015
Phylum Bacteroidetes
D. gadei se encontré en el intestino
g_Dysgonomonas 3-fold > d30 hun?ano con actividad de Tamura et
L . al., 2017
descomposicion de la paja de arroz.
f_Chitinophagaceae 2-fold > d1 NRP* NA
f Cytophagaceae 2-fold > d1 NRP* NA
c_Cytophagia 2-fold > d1 NRP* NA
Cc_Saprospirae 2-fold > d1 NRP* NA
o0_Cytophagales 2-fold > d1 NRP* NA
Phylum Proteobacteria
g_Pseudomonas 2-fold > d30 NRP* NA
Succinivibrio es una bacteria intestinal
g_Succinivibrio 2-fold >d30 |fermentadora de polisacaridos de gllak;gf?a et
plantas en los africanos nativos. "
0_Aeromonadales 2-fold > d30 NRP* NA
Sphingomonas es importante en el D'Auria et
g_Sphingomonas 2-fold > d1 mantenimiento de la respuesta inmune al. 2013
en la poblacion espafiola. "
f_Sphingomonadaceae | 2-fold > d1 NRP* NA

Phylum Actinobacteria
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g_Lentzea 3-fold > d1 NPR* NA
*p.ej. 3 fold> d30 indica 3 veces mas abundante el dia 30; f, familia; c, clase; o, orden; g, género; NA, no
aplica; NRP, no hay reportes publicados relacionados con la obesidad, la diabetes tipo 2 o el sindrome
metabdlico; *. Consulte la Tabla S8, Anexo 2 y los resultados de LEfSe en la Figura 17B.

11. CONCLUSION

El consumo moderado de cerveza sin alcohol tiene un efecto positivo en la salud humana
mediante la suplementacion de polifenoles y acidos fendlicos activos, y mediante el
enriquecimiento de la diversidad de la microbiota intestinal con bacterias beneficiosas;
mientras que la presencia de alcohol en la cerveza con alcohol interfiere con este efecto
en nuestro estudio. Nuestras conclusiones se resumen en el modelo de la Figura 19. Se

debe trabajar mas sobre este tema antes de sacar conclusiones generales.
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Figura 19. Modelo para el efecto del consumo de cerveza sin alcohol (CSA). La figura muestra un
modelo para el efecto del consumo de CSA durante 30 dias. En este modelo, los polifenoles
provenientes de la cerveza (por ejemplo, la catequina) regulan los niveles de glucosa en sangre
mejorando la absorcion de glucosa en el cuerpo y, al mismo tiempo, cambian la diversidad de la
microbiota intestinal. El efecto en la diversidad de la microbiota, revel6 cambios estadisticamente
significativos en la abundancia de bacterias como el género Streptococcus y la familia
Clostridiaceae junto con disminucion de los niveles de glucosa en sangre y activacion de la funcion
de las células B respectivamente. El aumento en la diversidad bacteriana se ve reforzado por las
asociaciones positivas de copresencia y el aumento en la abundancia de rutas metabélicas para
la biosintesis de fenilpropanoides. Ademas de los acidos fendélicos suministrados por la cerveza
(por ejemplo, acido p-cumarico), los miembros de la microbiota intestinal alimentados con CSA
pueden producir metabolitos similares; por ejemplo, los géneros Bacteroides y Parabacteroides,
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mediante la fermentacion de aminoacidos arométicos pueden sintetizar fenilpropanioides. Algunos
miembros aln desconocidos de esta microbiota intestinal alimentada con CSA podrian sintetizar
estilbenos como el resveratrol. En este modelo, la microbiota intestinal alimentada con CSA
produce metabolitos que tienen actividades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas que
mejoran la salud. Los datos para esta figura son significativos segun * LEfSe, ** LefSe y MaAsLin,
*** PICRUSH, **** correlacién de Spearman o ***** analisis de co-ocurrencia.
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13. Anexos

Anexo 1: Lista de métodos

13.1 Instrucciones para toma de muestras de heces

13.2 Andlisis de los componentes de la cerveza

13.3 Extraccion de acidos grasos de cadena corta de muestras de
heces

13.4 Medicién de &acidos grasos de cadena corta

13.5 Extraccién de componentes fendlicos en cerveza

13.6 Extraccion de componentes fendélicos en suero

13.7 Analisis de los componentes polifenélicos de cerveza y suero
con HPLC

13.8 Extraccion de DNA de muestras fecales

13.9 Preparacién de genotecas con la region V3 del gen 16S
ribosomal

13.10 Secuenciacién masiva de genotecas con la regién V3 del gen
16S ribosomal
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13.1. Instrucciones paratoma de muestra de heces

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

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

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

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

Indicaciones:

a)
b)

c)

d)

f)

9)
h)

Rotule el frasco con su nombre.

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

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

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

Coloque la muestra directamente del plastico dentro del recipiente
utiizando el abatelenguas, sin importar el tipo de consistencia que
tenga.

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

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

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

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

muestra.

13.2 Analisis de los componentes de la cerveza

a) Tomar 100 de cerveza en un matraz Erlenmeyer de 250 mL.

b) Sonicar las durante 2 horas al mismo tiempo que se les inyecta Nitrogeno

gaseoso para eliminar el gas y el alcohol.

¢) Una vez terminado el proceso, acidificar usando acido clorhidrico al 37%.
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d) En un colector Visiprep SPE activar cartuchos de C18 pasandoles 1 mL de
metanol absoluto grado HPLC y enseguida 2 mL de agua desionizada,
usando una bomba de vacio.

e) Pasar de la misma forma 5 mL de cerveza.

f) Cambiar los tubos de vidrio de 10 mL del colector y pasar 2.4 mL de
acetonitrilo absoluto grado HPLC para recuperar los polifenoles.

g) Una vez recuperados los polifenoles se elimina el acetonitrilo mediante
nitrégeno gaseoso, para conservar los polifenoles.

h) Resuspender los polifenoles con acido férmico al 0.1% (en agua grado
HPLC).

i) Almacenar a -20 °C, hasta su analisis.

}) Enunacolumna de fenilo de 25 cm x 4.6 mm, 5 um, fraccionar las muestras
mediante un Agilent 6420 Triple Quadrupole LC-MS Mass Spectrometer
System (ESI-QqQ-MS).

k) Usar de fase movil metanol y agua acida (acido férmico al 1%) en una
proporcion gradiente de 10-50%.

l) lonizar las moléculas de la muestra usando 135 eV de energia del

fragmentador con el modo de exploraciéon m/z de 100 a 1000.

13.3 Extraccion de acidos grasos de cadena corta de muestras de heces

a) Tomar una alicuota de heces en un tubo de polipropileno de 1.5 mL, y
tomar su peso inicial.

b) Dejar los tubos abiertos dentro de un recipiente cerrado herméticamente
con sales de cloruro de calcio.

c) Revisar su peso cada 3 dias hasta llegar a peso constante.

d) Tomar 100 mg de heces deshidratadas para hidratarlas con 1mL de
agua desionizada.

e) Vortexear durante 2 minutos a maxima velocidad, y centrifugar a 10,000
rpm durante 10 minutos.

f) Recuperar el sobrenadante.
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g) Enun colector Visiprep SPE activar cartuchos de C18 pasandoles 1 mL
de etanol absoluto grado HPLC y enseguida 1 mL de agua desionizada,
usando una bomba de vacio.

h) Agregar los sobrenadantes de la muestras y activar el vacio.

1) Cambiar los tubos de vidrio de 10 mL del colector y agregar 1 mL de
etanol absoluto grado HPLC para recuperar los acidos grasos de
cadena corta.

j) Pasar el contenido de los tubos de vidrio de 10 mL a tubos de
polipropileno de 1.5 mL.

k) Almacenar en refrigeracion las muestras hasta su analisis, en caso de
ver sedimento, centrifugar las muestras a 10,000 rpm durante 10 y

recuperar el sobrenadante.

13.4 Medicion de acidos grasos de cadena corta

a) Acondicionar el equipo HPLC PerkinElmer, usando 1 mL de flujo con
fosfato monobésico de sodio y acetonitrilo (80:20), y columna de C18 de
15cm x 4.6 mm, 5 pm.

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

¢) Realizar una curva de calibracion con el tiempo de retencion y altura de
los picos de los estandares.

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

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

f) Con la curva de calibracion, calcular la concentracién de AGCC de las

muestras.

13.5 Extraccion de componentes fendlicos en cerveza

a) Tomar 8 mL de cervezay pasarlo a un tubo de polipropileno de 15 mL.
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b) Ajustar el pH a5 con NaOH 0.1 M midiendo potenciémetro.

c) Agregar 500 pL de solucion Triton X114 y 1.25 g de NaCl.

d) Mezclar en vortex por 2 minutos.

e) Incubar a 70°C por 10 minutos.

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

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

h) Agregar 500 puL de metanol grado HPLC.

i) Mezclar en vértex y almacenar hasta su andlisis en HPLC.

j) Analizar en HPLC.

13.6 Extraccion de componentes fendélicos en suero

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

b) Ajustar el pH a 5 con HCI 0.1 M midiendo pH con tiras reactivas.

c) Agregar 50 pL de soluciéon Tritdbn X114 y 20 mg de NaCl.

d) Mezclar en vértex por 2 minutos.

e) Incubar a 70°C por 10 minutos.

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

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

h) Agregar 500 puL de metanol grado HPLC.

i) Mezclar en vértex y almacenar hasta su analisis en HPLC.

J) Analizar en HPLC.

13.7 Andlisis de los componentes polifendlicos de cervezay suero con HPLC
a) Acondicionar el equipo HPLC PerkinElmer, usando 1 mL de flujo con
metanol acido acético glacial al 0.5% (80:20) y columna de C18 de 15 cm x

4.6 mm, 5 pm.
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b) Una vez que el equipo este trabajando a una presion estable y a 364 y 290
nm de longitud de onda, inyectar el estandar de xantohumol a una
concentracion conocida.

c) Realizar una curva de calibracion con el tiempo de retencion y altura del
pico del estandar.

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

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

f) Calcular la concentracién de xantohumol con el método usando la curva de

curva de calibracion.

13.8 Extraccion de DNA de muestras fecales

a) Agregar 100 mg de heces al tubo de 2 mL con perlas (incluido en el kit)

b) Afadir 300 pl del buffer SDE1 y 20 pl de proteinasa K (10 mg/mL),
posteriormente agitar con vortex a maxima velocidad durante 5 minutos.

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

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

e) Centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos.

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

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

h) Centrifugar a maxima velocidad por 2 minutos.

i) Transferir 250 pl de sobrenadante a un tubo de polipropileno de 1.5 mL.

i) Afadir 250 ul de SDE4 y 250 ul de etanol absoluto, mezclar y afiadir el
contenido a una columna con su porta columna.

k) Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto y descartar el contenido del porta

columna.
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p)
a)

Afadir 750 pl de buffer de lavado y centrifugar a maxima velocidad 1 minuto y
descartar el contenido del porta columna.

Repetir el paso anterior.

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

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

Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto para eluir el DNA.

Cuantificar y ver en gel de agarosa la integridad del DNA.

13.9 Preparacion de genotecas con laregién V3 del gen 16S ribosomal

a)

b)

d)

f)

Al producto de amplificacion de la region V3 del gen 16S ribosomal se
le incorpora una secuencia de nucleétidos Unica para marcar cada
muestra denominada “barcode”, ademas de secuencias adaptadoras
necesarias en la tecnologia de secuenciacion masiva semiconductora
de iones (Figura 10).

Realizar una PCR con las condiciones descritas en las Tablas 1y 2.
Se realizara un analisis de la calidad de los amplicones que se generen
en cada muestra mediante un fraccionamiento electroforético en geles
de agarosa al 2.0%.

Después de obtener los amplicones del tamafio aproximado a 281 pb,
se realizaran reacciones masivas de PCR de cada muestra con la
finalidad de tener mayor volumen de producto de reaccion, en las
condiciones y con el programa de amplificacion descritos previamente.
Para preparar la genoteca de la region V3 del gen 16S ribosomal se
mezclaron todos los productos de PCR a una concentracion equivalente
y se realizara una electroforesis en gel preparativo de agarosa al 2.0%.
Se obtiene la banda correspondiente al tamafio de 281 pb y se purificara
el producto de PCR utilizando el kit “Wizard® SV Gel &PCR Clean-Up
System” de Promega, donde se seguiran las indicaciones del fabricante.
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9)

h)

Por udltimo, se realizara una electroforesis en gel de agarosa al 2.0% en
las mismas condiciones para verificar el tamafio del producto de PCR
purificado

Se determinara la concentracién de DNA recuperado.

13.10 Secuenciacion masiva de genotecas con la region V3 del gen 16S

ribosomal

Las genotecas de muestras fecales se analizaran y se acondicionara para la

secuenciacion masiva semiconductora de iones por el personal capacitado del

Laboratorio de Referencia y Apoyo para la Caracterizacion de Genomas,

Transcriptomas y Microbiomas siguiendo los siguientes pasos:

a)

b)
c)

d)

f)

9)

h)

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

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

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

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

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

Las secuencias se agruparan en Unidades Taxondémicas Operacionales
(OTUs) con un 97% de similitud.
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i) La asignaciéon taxondmica se realizara mediante el alineamiento de las

secuencias contra la base de datos Green Genes.
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Tabla S1. Lista de barcodes.

