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RESUMEN

México se encuentra en los primeros 10 lugares a nivel mundial con obesidad infantil.
Esta enfermedad es generada por diversos factores entre ellos la microbiota intestinal.
Diversos estudios han reportado una asociacion entre la obesidad y la microbiota
intestinal, prioritariamente un incremento en la abundancia del filo Firmicutes, ademas
de una inflamacion crénica de bajo grado caracterizada por la presencia de las
citocinas IL-6 y TNF- a. Por lo anterior, en el presente trabajo se evalud la asociacion
en la abundancia relativa de Firmicutes y Bacteroidetes con citocinas proinflamatorias
en poblacion infantil y adolescente con obesidad del estado de Morelos. Se extrajo el
DNA de 175 muestras de heces, y se determiné la abundancia relativa (AR) de los filos
bacterianos Firmicutes y Bacteroidetes a través de gPCR en tiempo real. La
concentracion de las citocinas IL-6, IL-10 y TNF- a fue determinada en suero utilizando
kit Human cytokine/chemokine Magnetic Bead panel, (HCYTMAG-60K-PX29). Los
analisis estadisticos se realizaron con el programa STATA 14.0. Los resultados
obtenidos mostraron que los sujetos con obesidad, tienen mayor circunferencia de
cintura, y presentan un aumento en la concentracion de IL-10 y TNF-a en comparacion
con los sujetos con sobrepeso, siendo estadisticamente significativo. También, se
encontro un incremento de la AR de Firmicutes en nifios con obesidad, observandose
gue por cada unidad de la AR de Firmicutes hay un incremento del 28% de la
concentracion de IL-10 y por cada unidad de la AR de Bacteroidetes hay una

disminucioén del 34% en la concentracion de TNF-a.




1. INTRODUCCION

La obesidad es un problema a nivel mundial que afecta adultos y a nifios. México ocupa
el segundo lugar en adultos y se encuentra entre los primeros diez lugares en obesidad
infantil; la obesidad en nifilos y adultos ha aumentado en las Ultimas décadas (OCDE,
2019). La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) report6 del afio 2012 al
2020 un incremento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios y adolescentes.
En el 2012, se mostrd una prevalencia combinada de 34.4% en los nifios en edad escolar
(5-11 anos) y de 34.9% en los adolescentes (12-19 afios). En el afio 2020 la prevalencia
combinada en nifios fue de 38.2% y en adolescentes de 43.8%. Estos resultados sugieren
gue al paso de los afios hay un aumento de sobrepeso y obesidad tanto en nifios como

adolescentes (Figura 1) (Shamah-Levy, 2021).
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Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacién infantil y adolescente (Modificado de
Shamah-Levy, 2021).

La obesidad es una enfermedad multifactorial que promueve el desarrollo de
enfermedades cronico-degenerativas como enfermedades cardiovasculares, hipertension
arterial, arterioesclerosis, y diabetes mellitus (Mercado y Vilchis, 2013). La obesidad se
genera por un exceso de grasa en el cuerpo debido a que la ingesta de alimentos es

superior al gasto energético, este desequilibrio se refleja en un incremento en el peso




corporal (Rodrigo-Cano et al., 2017). La obesidad infantil tiene efectos duraderos,

incluidas consecuencias que amenazan la salud a lo largo de la vida (OCDE, 2019).

Recientemente, se ha sugerido que la microbiota intestinal podria jugar un papel
importante en el desarrollo de la obesidad. La microbiota intestinal es una comunidad de
microorganismos que promueve la degradacion de carbohidratos complejos, regula la
repuesta inmune y metabolismo del hospedador, entre otros. (Cani, 2013). Se ha sugerido
gue en nuestro cuerpo solo el 10% corresponden a células humanas y el 90% son células
de diversos microorganismos de la microbiota intestinal como hongos, bacterias, arqueas,
virus, etc. (Cani, 2013). La microbiota intestinal es dinamica ya que varia de acuerdo a la
edad del ser humano. La colonizacién del tracto gastrointestinal del neonato por la
microbiota intestinal inicia al momento del parto. Posteriormente, la lactancia promueve
en el neonato el desarrollo de comunidades bacterianas representadas por las familias
Staphylococcaceae, Sphingomonadaceae y el género Lactobacillus (Corona-Cervantes et
al., 2020). Posteriormente, la microbiota intestinal es modulada por la contribucién de la

dieta y diversos factores ambientales (Farias et al., 2011).

Los filos bacterianos Firmicutes y Bacteroidetes son los mas abundantes de la
microbiota intestinal. La abundancia y diversidad de ambos filos se encuentran en
equilibrio en personas con normopeso. Sin embargo, diversos factores como la dieta y el
uso indiscriminado de antibidticos promueven un desequilibrio de la microbiota intestinal
generando una disbiosis, la cual esta relacionada con la obesidad. La disbiosis intestinal
presenta una alteracion de las diversas comunidades bacterianas identificada por una
reduccion de especies del filo Bacteroidetes y aumento de especies del filo Firmicutes
(Cani, 2011).

La microbiota intestinal regula en gran medida la inmunidad innata y adaptativa

(Farias et al., 2011). La inmunidad se divide en dos tipos: inmunidad innata, la cual es la

primera linea de defensa, y la inmunidad adaptativa su respuesta es especifica y tiene

memoria, donde participan los linfocitos By T (Kindt et al., 2007). La microbiota intestinal
participa en la regulacion de la inmunidad innata a través de los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) presentes en diversas bacterias,

por ejemplo, los lipopolisacaridos (LPS). Los LPS son componentes esenciales de la pared




celular bacteriana principalmente bacterias gram negativas, y aunque no son
estrictamente factores de virulencia bacterianos, cuando se incrementan en el cuerpo
humano promueven una intensa respuesta de la inmunidad innata (Icaza-Chavez, 2013).
Se ha demostrado que los LPS, asi como los acidos grasos saturados de la dieta, pueden
actuar como ligando del receptor toll-like 4 (TLR4), el cual promueve la liberacién de
citocinas inflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a), Interleucina 6
(IL-6) y otras citocinas proinflamatorias relacionadas con resistencia a la insulina (Farias
et al.,, 2011). Por otro lado, la hipoxia en el tejido adiposo, la muerte celular de los
adipocitos periféricos, la angiogénesis y el aumento de proteinas de matriz extracelular
producen una desregulacion en la homeostasis debido al aumento de la secrecion de las
citocinas pro-inflamatorias antes mencionadas (IL-6 y TNF-a); asi como el descenso de la
citocina anti-inflamatoria IL-10 (Izaola et al., 2015). Por lo anterior, la microbiota intestinal
se encuentra intimamente relacionada con obesidad, evento en el destaca un estado

proinflamatorio de bajo grado promovido por citocinas proinflamatorias.




2. MARCO TEORICO

2.1 Obesidad

La obesidad es generada por multiples factores: ambiente obesogénico la relacion en el
entorno donde se encuentra, habitos alimentarios no tener una buena alimentacion, como
alimentos ricos en carbohidratos, sedentarismo no realizar actividad fisica, genéticos hay
genes relacionados con la obesidad como leptina, entre otros, alteraciones endocrinas, y
microbiota intestinal la disbiosis que se genera en la misma. (Figura 2) (Rodrigo-Cano et
al., 2017).
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Figura 2. Factores relacionados con la obesidad (Modificado de Rodrigo-Cano et al., 2017).

La causa principal de la obesidad es un balance energético positivo como resultado
de un aumento del aporte calérico de la dieta y una disminucién del gasto de energia
asociado con baja actividad fisica (Corro et al., 2016). Este desequilibrio en el cuerpo esta
relacionado con el tejido adiposo, el cual es un tejido endocrino complejo,
metabdlicamente muy activo en el que destacan funciones como: |) El mantenimiento del
balance energético, Il) la termorregulacion, 1ll) el metabolismo de lipidos y glucosa, V) la
modulacion de la funcidén hormonal y, V) la regulacion de la presion arterial (Izaola et al.,

2015). La obesidad se ha relacionado con enfermedades cardiovasculares,




arterioesclerosis y diabetes tipo 2, incluso se ha sugerido los potenciales problemas en la

salud en nifios con obesidad (Mercado y Vilchis, 2013).

La obesidad infantil tiene repercusiones en la adultez, se ha pronosticado que entre
el 77 y 92% de los nifios y adolescentes obesos continuaran asi en la etapa adulta. En la
actualidad, los nifios registran enfermedades que eran comunes en personas adultas,
tales como diabetes tipo 2, dislipidemias, hipertension arterial, enfermedades
cardiovasculares y problemas psicosociales como consecuencia de padecer el
denominado sindrome metabdlico (Mufioz y Arango, 2017; Huerta-Avila et al., 2019). En
contraste, los niflos no obesos muestran una probabilidad de aproximadamente el 10% de
desarrollar las patologias tipicas antes mencionadas en la etapa adultos (Scudiero et al.,
2019).

El sobrepeso y obesidad son problemas relacionados con el exceso de grasa
corporal. Para determinar el peso corporal se calcula el indice de Masa Corporal (IMC), el
cual se obtiene dividiendo el peso entre la altura. La OMS ha recomendado el uso del
Puntaje Z en nifios para determinar la medida antropométrica del peso. Por ejemplo, los
nifios entre el percentil 5y 85 se definen como niflos de peso normal; entre el percentil 85
y 95 se consideran con sobrepeso; y con percentil = 95, con obesidad (Pérez-Herrera y
Cruz-Lépez, 2018). En afios recientes, la microbiota intestinal ha recibido especial
atencion en obesidad, debido a sus diversas funciones, entre ellas la de regular el

metabolismo.