Nombre del primer ION TORRENT LINKER GOLAY BARCODE | Espaciador 16S rRNA Primer (5'-3')
V3-341F1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GATCTGCGATCC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAGCTCATCAGC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAAACAACAGCT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCAACACCATCC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCGATATATCGC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGAGCAATCCTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTCGTGCACAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GTATCTGCGCGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGAGGGAAAGTC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAAATTCGGGAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGATTGACCAAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTTACGAGCTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GCATATGCACTG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAACTCCCGTGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTGCGTTAGCAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACGAGCCCTAA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F17 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CACTACGCTAGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGCAGTCCTCGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F19 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACCATAGCTCCG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F20 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGGACATCTCTT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F21 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GAACACTTTGGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F22 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG GAGCCATCTGTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F23 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TTGGGTACACGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341F24 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AAGGCGCTCCTT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F25 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TAATACGGATCG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F26 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGGAATTAGAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F27 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGTGAATTCGGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F28 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CATTCGTGGCGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F29 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AACGCACGCTAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F30 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACACTGTTCATG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F31 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACCAGACGATGC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F32 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGCTCATGGAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F33 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTCACGGTATG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F34 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGACCGTCAGAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F35 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCACGAGCCTA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F36 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACAGACCACTCA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F37 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACCAGCGACTAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F38 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGGATCGTCAG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F39 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCTTGACAGCT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F40 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AACTGTGCGTAC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F41 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACCGCAGAGTCA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F42 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGGTGAGTGTC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F43 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTCGATTCGAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F44 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGACTGCGTACT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F45 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCAGTCGCGAT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F46 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGGACGCACTGT GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F47 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AAGAGATGTCGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F48 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACAGCAGTGGTC GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F49 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGTACTCAGTG GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-341 F50 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTCGCACAGGA GT CCTACGGGAGGCAGCAG
V3-518 R CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT NOT APPLICABLE CC ATTACCGCGGCTGCTGG
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Tabla S2. Célculo de tamafio de muestra y poder estadistico de los datos obtenidos.

indices Dia 1 Dia 30 N calculada TE PE
Cerveza sin alcohol (70)

Observed 2505.29 + 915.67 3197.03 £1618.44 47 0.49 0.95
Chaol index 4639.56 + 1459.98 5726.03 £ 2319.74 40 0.53 0.95
Shannon index 4.49 + 0.37 4.70 £ 0.38 36 0.56 0.95
Simpson index 0.96 +0.02 0.97 £0.02 45 0.50 0.95
Cerveza con alcohol (66)

Observed 2695.81 +1071.01 3217.76 £ 935.94 42 0.52 0.95
Chaol index 5118.86 + 1786.77 5725.86 + 1326.97 78 0.37 0.95
Shannon index 472 +0.53 4.63+0.49 351 0.18 0.95
Simpson index 0.97 £ 0.02 0.96 + 0.05 207 0.23 0.95

Los datos muestran la media + desviacion estandar como se indica (ver Tabla 8). TE; Tamafio del efecto,
PE; El poder estadistico se calcul6 utilizando A priori, valores TE = 0,50 se consideran efectos moderados;
El poder estadistico indica la probabilidad de error 1-8.

Tabla S3. Acidos fendlicos identificados mediante cromatograma de iones totales en cerveza sin
alcohol.

Pico 1
Compuesto m/z* m/z** % abundancia
Catechin-O-hexoside | 451.1 453.3 2.12
Catechin-O-hexoside Il 451.1 453.3 2.12
383.0 1.81
Sinapic acid-O-hexoside | 385.1 382.0 2.20
381.1 14.86
383.0 1.81
Sinapic acid-O-hexoside Il 385.1 382.0 2.20
381.1 14.86
367.0 3.58
Feruloylquinic acid 367.1 366.1 13.06
365.1 100.00
3,7-Dimethylquercetin 329.1 325.1 1.50
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 325.1 1.50
Vanillic acid 167.0 163.0 1.80
p-Coumaric acid 163.0 163.0 1.80
Pico 2
Compuesto m/z* m/z** % abundancia
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 325.0 1.39
Feruloylquinic acid 367.1 367.1 3.60
Sinapic acid-O-hexoside | 385.1 383.0 1.81
Sinapic acid-O-hexoside Il 385.1 383.0 1.81
Catechin-O-hexoside | 451.1 453.3 2.04
Catechin-O-hexoside Il 451.1 453.3 2.04
Sinapic acid 223.1 221.0 2.17
p-Coumaric acid 163.0 163.0 1.29
Petudinin-3-glucoside 479.4 476.3 1.95
Pico 3
Compuesto m/z* m/z** % abundancia
Catechin-O-dihexoside 613.2 615.5 3.00
Quercetin-3-O-glucoside 463.1 461.3 8.39
Catechin-O-hexoside I 451.1 453.3 100.00
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Catechin-O-hexoside | 451.1 453.3 100.00
Kaempferol-3-O-glucoside 447.1 446.1 5.68
444.2 3.05
Feruloylquinic acid 367.1 369.2 3.11
365.1 5.94
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 326.3 2.98
3,7-Dimethylquercetin 329.1 326.3 2.98
Pico 4
Compuesto m/z* m/z** % abundancia
Gallic acid 169.0 166.2 4.45
4-Vinylguaiacol 149.1 148.9 2.70
Caffeic acid-O-hexoside | 341.1 340.4 3.11
Caffeic acid-O-hexoside |l 341.1 340.4 3.11
Protocatechuic acid 153.0 153.1 13.41
Catechin 289.1 291.3 5.73
Catechin-O-hexoside | 451.1 453.3 100.00
Neochlorogenic acid 3-caffeoylquinic acid 353.1 352.2 2.07
Hydroxyphenyl acetic acid | 151.0 153.1 13.14
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 326.1 3.98
4-Hydroxybenzoic acid 137.0 136.9 2.24
Epicatechin 289.1 291.3 5.73
1-Caffeoylquinic acid 353.1 352.2 2.07
Vanillic acid 167.0 166.2 4.45
Chlorogenic acid 5-caffeoylquinic acid 353.1 352.2 2.07
Caffeic acid 179.0 180.9 2.88
Feruloylquinic acid 367.1 369.0 3.09
Cryptochlorogenic acid (4-caffeoylquinic acid) 353.1 352.2 2.07
p-Coumaric acid 163.0 163.1 3.90
Sinapic acid-O-hexoside | 385.1 387.1 4.69
Ferulic acid-O-hexoside 355.1 352.2 2.07
Indole-3-carboxylic acid 174.1 175.0 6.30
Ferulic acid 193.1 195.0 2.68
Sinapic acid 223.1 223.0 4.00
3,7-Dimethylquercetin 329.1 326.1 3.78
Isoxanthohumol 353.1 352.2 2.07
8-Prenylnaringenin 339.1 340.4 3.11
Pico 5
Compuesto m/z* m/z** % abundancia
Gallic acid 169.0 172.8 3.44
4-Vinylguaiacol 149.1 149.0 2.44
Caffeic acid-O-hexoside | 341.1 341.0 2.31
Caffeic acid-O-hexoside |l 341.1 341.0 2.31
Protocatechuic acid-O-hexoside 315.1 314.0 2.74
Protocatechuic acid 153.0 153.1 3.59
Catechin 289.1 291.2 74.64
Catechin-O-hexoside | 451.1 453.3 100.00
Catechin-O-hexoside I 451.1 453.3 100.00
Neochlorogenic acid 3-caffeoylquinic acid 353.1 351.2 4.72
1-Caffeoylquinic acid 353.1 351.2 4.72
Chlorogenic acid 5-caffeoylquinic acid 353.1 351.2 4.72
Cryptochlorogenic acid (4-caffeoylquinic acid) 353.1 351.2 4.72
Isoxanthohumol 353.1 351.2 4.72
Hydroxyphenyl acetic acid | 151.0 150.9 2.40
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Hydroxyphenyl acetic acid Il 151.0 150.9 2.40
Hydroxyphenyl acetic acid llI 151.0 150.9 2.40
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 326.0 3.06
4-Hydroxybenzoic acid 137.0 136.9 2.46
Epicatechin 289.1 291.2 74.64
Vanillic acid 167.0 168.1 0.86
Caffeic acid 179.0 177.2 3.84
Feruloylquinic acid 367.1 369.2 2.90
p-Coumaric acid 163.0 164.0 0.37
Sinapic acid-O-hexoside | 385.1 387.1 3.29
Sinapic acid-O-hexoside Il 385.1 387.1 3.29
Indole-3-carboxylic acid 174.1 175.0 5.31
Ferulic acid 193.1 194.9 5.10
Sinapic acid 223.1 222.8 2.32
3,7-Dimethylquercetin 329.1 326.0 3.06
8-Prenylnaringenin 339.1 340.4 3.27
6-Prenylnaringenin 339.1 340.4 3.27
Pico 6
Compuesto m/z* m/z** % abundancia
Catechin-O-dihexoside 613.2 615.0 3.30
Catechin-O-hexoside | 451.1 453.3 100.00
Catechin-O-hexoside I 451.1 453.3 100.00
Feruloylquinic acid 367.1 369.1 3.37
Chlorogenic acid 5-caffeoylquinic acid 353.1 351.1 3.41
1-Caffeoylquinic acid 353.1 351.1 3.41
6-Prenylnaringenin 339.1 340.4 2.42
8-Prenylnaringenin 339.1 340.4 2.42
3,7-Dimethylquercetin 329.1 327.1 2.10
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 325.0 2.74
Epicatechin 289.1 291.0 20.27
Catechin 289.1 291.0 20.27
Ferulic acid 193.1 194.9 3.15
Caffeic acid 179.0 176.9 3.16
Indole-3-carboxylic acid 174.1 175.1 2.43
Gallic acid 169.0 170.8 1.78
Protocatechuic acid 153.0 153.7 2.81
4-Vinylguaiacol 149.1 147.0 5.04
4-Hydroxybenzoic acid 137.0 139.0 1.81
Pico 7

Compuesto m/z* m/z** % abundancia
4-Vinylguaiacol 149.1 146.9 1.06
Caffeic acid-O-hexoside |

Caffeic acid-O-hexoside |l 3411 343.2 1.05
Protocatechuic acid 153.0 154.0 1.11
Catechin-O-hexoside | 451.1 453.3 100.00
Hydroxyphenyl acetic acid | 151.0 154.0 1.49
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 326.2 1.11
Hydroxyphenyl acetic acid Il 151.0 154.0 100.00
Catechin-O-hexoside I 451.2 453.3 1.12
Caffeic acid 179.0 182.1 1.11
Hydroxyphenyl acetic acid IlI 151.0 154.0 1.87
Sinapic acid 223.1 227.1 3.34
Apigenin-C-hexoside 431.1 435.3 1.44
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3,7-Dimethylquercetin 329.1 326.2 1.05
8-Prenyinaringenin 3391 [343.2 1.05
6-Prenylnaringenin
Cohumulone I 347.2 343.2 1.05
Iso-a-cohumulone 347.2 343.2 1.05
Pico 8
Compuesto m/z* m/z** % abundancia
4-Vinylguaiacol 149.1 146.9 1.71
Caffeic acid-O-hexoside | 341.1 340.3 2.52
Caffeic acid-O-hexoside Il 341.1 340.3 2.52
8-Prenylnaringenin 339.1 343.0 5.31
6-Prenylnaringenin 339.1 343.0 5.31
Caffeic acid-O-hexoside | 341.1 343.0 5.31
Caffeic acid-O-hexoside Il 341.1 343.0 5.31
Caffeic acid-O-hexoside | 341.1 344.2 1.14
Caffeic acid-O-hexoside Il 341.1 344.2 1.14
Catechin 289.1 287.5 1.04
Epicatechin 289.1 287.5 1.04
Neochlorogenic acid 3-caffeoylquinic acid 353.1 351.2 3.27
Cryptochlorogenic acid (4-caffeoylquinic acid) 353.1 351.2 3.27
Isoxanthohumol 353.2 351.2 3.27
1-Caffeoylquinic acid 353.1 351.2 3.27
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 326.3 3.93
Ferulic acid-O-hexoside 355.1 352.2 2.18
Catechin-O-hexoside | 451.1 453.3 100.00
Catechin-O-hexoside Il 451.1 453.3 100.00
Catechin-O-hexoside | 451.1 454.3 27.68
Catechin-O-hexoside Il 451.1 454.3 27.68
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 326.3 3.93
Caffeic acid 179.0 182.1 3.09
3,7-Dimethylquercetin 329.1 326.3 3.93
Cohumulone | 347.2 344.2 1.14
Cohumulone I 347.2 344.2 1.14
Iso-a-cohumulone 347.2 344.2 1.14
Ad-humulone 361.2 359.4 2.63
n-Humulone 361.2 359.4 2.63
Iso-a-ad/n-humulone 361.2 359.4 2.63
Iso-a-ad/n-humulone 361.2 359.4 2.63
Pico 9
Compuesto m/z* m/z** % abundancia
4-Vinylguaiacol 149.0 147.0 2.74
Caffeic acid-O-hexoside | 341.1 340.3 3.77
Caffeic acid-O-hexoside Il 341.1 340.3 3.77
Catechin 289.1 287.6 1.55
Epicatechin 289.1 287.6 1.55
Catechin-O-hexoside | 451.1 452.5 1.13
. . 453.3 46.41
Catechin-O-hexoside Il 451.1 454 3 13.58
Neochlorogenic acid 3-caffeoylquinic acid 353.1 352.3 4.36
1-Caffeoylquinic acid 353.1 352.3 4.36
Chlorogenic acid 5-caffeoylquinic acid 353.1 352.3 4.36
Cryptochlorogenic acid (4-caffeoylquinic acid) 353.1 352.3 4.36
Isoxanthohumol 353.1 351.3 2.23
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. . . 326.2 3.40
Coumaric acid-O-hexoside 325.1 3270 115
Caffeic acid 179.0 177.0 1.33
Feruloylquinic acid 367.1 369.1 1.82
Sinapic acid-O-hexoside | 385.1 387.1 1.61
Sinapic acid-O-hexoside Il 385.1 387.1 1.61
Ferulic acid-O-hexoside 355.1 355.1 1.08
Indole-3-carboxylic acid 174.1 177.0 1.33
Ferulic acid 193.1 195.0 1.03

. . 326.2 3.40
3,7-Dimethylquercetin 329.1 3270 115
8-Prenylnaringenin 339.1 337.2 1.17
6-Prenylnaringenin 339.1 340.3 3.77
Cohumulone | 347.2 344.3 1.32
Cohumulone I 347.2 344.3 1.32
Iso-a-cohumulone 347.2 344.3 1.32
Ad-humulone 361.2
n-Humulone 361.2 359.1 222
Iso-a-ad/n-humulone 361.2
Iso-a-ad/n-humulone 361.2 362.3 1.01

m/z, Relacion masa-carga; *datos de Quifer-Rada et al., 2015; **dato de este trabajo; % abundancia,
abundancia relativa del compuesto en cada pico.

Tabla S4. Acidos fendlicos identificados mediante cromatograma de iones totales en cerveza
con alcohol.

Pico 1
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia

Vanillic cid 167.0 | 165.9 2.51
. . 171.0 2.51
Gallic acid 169.0 172.9 5 86
. . 144.0 2.65
4-Vinylguaiacol 149.1 1449 592
. . 147.0 16.82
Hydrocyphenyl Acetic acid | 151.0 1479 > 64
148.8 2.86
. . 152.0 64.29
Hydroxyphenyl Acetic acid I, Il 151.0 153.0 954
153.9 2.49
. . . 314.0 9.61
Protocatechuic acid-O-hexoside 315.1 3149 313
148.8 2.86
. . 152.0 64.27
Protocatechuic acid 153.0 153.0 954
153.9 2.49
Catechin 289.1 | 291.1 18.94
453.2 | 100.00
Catechin-o-di-hexoside 451.1 | 454.1 22.86
455.2 3.61
. . . 320.9 3.03
Coumaric acid-o-hexoside 325.1 326.2 501
Epicatechin 289.1 | 291.2 18.94
Catechin-o-hexoside |l 451.2 | 453.2 | 100.00
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454.1 22.86
455.2 3.61
175.0 7.03
Caffeic acid 179.0 | 177.0 3.56
182.8 3.25
Feruloylquinic acid 367.1 | 365.2 4.68
158.0 6.47
158.9 11.75
. . 160.0 2.55
p-Coumaric acid 163.0 161.0 5 2o
163.0 2.99
165.9 2.51
Pico 2
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia

171.0 2.35
Gallic acid 169.0 | 167.1 2.47
166.0 2.32
153.0 5.48
152.0 29.24
. . 148.9 3.04
4-vinylguaiacol 149.1 1470 13.83
145.0 10.67
144.0 2.22
Caffeic acid-o-hexoside | 341.1 | 336.9 2.20
Caffeic acid-o-hexoside Il 341.1 | 336.9 2.20
315.1 2.62
Protocatechuic acid-o-hexoside 315.1 | 314.0 7.20
313.0 2.34
158.9 5.92
157.9 5.25
. . 157.0 8.69
Protocatechuic acid 153.0 153.0 548
152.0 29.24
148.9 3.04
. 293.0 2.41
Catechin 289.1 2912 20.47
454.2 18.20
Catechin-o-hexoside 451.1 | 453.3 65.56
451.1 2.38
Neochlorogenic acid 3-caffeoylquimic acid 353.1 | 355.1 2.60
153.0 5.48
Hydroxyphenyl acetic acid | 151.0 | 148.9 29.24
148.9 3.04
329.0 2.22
Coumaric acid-o-hexoside 325.1 | 326.1 6.22
321.0 2.78
142.9 2.59
138.9 3.39
. . 137.0 13.14
4-Hydroxybenzoic acid 137.0 136.0 24,75
135.1 5.46
133.0 3.93
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153.0 5.48
Hydroxyphenil acetic acid Il 151.0 | 152.0 29.24
148.9 3.04
. . 293.0 | 241.00
Epicatechin 289.1 291 2 20.47
1-Caffeoylquimic acid 353.1 | 355.1 2.60
152.9 5.93
171.0 2.35
Vanillic acid 167.0 | 167.1 2.47
166.0 2.32
162.9 3.20
Chlorogenic acid 5-caffeoylquimic acid 353.1 | 355.1 2.60
454.2 18.21
Catechin-o-hexoside Il 451.1 | 453.3 65.56
451.1 2.38
183.0 2.76
Caffeic acid 179.0 | 177.0 3.90
175.0 6.96
Feruloylquinic acid 367.1 | 372.2 | 100.00
Cryptochlorogenic acid (4-caffeoylquinic acid) isoxanthohumol | 353.1 | 355.1 2.60
153.0 5.48
Hydroxyphenil acetic acid Il 151.0 | 152.0 29.24
148.9 3.04
p-Coumaric acid 163.0 | 166.0 2.32
Pico 3
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia
Gallic acid 169.0
Vanillic acid 167.0 | 164.9 2.31
p-Coumaric acid 163.0
Quercetin-3-0-glucoside 463.1 | 468.3 8.92
Catechin-o-hexoside Il 451.1
Catechin-o-hexoside | 451.1 4553 3.68
Catechin-o-hexoside Il 451.1
Catechin-o-hexoside | 451.1 4533 | 100.00
Kaempferol-3-o-glucoside 447.1 | 444.0 2.72
Sinapic acid-o-hexoside Il 385.1
Sinapic acid-o-hexoside | 385.1 380.2 7.65
- . 372.1 58.06
Feruloylquinic acid 367.1 365.1 374
ad-Humulone 361.2
Iso-alfa-ad/n-humulone 361.2 | 365.1 3.74
n-Humulone 361.2
Coumaric acid-o-hexoside 325.1 | 326.1 5.87
3,7-Dimethyl quercetin 329.0 | --- -
Coumaric acid-o-hexoside 325.1 | 320.9 2.80
Protocatechuic acid-o-hexoside 315.0 | 314.9 2.70
Protocatechuic acid-o-hexoside 315.0 | 314.0 7.77
Pico 4
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia
Galic acid 169.0 | 172.9 1.74
4-Vynilguaiacol 149.1 | 150.1 8.34
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150.9 2.43
. . 153.0 9.78
Protocatechuic acid 153.0 1539 153
Hydroxyphenil acetic acid | 151.0
Hydroxyphenil acetic acid Il 151.0 | 150.9 2.43
Hydroxyphenil acetic acid Il 151.0
. . . 311.0 2.88
Protoatechuic acid-o-hexoside 315.1 3139 162
. 291.1 6.39
Catechin 289.1 201 8 195
. . 291.1 6.39
Epicatechin 289.1 201 8 195
453.3 64.26
Catechin-o-hexoside | 451.1 | 454.3 17.67
455.3 2.76
453.3 64.26
Catechin-o-hexoside I 451.1 | 454.3 17.67
455.3 2.76
348.8 1.62
Neochlorogenic acid-3-caffeoylquinic acid
353.1
1-Caffeoylquinic acid 357.2 | 100.00
Chlorongenic acid-5-caffeoylquinic acid
Cryptochlorogenic acid (4-caffeoylquinic acid) 3531 | 3572 | 10000
Isoxanthohumol
Ferulic acid-o-hexoside 355.1 | 357.2 | 100.00
Pico 5
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia
4-Vinylguaiacol 149.0 | 148.9 1.73
Protocatechuie acid-o-hexocide 315.0 | 311.0 1.09
4-Hydroxibenzoide acid 137.0 | 136.9 1.06
Vanilic acid 167.0 | 167.0 1.73
Caffeine acid 179.0 | 178.8 1.23
p-Cumaric acid 163.0 | 162.9 1.80
Sinapic acid 223.0 | 223.0 2.31
Pico 6
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia
. . 173.0 2.79
Indole-3-carboxylic acid 174.1 174.0 301
p-Coumaric acid 163.0 | 161.1 1.15
Hydroxyphenyl acetic acid I 151.0 | 153.1 1.71
Hydroxyphenyl acetic acid |l 151.0 | 153.1 1.71
Hydroxyphenyl acetic acid | 151.0 | 153.1 1.71
Feruloylquinic acid 367.1 | 366.0 1.31
Caffeic acid 179.0 | 179.0 1.21
Catequin-o-hexoside Il 4511 | 451.1 1.63
Catequin-o-hexoside | 4511 | 451.1 1.63
Epicatechin 289.1 | 291.2 | 100.00
Catechin 289.1 | 291.2 | 100.00
4-Hydroxybenzoic acid 137.0 | 138.9 1.16
Iso-alfa-ad/n-humulone 361.2 | 366.0 1.31
Iso-alfa-ad/n-humulone 361.2 | 366.0 1.31
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N-humulone 361.2 | 366.0 1.31
Ad-humulone 361.2 | 366.0 1.31
3,7-Dimethylquercetin 329.1 | 331.2 2.10
Catechin-o-dihexoside 613.1 | 617.3 1.92
Coumaric acid-o-hexoside 325.1 | 326.1 1.01
Kaempferol-3-o-glucoside 447.1 | 451.1 1.63
Apigenin-c-hexoside 431.1 | 435.1 1.39
Sinapic acid 223.1 | 223.0 1.40
Apigenin-c-hexoside-c-pentaside 563.1 | 564.3 1.24
Pico 7
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia
Gallic acid 169.0 | 170.8 2.74
Vanillic acid 167.0 | 170.8 2.74
4-Vinylguaiacol 149.1 | 149.0 2.20
Caffeic acid-o-hexoside | 341.1 | 343.0 2.46
Caffeic acid-o-hexoside Il 341.1 | 343.0 2.46
Protocatechule acid-o-hexoside 315.1 | 314.1 3.90
Protocatechule acid 153.0 | 153.0 3.41
Catechin 289.1 | 291.0 33.45
Epicatechin 289.1 | 291.0 33.45
Catechin-o-hexoside | 451.1 | 453.3 93.20
Kaempferol-3-o0-glucoside 447.1 | 453.3 93.20
Neochlorogenie acid 3-caffeoylquinic acid 353.1 | 352.1 2.15
Chlorigenic acid 5-caffeoylquinic 353.1 | 352.1 2.15
Isoxanthohumol 353.1 | 352.1 2.15
Hydroxyphenyl acetic acid | 151.0 | 149.0 2.20
Hydroxyphenyl acetic acid |l 151.0 | 149.0 2.20
Hydroxyphenyl acetic acid Il 151.0 | 149.0 2.20
Catechin-o-dihexoside 613.2 | 613.2 4.52
Coumaric acid-o-hexoside 325.1 | 325.1 5.50
Pico 8
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia
Malvidin-3-glucoside 493.4 | 491.3 1.08
475.3 24.06
Pentunidin-3-glucoside 479.9 | 476.4 6.82
477.3 1.30
Catechin-o-hexoside | 451.1 | 455.3 4.52
. . 454.3 26.39
Catechin-o-hexoside I 451.1 253.3 | 100.00
Apigenin-c-hexoside 431.1 | 436.3 1.00
Pelargonidin-3-glucoside 433.4 | 435.3 3.07
Coumaric acid-o-hexoside 325.1 | 326.2 1.28
3,7-Dimethylquercetin 329.1 | 326.2 1.28
Sinapic acid 223.1 | 227.2 1.12
4-Vinylguaiacol 149.1 | 147.0 1.27
Pico 9
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia
Catechin-o-hexoside | 451.1 | 455.3 4.46
. . 454.3 28.49
Catechin-o-hexoside Il 451.1 2543 | 100.00
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Apigenin-c-hexoside 431.1 | 435.3 3.27
Coumaric acid-o -hexoside 325.1 | 326.2 1.18
3,7-dimethylquercetin 329.1 | 326.2 1.18
4-Vinylguaiacol 149.1 | 147.0 1.25
Hydroxyphenyl acetic acid | 151.0 | 147.0 1.25
Hydroxyphenyl acetic acid Il 151.0 | 147.0 1.25
Hydroxyphenyl acetic acid I 151.0 | 147.0 1.25
Pelargonidin-3-glucoside 433.4 | 435.3 3.27
477.3 1.82
Pentunidin-3-glucoside 479.4 | 476.3 10.26
475.3 37.79
Malvidin 331.3 | 326.2 1.18
Malvidin-3-glucoside 493.4 | 491.2 1.48
Pico 10
Compuesto m/z* m/z** % .
abundancia
4-Vinylguaiacol 149.1 | 147.1 2.82
Caffeic acid-o-hexoside | 341.1 | 343.3 7.05
Caffeic acid-o-hexoside I 341.1 | 343.3 7.05
Protocatechuic acid 153.0 | 157.0 1.12
Catechin 289.1 | 287.6 2.47
Catechin-o-hexoside | 451.1 | 452.3 1.29
Neochlorogenic acid 3-caffeoylquinic acid 353.1 | 352.0 3.51
Hydroxyphenyl acetic acid | 151.0 | 147.1 2.82
Coumaric acid-o-hexoside 325.1 | 326.1 4.37
Hydroxyphenyl acetic acid |l 151.0 | 1471 2.82
Epicatechin 289.1 | 287.6 2.47
1-Caffeoylquinic acid 353.1
Chlorogenic acid 5-caffeoylquinic acid 353.1 352.0 351
Catechin-o-hexoside Il 451.1 | 452.3 1.29
Caffeic acid 179.0 | 176.9 1.18
Feruloylquinic acid 367.1 | 362.1 1.39
Cryptochlorogenic acid 353.1 | 352.0 3.51
Hydroxyphenyl acetic acid Il 151.0 | 147.2 1.43
p-coumaric acid 163.0 | 158.1 1.52
Ferulic acid-o-hexoside 355.1 | 359.3 2.32
Indole-3-carboxilyc acid 1741 | 174.9 1.65
Ferulic acid 193.1 | 194.9 1.13
Sinapic acid 223.1 | 222.9 1.05
Apigenin-c-hexoside 431.1 | 435.3 2.01
Kaempferol-3-o-glucoside 447.1 | 452.3 1.29
3,7-dimethylquercetin 329.1 | 326.1 4.37
Isoxanthohumol 353.1 | 352.0 3.51
8-Penylnaringenin 339.1 | 340.3 3.75
6-penylnaringenin 339.1 | 340.3 3.75
Cohumulone | 347.2 | 351.2 5.72
Cohumulone |l 347.2
Iso-alfa-cohumulone 347.2 351.2 5.72
Ad-Humulone
n-Humulone 361.2 | 362.1 | 1.39
Iso-alfa-ad/n-humulone
Iso-alfa-ad/n-humulone