2.2 Microbiota intestinal

La microbiota es el conjunto de microorganismos que viven en un mismo habitat, en el
cual se incluyen bacterias, virus, hongos y eucariotas unicelulares (Donaldson et al.,
2015). El microbioma y la microbiota son dos conceptos relacionados con diferente
significado. El microbioma representa a el conjunto de genes de una comunidad
microbiana. La microbiota es un conjunto de microorganismos con diversas funciones y
gue viven en un mismo habitat (Lagier et al., 2018). La microbiota tiene una estrecha
relacion simbidtica con el huésped, generando un beneficio mutuo sin producir

enfermedad (Donaldson et al., 2015; Lagier et al., 2018). La microbiota ha colonizado




diversas partes del cuerpo humano, por ejemplo, piel, fosas nasales, boca, faringe e
intestino (colon); siendo en este Ultimo 6rgano en donde es mas cuantiosa y diversa (Grice
y Segre, 2012).

El intestino humano alberga 1014 bacterias, esto supera por 10 veces el nimero
total de células eucariotas en el cuerpo humano (Cani, 2013). El intestino de los
vertebrados estd dominado principalmente por dos filos que constituyen del 80-90% de
las bacterias residentes en esta region anatémica, Bacteroidetes (géneros
representativos: Bacteroides y Prevotella) y Firmicutes (géneros representativos:
Clostridium, Enterococcus y Lactobacillus). Otros filos representativos de la microbiota
intestinal son Actinobacteria (género Bifidobacterium) y Proteobacteria (géneros
Helicobacter y Escherichia) (Cani, 2013).

Algunas funciones de la microbiota intestinal son:

» Funciones metabdlicas: Proceso de fermentacion de los sustratos no digeribles de
la alimentacién. La diversidad genética de las comunidades microbianas que
conforman la microbiota, determina la diversidad en el nidmero de enzimas
presentes en el intestino del huésped. Las diversas enzimas de la microbiota
promueven la degradacion de hidratos de carbono complejos generando los Acidos
Grasos de Cadena Corta (AGCC), como butirato, acetato y propionato (Mena-
Miranda, 2019).

= Funciones en respuesta inmune: La microbiota intestinal participa en el desarrollo
y maduracion del sistema inmune de las mucosas, permite establecer una eficiente
respuesta contra los gérmenes patdgenos a través de la liberacion de bacteriocinas
(Mena-Miranda, 2019).

= Funciones troficas: Actia en la proliferacién y diferenciacion de las células del
epitelio intestinal (Mena-Miranda, 2019), a través de la liberacion de AGCC en el
colon (Castafieda Guillot, 2018).

La tasa de producciéon de AGCC varia segun la composicion y la diversidad de la
microbiota del colon; ademéas de factores como la edad, y el tipo de fibra dietética

disponible para fermentaciéon microbiana (Gomez-Gallego et al., 2019). Ademas de los




AGCC antes mencionados, succinato, y formiato ejercen propiedades bioactivas, como la
modulaciéon del sistema endocrino, regulan el apetito, regulan la funcion intestinal y el
metabolismo de los lipidos (Gomez-Gallego et al., 2019). Adicionalmente, la microbiota
intestinal favorece la absorcion de iones de Ca*™, Fe*? y Mg* a nivel del colon, la
produccion de vitaminas K, B12, biotina, acido félico, pantoténico y la sintesis de los
precursores de aminoacidos a partir de amoniaco o urea (Castafieda Guillot, 2018). Una
mayor concentracion de AGCC en las heces puede estar relacionada con el exceso de

grasa corporal en humanos (Miranda et al., 2019).

La relacion entre la inmunidad intestinal y la microbiota tiene como principio
mantener mecanismos inmunoreguladores intimamente relacionados con los mecanismos
de tolerancia inmunoldgica de los antigenos propios, aquellos presentes en la dieta y
algunos componentes de la microbiota. Las alteraciones en la abundancia de las
comunidades de la microbiota intestinal se han asociado a trastornos gastrointestinales y
se ha sugerido su participacién en el desarrollo de enfermedades autoinmunes como:
enfermedad de Crohn, la celiaquia (Polanco-Allué, 2015), y lupus eritematoso sistémico
(Gonzélez et al., 2017). Ademas, la dieta alta en grasa y sus efectos en la microbiota
intestinal y en la respuesta inmune, ha favorecido la incidencia de enfermedades

inflamatorias como el asma y la diabetes (Icaza-Chéavez, 2013).

En el humano, la microbiota intestinal presenta una plétora de microorganismos
necesarios e indispensables, la mayoria benéficos para la salud; pero también hay
microorganismos patdégenos. La microbiota intestinal bacteriana estd representada
principalmente por cinco filos (Figura 3) que son: Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes. Los filos bacterianos con mayor
representatividad en el intestino son: Firmicutes (Gram positivos), Bacteroidetes (Gram
negativos) y Actinobacteria (Gram positivos) (Donaldson et al., 2015). El filo Firmicutes se
encuentra en mayor proporcion e incluye mas de 200 géneros bacterianos, entre los que

se encuentran Mycoplasma, Bacillus, Clostridium y Lactobacillus (Farias et al., 2011).
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Figura 3. Filos predominantes de la microbiota intestinal y su ubicacion geografica en el intestino
(Modificado de Donaldson et al., 2015).

La colonizacion inicial del intestino por la microbiota en los neonatos inicia después
del parto. Neonatos nacidos de forma eutécica adquieren microbiota similar a la microbiota
intestinal y vaginal de la madre (Lactobacillus y Prevotella). Los neonatos que nacen a
través de cesarea, suelen adquirir microbiota asociada a la piel (Propionibacterium,
Staphylococcus y Corynebacterium) (Grice y Segre, 2012). En apoyo a lo anterior, Garcia-
Mantrana y colaboradores, recientemente reportaron que la cesarea y antibioticos alteran
la transmision natural de la microbiota de la madre al nifio; promoviendo un mayor riesgo

de desarrollo de sobrepeso en nifios de 18 meses.

Esta colonizacion se complementa con la forma de alimentacion del recién nacido
(Rodriguez et al., 2015). La lactancia es un proceso importante para el recién nacido, ya
gue la leche materna presenta diversos beneficios entre ellos el de contener una gran
cantidad de oligosacaridos complejos con actividad prebittica, que estimulan el
crecimiento de grupos bacterianos especificos como las bifidobacterias, las cuales tienen
un efecto positivo en la salud del neonato (Rodriguez et al., 2015). Los nifios alimentados
con leche materna presentan principalmente las especies de los géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Staphylococcus y Streptococcus (Hunt et al., 2011); sin embargo, la leche
materna puede contener mas de 700 especies de bacterias (Rodriguez et al., 2015). Los




recién nacidos alimentados con férmula estan expuestos a diferentes carbohidratos, y
micronutrientes, provocando una colonizacién microbiana del intestino con el género
Bacteroides, con Enterococos, Coliformes, Clostridios y en menor proporcion por las

bacterias del género Bifidobacterium (Milani et al., 2017).

El desarrollo de la microbiota intestinal es un proceso dinamico influenciado por
factores intrinsecos (edad, sexo, etc.) y extrinsecos (modo de nacimiento, tipo de dieta,
uso de antibiéticos, ejercicio, factores geograficos, etc.) (Figura 4). La dieta y el ejercicio
fisico podrian englobarse en el concepto “estilo de vida”, ya que existe una asociacion
entre ellos. Un estilo de vida activo se asocia frecuentemente con un alto consumo de
frutas y verduras y mayor gasto de energia, mientras que el sedentarismo esta asociado
con el consumo de alimentos ricos en calorias y grasas y menor 0 escasa actividad fisica
(De Lucas et al., 2019). La practica de ejercicio fisico aumenta la produccién de butirato y
otros acidos grasos de cadena corta producidos por la microbiota intestinal, promoviendo

entonces una regulacion del metabolismo energético (De Lucas et al., 2019).
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Figura 4. Desarrollo de la microbiota en los tres primeros afios de vida (Modificado de Derrien et
al., 2019). El desarrollo de la microbiota intestinal es dependiente de factores ambientales, tipo de
dieta, leche materna o férmula, y posteriormente dieta no lactea que puede ser balaceada o no
saludable. Todos estos factores generan la diversidad de microorganismo (alfa-diversidad y beta-

diversidad) que se encontraran en la microbiota intestinal.

Por otro lado, se ha reportado una asociacion entre el uso de antibiéticos y el IMC
en nifios. El uso de antibioticos (macrolidos) se han asociado con cambios en la diversidad

y abundancia de la microbiota, aumento del IMC, adiposidad, enfermedades metabdlicas
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en nifios y adultos, reduccion del metabolismo bacteriano, reduccion en la abundancia del
género Bifidobacterium y de la familia Christensenellaceae; asi como un aumento del
género Bacteroides y familia Erysipelotrichaceae (Korpela y De Vos, 2016). Se ha
sugerido que la dinamica de desarrollo de la microbiota intestinal durante los primeros tres
afos de vida presentan patrones comunes de desarrollo de un pais a otro (Derrien et al.,
2019).