m/z, Relacién masa-carga; *datos de Quifer-Rada et al.,, 2015; **dato de este trabajo; % abundancia,
abundancia relativa del compuesto en cada pico.
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Tabla S5. Todas las variables cuantificadas durante la intervencion con cerveza sin alcohol.

Dia 1

Dia 15

Dia 30

Datos antropomeétricos y p-value?
clinicos

Participantes 35 (21/14) 35 (21/14) 35 (21/14) ND
(Masculino/Femenino)
Edad (afios) 28.77 £ 7.86 28.77 £ 7.86 28.77 £ 7.86 1.00
Peso (KQg) 69.60 + 15,51  70.15+15.81 68.85+15.50 0.93
Altura (m) 1.67 £0.09 1.67 £0.09 1.67 £0.09 1.00
IMC (Kg/m?) 24.85 + 4.08 25.04 +4.15 2459 +4.10 0.84
Cintura 82.96 £ 12.03 82.27+11.65 81.96+12.08 0.94
Cadera 89.61 + 9.05 89.25+9.94 89.33 £ 10.04 0.96
ICC 0.92 + 0.06 0.92 +0.05 0.92 + 0.05 0.81
Presién sistolica (mmHg) 113.20+10.99 114.29+11.53 109.66+11.15 0.19
Presion diastélica (mmHg) 72.74 £7.92 72.86 £11.86 71.29+£7.77 0.78
Pulso 69.34+11.14 72.05+12.28 72.05+10.04 0.44°
Bioquimica sanguinea
Glucosa (70-99 mg/dL) 86.49 +5.95 84.74 £ 6.09 78.51+£7.64 ****<().01P°
Insulina (2.7-10.4 pU/mL) 10.52 +9.42 9.11+£7.13 9.70£4.16 0.30
HOMA/ IR (< 3) 2.28+2.10 1.89+1.37 1.90 £ 0.89 0.56
CBF (%) 161.40 £ 129.50 180.40+224.30 271.30 £+ 268.40 ****<0.01
Perfil lipidico
Colesterol (<239 mg/dL) 197.63+32.80 193.29+38.48 197.14+35.11 0.70
Triglicéridos (150-200 133.90 + 11490+ 60.60 134.70+89.60 0.61
mg/dL) 114.40
HDL (> 40 mg/dL) 48.69 + 9.07 50.66 +9.73 49.20 +9.52 0.66°
LDL (< 130 mg/dL) 123.10+31.42 119.64 +34.04 123.61+32.75 0.75
VLDL (10-40 mg/dL) 25.99+21.77 227311476 24.46 +18.84 0.66
IAP (3-5) 4.24 +1.23 3.95+1.07 4.20+1.24 0.49
Perfil hepatico
Bilirrubina total (0.22-1.04 0.28 £ 0.09 0.26 £ 0.10 0.27+0.11 0.45
mg/dL)
Bilirrubina directa (0.12- 0.84 +0.36 0.82+0.36 0.85+0.42 1.00
0.42 mg/dL)
Bilirrubina Indirecta (0.09- 0.55+0.27 0.57 £ 0.26 0.58+£0.31 0.90
0.65 mg/dL)
ALT (<55 U/L) 2443 +8.11 23.03 +6.39 22.71+6.78 0.57
AST (5-34 U/L) 2494 +1363 21.83+13.05 23.89+15.14 0.54
Fosfatasa alcalina (40-150 78.14 +23.43  74.43+19.35 78.63+19.93 0.71
U/L)
Perfil de inflamacion
PCR (0.10-8.20 mg/dL) 1.64+1.65 455 +17.47 3.32+£8.07 0.97
VSG (< 30 mm/H) 243 +1.31 2.77 +2.32 3.29 + 3.55 0.86
Acidos grasos de cadena corta
Acido acético (mM/100mg)  191.30 £ 93.53 248.10 £ 93.90 219.90 + 110.02 0.02
Acido propiénico  25.65+27.26  21.64+14.61 22.80+19.16 0.95
(mM/100mg)
Acido butirico (mM/100mg) 12.31 £5.55 13.38 £ 6.06 11.36 £ 5.97 0.28

IMC, indice de masa corporal; ICC, indice cintura-cadera; Homa/IR, Homeostatic model assessment/Insulin
resistance; CBF, Células B funcionales; HDL, Lipoproteina de alta densidad; LDL, Lipoproteina de baja
densidad; VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad; IAP, indice aterogénico del plasma; ALT, Alanina
transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; PCR, Proteina C reactiva; VSG, Velocidad de sedimentacion
globular; ND, Datos no determinados. Los datos son la media + desviacion estandar. El valor de p se
calculé con base en la prueba de rango de signos de Wilcoxon?, excepto para la prueba T de muestras
pareadasP. Los valores p <0.05 se consideran estadisticamente significativos. * indica p<0.05, ** indica

p<0.01y **** indica p<0.0001.
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Tabla S6. Todas las variables cuantificadas durante la intervenciéon con cerveza con alcohol.

Datos antropomeétricos y Day 1 Day15 Day 30 p-value?
clinicos

Participantes 33 (18/15) 33 (18/15) 33 (18/15) ND
(Masculino/Femenino)
Edad (afios) 29.70£9.25 29.70£9.25 29.70 £9.25 ND
Peso (Kg) 67.68 £ 17.50 66.75 £ 15.85 67.67 £ 15.94 0.99
Altura (m) 1.67 +0.09 1.67 +0.09 1.67 +0.09 1.00
IMC (Kg/m?) 23.67 +4.57 23.60 + 4.26 23.89+4.15 0.83
Cintura 80.41+12.11 81.33+12.25 81.20+12.38 0.94
Cadera 87.63 £10.52 87.68 = 9.68 87.36 £ 10.79 0.97
ICC 0.92 £0.05 0.93 £0.06 0.93 £ 0.06 0.74b
Presion sistélica (mmHg) 113.32+16.24 113.82 + 16.62 112.11+10.96 0.78
Presion diastélica (mmHg) 68.41 £9.48 67.18 + 8.69 71.84+11.19 **0.01
Pulso 72.11 £ 12.47 71.03£11.23 72.07 £7.60 0.96
Porcentaje de musculo (%) 31.16 £ 6.07 32.09 £5.86 31.86 £5.85 0.80
Porcentaje de grasa (%) 28.37 + 7.09 27.06 + 6.63 27.62 £6.70 0.69°
Grasa visceral (%) 6.46 + 4.29 6.42+3.91 6.48 + 3.95 0.99
GEB (cal) 1476 * 267 1506 + 279 1503 + 281 0.72
Bioguimica sanguinea
Glucosa (70-99 mg/dL) 77.57 £ 4.44 82.84 £5.08 84.55 + 4.87 *rixe() 01P
Insulina (2.7-10.4 pu/mL) 7.07 £2.97 6.96 + 2.44 7.16+4.18 0.87
HOMA/ IR (< 3) 1.34+0.52 1.43+0.46 1.49+0.83 0.84
CBF (%) 224.19 + 262.37 131.15 + 48.08 116.17 £ 93.74 ****<0.01
Perfil lipidico
Colesterol (<239 mg/dL) 186.85 + 35.42 194.24 + 31.66 182.79 + 36.58 0.31
Triglicéridos (150-200 121.12+57.09 138.00 +108.70  124.36 +53.88 0.89
mg/dL)
HDL (> 40 mg/dL) 52.82 + 12.07 53.67 +11.44 49.90 £ 11.20 0.37
LDL (< 130 mg/dL) 116.64 + 31.36 124.26 +34.67  119.06 + 34.29 0.60°
VLDL (10-40 mg/dL) 24.22 +11.42 27.60 + 21.75 24.87 +£10.78 0.892
IAP (3-5) 3.71+£1.06 3.80+1.11 3.86 +1.20 0.90
Perfil hepatico
Bilirrubina total (0.22-1.04 0.27+0.11 0.31+0.10 0.33+0.15 0.41
mg/dL)
Bilirrubina directa (0.12- 2.55+9.79 0.86 +£0.32 0.92+0.49 0.83
0.42 mg/dL)
Bilirrubina Indirecta (0.09- 0.57 £ 0.46 0.56 £ 0.22 0.59+0.34 0.76
0.65 mg/dL)
ALT (<55 U/L) 21.94+12.39 29.39 +43.88 21.97 £ 14.04 0.88
AST (5-34 U/L) 23.76 £5.53 33.60 £ 60.50 24.21 +10.13 0.55
Fosfatasa alcalina (40-150 69.36 +17.25 70.06 + 18.04 68.94 + 17.57 0.93
U/L)
Perfil de inflamacion
PCR (0.10-8.20 mg/dL) 1.17 +2.23 2.70+4.10 2.40+3.10 0.87
VSG (< 30 mm/H) 4.33+3.24 4.24 + 3.46 2.64 +1.39 **0.01
Acidos grasos de cadena corta
Acido acético (mM/100mg)  414.64 +177.64 532.90£181.80 432.73 £155.43 **0.01
Acido propiénico 48.57 £ 30.70 58.08 + 37.61 54.27 £ 28.79 0.58
(mM/100mgQ)
Acido butirico (mM/100mg) 11.87 +10.73 13.04 £ 5.95 10.91 £ 5.47 0.12

IMC, Indice de masa corporal; ICC, Indice cintura-cadera; GEB, Gasto energético basal; Homa/IR,
Homeostatic model assessment/Insulin resistance; CBF, Células B funcionales; HDL, Lipoproteina de alta



densidad; LDL, Lipoproteina de baja densidad; VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad; IAP, Indice
aterogénico del plasma; ALT, Alanina transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; PCR, Proteina C
reactiva; VSG, Velocidad de sedimentacion globular; ND, Datos no determinados. Los datos son la media
+ desviacién estandar. El valor de p se calculd con base en la prueba de rango de signos de Wilcoxon?,
excepto para la prueba T de muestras pareadasP. Los valores p <0.05 se consideran estadisticamente
significativos. * indica p<0.05, ** indica p<0.01 y **** indica p<0.0001.

Tabla S7. Andlisis LEfSe de la microbiota intestinal durante el consumo moderado de cerveza
sin alcohol.

Bacteria Tiempo LDA p- value g- value
g_Bulleidia Dia 01 241 ***<0.01 *0.02
o_Rhizobiales Dia 01 2.03 **<0.01 **<0.01
g_Agrobacterium Dia 01 2.12 ***<0.01 **0.01
f_Sphingomonadaceae Dia 01 3.74 **<(0.01 *0.02
0_Streptophyta Dia 01 2.39 ***<(.01 **<0.01
g_Dialister Dia 30 4.10 *%<0.01 **<0.01
f_Erysipelotrichaceae Dia 30 3.66 **rx<(0.01 **rx<(0.01
g_Actinomyces Dia 30 2.43 *»***<0.01 ***<0.01
g_Staphylococcus Dia 30 2.55 *rrx<(0.01 **<0.01
g_Parabacteroides Dia 30 3.28 ***<(.01 ***<(.01
g_Veillonella Dia 30 2.49 r*<0.01 *<0.01
g_Haemophilus Dia 30 2.04 ***<(.01 **0.01
f_Rikenellaceae Dia 30 3.54 *%<0.01 ***<(0.01
f_Enterobacteriaceae Dia 30 3.36 *xxk<(.01 ***<0.01
g_Lactococcus Dia 30 2.50 ¥rx<0.01 ¥»*<0.01
g_Bacteroides Dia 30 4.30 *xxk<(0.01 ***<0.01
¢_Actinobacteria Dia 30 2.05 *xc(,01 ***<0.01
g_Weissella Dia 30 2.37 *%<0.01 **%<0.01
g_Phascolarctobacterium Dia 30 3.28 ***<(.01 *0.04
g_Streptococcus Dia 30 3.54 ****<0.01 ***<0.01
g_Acinetobacter Dia 30 2.22 ***<0.01 **x<(.01
g_Sutterella Dia 30 291 ***<0.01 **0.01
g_Turicibacter Dia 30 2.35 *rrx<(0.01 ***<0.01
g Lactobacillus Dia 30 2.96 ***<().01 **0.01

LDA: Linear discriminant analysis. El valor LDA minimo aceptado fue 2,0 como se indica en la Figura 17A.
El nombre taxondmico se afiadio antes de la abreviatura de cada taxén. "c", clase; "o", orden; "f", familia;
"g", género. Los p-values se calcularon utilizando la prueba de Kruskal-Wallis; la prueba de False Discovery
Rate (FDR) (g-values) se calcularon utilizando el método Benjamini-Hochberg. Los p and g values <0,05
se consideran estadisticamente significativos. * indica p < 0,05, ** indica p < 0,01, *** indica p < 0,001 y ****
indica p < 0,0001.

Tabla S8. Analisis LEfSe de la microbiota intestinal durante el consumo moderado de cerveza
con alcohol.

Bacteria Tiempo LDA p- value g- value
g_Lentzea Dia 01 3.25 ***<0.01 *0.02
c_Cytophagia Dia 01 2.47 *rrx<0.01 **<0.01
o_Cytophagales Dia 01 2.46 *rrx<0.01 **<0.01
f_Sphingomonadaceae Dia 01 2.38 *rrkc(,01 **<0.01
f_Cytophagaceae Dia 01 2.34 *rix<0.01 **<0.01
f_Chitinophagaceae Dia 01 2.33 *xx<(.01 **<0.01
c_Saprospirae Dia 01 2.33 *rix<0.01 **<0.01
p_Nitrospirae Dia 01 2.07 **<0.01 *0.05
g_Nitrospira Dia 01 2.07 **<0.01 *0.05
c_Nitrospira Dia 01 2.05 **<0.01 *0.05
o_Nitrospirales Dia 01 2.02 **<0.01 *0.05
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g_Sphingomonas Dia 01 2.02 ***<0.01 *0.04

c_Bacteroidia Dia 30 4.70 *0.02 0.44
p_Bacteroidetes Dia 30 4.69 *0.02 0.45
c_Bacilli Dia 30 3.83 *0.02 0.40
g_Proteiniclasticum Dia 30 3.32 *0.02 0.44
g_Paracoccus Dia 30 3.32 *0.02 0.44
o_Bacillales Dia 30 3.25 *rx<0.01 **<0.01
g_Bacillus Dia 30 3.23 *rx<0.01 **<0.01
g_Dysgonomonas Dia 30 3.15 »**<0.01 *0.03
g_Pseudomonas Dia 30 2.76 ***<0.01 **0.01
g_Succinivibrio Dia 30 2.67 ***<0.01 *0.04
o_Aeromonadales Dia 30 2.66 ***<(0.01 *0.04
f Bacillaceae Dia 30 2.07 ***<().01 *0.03

LDA: Linear discriminant analysis. El valor LDA minimo aceptado fue 2,0 como se indica en la Figura 17B.
El nombre taxonémico se afiadi6 antes de la abreviatura de cada taxén. "c", clase; "o", orden; "f", familia;
"g", género. Los p-values se calcularon utilizando la prueba de Kruskal-Wallis; la prueba de False Discovery
Rate (FDR) (g-values) se calcularon utilizando el método Benjamini-Hochberg. Los p and g values <0,05
se consideran estadisticamente significativos. * indica p < 0,05, ** indica p < 0,01, *** indica p < 0,001 y
**** indica p < 0,0001.

Tabla S9. Lista de taxones bacterianos durante el consumo de cerveza sin alcohol en el dia 1.

No OTUsID Bacteria No OTUsID Bacteria
1 7747 Lachnobacterium 27 4341534 Ruminococcaceae
2 9037 Clostridiales 28 4347159 Bifidobacterium
adolescentis
3 97263 Ruminococcaceae 29 4355971 Clostridiaceae
4 173876  Clostridiales 30 4382678 Coprococcus
5 174654  Ruminococcus 31 4387706 Lachnospiraceae
6 176507 Ruminococcaceae 32 4414044 Roseburia
7 177224  Clostridiales 33 4416570 Lachnospiraceae
8 178713 Ruminococcaceae 34 4425526 Lachnospiraceae
9 179664  Clostridiales 35 4435400 Lachnospiraceae
10 180462 Blautia 36 4435575 Clostridiales
11 182753 Lachnospiraceae 37 4452107 Clostridiales
12 185753 Blautia 38 4452700 Clostridiaceae
13 194353 Blautia 39 4457438 Lachnospiraceae
14 199456 Blautia 40 4464173 Lachnospiraceae
15 204099 Ruminococcaceae 41 4465746 Peptostreptococcaceae
16 277204 Ruminococcaceae 42 4465907 Blautia
17 302939 Blautia 43 4468391 Ruminococcus
18 332962 Clostridiales 44 4472130 Lachnospiraceae
19 341444  Clostridiales 45 4474380 Clostridiales
20 652696  Bifidobacterium 46 4476330 Blautia
adolescentis
21 821722 Blautia 47 4478125 Ruminococcaceae
22 238681 Ruminococcaceae 48 4481131 Faecalibacterium prausnitzii
4
23 317739 Bifidobacterium longum 49 4481427 Clostridiales
2
24 329173  Bifidobacterium longum 50 4482516 Clostridiaceae
0
25 360954  Coprococcus 51 4483037 Ruminococcaceae
5
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26 433673 Roseburia 52 4484075 Ruminococcaceae
1

Ver figura S3, Anexo 3.

Tabla S10. Lista de taxones bacterianos durante el consumo de cerveza sin alcohol en el dia
30.

No. OTUs ID Bacteria No. OTUs ID Bacteria

1 2177 Clostridiales 10 333360 Clostridiales

2 2445 Clostridiales 11 362991 Ruminococcus

3 4777 Collinsella 12 365385 Bifidobacterium

4 5341 Coriobacteriaceae 13 3562626 Bacteroides

5 163243 Ruminococcus 14 4296496 Clostridiales

6 195938 Lachnospiraceae 15 4377144 Ruminococcaceae
7 230132 RF39 16 4423553 Ruminococcaceae
8 295100 Christensenellaceae 17 4476561 Barnesiellaceae

9 308786 Ruminococcus 18 4480861 Catenibacterium

Ver figura S4, Anexo 3.

Tabla S11. Lista de taxones bacterianos durante el consumo de cerveza con alcohol en el dia
1.

No OTUs Bacteria No OTUsID Bacteria

. ID .

1 8 Blautia 34 840376 Ruminococcaceae

2 9 Dialister 35 2037235 Prevotella copri

3 45 Ruminococcaceae 36 2386814 Faecalibacterium prausnitzii

4 326 Ruminococcus 37 2498994 Erysipelotrichaceae

5 483 Coriobacteriaceae 38 3931537 Ruminococcaceae

6 1123 RF39 39 4015729 Dorea

7 3487 Prevotella copri 40 4328241 Phascolarctobacterium

8 4956 Bifidobacterium 41 4335376 Coriobacteriaceae
adolescentis

9 6276 Coriobacteriaceae 42 4374302 Dorea

10 9884 Collinsella aerofaciens 43 4377144 Ruminococcaceae

11 14230 Lachnospiraceae 44 4388316 Clostridiales

12 14685 Lachnospiraceae 45 4393499 Ruminococcaceae

13 14686 Clostridiales 46 4393532 Eggerthella

14 14931 Ruminococcaceae 47 4414044 Roseburia

15 16571 Lachnospiraceae 48 4419504 Ruminococcaceae

16 174654 Ruminococcus 49 4430561 Enterobacteriaceae

17 176507 Ruminococcaceae 50 4435575 Clostridiales

18 177224 Clostridiales 51 4441081 Collinsella

19 178713 Ruminococcaceae 52 4452107 Lachnospiraceae

20 180462 Blautia 53 4452700 Clostridiaceae

21 181335 Blautia 54 4457438 Lachnospiraceae

22 182044 Ruminococcaceae 55 4465907 Blautia

23 191355  Erysipelotrichaceae 56 4468391 Ruminococcus

24 195938 Lachnospiraceae 57 4468891 Erysipelotrichaceae

25 196729  Prevotella copri 58 4476751 Ruminococcuscross4

gnavus

26 198824 Lachnospiraceae 59 4478125 Ruminococcaceae

27 264552 Dialister 60 4479405 Enterobacteriaceae

28 277204 Ruminococcaceae 61 4481131 Faecalibacterium prausnitzii

29 311446 Ruminococcaceae 62 4481613 Collinsella aerofaciens

30 329693 Prevotella copri 63 4482516 Clostridiaceae

31 341444  Clostridiales 64 4482983 Lachnospiraceae
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32 345899 Prevotella copri
33 798581 Ruminococcus

65 4484034
66 4484075

Bacteroides
Ruminococcaceae

Ver figura S5, Anexo 3.

Tabla S12. Lista de taxones bacterianos durante el consumo de cerveza con alcohol en el dia

30.

No. OTUsID Bacteria No. OTUsID Bacteria

1 45 Ruminococcaceae 18 323906 Ruminococcaceae
2 476 Dialister 19 356167 Ruminococcaceae
3 478 Desulfovibrio 20 921020 RF39

4 4341 Clostridiales 21 977628 RF39

5 4356 Ruminococcaceae 22 2423305 Coriobacteriaceae
6 4360 Dialister 23 3562626 Bacteroides

7 4912 Dialister 24 4326870 Dialister

8 72142 Prevotella copri 25 4335376 Coriobacteriaceae
9 168383 Clostridiales 26 4356697 Ruminococcaceae
10 182044 Ruminococcaceae 27 4377144 Ruminococcaceae
11 187517 Mogibacteriaceae 28 4416614 Bacteroides

12 191502 Clostridiales 29 4435784 Bacteroides

13 210895 Clostridiales 30 4445078 Clostridiales

14 295100 Christensenellaceae 31 4453773 Desulfovibrionaceae
15 305056 Ruminococcaceae 32 4468234 Bacteroides

16 307352 Ruminococcaceae 33 4475784 Enterococcus

17 314605 Clostridiales

Ver figura S6, Anexo 3.

Tabla S13. Comparaciones estadisticas para el género masculino durante el consumo de

cerveza sin alcohol.