La microbiota intestinal presenta una simbiosis con nuestro cuerpo con base en lo
gue ingerimos, por lo que nuestra dieta es un factor altamente determinante en la
composicion y diversidad de la microbiota. La ingesta de hidratos de carbono complejos
(principalmente fibra) son aquellos que mas influyen en la composicion de la microbiota.
La fibra soluble e insoluble, promueve la presencia de bacterias comensales en la
microbiota intestinal, como son los géneros Bifidobacterium, Roseburia, y la especie
Faecalibacterium prausnitzii; bacterias que disminuyen la presencia de bacterias
patdégenas como Escherichia coli, Salmonella sp., y Listeria sp. También, el consumo de
fibra aumenta la produccion de AGCC que tienen numerosos beneficios en la salud como
fuente de energia para los colonocitos, previenen el cancer de colon y regulan el

metabolismo lipidico a nivel hepéatico, entre otros (De Lucas et al., 2019).

2.3 Alteracién de la abundancia de los filos Firmicutes y Bacteroidetes en la

obesidad infantil

Como se ha mencionado previamente, la obesidad se caracteriza por presentar un
proceso de dishiosis, evento en el que se observa un desequilibrio en la abundancia y
diversidad de los microorganismos de la microbiota (Mueller, 2015). Una vez establecida,
la microbiota intestinal es relativamente estable a lo largo de la vida adulta; sin embargo,
las intervenciones con antibiéticos, el estilo de vida y los cambios en la dieta pueden
contribuir a cambios drasticos en la composicion bacteriana (Koleva et al., 2015). Todos
los factores antes mencionados promueven una alteracion en la diversidad bacteriana,
entre lo que destaca una reduccion de la abundancia del filo Bacteroidetes y un aumento

de Firmicutes (Gomez-Gallego et al., 2019).
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Actualmente, los problemas de sobrepeso y obesidad inician a edades mas
tempranas. Una nutricion inadecuada durante el periodo prenatal y la infancia; adicional a
una menor actividad fisica durante el desarrollo infantil genera un desbalance energético
promoviendo la obesidad infantil (Moreira-Ochoa et al., 2018). Las comunidades de la
microbiota intestinal son dindmicas en un individuo desde el nacimiento hasta la tercera
edad (Derrien et al., 2019). El desarrollo de obesidad infantil fue asociado con una mayor
ingesta de proteinas de origen animal y menor consumo de fibra; ademéas de una mayor
abundancia del género Prevotella spp. en la microbiota intestinal de las madres a las que
se les realizé la cesérea (Garcia-Mantrana et al., 2020). La microbiota intestinal en nifios
sanos de tres afios de edad muestra diferencias taxonomicas y funcionales en
comparaciéon con la microbiota de adultos. Sin embargo, en nifios escolares (6-9 afios) se
observo que la microbiota intestinal se encuentra enriquecida en los filos Bacteroidetes y

Actinobacteria, similar a la de los adultos sanos (Derrien et al., 2019).

El consumo de alimentos ricos en proteinas derivados de carnes rojas aumenta la
diversidad microbiana, lo que se considera benéfico para la salud; sin embargo, también
puede aumentar la presencia de bacterias patégenas debido a la producciéon de
compuestos téxicos como el amonio, derivados sulfurados, y la presencia en la circulacion
sistémica de Oxido de trimetilamina (TMAQO). Dietas con alto contenido en grasa
disminuyen la diversidad bacteriana, con lo que decrece la presencia de bacterias
consideradas benéficas (Bifidobacterium, Lactobacillus y Akkermansia muciniphila),
promoviendo el aumento en la permeabilidad intestinal, y el aumento de los niveles de
lipopolisacarido (LPS) derivado de bacterias Gram-negativas en sangre (De Lucas et al.,
2019).

Para identificar las diferencias especificas entre la microbiota del intestino de
individuos obesos y delgados, se realizaron los primeros estudios en ratones en donde se
descubrié por primera vez la relacion de la microbiota con la obesidad. Inicialmente, se
realizaron estudios en ratones deficientes en la actividad del gen de leptina (ob/ob).
Turnbaugh et al. (2006) mostraron que las heces de ratones obesos ob/ob presentaban
menor abundancia de Bacteroidetes y mayor abundancia de Firmicutes que sus
comparieros de camada magra; la reduccion proporcional de Bacteroidetes y el aumento

de Firmicutes promovio el enriquecimiento de genes que codifican para enzimas clave
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implicadas en la digestion de carbohidratos, ademas de incrementar la obtencion y
almacenamiento de energia de los alimentos (Turnbaugh et al., 2006). En la Figura 5 se

resumen los principales cambios relacionados con obesidad.

Taxa Alteracion de la microbiota intestinal
* Firmicutes Baja diversidad

Desulfovibrionaceae Cambios en las funciones metabdlicas

Bacteroidetes

Rumunicoccaceae Biﬁduéacterium ssp

* Ri/&ene[[aceae *A/&kgrmansia mucini/)ki[a " ﬂ\

Funciones ﬂ\
*Ilnximus involucradas en el transporte de membrana

Procesamiento de polisacaridos
+I3nzimns involucradas en:
*Cofactores
*Vitaminas
*Metabolismo de nucledtidos

*Proceso de transcripeion

Figura 5. Cambios relacionados con la obesidad. La obesidad se asocia con cambios en la
abundancia y diversidad de la microbiota intestinal, incluyendo menor diversidad de especies y

cambios en la abundancia de genes implicados en el metabolismo (Modificado de Cani, 2013).

El modelo murino ha jugado un importante papel en la caracterizacion de la
microbiota en el desarrollo de la obesidad. En este sentido, se encontré que los ratones
gnotobidticos (ratones libres de microbiota/estériles) presentan capacidad de extraccion
de energia de la dieta, y por lo tanto el aumento de peso con una dieta alta en grasa es
mucho menor que los ratones convencionales. Los ratones convencionales alimentados
con dieta alta en grasas y oligofructosa no se relacionaron con ganancia de peso corporal
y tolerancia a la glucosa. Los grupos de ratones gnotobiéticos alimentados con una dieta
alta en grasa ganaron mas peso y grasa corporal total en comparacion de los ratones
alimentados con una dieta baja en grasa. Los ratones de todos los grupos alimentados
con alto contenido en grasa y oligofructosa mostraron menos ganancia de peso y
porcentaje de grasa corporal en comparacion con los ratones alimentados solo con dieta

alta en grasa (Woting et al., 2015).

Posterior a los cambios observados de la microbiota intestinal en ratones obesos y
delgados, se realizaron estudios en humanos con normopeso y obesidad para identificar

cambios en la microbiota intestinal. A continuaciéon, se describen algunos trabajos
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realizados de la microbiota intestinal en obesidad infantil relacionados con este proyecto

de investigacion.

Un estudio realizado en la ciudad de México encontré que las concentraciones de
AGCC fueron mas bajas en nifios (9-11 afios) con obesidad y sobrepeso que en nifios con
peso normal. Esta disminucién en AGCC observada en heces puede ser generada por
una disbiosis de la microbiota. En este mismo estudio, se observo que el filo Firmicutes
fue menos abundante en nifios con peso normal, que con sobrepeso y obesidad. En los
nifios con obesidad se observé una mayor abundancia de los géneros Faecalibacterium
sp. Roseburia sp., y la familia Lachnospiraceae pertenecientes al filo Firmicutes. Los
géneros Blautia sp. Coprococcus sp., pertenecientes al filo Firmicutes y la familia
Enterobacteriaceae perteneciente al filo Proteobacteria se encontraron en mayor
abundancia en nifios con sobrepeso. Ademas, se observd una disminucién en los géneros
Succinivibrio sp., Erwinia sp., perteneciente al filo Proteobacteria y Oscillospira sp.,
pertenecientes al filo Firmicutes en individuos con obesidad y sobrepeso, y solamente el
género Oscillospira sp., se observo en menor abundancia en los individuos con sobrepeso

(Murugesan et al., 2015).

Estrada-Velasco y cols., en el 2015 realizaron un estudio en nifios de la Ciudad de
México para determinar la abundancia de los filos Firmicutes y Bacteroidetes. Los autores
encontraron una abundancia relativa de Bacteroidetes mayor en los nifios con normopeso
y una abundancia relativa de Firmicutes mayor en los nifios con sobrepeso/obesidad.
Ademas, los investigadores encontraron que una abundancia relativa alta de
Bacteroidetes presenta 40% menos probabilidad de presentar sobrepeso/obesidad. En
relacion con lo anterior, los autores encontraron que la interaccion de la microbiota con
una dieta alta en grasas saturadas y un menor consumo de alimentos saludables
incrementan las posibilidades de presentar obesidad también, reportaron que nifios con
abundancia relativamente alta de Bacteroidetes y un alto consumo alimenticio no
saludable tienen 51% menos posibilidades de presentar sobrepeso/obesidad, nifios con
una abundancia relativa alta de Bacteroidetes y un consumo alto de alimentacion
saludable tienen 55% menos posibilidades de tener sobrepeso/obesidad, y nifios con
abundancia relativa alta de Firmicutes y un consumo alto no saludable de alimentacion

puede promover el desarrollo de obesidad (Estrada-Velasco et al., 2015).
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En un estudio con 78 nifios (6 a 16 afios) que fueron inscritos en el Departamento
de Pediatria del Hospital San Paolo, Milan, Italia lo que hicieron fue caracterizar la
composicion de la microbiota intestinal. La obesidad se asocié con una microbiota
intestinal alterada caracterizada por niveles elevados de Firmicutes y niveles reducidos de
Bacteroidetes (Riva et al., 2017). Orbe-Orihuela y cols., evaluaron la asociacién de la
abundancia relativa de Firmicutes y el aumento de TNF-a relacionado con la obesidad en
un estudio que incluyo a nifios de la Ciudad de México. Los investigadores observaron
una asociacion estadisticamente significativa entre una proporcion media alta de
Firmicutes con los nifios que presentaban obesidad y en la abundancia relativa baja de
Bacteroidetes se vio asocio con los individuos obesos. Las concentraciones de TNF-a
también se incrementaron significativamente en el grupo de nifios obesos. Sin embargo,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en otras citocinas evaluadas

(IL-6 e IL10) y su asociacion con sobrepeso u obesidad (Orbe-Orihuela et al., 2018).