Datos antropométricos y clinicos Dia 1 Dia 30 p-value?
Participantes (Masculino) 21 21 ND
Edad (afios) 30.19 £ 9.06 30.19 £ 9.06 ND
Peso (Kg) 77.50 + 14.19 76.76 + 14.27 *+0.01 °
Altura (m) 1.72 £0.07 1.72 £ 0.07 ND
IMC (Kg/m?) 26.28 +4.17 26.02 +4.19 **0.01 °
Cintura 88.00 £ 11.13 88.02 £ 10.84 0.95°
Cadera 91.83 £9.49 92.43 £ 10.68 0.17°
ICC 0.96 + 0.03 0.95+0.03 0.53°
Presion sistélica (mmHg) 116.48 +10.83 113.90 +10.34 0.23°
Presion diastdlica (mmHg) 73.67 +8.25 72.10 +7.27 0.41°
Pulso 66.14 + 9.76 69.95 + 9.54 0.08 °
Bioguimica sanguinea

Glucosa (70-99 mg/dL) 87.38 £ 5.89 78.95 + 8.89 #rr%<(.01
Insulina (2.7-10.4 pU/mL) 11.28 +£11.87 9.76 £ 3.84 0.38
HOMA/ IR (< 3) 2.47 +2.63 1.93+£0.89 0.85
CBF (%) 166.02 + 163.85  195.92 + 135.08 *0.02
Perfil lipidico

Colesterol (<239 mg/dL) 203.67 £29.09 202.24 + 28.58 0.73°
Triglicéridos (150-200 mg/dL) 159.86 + 140.05  151.19 + 105.09 0.89
HDL (> 40 mg/dL) 45.29 +7.85 46.48 + 8.26 0.21°
LDL (< 130 mg/dL) 128.52 + 26.18 128.89 + 24.96 0.92°
VLDL (10-40 mg/dL) 30.23 £27.14 26.87 £ 23.46 *0.04
IAP (3-5) 4.67 +1.25 4.54 +1.25 0.18
Perfil hepatico

Bilirrubina total (0.22-1.04 mg/dL) 1.03+£0.33 1.01+£041 0.75
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Bilirrubina  directa  (0.12-0.42 0.33+£0.08 0.31+0.10 0.28°
mg/dL)

Bilirrubina  Indirecta  (0.09-0.65 0.69+£0.26 0.70 £0.32 0.67
mg/dL)

ALT (<55 U/L) 28.10 £ 14.05 24.43 +£13.16 *0.02
AST (5-34 U/L) 25.81 +8.29 22.76 +5.28 *0.03
Fosfatasa alcalina (40-150 U/L) 81.14 + 26.08 79.71 + 20.50 0.94
Perfil de inflamacion

PCR (0.10-8.20 mg/dL) 157+1.71 156 +1.68 0.63
VSG (< 30 mm/H) 2.10 + 0.30 2.28 £ 0.90 0.41
Acidos grasos de cadena corta

Acido acético (mM/100mg) 197.83 +100.84 234.04 £ 114.66 0.27
Acido propi6nico (mM/100mg) 26.93 + 25.18 26.86 + 22.67 0.54
Acido butirico (mM/100mg) 12.63 + 6.27 12.66 + 6.89 0.99 P

IMC, indice de masa corporal; ICC, Indice cintura-cadera; Homa/IR, Homeostatic model assessment/Insulin
resistance; CBF, Células B funcionales; HDL, Lipoproteina de alta densidad; LDL, Lipoproteina de baja
densidad; VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad; IAP, indice aterogénico del plasma; ALT, Alanina
transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; PCR, Proteina C reactiva; VSG, Velocidad de sedimentacion
globular; ND, Datos no determinados. Los datos son la media + desviacién estdndar. El valor de p se
calculé con base en la prueba de rango de signos de Wilcoxon?a, excepto para la prueba T de muestras
pareadasP. Los valores p <0.05 se consideran estadisticamente significativos. * indica p<0.05, ** indica
p<0.01 y **** indica p<0.0001.

Tabla S14. Comparaciones estadisticas para el género femenino durante el consumo de

cerveza sin alcohol.

Datos antropométricos y clinicos Dia 1 Dia 30 p-value?
Participantes (Femenino) 14 14 ND
Edad (afios) 26.64 £5.21 26.64 £5.21 ND
Peso (Kg) 57.74 £ 8.19 56.99 + 7.89 0.30°
Altura (m) 1.59 £ 0.05 1.59 £ 0.05 ND
IMC (Kg/m?) 22,72 £2.92 22.43 £2.92 0.51
Cintura 74.83 £ 8.67 72.86 £ 7.22 *0.04
Cadera 86.02 £ 7.25 84.67 £7.02 0.16
ICC 0.87 £ 0.05 0.86 + 0.03 0.68
Presion sistélica (mmHg) 108.29 + 9.60 103.29 £ 9.38 0.06
Presion diastélica (mmHg) 71.36 +7.47 70.07 + 8.60 0.67°
Pulso 74.14 + 11.68 76.36 + 9.87 0.41°
Bioguimica sanguinea

Glucosa (70-99 mg/dL) 85.14 +5.99 77.86 +£5.52 **<0,01°
Insulina (2.7-10.4 pU/mL) 9.38 +3.61 9.61+4.74 0.90
HOMA/ IR (< 3) 2.00 £ 0.85 1.85+0.93 0.68
CBF (%) 154.51 + 49.71 346.54 + 401.22 *0.03
Perfil lipidico

Colesterol (<239 mg/dL) 188.57 £+ 36.93 189.50 + 43.16 0.90
Triglicéridos (150-200 mg/dL) 95.07 £ 36.25 110.07 +54.13 0.12
HDL (> 40 mg/dL) 53.79 + 8.58 53.29 £ 10.11 0.72°
LDL (< 130 mg/dL) 114.98 £ 37.54 115.69 + 41.64 0.68
VLDL (10-40 mg/dL) 19.63 £ 5.87 20.83+7.64 0.33
IAP (3-5) 3.60 + 0.90 3.67 + 1.06 0.46°
Perfil hepatico

Bilirrubina total (0.22-1.04 mg/dL) 0.55+0.15 0.61 +£0.29 0.42
Bilirrubina  directa  (0.12-0.42 0.21 +£0.058 0.21+0.10 0.65
mg/dL)

Bilirrubina Indirecta  (0.09-0.65 0.34 +£0.10 0.39+£0.20 0.28
mg/dL)
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ALT (<55 U/L) 20.21£11.92 23.07 £18.21 0.47
AST (5-34 U/L) 22.36 £ 7.66 22.64 £8.79 0.50
Fosfatasa alcalina (40-150 U/L) 73.64 +18.80 77.00 £19.70 0.14°
Perfil de inflamacién

PCR (0.10-8.20 mg/dL) 1.73+£1.62 5.95+12.39 *0.05
VSG (< 30 mm/H) 2.93+1.98 4.79 +5.26 0.31
Acidos grasos de cadena corta

Acido acético (mM/100mg) 181.51 + 84.02 198.70 + 103.08 0.98
Acido propi6nico (mM/100mg) 23.73 £31.02 16.71 +10.16 0.85
Acido butirico (mM/100mg) 11.83+4.44 9.42 + 3.64 *0.04 P

IMC, indice de masa corporal; ICC, indice cintura-cadera; Homa/IR, Homeostatic model assessment/Insulin
resistance; CBF, Células B funcionales; HDL, Lipoproteina de alta densidad; LDL, Lipoproteina de baja
densidad; VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad; IAP, indice aterogénico del plasma; ALT, Alanina
transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; PCR, Proteina C reactiva; VSG, Velocidad de sedimentacion
globular; ND, Datos no determinados. Los datos son la media + desviacién estandar. El valor de p se
calculé con base en la prueba de rango de signos de Wilcoxon?a, excepto para la prueba T de muestras
pareadasP. Los valores p <0.05 se consideran estadisticamente significativos. * indica p<0.05, ** indica

p<0.01y **** indica p<0.0001.

Tabla S15. Comparaciones estadisticas para el género masculino durante el consumo de

cerveza con alcohol.

Datos antropomeétricos y clinicos Dia 1 Dia 30 p-value?
Participantes (Masculino) 18 18 ND
Edad (afios) 31.78 £ 10.04 31.78 £ 10.04 ND
Peso (Kg) 79.81 + 14.38 77.92 £12.42 0.58
Altura (m) 1.73+£0.07 1.73+£0.07 ND
IMC (Kg/m?) 26.06 £ 4.73 26.00 + 4.08 0.48
Cintura 89.03 £9.02 89.89 + 9.75 0.11
Cadera 93.33+9.62 93.42 £9.84 0.75
ICC 0.95 +0.03 0.96 + 0.04 0.12°
Presion sistélica (mmHg) 122.75 £ 12.90 117.25 £ 10.90 *0.04°
Presién diastélica (mmHgQ) 71.12 +10.96 73.12 +14.92 0.21
Pulso 73.20 £ 11.75 73.80£8.74 0.87°
Porcentaje de musculo (%) 35.25+5.01 36.33+3.74 0.25°
Porcentaje de grasa (%) 26.28 +7.64 25.01 +6.29 0.19°
Grasa visceral (%) 8.89+4.42 8.83+391 0.76
GEB (cal) 1680.28 + 186.34 1729.17 £ 163.73 0.15
Bioguimica sanguinea

Glucosa (70-99 mg/dL) 78.33+4.79 85.56 + 4.66 whrxe(),01 P
Insulina (2.7-10.4 pU/mL) 6.93+2.82 7.88 +5.36 0.44
HOMA/ IR (< 3) 1.33+0.50 1.65+1.05 *0.04
CBF (%) 203.07 £ 203.46 135.27 +123.73 **0.04
Hemoglobina Alc (4-6 %) 5.02 +0.24 5.01 + 0.25 0.48
Perfil lipidico

Colesterol (<239 mg/dL) 187.72 + 34.49 184.33 £ 33.96 0.29
Triglicéridos (150-200 mg/dL) 134.33 + 63.16 140.67 + 62.03 0.62
HDL (> 40 mg/dL) 47.89 +£10.82 44.67 £10.49 **<(0.01°
LDL (< 130 mg/dL) 120.10 £ 31.23 123.51 + 31.16 0.26°
VLDL (10-40 mg/dL) 26.87 £ 12.63 28.13+12.41 0.62
IAP (3-5) 413+1.21 437 +1.32 *0.04 P
Perfil hepético

Bilirrubina total (0.22-1.04 mg/dL) 0.96 + 0.62 1.06 £ 0.51 0.09
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Bilirrubina  directa (0.12-0.42 0.29 £ 0.09 0.36 £0.15 **<0.01
mg/dL)

Bilirrubina  Indirecta  (0.09-0.65 0.67 £0.55 0.70 £0.36 0.18
mg/dL)

ALT (<55 U/L) 26.94 + 14.25 26.28 £ 14.73 0.79
AST (5-34 U/L) 25.78 +5.79 27.06 +£10.47 0.65
Fosfatasa alcalina (40-150 U/L) 73.44 + 17.83 71.94 +18.72 0.12
Perfil de inflamacion

PCR (0.10-8.20 mg/dL) 2.17+£2.15 2.18+2.35 0.91
VSG (< 30 mm/H) 3.06 +1.70 2.39 +£0.92 0.16
Acidos grasos de cadena corta

Acido acético (mM/100mg) 390.25 + 195.84 413.46 + 173.77 0.42
Acido propi6nico (mM/100mg) 40.53 + 30.97 56.64 + 29.16 0.06
Acido butirico (mM/100mg) 11.09 +13.48 10.21 + 6.27 0.56

IMC, Indice de masa corporal; ICC, Indice cintura-cadera; GEB, Gasto energético basal; Homa/IR,
Homeostatic model assessment/Insulin resistance; CBF, Células B funcionales; HDL, Lipoproteina de alta
densidad; LDL, Lipoproteina de baja densidad; VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad; IAP, indice
aterogénico del plasma; ALT, Alanina transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; PCR, Proteina C
reactiva; VSG, Velocidad de sedimentacion globular; ND, Datos no determinados. Los datos son la media
+ desviacion estandar. El valor de p se calcul6 con base en la prueba de rango de signos de Wilcoxon?,
excepto para la prueba T de muestras pareadasP. Los valores p <0.05 se consideran estadisticamente
significativos. * indica p<0.05, ** indica p<0.01 y **** indica p<0.0001.

Tabla S16. Comparaciones estadisticas para el género femenino durante el consumo de

cerveza con alcohol.

Datos antropométricos y clinicos Dia 1 Dia 30 p-value?
Participantes (Femenino) 15 15 ND
Edad (afios) 27.20+8.18 27.20+8.18 ND
Peso (KQ) 53.11+5.71 53.17 +5.93 0.98
Altura (m) 1.60 £ 0.04 1.60 £ 0.04 ND
IMC (Kg/m?) 20.79 £ 2.10 21.37 £ 2.57 0.33°
Cintura 70.07 £5.17 70.77 + 4.62 0.07°
Cadera 80.80 + 6.97 80.10 +6.72 0.27°
ICC 0.87 £0.03 0.88 £ 0.04 0.06°
Presion sistélica (mmHg) 92.50 + 27.73 103.87 £7.12 0.08
Presion diastélica (mmHg) 64.58 £5.18 71.33£3.63 **0.01°
Pulso 70.75 +13.73 69.33+5.12 0.50
Porcentaje de musculo (%) 26.25+2.55 26.50 £ 2.17 0.54°
Porcentaje de grasa (%) 30.88 +5.63 30.75+£5.94 0.50°
Grasa visceral (%) 3.53+1.30 3.67+1.18 0.16°
GEB (cal) 1230.33 + 54.64 1231.80 + 54.29 0.55
Bioquimica sanguinea

Glucosa (70-99 mg/dL) 76.67 + 3.96 83.33+5.01 **+0,01°
Insulina (2.7-10.4 puU/mL) 7.23+3.24 6.29 + 1.90 0.23
HOMA/ IR (< 3) 1.36 £0.57 1.30 £0.42 0.64°
CBF (%) 249.52 + 325.30 115.24 + 35.48 **0.01
Hemoglobina Alc (4-6 %) 4.92 £0.22 4.92 £0.22 1.00°
Perfil lipidico

Colesterol (<239 mg/dL) 185.80 + 37.70 180.93 + 40.64 0.43°
Triglicéridos (150-200 mg/dL) 105.27 + 45.98 104.80 + 34.82 0.93
HDL (> 40 mg/dL) 58.73 £ 11.05 56.20 * 8.69 0.10°
LDL (< 130 mg/dL) 112.48 +32.10 113.72 £ 38.10 0.84°
VLDL (10-40 mg/dL) 21.05+9.20 20.96 * 6.96 0.93
IAP (3-5) 3.21 +0.54 3.26 + 0.68 0.62°