En otro estudio realizado para ver asociacion de las citocinas con la microbiota se
ha visto que TNF-a se asocié negativamente y la IL-10 se asocié positivamente con
Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae, Prevotellaceae (Aguilar et al., 2020). En un
estudio realizado recientemente se analizé informacién de dieta, perfiles de microbiota e
IMC en nifios de 6 a 12 afos. Los resultados mostraron que una abundancia relativa alta
de Lactobacillus reuteri e ingesta con alto contenido en fructosa estan asociados con
obesidad y algunos marcadores de riesgo cardiometabdlico (niveles altos de triglicéridos

y glucosa) en nifios de 6-12 afios (Huerta-Avila et al., 2019).

Da Silvay colaboradores, encontraron resultados similares. Los nifios de la isla del Caribe,
especificamente en Trinidad con sobrepeso y obesidad presentan mayor abundancia de
Firmicutes, filo asociado con una mayor extraccion de energia de la fermentacién colonica
y de los AGCC. Los nifios de peso normal presentaron una abundancia mayor
estadisticamente significativa de la familia Bifidobacteriaceae y del género Bifidobacterium
gue los nifios con sobrepeso y obesidad; en contraste el género Lactobacillus fue
significativamente mas abundante en nifios con obesidad/ sobrepeso que en los nifios
delgados (Da Silva et al., 2020).
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2.4 Estrategias Metodoldgicas de estudio de la microbiota

Aproximadamente el 70% de las especies bacterianas de la microbiota intestinal no
pueden cultivarse, debido a que no se han identificado las condiciones de nutrientes,
temperatura o concentracion de oxigeno para el crecimiento de estos microorganismos
(Cani, 2013). Los estudios que mayor éxito han presentado para identificar a la microbiota
intestinal son los estudios de metagendmica, concepto que se define como la coleccién
de todo el material genético que constituye una comunidad de microorganismos
(especificamente para este caso). Esto consiste en la extraccion del ADN de una muestra
biolégica, seguido de la amplificacion y secuenciacién de diversos segmentos del genoma

de los microorganismos (Robles-Alonso y Guarner, 2013).

La diversidad bacteriana del intestino ha sido analizada a través del analisis del gen
del ARN ribosomal 16S (Shin et al., 2016). La importancia del gen del ARN ribosomal 16S
radica en que ha sido ampliamente utilizado como un marcador taxonémico a través de
sus regiones hipervariables (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015). El gen del ARNr 16S
contienen nueve regiones hipervariables (V1-V9) como marcadores filogenéticamente
informativos (Shin et al., 2016). Cada region del gen del ARNr 16S proporciona diferente
informacion de la diversidad microbiana. Mediante un analisis in silico se determiné que el
segmento que incluye las regiones V4/V5 es la region mas adecuada para la clasificacion

de la microbiota intestinal (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015).

Uno de los métodos comunmente utilizados para validar los ensayos de
secuenciacion es la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). Utilizando oligonucle6tidos
especificos disefiados en alguna de las regiones hipervariables del gen del RNA ribosomal
16S para filos, familias, géneros o especies se han logrado identificar las abundancias de
las bacterias de la microbiota intestinal en nifios que tienen obesidad vs nifios con

normopeso u algin otro padecimiento.

Ademas de la disbiosis bacteriana, en la obesidad también se ha observado un
estado inflamatorio lo que provoca un incremento en la concentracion de algunas

citocinas.
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2.5 Citocinas

Las citocinas son proteinas bioactivas producidas por diferentes estirpes celulares del
sistema inmune, las cuales tienen un papel en el mantenimiento de la homeostasis y en
enfermedades inflamatorias. Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular (8 y 30
kDa), y en procesos patologicos podrian fungir como biomarcadores de diversas
enfermedades por ejemplo Alzheimer, asma, aterosclerosis, enfermedad de Parkinson,
obesidad y artritis reumatoide (Stenken y Poschenrieder, 2015). Dentro del grupo de las
citocinas se incluyen las interleucinas (IL), algunos miembros de la familia del Factor de

Necrosis Tumoral (TNF), los interferones (IFN) y las quimiocinas (De Oliveira et al., 2011).

Las citocinas pueden actuar como factores de crecimiento a través de un
mecanismo autocrino (sobre la propia célula), paracrino (sobre una célula vecina),
yuxtacrino (implicando interacciones intercelulares) y endocrino (se libera a la circulacion
y puede actuar en sitios distantes) (Figura 6) (Waykole et al.,, 2009). Las citocinas
interactian entre si de diversas formas las cuales pueden ser aditivas, sinérgicas o
antagodnicas. Ademas, las citocinas son pleiotrépicas, lo cual se refiere a su capacidad

para abordar multiples objetivos y efectos fisioldgicos (Stenken y Poschenrieder, 2015).

. L~
e ’\
" Paracrino
Autocrino
A L5 N
Yuxtracrino
Endocrino

Figura 6. Mecanismo de accion de las citocinas (Modificado de Waykole et al., 2009).

La produccion de citocinas es a menudo transitoria y estrictamente regulada. En

individuos sanos, las citocinas son indetectables o estan presentes en concentraciones
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bajas en los fluidos o tejidos. Las concentraciones elevadas de citocinas sugieren un
proceso inflamatorio asociado a la progresion de una enfermedad (Stenken vy
Poschenrieder, 2015).

Las citocinas influyen en la actividad de las células inmunolégicas, la diferenciacion,
la proliferacion y la sobrevida. También regulan la produccién y la actividad de otras
citocinas, que pueden aumentar (proinflamatorias) o atenuar (antiinflamatorias) la
respuesta inflamatoria. Como mencionamos previamente, las citocinas pueden dividirse
en citocinas proinflamatorias (Thl) o antiinflamatorias (Th2). Entre las consideradas
proinflamatorias, tenemos las interleucinas (IL) -1, -2, -6, -7 y TNF (Factor de Necrosis
Tumoral). Las citocinas consideradas como antiinflamatorias son IL-10, IL-4, IL-13 y TGF-

B (Factor de Crecimiento Transformante ) (De Oliveira et al., 2011).

El tejido adiposo secreta una variedad de adipocinas como adiponectina, resistina,
Proteina de Union a Retinol 4 (RBP4), visfatina, apelina, Inhibidor del Activador de
Plasminégeno-1 (PAI-1), Factor de Necrosis Tumoral (TNF), Interleucina-6 (IL-6), Proteina
Quimitactica de Monocitos-1 (MCP-1) y Angiotensindgeno (AGE), entre otros. Estas
caracteristicas proinflamatorias del tejido adiposo podrian ser un detonante en la
resistencia a la insulina (Ross y Pawlina, 2015). A continuacion, se describiran las

caracteristicas de las tres citocinas importantes para este proyecto.

Interleucina-6 (IL-6)

IL-6 es una glicoproteina de 21 kDa importante en la sefializacion autocrina y
paracrina; secretada por muchos tipos de células, como los macrofagos, monocitos,
eosindfilos, hepatocitos y células de la glia. La expresion abundante de IL-6 produce fiebre
y activa el eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal, a través de la union a su receptor (IL-6R).
IL-6 es una citocina proinflamatoria que participa en la maduracién y la activacion de los
neutrofilos, maduracion de los macréfagos, diferenciacion de los linfocitos T citotoxicos y
de las células asesinas naturales (NK) (Rose-John, 2018). La secrecion de IL-6 esta
regulada por varios factores como: hormonas, dieta, actividad fisica, estrés, hipoxia, etc.
(Eder et al., 2009).
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También IL-6, es secretada por el tejido adiposo e induce la produccion hepética
de proteina C reactiva, por lo cual las concentraciones de IL-6 y la proteina C reactiva
deberian ser altas en la obesidad (Scudiero et al., 2019). Ha sido demostrado que, en la
inflamacion de bajo grado, se observa un aumento de IL-6 en personas adultas obesas,
mientras que la proteina C reactiva se correlaciona positivamente con la obesidad en nifios
y adultos (Eder et al., 2009).

Interleucina-10 (IL-10)

IL-10 es un polipéptido de aproximadamente 18 kDa, es secretado por diversas
células inmunoldgicas, tejidos neuroendocrinos y neurales, entre otras. El receptor de IL-
10 (IL-10R) pertenece a la familia de receptores de citocinas de clase Il, similar a los
receptores para interferones (Oliveira et al., 2011). IL-10 es producida en respuesta a
sefales proinflamatorias por las células inmunes, incluidas las células T, las células B, los
macrofagos y las células dendriticas. La produccion de IL-10 es regulada por muchas
citocinas, como IL-4, IL-13 e IFNy, incluyendo la misma IL-10. IL-10 inhibe la activacién
de macro6fagos y monocitos, los cuales secretan citocinas proinflamatorias, principalmente
TNFa, IL-1 e IL-6; estimulando la produccién endégena de citocinas antiinflamatorias (Rutz
y Ouyang, 2016).

IL-10 inhibe la actividad de las células Th1, lo cual puede ser clinicamente util para
tratar enfermedades autoinmunes mediadas por células-T, como la esclerosis multiple y
la diabetes (De Oliveira et al., 2011). En la obesidad se produce un estado de inflamacién
en el tejido adiposo, este proceso implica hipertrofia de adipocitos e infiltracion del tejido
adiposo por macrofagos de predominio proinflamatorio, esto provoca una disminucion de
adiponectina, IL-10, y secrecion aumentada de adipocitocinas proinflamatorias, tales como
TNFa, IL-6 y proteina C reactiva (Izaola et al., 2015). La pérdida de expresion de IL-10
resulta en el desarrollo espontaneo de la enfermedad inflamatoria intestinal como
consecuencia de una respuesta inmune excesiva a la microbiota intestinal (Rutz y Ouyang,
2016).

Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a)
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TNF-a es una citocina proinflamatoria producida principalmente por monocitos,
macrofagos y linfocitos T. TNF-a presenta dos isoformas: una transmembranal de 26 kDa
y otra isoforma de 17 kDa que es secretada, ambas isoformas bioldgicamente activas (De
Oliveira et al., 2011). TNFa es un potente inductor del metabolismo muscular al estimular
la lipdlisis e inhibir la Lipoproteina lipasa. Otras acciones de TNF-a consisten en activar la
coagulacion, estimular la expresién o la liberacion de moléculas de adhesion, y regular la
apoptosis celular (De Oliveira et al., 2011). La concentracion elevada de TNF-a se ha
sefialado como un factor causal en el desarrollo de la resistencia a la insulina relacionada

con la obesidad y la diabetes (Ross y Pawlina, 2015).

Papel de las citocinas en la obesidad

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa en respuesta a infecciones
por patdégenos. Las células que se activan después de la presentacion del antigeno son
monocitos y macréfago, células que promueven la liberacion de IL-6 y TNF-a. Los
linfocitos T cooperadores (Th2) que producen citocinas antiinflamatorias como IL-4, IL-10
e IL-13, promueven la diferenciacién de macrofagos (Scudiero et al., 2019). Es entonces
el microambiente adiposo una interaccién constante entre los macrofagos y monocitos con
linfocitos Th2 y las citocinas que secretan. A continuacién, se describira la participacion
que tiene IL-10, IL-6 y TNF-a en obesidad.

En el desarrollo de la obesidad, se presentan diversas alteraciones en la respuesta
inmune (Figura 7), ya que se genera un proceso inflamatorio que suele ser crénico y de
bajo grado. La inflamacién de bajo grado también esta presente en otras enfermedades
cronicas degenerativas promovidas por obesidad como Diabetes tipo 2 (DT2),
hipertension, enfermedades cardiovasculares, generacion a la resistencia de la insulina,
etc. (Blancas-Flores et al., 2010). Algunas de estas enfermedades podrian iniciar por una
infiltracion de linfocitos, eosindfilos, neutréfilos, mastocitos, y macrofagos en el tejido
adiposo de sujetos obesos. Por lo anterior, el aumento en el nimero y la funcién de las
células inmunes que migran al tejido adiposo promueven la inflamacion en la obesidad
(Scudiero et al., 2019).
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Figura 7. La obesidad se asocia en enfermedades crénico-degenerativas (Modificado de Blancas-
Flores et al., 2010).

En relacion con lo anterior, se ha reportado que Grupos Linfoides Asociados a la
Grasa (FALCs, por sus siglas en inglés) son tejidos linfoides asociados a adipocitos en
mucosas. Ademas, se ha sugerido que la formacion de los FALCs es parcialmente
dependiente de la via de sefalizacion del receptor de TNF-a. Probablemente, la
inflamacion generada por LPS induce formacion y expansion de los FALCs a través de

TNF-a secretado por los macréfagos (Solis-Martinez et al., 2016).

La hipoxia en el tejido adiposo, la muerte celular de los adipocitos periféricos, la
angiogénesis y el aumento de proteinas de matriz extracelular producen una
desregulacion en la homeostasis debido al aumento de la secrecion de citocinas
proinflamatorias principalmente IL-6 y TNF-a; asi como el descenso de la citocina anti-
inflamatoria IL-10 (Izaola et al., 2015). Las citocinas implicadas en la modulacion de
respuestas fisioldgicas a cargo del tejido adiposo se denominan adipocitocinas. Leptina,
adiponectina, TNF-a, IL-6, Proteina Quimioatrayente de Monocitos-1 (MCP-1) e Inhibidor
del Activador del Plasminégeno (PAI-1) son algunas de las adipocitocinas mas
importantes (Izaola et al., 2015). Se ha observado que, en el tejido adiposo de un individuo
obeso, el incremento en la secrecion de adipocitocinas proinflamatorias tales como Factor
Inhibidor de la Migracion de Macréfagos (MIF), Metaloproteinasas de Matriz (MMP-2 y
MMP-9), IL-6, PAI-1, Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) y leptina estan
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incrementados de la hipoxia (Izaola et al., 2015). Por otro lado, la adiponectina suprime la
sintesis de TNF-a e IFN-y (Izaola et al., 2015).

Por otro lado, en la obesidad se genera una desregulacion de las uniones estrechas
de las células del epitelio intestinal, favoreciendo una translocacion del LPS de las
bacterias Gram negativas al torrente circulatorio. LPS se une a el Receptor Toll tipo 4
(TLR4), promoviendo una sobreexpresion de TNF-a y como consecuencia activando la
inflamacion (Farias et al., 2011). En relacidén con lo anterior, recientemente se reporté que
la citocina proinflamatoria TNF-a aumenta en nifios que presentan obesidad (Orbe-
Orihuela et al., 2018).

Entonces cuando en un individuo ocurre la inflamacion cronica de bajo grado se
ven expresadas ciertas citocinas en aumento y otras en disminucién como: la IL-10 esta
en menor expresion en individuos obesos y esto provoca alteraciones en el perfil de
monocitos, estas células pueden contribuir a favorecer la inflamacion y la pérdida de
regulacion en la respuesta inmunitaria de los nifios con obesidad (Mattos et al., 2016). En
un estudio realizado en individuos obesos y delgados pudieron observar que los
neutrofilos del grupo obeso no pueden realizar sefiales coestimuladoras correctas y con
esto se vio una mayor expresion de IL-6, IL-1, IL-12 y TNF-a, y una disminucién de la
expresion de IL-8 e IL-10 por los neutrdfilos del grupo obeso en comparacion con el grupo
de peso normal, y solo TGF-[3 se expresa de manera equivalente en neutrofilos de ambos
grupos (Medeiros et al., 2018). En otro estudio realizado se pudo observar que en
individuos de obesidad los biomarcadores resistina, MCP-1, TNF-a, IL-6 y Proteina C
Reactiva fueron significativamente altos en sobrepeso/obesidad en comparacion con el
peso normal (Selvaraju et al., 2019). Lo anterior sugiere la compleja interaccion de las
diversas moléculas que participan en el desarrollo del estado proinflamatorio de bajo

grado.
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3. JUSTIFICACION

La obesidad es un problema de Salud Pudblica a nivel mundial; y México no es la
excepcion. La obesidad en adultos ocupa el segundo lugar a nivel mundial y la obesidad
infantil se encuentra entre los primeros 10 lugares. Diversos estudios han sugerido la
importancia que tiene un desbalance de la microbiota (disbiosis) en el desarrollo del
sobrepeso y la obesidad. La obesidad se ha asociado a la ingesta de una dieta no
saludable potenciada por una disbiosis intestinal, la cual se caracteriza por una alteracion
en la abundancia de los filos Firmicutes y Bacteroidetes. Ademas, la obesidad se
caracteriza por un estado proinflamatorio promovido por diversas citocinas. Por lo anterior,
en el presente proyecto se evaluo la potencial asociacion entre la disbiosis intestinal y
citocinas proinflamatorias. Los resultados aportaron evidencia cientifica para identificar

factores que promueven obesidad.
4. HIPOTESIS

El incremento en la abundancia relativa del filo Firmicutes se encuentra asociada a la
expresion de citocinas proinflamatorias en la poblacién infantil y adolescente con
obesidad.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Evaluar la asociacion en la abundancia relativa de Firmicutes y Bacteroidetes con citocinas

proinflamatorias en poblacion infantil y adolescente con obesidad del Estado de Morelos.

5.2 Objetivos particulares
1. Determinar la abundancia relativa de Firmicutes y Bacteroidetes en la poblacion
infantil y adolescente con obesidad.
2. Determinar la concentracion de citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a) en la poblacion de
estudio.
3. Evaluar la asociacion de la abundancia de Firmicutes y Bacteroidetes con los

niveles de citocinas proinflamatorias en la poblacion de estudio.
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6. MATERIALES Y METODOLOGIA
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‘
v
Las muestras llegaron al CISEI- gPCR
INSP para su almacenamiento a Universales
-20°C hasta su uso. Firmicutes
Bacteroidetes
|
\
Criterios de exclusion: Andlisis 2-4¢
* Sitenian alguna enfermedad infecciosa o I
gastrointestinal .
= 51 habian usado recientemente antibidticos. v
* No tener algin dato completo. Analisis Estadistico |

Criterios de inclusién en mi proyecto
Tener un rango de edad de 5-18 afios
Presentar sobrepeso u obesidad
Tener la muestra de suero y heces

Figura 8. Diagrama Metodologico.