Perfil hepatico
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Bilirrubina total (0.22-1.04 mg/dL) 4.46 £ 14.54 0.75+£0.42 0.59
Bilirrubina  directa  (0.12-0.42 0.25+0.13 0.29+0.14 0.12
mg/dL)

Bilirrubina Indirecta (0.09-0.65 0.44 £0.30 0.47 £0.28 0.41
mg/dL)

ALT (<55 U/L) 21.33+4.20 16.80 £ 11.61 0.11
AST (5-34 U/L) 15.93 £5.79 20.80 + 8.86 0.14
Fosfatasa alcalina (40-150 U/L) 64.47 + 15.72 65.33 + 15.96 1.00
Perfil de inflamacién

PCR (0.10-8.20 mg/dL) 2.16 +£2.40 2.65 £ 3.90 0.36
VSG (< 30 mm/H) 5.87 +4.00 2.93+1.79 **0.01
Acidos grasos de cadena corta

Acido acético (mM/100mg) 443.92 + 154.50 455.86 + 132.30 0.84°
Acido propi6nico (mM/100mg) 58.22 + 28.40 51.42 £ 29.10 0.43
Acido butirico (mM/100mg) 12.82 £ 6.39 11.76 £ 4.37 0.50°

IMC, Indice de masa corporal; ICC, Indice cintura-cadera; GEB, Gasto energético basal; Homa/IR,
Homeostatic model assessment/Insulin resistance; CRF, Células B funcionales; HDL, Lipoproteina de alta
densidad; LDL, Lipoproteina de baja densidad; VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad; IAP, Indice
aterogénico del plasma; ALT, Alanina transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; PCR, Proteina C
reactiva; VSG, Velocidad de sedimentacion globular; ND, Datos no determinados. Los datos son la media
+ desviacion estandar. El valor de p se calculd con base en la prueba de rango de signos de Wilcoxon?,
excepto para la prueba T de muestras pareadasP. Los valores p <0.05 se consideran estadisticamente
significativos. * indica p<0.05, ** indica p<0.01 y **** indica p<0.0001.
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Anexo 3: Figuras suplementarias

Figura S1.
Figura S2.
Figura S3.
Figura S4.
Figura S5.
Figura S6.
Figura S7.

Figura S8.

Fragmentogramas de analisis de espectrometria de
masas de alta resolucién de la CSA.

Fragmentogramas de analisis de espectrometria de
masas de alta resoluciéon de la CCA.

Andlisis co-occurrence significativo para el dia 1 durante
el consumo moderado de cerveza sin alcohol.

Andlisis co-occurrence significativo para el dia 30 durante
el consumo moderado de cerveza sin alcohol.

Analisis co-occurrence significativo para el dia 1 durante
el consumo moderado de cerveza con alcohol.

Analisis co-occurrence significativo para el dia 30 durante
el consumo moderado de cerveza con alcohol.

Andlisis de beta diversidad de la microbiota intestinal
durante el consumo de cerveza al dia 1.

Andlisis de diversidad beta de la microbiota intestinal
durante el consumo de cerveza por tiempo y género.
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Figura S1. Fragmentogramas de analisis de espectrometria de masas de alta resolucion de la
CSA. La figura muestra todos los fragmentogramas (A-1), obtenidos para cada pico del
cromatograma de iones totales que se muestra en la Figura 7.A. El eje Y muestra el porcentaje de
abundancia relativa de los compuestos fragmentados en el pico correspondiente y el eje X muestra
la relacibn masa-carga (m/z).
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Figura S2. Fragmentogramas de andlisis de espectrometria de masas de alta resolucion de la
CCA. La figura muestra todos los fragmentogramas (A-J), obtenidos para cada pico del
cromatograma de iones totales que se muestra en la Figura 7.B. El eje Y muestra el porcentaje de
abundancia relativa de los compuestos fragmentados en el pico correspondiente y el eje X muestra
la relacion masa-carga (m/z).
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Cerveza sin alcohol (Dia 1)

A Ll B i 52 C L i U D Ruminococcaceae-22 E Clostridiales-18
Blautia-13 ceeds Peptostreptococcaceae-41
Blautia21 L 3 f fum-48 Clostridiaceae-29
Coprococcus-25 Ruminococcaceae-16
Blautia-42 I
Coprococcus-30 F Clostridiaceae-50 G Ruminococcus-5 H Roseburia-32 Blautia-12
idi Blautia-10
e Lachnospiraceae-35
Clostridiales45 Clostridiaceae-38 Ruminococcus-43 Clostridiales-7
Blautia-17
J Clostridiales-4 K L jume1 L L 39 M 15 N Clostridiales-19 0 Bifidobacterium-23 P Roseburia-26
Ruminococcaceae-49
L en Cl 37 51 Clostridiales-36 Bifidobacterium-24
Clostridiales-9
Q hs R tacmowneesett  Lacmospraceando S i g | < Bidobsceninad
Ruminococcaceae-27
Ruminococcaceae-6 Lachnospiraceae-31 Ruminococcaceae-3 Bifidobacterium-20

Copresencia e Exclusién mutua

Figura S3. Andlisis co-occurrence significativo para el dia 1 durante el consumo moderado de
cerveza sin alcohol. Este grafico muestra interacciones seleccionadas entre diferentes
comunidades bacterianas; copresencia (positivo, lineas verdes) y exclusién mutua (negativo,
lineas rojas). Este andlisis se realizd utilizando el archivo otu_table.biom con el plug-in CoNet,
donde las redes de co-ocurrencia generadas fueron visualizadas por el software Cytoscape
(v3.6.1). Cada nodo indica un clado microbiano (taxén bacteriano) que pertenece a un nimero
Unico de OTU. Los bordes (lineas) que conectan dos nodos, representan correlaciones
significativas (p <0.05; g <0.05; R> 0.8). En este gréfico, algunos nombres de bacterias se
muestran mas de una vez, p. Ej. Coprocuccus, Blautia, etc., sin embargo, pertenecen a diferentes
nameros de OTU. Los nombres de las bacterias y el numero de OTU correspondiente se muestran
en el Anexo 2, Tabla S9.
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Cerveza sin alcohol (Dia 30)

A Ruminococcus-11

Clostridiales-2 '

Clostridia|e$-10 » Lachno‘spiraceaeTG“f",‘\ . ' Clostridiales-1
Christer‘nseneylllacr:eée-8 =i} Rumi‘no’c‘o\cgac‘;eae-15
Colinsella-3 > 7" Clostrdisles-14
RF39-7
Coriobécteriéceae-4
B Catenibacterium-18 c Bifidobacterium-12 D Barnesiellaceae-17

/

Bacteroides-13
/ Ruminococcus-5 Ruminococcus-9

Ruminococcaceae-16

Copresencia Exclusién mutua

Figura S4. Andlisis co-occurrence significativo para el dia 30 durante el consumo moderado de
cerveza sin alcohol. Este grafico muestra interacciones seleccionadas entre diferentes
comunidades bacterianas; copresencia (positivo, lineas verdes) y exclusion mutua (negativo,
lineas rojas). Este andlisis se realiz6 utilizando el archivo otu_table.biom con el plug-in CoNet,
donde las redes de co-ocurrencia generadas fueron visualizadas por el software Cytoscape
(v3.6.1). Cada nodo indica un clado microbiano (taxén bacteriano) que pertenece a un nimero
Unico de OTU. Los bordes (lineas) que conectan dos nodos, representan correlaciones
significativas (p <0.05; g <0.05; R> 0.8). En este gréfico, algunos nombres de bacterias se
muestran mas de una vez, p. Ej. Bifidobacterium, Ruminococcus, etc., sin embargo, pertenecen a
diferentes niimeros de OTU. Los nombres de las bacterias y el nUmero de OTU correspondiente
se muestran en el Anexo 2, Tabla S10.
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Cerveza con alcohol (Dia 1)

A i 45 o 33 B Ruminococcus-44 C
Lachnospiraceae-12 Collinsella-10
Prevotella-30
Ruminococcaceae-29 v i
Prevolella-32\ / / \ — 558 Clostridiales-13 Clostridiales-44
Phascolarctobacterium-40______ > il Lachnospiraceae-11 Collinsella-62
\ \\ Ruminococcaceae-22 Ruminococcaceae-14 Prevotella-7
Coriobacteriaceae-9 Eggerthella-46 Lachnospiraceae-15 D Lachmospiracess 54
Coriobacieriaceass \ / Ruminococcaceae-3
|
= Coriobacteriaceae-41
Collinsella-51 \ RF39-6 Lachnospiraceae-52
Bacteroides-65
E 1 ; o4 F s - G z % H . 57 I ipelotr 37 J Dialister-27 K Blautia-21
Bifdobacterium-8 5 3 Y 0 23 43 Dialister-2 Blautia-1
L i 59 M [ i ium-36 N L i 26 0 Enterobacteriaceae-49 P Roseburia-47 Q Prevotella-25 R Dorea-39
17 ! om61 i o iaceac-60 Clostridiales-18 Prevotella-35 Dorea-42
S Blautia-20 T i 66 U Clostridi 63 V Clostridiales-31 W Ruminococcaceae-19
Blautia-55 28 Clostridi 53 Clostridiales-50 Ruminococcaceae-34

s COPreSENCia = Exclusiéon mutua

Figura S5. Analisis co-occurrence significativo para el dia 1 durante el consumo moderado de
cerveza con alcohol. Este gréafico muestra interacciones seleccionadas entre diferentes
comunidades bacterianas; copresencia (positivo, lineas verdes) y exclusion mutua (negativo,
lineas rojas). Este andlisis se realizé utilizando el archivo otu_table.biom con el plug-in CoNet,
donde las redes de co-ocurrencia generadas fueron visualizadas por el software Cytoscape
(v3.6.1). Cada nodo indica un clado microbiano (taxén bacteriano) que pertenece a un namero
Unico de OTU. Los bordes (lineas) que conectan dos nodos, representan correlaciones
significativas (p <0.05; q <0.05; R> 0.8). En este grafico, algunos nombres de bacterias se
muestran mas de una vez, p. Ej. Prevotella, Eggerthella, etc., sin embargo, pertenecen a diferentes
numeros de OTU. Los nombres de las bacterias y el nimero de OTU correspondiente se muestran
en el Anexo 2, Tabla S11.
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Cerveza con alcohol (Dia 30)

A Bacteroides-32 B Clostridiales-17
/ Dialister-7 Ruminococcaceae-16
Ruminococcaceae-27 Ruminococcaceae-5 Ruminococcaceae-18
/ Ruminococcaceae-10
RF39-20

Bacteroides-29

Bacteroides-28 \ Ruminococcaceae-19
\ / Coricbacteriaceae-25
Ruminococcaceae-26 c Clostridiales-9
/
Clostridiales-30
Dialister-24 Clostridiales-12
Mogibacteriaceae-11 Ruminococcaceae-15
\\ Christensenellaceae-14
! - Dialister-6
Bacteroides-23 ~ — Desulfovibrio-3
/ Clostridiales-13
Dialister-2
Desulfovibrionaceae-31
D Prevotella-8 E Ruminococcaceae-1  F Clostridiales-4

|

Coriobacteriaceae-22 Enterococcus-33

Copresencia

RF39-21

Exclusién mutua

Figura S6. Analisis co-occurrence significativo para el dia 30 durante el consumo moderado de
cerveza con alcohol. Este grafico muestra interacciones seleccionadas entre diferentes
comunidades bacterianas; copresencia (positivo, lineas verdes) y exclusibn mutua (negativo,
lineas rojas). Este andlisis se realizd utilizando el archivo otu_table.biom con el plug-in CoNet,
donde las redes de co-ocurrencia generadas fueron visualizadas por el software Cytoscape
(v3.6.1). Cada nodo indica un clado microbiano (taxén bacteriano) que pertenece a un namero
Unico de OTU. Los bordes (lineas) que conectan dos nodos, representan correlaciones
significativas (p <0.05; q <0.05; R> 0.8). En este grafico, algunos nombres de bacterias se
muestran mas de una vez, p. Ej. Bacterides, Dialister, etc., sin embargo, pertenecen a diferentes
nameros de OTU. Los nombres de las bacterias y el nimero de OTU correspondiente se muestran
en el Anexo 2, Tabla S12.
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A Cerveza sin alcohol B Cerveza con alcohol
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Figura S7. Analisis de beta diversidad de la microbiota intestinal durante el consumo de cerveza
al dia 1. Sin alcohol (A) y con alcohol (B) calculados mediante métricas de disimilitud utilizando
tablas OTU y analisis Weighted UniFrac. Los andlisis muestran la diferencia entre géneros,
Femenino (color rojo) y Masculino (color azul). Se generaron diagramas de dispersion
tridimensionales utilizando andlisis de coordenadas principales (PCoA) en tres ejes diferentes que
muestra el porcentaje de diferencias totales. Los p-value se calcularon utilizando el método
ANOSIM para comparar las diversidades beta. La cerveza sin alcohol (Femenino vs Masculino) no
tiene diferencias significativas (A; p-value 0.857); ni la cerveza con alcohol (Femenino vs
Masculino) (B; p-value 0.631).
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Figura S8. Analisis de diversidad beta de la microbiota intestinal durante el consumo de cerveza
por tiempo y género. Femenino (A) Masculino (B). Calculado por métricas de disimilitud usando
tablas OTU y analisis Weighted UniFrac. Los analisis muestran la diferencia entre el dia 1 (color
rojo) y el dia 30 (color azul). Se generaron diagramas de dispersién tridimensionales utilizando
analisis de coordenadas principales (PCoA) en tres ejes diferentes que muestra el porcentaje de
diferencias totales. Los p-value se calcularon utilizando el método ANOSIM para comparar las
diversidades beta. La cerveza sin alcohol (Femenino y Masculino) tiene diferencias significativas
(A; p-value 0.001), (B; p-value 0.001); pero no para la cerveza con alcohol (Femenino y Masculino)
(C; p-value 0.322) (D; p-value 0.475).
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Anexo 4: Geles de agarosa (0.5%) del DNA gendmico de las muestras fecales
de los participantes