6.1 Poblacién de estudio

Este proyecto de investigacion esta anidado al proyecto “Equipamiento y desarrollo
de una red de diagndstico e identificacion de factores de riesgo para la prevencion de
obesidad y diabetes en poblacion infantil del estado de Morelos”. Nifios y adolescentes
con obesidad fueron invitados a participar en este estudio a través de los Centros de Salud
de las Jurisdicciones Sanitarias de Cuernavaca, Cuautla y Jojutla Morelos. Los nifios y
adolescentes que decidieron participar asistieron a la Unidad de Evaluacion y Diagndstico
de Obesidad Infantil (UEDO) de los Servicios de Salud del Estado de Morelos durante el
periodo julio del 2018 a febrero de 2019. El presente proyecto inicio con una n=189
participantes entre los que se encuentran nifios (0-4 afos), nifios en edad escolar (5-12
afios), adolescentes (13-18 afios), y adultos jovenes (19-20 afios). Debido a la potencial
variabilidad biolégica, se consideroé trabajar solo con una n=175 participantes (5-18 afios)
con diagnostico de obesidad y sobrepeso, de acuerdo con el puntaje Z de IMC por edad
y sexo propuestas por la OMS con los individuos de (0-4 afios) y (19-20 afios) no se

trabajo. Se solicité a los participantes cumplir con ayuno de ocho horas previa a la cita en
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la UEDO para la obtencion de sangre, ademas, se realiz6 la entrega de una muestra de
heces (200 mg) por parte de los participantes. Las pruebas de laboratorio que se realizaron
fueron glucosa y perfil lipidico (triglicéridos, colesterol, HDL y LDL). También, se aplicé un
cuestionario de 74 preguntas, generando una base de datos divididas en cuatro rubros
(generalidades, antecedentes sociodemograficos, pardmetros bioquimicos vy
antecedentes heredofamiliares de enfermedades metabdlicas). La investigacion se realizo
apegada a la Declaracion de Helsinki. Los padres de los participantes firmaron el
consentimiento informado. Se excluyé a todo nifio y adolescente con diagnéstico de
alguna enfermedad infecciosa y gastrointestinal, y uso reciente de antibiéticos (dos meses
previos a la evaluacion). El suero para la determinacion de citocinas y la alicuota de heces
para determinar la abundancia relativa de Firmicutes y Bacteroidetes fueron trasladadas

al laboratorio 2 del CISEI-INSP para su almacenamiento a -20°C hasta su uso.

6.2 Extraccion de DNA de heces

Se realiz0 la extraccion de DNA a partir de 200 mg de heces mediante el kit QIAmMp®
DNA Stool Mini kit for human (Qiagen). Posteriormente se realiz6 la cuantificacion del DNA
tomando en cuenta la relacion 260/280 en el equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,
Saveen Werner ApS, Dinamarca). Las muestras se almacenaron a una temperatura de -

20°C hasta su posterior uso.

6.3 PCR en tiempo real

La PCR cuantitativa (qPCR) se realizé utilizando 10 ng de DNA, 5 pmol de cada
uno de los oligonucledtidos, 5 pl de Master Mix 2X SYBR® Green y agua para aforar a 10
ul. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el equipo Step One Plus Real Time
PCR system (Applied Biosystems, E.U.). La reaccion de amplificacion present6 una fase
inicial de desnaturalizacién a 95°C durante 10 min; seguido de 40 ciclos con una fase de
desnaturalizacién a 95°C durante 15 segundos y una fase de amplificacion a 58°C durante
1 min (condicién para los oligonucleoétidos universales). Los oligonucle6tidos universales,
reconocen una region del gen ribosomal 16S de los diversos filos bacterianos. Ademas,
se utilizaron oligonucleétidos especificos para los filos Firmicutes y Bacteroidetes (Tabla

1). Las reacciones se realizaron por duplicado y un control negativo fue incluido en cada
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reaccion. La abundancia relativa (AR) de Firmicutes y Bacteroidetes fue obtenida
utilizando el método comparativo de 22t (Ct Bacteroidetes — Ct universales). El analisis

se realiz6 de forma similar para el filo Firmicutes (Schmittgen y Livak, 2008).

Tabla 1. Caracteristicas de oligonucleétidos a utilizar en la qPCR.

Oligonucleotid Concentracion Tamafio de

. NN (o]
0s Secuencia (5 -3) (pmol) m (°C) amplificacion (pb)

F: AAACTCAAAKGAATTGACGG 5

Universal 58 180
R: CTCACRRCACGAGCTGAC 7
F: TGAAACTYAAAGGAATTGACG 5

Firmicutes 60 120
R: ACCATGCACCACCTGTC 5
F: CRAACAGGATTAGATACCCT 5

Bacteroidetes 59 130
R: GGTAAGGTTCCTCGCGTAT 5

En la tabla se muestra la secuencia Forward o sentido (F) y Reverse o anti-sentido (R) de los
oligonucledtidos; en la secuencia las letras K, R e Y significan que hay un nucleétido no identificado. En K
puede estar presente G o T, R puede ser purinas A o G, Y representa a pirimidinas C o T. Ademas, se
muestra la concentracion que se utilizé para cada oligonucleétido, la temperatura de alineamiento y el

tamafio del producto amplificado (De Gregoris et al., 2011).

6.4 Determinacion de citocinas

Las moléculas IL-10, IL-6, y TNF-a se determinaron utilizando el kit Human
cytokine/chemokine Magnetic Bead panel, (HCYTMAG-60K-PX29) (Millipore) de acuerdo
con las recomendaciones del distribuidor. Primeramente, se adicionaron 200 pl del buffer
de lavado en cada pozo de la placa y se sell6, realizando una agitacion (500-800 rpm) por
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se decanto el buffer de lavado, se
adicionaron 25 pl de cada estandar y controles en los pozos correspondientes, y se
agregaron a cada uno de ellos 25 ul de la solucion matriz buffer con caracteristicas
fisicoquimicas similares al suero. A continuacion, se agregaron 25 ul de la muestra de
suero y un volumen igual del diluyente del ensayo a los pozos correspondientes.
Posteriormente, se adicionaron a todos los pozos 25 pl de suspension de perlas
magnéticas que contienen unidos los anticuerpos correspondientes para las citocinas a

cuantificar. Se sello la placa e incub6 a 4°C toda la noche en agitacion constante (500-800
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rpm). Después de 16 horas, se coloco la placa en la base magnética antes de realizar
cada uno de los lavados. Se decant6 el contenido del pozo y se lavé dos veces con 200
pl del buffer de lavado. A continuacién, se adicionaron 25 pl de la suspension de
anticuerpos que detectan las citocinas a cada pozo, se sell6 la placa e incubo una hora a
temperatura ambiente en agitacién constante. Posteriormente, se adicionaron 25 pl de la
solucion Ficoeritrina-Estreptavidina a los pozos previamente incubados con la suspension
de anticuerpos. Se sell6 nuevamente la placa e incubo 30 minutos a temperatura ambiente
en agitacion constante. Se coloco la placa en la base magnética antes de realizar cada
uno de los lavados. Cuidadosamente, se decant6 el contenido del pozo y se lavaron dos
veces con el buffer de lavado. Se adicionaron 150 pl de la solucion de lavado del equipo
MagPix a cada uno de los pozos y se incubo en agitacion constante durante 5 minutos.
Finalmente, se analizd la fluorescencia y se calculd la concentracion de las citocinas

utilizando el software XPONENT en el equipo MagPix (Merck-Millipore).

6.5 Andlisis estadisticos

Los datos se expresaron como medias (desviacion estandar) para variables continuas y
porcentajes para variables categédricas. Para evaluar la normalidad de las variables
continuas se realizé la prueba de Shapiro Wilk. Se utilizé U de Mann-Whitney para
comparar la distribucion de las variables continuas y chi2 para variables categoéricas. Se
realizd una regresion logistica para evaluar la asociacion de la abundancia relativa (AR)
de la microbiota y obesidad, utilizando como categoria de referencia a los nifios con
sobrepeso. Ademas, se evallo la asociacion entre citocinas e IMC (puntaciones z del IMC)
mediante regresion lineal; los modelos se ajustaron por edad, sexo, y antecedentes
heredofamiliares de obesidad. Asi mismo, mediante regresion lineal se analizo la
asociacién entre citocinas y filos bacterianos ajustados por edad, sexo e IMC (puntaciones
z de IMC). Para este modelo de asociacion se transformé a logaritmo los datos de las
citocinas, para cumplir con el supuesto de normalidad del modelo, para una mejor
interpretacion de los coeficientes de la regresion lineal se calculo el antilogaritmo. Se
establecié un nivel de significancia de p<0.05 para los resultados estadisticamente

significativos. Para estos analisis se utilizo el programa estadistico STATA version 14.
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7. RESULTADOS

7.1. Abundancia relativa de filo Firmicutes y Bacteroidetes

Para determinar la abundancia relativa de ambos filos bacterianos se realiz6 una
PCR cuantitativa utilizando el fluor6foro de SYBR Green. La grafica de amplificacién de la
Figura 9a corresponde a una imagen representativa de la amplificacion de los tres
oligonucledtidos analizados (Firmicutes, Bacteroidetes y Universales). El analisis de
disociacion de los productos generados de cada oligonucleétido muestra un solo pico,
confirmando la amplificacion de un solo producto y excluyendo la posibilidad de que la
fluorescencia generada sea por productos inespecificos (Figura 9b). Los resultados de la

abundancia de los filos bacterianos fueron obtenidos a través de la férmula 24,

Amplification Plot 3000

Derivative Reporter (-8)

xxxxxx

0.00001

0.000001

Temperature (°C)

Figura 9. Grafica de amplificacion y de disociacién de productos amplificados. a) Imagen
representativa de curva de amplificacién utilizando los oligonucleétidos universales. b) Imagen
representativa de curva de disociacion de los productos generados con los oligonucledtidos
universales.
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7.2. Concentracion de citocinas

Para identificar la concentracion de las citocinas IL-6, IL-10 y TNF-a en los grupos
de sobrepeso y obesidad, se cuantificaron las citocinas en suero a través del sistema de
deteccion MagPix. Los resultados muestran un aumento de IL-10 del 73% mas en los
individuos obesos comparado con los de sobrepeso. En el caso de IL-6, se observé un
incremento del 82% mas en obesidad comparado con sobrepeso y TNF-a mostré un

aumento del 68% mas en individuos obesos comparado con sobrepeso (Figura 10).
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Figura 10. Distribucién de la concentracién de citocinas de acuerdo al grupo de sobrepeso y
obesidad. La grafica muestra los resultados de las citocinas IL-10, IL-6 y TNF-a analizados en el
equipo MagPix. Los resultados fueron analizados en el programa xPONEN. Las unidades de las

citocinas se encuentran reportadas en pg/mL.

7.3. Caracteristicas asociadas con la obesidad

En la tabla 2, se observa la distribucién de las caracteristicas generales de la
poblacion en estudio de acuerdo con el IMC estratificado en sobrepeso y obesidad. Se
observa que del total de nifios y adolescentes hay 23.43% clasificados en sobrepeso y
76.57% clasificados en obesidad. Los individuos con obesidad son de menor edad con

una media de 11.24 (+3.12), hay mayor porcentaje de hombres (77.3%), tienen mayor
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circunferencia de cintura (91.88+11.53), mayor concentracion de IL-10 (12.56 pg/mL) y de
TNF-a (43.99 pg/mL) en comparacion con los nifios con sobrepeso. La Presion Arterial
Sistolica, glucosa, colesterol, triglicéridos, cVLDL (colesterol de muy baja densidad), cLDL
(colesterol de baja densidad), IL-6 y AR Firmicutes presentaron valores mas elevados en
el grupo de obesidad, sin embargo, estos valores no fueron estadisticamente significativos
(Tabla 2). En el caso de esta tesis no se busca reportar un resultado de Bioquimica clinica;
en el enfoque de este estudio se realiz6 una comparacion entre las medias de los grupos
de normopeso versus sobrepeso/obesidad con la finalidad de encontrar diferencias entre
ambos grupos y las diferentes variables. Sin embargo, para términos de una mejor
compresion de los resultados, se incluyé en la tabla los valores de referencia de los

parametros bioquimicos y de presién arterial.
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Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacién, de acuerdo con el IMC.

Valores de referencia Obesidad,
Sobrepeso, n=41
n=134
(+1a+2S.D)
(>2 S.D) p-value
(23.43%)
(76.57%)
Mean (S.D)
Mean (S.D)
Edad (afios) 14.09 (2.81) 11.24 (3.12) <0.0001
Sexo (%)
Hombre 23.7% 77.3% 0.002
Mujer 43.7% 56.7%
Circunferencia de
) 78.95 (6.81) 91.88 (11.53) 0.0001
cintura (cm)
Circunferencia de
94.20 (7.84) 96.52 (14.14) 0.27
cadera (cm)
60-75 mmHg (6-12 afios)
Presion arterial *
o . 80.24 (10.73) 80.07 (10.39) 0.84
diastélica (mmHg) 65-85 mmHg (+12 afios)
*
100-120 mmHg (6-12
Presién arterial afios) *
L 111.14 (8.79) 117.91 (49.44) 0.11
sistdlica (mmHg) 110-135 mmHg (+12
afios) *
Glucosa (mg/dL) <110 mg/dI* 90.32 (7.51) 92.66 (7.77) 0.09
Colesterol (mg/dL) <170 mg/dI* 149.62 (30.32) 153.25 (31.14) 0.70
o <75 mg/dI (0-9 afios) *
Triglicéridos (mg/dL) 132.78 (77.24) 144.87 (81.50) 0.18
<90 mg/dl (10-19 afios) *
cVLDL (mg/dL) Sin valor de referencia 26.80 (13.94) 28.44 (14.25) 0.73
cLDL (mg/dL) <110 mg/dI* 86.08 (25.94) 96.24 (24.72) 0.17
cHDL (mg/dL) >45 mg/dI* 41.33 (7.85) 41.46 (8.62) 0.99
Antecedentes heredofamiliares obesidad (%)
No 31.5% 68.5% 0.006
Si 11.48% 88.52%
IL-10 (pg/mL) 7.25(7.72) 12.56 (17.36) 0.03
IL-6 (pg/mL) 22.48 (59.80) 40.84 (74.86) 0.13
TNF-a (pg/mL) 26.18 (17.62) 43.99 (23.71) <0.001
AR Firmicutes 0.79 (0.58) 0.93 (1.39) 0.23
AR Bacteroidetes 1.00 (1.80) 1.02 (2.55) 0.61

Resultados expresados como medias (desviacion estandar) para variables continuas y porcentajes para
variables categdricas. Se utilizé U Mann-Whitney para variables continuas, chi2 para variables categoéricas.
Valor significativo p<0.05. cVLDL: colesterol de muy baja densidad: cLDL: colesterol de baja densidad;

cHDL.: colesterol de alta densidad. * Informacion obtenida de Kliegman et al., 2020
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Para evaluar la asociacion de AR de Firmicutes y Bacteroidetes con el grado de
obesidad, se realiz6 un modelo de regresion logistica multiple ajustado por edad, sexo y
antecedentes de obesidad. Los resultados sugieren que por cada unidad de abundancia
de Firmicutes hay un incremento de un 19% de posibilidad de desarrollo de obesidad
comparado con los que tienen sobrepeso. Sin embargo, esta asociacibn no fue

estadisticamente significativas (p=0.46) (Tabla 3).

Tabla 3. Asociacion de abundancia relativa de filos de microbiota intestinal y obesidad.

OR (IC95%) p-value
AR Firmicutes 1.19 (0.74-1.92) 0.46
AR Bacteroidetes 1.05 (0.88-1.6) 0.56

OR: odds ratio (raz6n de momios, prueba que representa la probabilidad de ocurrencia de un evento) IC:
intervalo de confianza, AR: abundancia relativa. Regresion logistica ajustada por edad, sexo y antecedentes

de obesidad. Categoria de referencia sobrepeso. Valor significativo p<0.05.

Diversos trabajos han mostrado una asociacion de diversas citocinas con obesidad
(Mattos et al., 2016; Orbe-Orihuela et al., 2018), por lo que en este trabajo se analiz6 la
potencial asociacion de las citocinas IL-10, IL-6 y TNF-a con obesidad en la poblacion de
estudio. Se realiz6 un andlisis de regresion lineal ajustado por edad, sexo y antecedentes
de obesidad; sin embargo, no se encontré una asociacion significativa de las citocinas con
IMC (Tabla 4).

Tabla 4. Asociacion de citocinas de acuerdo con el IMC.

B (IC95%) p
IL-10 (pg/mL) 0.000045 (-0.011; 0.011) 0.993
IL-6 (pg/mL) -0.0006 (-0.003; 0.0014) 0.82
TNF-a (pg/mL) 0.000003 (-0.007; 0.007) 0.99

B: Beta IC: intervalo de confianza. Regresién lineal ajustada por edad, sexo y antecedentes de obesidad.

Categoria de referencia sobrepeso. Valor significativo p<0.05

Finalmente, se evalu6 la asociacién de la AR de los filos bacterianos con las
concentraciones (pg/mL) de citocinas (IL-10, IL-6 y TNF-a) mediante modelos ajustado
por edad, sexo e IMC. Se observé una asociacion positiva entre la abundancia relativa de

Firmicutes y la citocina IL-10, lo cual nos indica que por cada incremento de unidad de AR
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de Firmicutes hay un incremento promedio del 28% de la concentracion (pg/mL) de IL-10
(p=0.037). Ademas, se observo una asociacion negativa entre la abundancia relativa de
Bacteroidetes y la citocina TNF-a que nos indica que por cada incremento de unidad de
AR de Bacteroidetes hay una disminucion promedio del 36% de la concentracion (pg/mL)
de TNF-a (Tabla 5). La comparacién de la concentracion de IL-6 con la AR de los filos

bacterianos no presentd asociacion.

Tabla 5. Asociacién entre citocinas y AR de los filos bacterianos.