Cerveza sin alcohol

Dia 1

5 Ak : i .
14,11,35,10,57,40,48,5,55,23 20,56,49,53,6,41,2,4,8,9  17,344244545859602836 43,45,50,27,51 61 LP

Dia 15

¥

A R .
2,4,5,6,8,9,10,11,14,17  20,23,27,28,34,35,36,40,41,42 43 44,45, 49,50, 51,53,54,55 56 57,58, 59, 60, 61

Dia 30

R e & S f i
2,4,5,6,8910,11,14,17 202327,3536,4041424344 43444549505153545556 57,58,59,60,61
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Cerveza con alcohol

Pratbllils: V85"

1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 12,13,14,15,16,17,18,19,20, 22,23,24,25,27,28,29,30,31,32  33,34,35,36,37

Dia 15

Bt % il
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 33,34,35,36,37
Dia 30

1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 12,13,14,15,16,17,18,19,20,21 22,23,24,25,37 27,28,29,30,31,32,33,34,35,36
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Anexo 5: Geles de agarosa (2%) de los amplicones de la regién V3 del gen

16S ribosomal a partir del DNA obtenido de las muestras fecales

Cerveza sin alcohol

Dial

et

L-+ 2456,8,9,10 AL.,-,+,11,'14,1 7,27,28,20,23 L.-,+,34,35,36,40,41,42,43 L,-,+,44,45,49,50,51,53,54

L,-.+,55,566,57,568,59,60,61

Dia 15

‘ | = ' ROSL N e | NN 1 p T
L.-.+.2,4,56,8,9,10 L,-+11,14,17,20,23,27,28 L,-,+,34,35,36.40.41,42,43
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| A 4 >

ESs s BUPBDASEE, =

L,—,+,44,45ﬂ,49,50,51 ,53,54 L.-.+,55,56,57,58,59,60,61 ‘

Dia 30

L.-+.2.4,56.8,9.10 L-+11,14,17,2023,27,28 L-+34353640414243 L, +44,4549,50,51,53,54

BRI |

L,-.+,55,56,57,58,59,60,61

Repeticiones de PCR

Sy 2

L,-.+.2,4,58,9,14,171 L,-,+,23,27,28,34,35,36,40 1 L,-,+,27,34,35,36,41,45,502 L,-,+,28,36,41,44,45,50,533
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- 3 : RIS $ aicinsias
L.-+4243,455054,59192 L, +54591, 54555658593 L,.-+556028,11,17,20273 L,-,+,60,613,2.4,5 1

Repeticiones de extraccion de DNA y PCR

- o sad

L.-+2545501,62734352 L-+2545501,35362573 L,-.+,17,20,27,28,36,41,453

L,-+2458,917,271
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Cerveza con alcohol

Dia 1
L+-1234567 L+ 8912131415 L+- 1617,1819202122  L+- 23,24,2527,28,29,30

L,+,-, 31,32,33,34,35,36,37

Dia 15

L.+-123456,7 L,+,-,8,9,12,13,14,15 L,+,-, 16,17,18,19,20,21,22 :
L,+,-, 23,24,25,27,28,29,30
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L,+,-, 31,32,33,34,35,36,37

Dia 30

L,+,-,1,2,3,45,6,7 L,+,-, 8,9,12,13,14,15 L,+,-, 16,17,18,19,20,21,22 L,+,-, 23,24,25,27,28,29,30

L,+,-, 31,32,33,34,35,36,37
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Repeticiones de PCR

L,+,-,2F23,19F39,27F46,30F49,31F1,32F2,33F3

L.+.-.MTAL1.15F14.19F18.20F19.37F35.MTA2.20F5.MTA3.19F39.36F6

PCR L,+,-,REP3,35F5,36F6,37F7,REP2,1F36,20F5,REP1,15F14,19F18

L,+,-,MTA3,37F7.32F2,33F3,37F7,MTA2,1F36,CWF9,RVJF10

L.+.-MTA3.23F43

L,+.-,MTA1,19F18,20F19,MTA2,1F36,20F5,MTA3,19F39
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Anexo 6: Cromatogramas de los AGCC de muestras fecales de los
participantes

Cerveza sin alcohol
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Cerveza con alcohol
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Anexo 7: Cromatogramas de los sueros de los participantes.
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Anexo 8: Carta de consentimiento

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

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

PROCEDIMIENTOS DEL PROTOCOLO DE ESTUDIO

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

COMPROMISOS DEL PARTICIPANTE

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

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

2. Acudir al Lab 0 del Cinvestav para valorar datos clinicos, antropométricos, antecedentes
de consumo de antibidticos, vitaminas, antecedentes personales patolégicos y consumo de
alcohol. Brindar datos verdaderos acerca de su edad, talla, peso, si tiene algin padecimiento
en el que esté siendo tratado o si tiene algun problema en relacién con el consumo de
alcohol.

4. Durante los treinta dias del estudio tomar exclusivamente la “bebida” proporcionada en
la comida y no consumir alguna bebida alcohdlica durante estos. En caso de formar parte
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del grupo control, no consumir cerveza ni alguna otra bebida alcohdlica durante los treinta
dias del estudio para no alterar los resultados. Permitir que sus muestras sean procesadas
en el laboratorio clinico particular y en el Lab 0 del Cinvestav. Si su muestra no se encuentra
en condiciones necesarias para realizar las pruebas para este estudio, si sus datos no son
proporcionados completamente, si no completa sus tres visitas al estudio o si usted retira
su consentimiento, se finalizara su participacion en el mismo.

RIESGOS Y MALESTAR ESPERADOS

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

BENEFICIOS

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

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

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

CONFIDENCIALIDAD

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

PARTICIPACION VOLUNTARIA Y RETIRO DEL CONSENTIMIENTO

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

PREGUNTAS

Es posible que existan palabras técnicas que no entiende en este documento. Por favor
pregunte todo lo que no entiende y tome su tiempo para decidir participar en el estudio.

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

CONSENTIMIENTO DEL PARTICIPANTE

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

Nombre completo del  participante: Direccion:
Teléfono:

Correo electrénico Fecha:

Direccién: Firma:

Teléfono: Nombre completo del investigador:

Fecha:

Firma: Correo electrénico

Nombre completo del Testigo 1: Direccion:
Teléfono:

Correo electrénico Fecha:

Direccién: Firma:

Teléfono:

Fecha:

Firma:

Nombre completo del Testigo 2:

Correo electrdnico
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Anexo 9: Carta de aviso de privacidad

AVISO DE PRIVACIDAD Y CONSENTIMIENTO EXPRESO POR

Cinvestav

PARTE DE LAS

PERSONAS FiSICAS QUE PROPORCIONAN SUS DATOS PERSONALES AL DR. JAIME

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

Para efectos del presente aviso de privacidad
v sin perjuicio de lo gque establezca la Ley
Federal de Proteccidn de Datos Personales
en Posesidon de los Particulares se entiende
por:

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

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

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

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

s "Datos personales sensibles”: Datos de
cardacter personal identificados asi por "lLa
Ley™, que requieran un tratamiento especial,
incluyendo en algunas circunstancias, la
necesidad de obtener el consentimiento
explicito. Estas categorias incluyen, de
manera enunciativa mas no limitativa, datos
de caracter personal sobre origen racial o
&tnico, apiniones politicas, creencias
religiosas wu otras creencias similares,
pertenencia a sindicatos, salud fisica o
mental, vida sexual o antecedentes penales,
entre otros.

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

POR FAVOR LEA CUIDADOSAMENTE ¥
ACEPTE LOS TERMINOS SIGUIENTES ANTES
DE COMPARTIR CUALQUIER DATO
PERSONAL O INFORMACION DE 5U
PERSONA.

1.- CONOCIMIENTO, FINALIDAD ¥ USO DE

DATOS PERSONALES:
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Por medio del presente, doy i
consentimiento expreso para que los datos de
caracter personal referentes a mi persona
sean procesados por el “Dr. Garcia Mena®™,
can la finalidad de realizar el estudic de
investigacidén denominado “Influencia del
consumo moderado de cernvezra sobre la salud
o rravés de lo funcionolidad del biomo
microbiano del trocto digestive™ (en adelante

“La Imvestigacién™).

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

* Almacene por el tiempo gque estime
conveniente y que utilice dicha informacidn
personal con el fin de llevar acabo “La
Investigacion™;

» Cree bases de datos;

# Procese mis datos personales en el Centro
de Imvestigacion y Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Macional Umnidad
Zacatenco y el personal asignados en “La
Investigacidn™;

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

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

# Enviarme notificaciones de cambios del
presente aviso de privacidad;

Dir. Jaime Garcia Mena
Ultima actualizacién, Junio de 2016



2.- DATOS PERSONALES RECABADOS:

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

Nombre completo, Domicilio Particular,
Damicilio Comercial, Teléfono Casa, Otro
Teléfono de contacto, E-mail personal, Fecha
de nocimiento, Lugar de Nacimiento,
Nacionalidad, Género, Estado Ciwil,
Escolaridad, Informacidn del centro de
Estudios, Contacto de emergencia, historial
médico, entre otros.

No obstante lo anterior, estoy consciente y
acepto que el “Dr. Garcla Mena” podra
recabar datos personales adicionales a los
anteriormente enumerados, atreves de: (i)
entrevistas o personales; (i) via telefdnica;
{iii} correo electrdnico; (iv) mediante el
personal que designe para los efectos; o a
través de otras fuentes gue estan permitidas
por “La Ley™.

3.- TRANSFERENCIA DE DATOS PERSONALES:

Estoy consciente y aceptd que el "Dr. Garcia
Mena™ podra divulgar mis datos personales a
sus empleados, colaboradores, médicos
asignados a "La Investigacion™, empleados o
colaboradores del Centro de Investigacidn y
de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Macional Unidad Zacatenco,
empleados, para los propdsitos de “La
Investigacion™, y ademds cuando asi lo
reguiera la Ley que divulgue dichos datos
personales a las autoridades pertinentes en
los Estados Unidos Mexicanos o cualguier
otra jurisdiccidn, quedando prohibido que el
“Dr. Garcia Mena” divulgue esta informacidn
a terceros para cualquier propdsito que se
aparte de lo anteriormente descrito, salvo lo
previsto en la Ley.

Cinvestav

4.- NOMBRE ¥ DOMICILIO DEL RESPONSABLE
DE LOS DATOS PERSONALES:

Para cualgquier informacion sobre este aviso
de privacidad, o para el ejercicio de sus
“Derechos ARCO", por favor de contactar a los
siguientes ndmeros v direcciones:

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

Correo  electrdnico: mena@cinvestav.mx

Teléfono: 01 55 5747 3800 ext. 5327

5~ CAMBIOS AL PRESENTE AVISO DE
PRIVACIDAD:

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

Estas modificaciones estardn disponibles al
publico en la direccion sefialada
anteriormente en el presente documento.

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

Para el ejercicioc de los “Derechos Arco™ de
conformidad con lo establecido por “La Ley”,
85 necesario gue presente una peticidn
escrita via electrdnico al correo electronico a

iEmena@cinvestav.mx

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

Dr. Jalme Garela Mena
Ultima actualizacidn, Junio de 2016
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cancelar, limitar u oponerse al uso o
divulgacidén de sus datos personales y dos
datos personales a los que se refiere la
peticidn (ejemplo, Teléfono, direccién o
correo electrénica).

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

7.- DATOS PERSONALES SENSIBLES:

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

Origen racial o étnico, estado de salud
preseate vy futuro, informocidn  genética,
creencias religiosas, filosdficas vy morales,
afiiocidn  sindical, opiniones  politicas,
preferencia sexual y datos de historial médico
por lo que el “Dr. Garcig Mena™ hard su mefor
esfuerro para que los mismos sean tratodos
bajo medidas de seguridod, slempre
garantizande su confidencialidad.

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

[:l Consiento gue mis datos
personales sensibles sean tratados
conforme a los términos y condiciones
del presente aviso de privacidad.

MNombre:

Fecha:

Firma:

Dr. Jaime Garcla Mena
Ultima actualizacién, Junio de 2016

-fin de texto-
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