IL-10
B 1C95% p
Bacteroidetes 0.88 0.41-1.88 0.75
Firmicutes 1.28 1.05.-1.60 0.037
IL-6
B IC95% p
Bacteroidetes 0.60 0.29-1.20 0.12
Firmicutes 1.20 0.95-1.46 0.14
TNF-a
B 1C95% p
Bacteroidetes 0.64 0.46-0-88 0.006
Firmicutes 1.0 0.89-1.09 0.78

Regresion lineal, a justado por edad, sexo y z-IMC. Valor significativo p<0.05.
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8. DISCUSION

La microbiota intestinal promueve mdultiples beneficios en nuestra salud a través de la
obtencién de energia de carbohidratos complejos, sintesis de vitaminas esenciales y
regulacion de la repuesta inmune (Mena-Miranda, 2019). Sin embargo, la perdida de la
homeostasis intestinal podria promover un desequilibrio en la diversidad de la microbiota,
generando disbiosis y como consecuencia un potencial desarrollo de sobrepeso y
obesidad. En este estudio, se evalud la relacion de los filos bacterianos de la microbiota
intestinal Firmicutes y Bacteroidetes con citocinas en nifios con sobrepeso y obesidad.
Los resultados muestran que los nifios con obesidad presentan mayor circunferencia de
cintura y expresion de las citocinas IL-10 y TNF-a (Tabla 2). Estos hallazgos han sido
previamente reportados por otros grupos de investigacion (Mattos et al., 2016; Medeiros
et al., 2018; Orbe-Orihuela et al., 2018; Aguilar et al., 2020).

La microbiota intestinal es de gran interés en los estudios relacionados con
obesidad. Turnbaugh y colaboradores describié por primera vez un incremento en la
abundancia del filo Firmicutes en la microbiota intestinal de ratones obesos (Turnbaugh et
al., 2006), posterior a este trabajo se han replicado multiples estudios en muestras de
heces de humanos, encontrado un aumento del filo Firmicutes y una disminucién del filo
Bacteroidetes en individuos con obesidad (Estrada-Velasco et al 2015; Murugesan et al.,
2015; Riva et al, 2017; Orbe-Orihuela et al., 2018). Los resultados obtenidos en este
proyecto muestran un incremento del filo Firmicutes en nifios y adolescentes con
obesidad; sin embargo, este resultado no fue estadisticamente significativo. Una potencial
explicacion de la discrepancia en los resultados podria ser que en los trabajos antes
mencionados la categoria de referencia son individuos con normopeso, y en este estudio
son individuos con sobrepeso. Ademas, el tamafio de muestra de nuestro este estudio

podria ser una limitacion (Tabla 2).

Orbe-Orihuela y colaboradores en el 2018 observaron un aumento significativo de
la abundancia relativa (AR) de Firmicutes y una disminucion de Bacteroidetes en nifios
con sobrepeso/obesidad en comparacién con nifios con normopeso. Estrada-Velasco y
colaboradores en el 2015 encontraron que una abundancia relativa alta de Firmicutes

presenta 2 veces mas de probabilidad de presentar sobrepeso u obesidad. Los resultados
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sugieren que por cada unidad de abundancia de Firmicutes incrementa un 19% la
probabilidad de desarrollar obesidad comparado con los que tienen sobrepeso. Sin
embargo, esta asociacion no fue estadisticamente significativas (p=0.46) (Tabla 3). A
pesar de no tener significancia estadistica, los resultados muestran una tendencia de
asociacion del filo Firmicutes con obesidad. En un estudio de Italia con un tamafio de
muestras menor al proyecto, o que hicieron fue caracterizar la composicion de la
microbiota intestinal en nifios obesos, por lo cual la obesidad se asocié con una microbiota
intestinal alterada caracterizada por niveles elevados de Firmicutes y niveles reducidos de
Bacteroidetes, razon por la cual pudieron tener resultados estadisticamente significativos
fue porque el grupo de referencia era de normopeso, por lo cual hay una diferencia entre
la microbiota intestinal en individuos con normopeso que individuos con obesidad (Riva et
al., 2017).

Por otro lado, resultados similares a los nuestros han sido reportados por Lopez-
Contreras y colaboradores; en este trabajo los autores no observaron diferencias
significativas en la abundancia del filo Firmicutes entre los niflos con peso normal y los
nifos que presentan obesidad por lo cual, los autores realizaron un analisis a nivel de
especies y observaron que la AR de Bacteroides eggerthii fue significativamente mayor
en niflos con obesidad. La abundancia de esta especie presentdé una correlacion
positivamente con el porcentaje de grasa corporal y una correlacién negativamente con la
ingesta de fibra insoluble. Ademas, la AR de Bacteroides plebeius fue significativamente

mas alta en los nifios con normopeso (Lépez-Contreras et al., 2018).

Resultados similares a Lopez-Contreras en el 2018 y este trabajo han sido
reportados, en los cuales no hay diferencias estadisticamente significativas a nivel de filo
bacteriano, pero ellos si encontraron diferencias a nivel de género y especie (Hollister et
al., 2018). Por lo anterior, es probable que este proyecto de tesis diferencias entre los

grupos de sobrepeso y obesidad sean encontrados a nivel de género y especie.

En la obesidad se ha reportado un proceso de inflamacion de bajo grado (Orbe-
Orihuela et al., 2018; Medeiros et al., 2018), caracterizado por un desbalance en los
niveles de citocinas, principalmente un incremento en citocinas proinflamatorias (Kindt y

Goldsby, 2007). Al respecto, se ha observado en nifilos con obesidad un aumento de
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citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a (Orbe-Orihuela et al., 2018; Medeiros et al., 2018,
Selvaraju et al., 2019) y una disminucién de IL-10 (Mattos et al., 2016; Aguilar et al., 2020).
Los resultados obtenidos de esta tesis mostraron altos niveles de la concentracion de

citocinas IL-10 y TNF-a en individuos obesos.

Ademas de TNF-q, IL-6 y IL-10, se han estudiados otras citocinas potencialmente
relacionadas con obesidad, como IL-1B, IL-12, IL-8, TGF-B, proteina quimiotactica de
monocitos-1 (MCP-1), Proteina C reactiva (Medeiros et al., 2018, Selvaraju et al., 2019;
Mattos et al., 2016) entre otras. Sin embargo, en los diferentes trabajos reportados
frecuentemente se ha encontrado una asociacion de IL-10, IL-6 y TNF-a con obesidad,

por lo cual se analizaron en este proyecto.

Diversos reportes han encontrado una asociacién filos bacterianos de la
microbiota intestinal con citocinas. Especificamente, se ha encontrado que la citocina
TNF-a se asocia negativamente e IL-10 se asocia positivamente con las familias
Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae y Prevotellaceae (Aguilar et al.,, 2020). Orbe-
Orihuela y colaboradores, reportaron correlaciones positivas estadisticamente
significativas entre la concentracion de TNF-a con el IMC en la AR mas alta de Firmicutes

y la AR baja de Bacteroidetes.

Similar a lo antes mencionado, nuestros resultados también mostraron una asociacion
negativa entre la abundancia relativa Bacteroidetes (uno de los filos predominantes de la
microbiota) con la citocina TNF-a. Ademas, se observo una asociacion positiva entre la
AR de Firmicutes y la citocina IL-10. Ademas, también se observaron que estos hallazgos
sugieren una asociacion del filo Firmicutes con el aumento de la concentracion de IL-10 y

Bacteroidetes con disminucién de TNF-a.
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9. CONCLUSIONES

En este presente proyecto con las muestras de los nifios con obesidad del estado de
Morelos se pretendié observar la asociacion de la microbiota intestinal con la obesidad.
Por lo cual se determind la AR de los filos y la concentracion de las citocinas y asi poder
evaluar su asociacidén y con esto se observo que la concentracion de IL-6 y AR Firmicutes
fueron elevados en el grupo de obesidad, pero no estadisticamente significativos. Los
niveles de las citocinas IL-10 y TNF-a, fueron elevados y estadisticamente significativos,
con lo cual podemos ver que hay una relacion citocinas en individuos obesos que

demuestra un estado proinflamatorio.

El filo Firmicutes tiene 19% de probabilidad de desarrollar obesidad. Los nifios con
obesidad del estado de Morelos presentaron una asociacion del filo Firmicutes con el
aumento de IL-10 y de Bacteroidetes con niveles mas bajos de TNF-a sugiriendo una
potencial Disbiosis Intestinal y un estado proinflamatorio en esta poblacion, con esto
podemos decir que la microbiota intestinal es un factor intimamente relacionado con el
desarrollo de obesidad. Diversos factores promueven disbiosis intestinal bacteriana
promoviendo una inflamacion crénica de bajo grado a través de un incremento de citocinas

proinflamatorias.
10. PERSPECTIVAS

e Evaluar la potencial asociacion de la microbiota intestinal y citocinas en nuestra
poblacién de estudio realizando dos evaluaciones una en grupos de 2-12 afios y un
grupo de adolescentes de 13-20 afios para determinar la potencial variabilidad

biologica.

e Determinar la potencial asociacion de la abundancia relativa de especies
bacterianas que hayan sido previamente identificadas con proteccién o promocién

de la obesidad (por ejemplo: Bacteroides fragilis y Lactobacillus reuteri).

e Debido a que se tiene informacién de la frecuencia del consumo de alimentos, que

no fueron evaluados en este proyecto de tesis por limitaciones de tiempo, se
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sugiere evaluar la potencial asociaciéon de la dieta con las AR de los filos
bacterianos y citocinas con obesidad y asi poder implementar una dieta adecuada

para la poblacién.

e Analizar otras citocinas que han sido relacionadas con obesidad, pero poco
estudiadas (IL-1pB, IL-12 e IL-8).

11. LIMITACIONES

e Se tuvo una (n) pequefia a comparacion de otros estudios; sin embargo, los

resultados de algunas variables fueron estadisticamente significativos.

e El grupo de referencia no fue normopeso. A pesar de lo anterior, utilizando el grupo
de sobrepeso como referencia se obtuvieron tendencias de gran importancia

bioldgica en la obesidad.
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