@ CISEl

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA
CENTRO DE INVESTIGACIONES SOBRE ENFERMEDADES INFECCIOSAS

PROTOCOLO DE TESIS

Evaluacion de la interaccidon entre
el consumo de macronutrimentos y
el perfil de la microbiota del colon
distal y su asociacion con obesidad
iInfantil.

Doctorado en Ciencias en Salud PuUblica concentracion
en Enfermedades infecciosas.

MC. Barbara Ixchel Estrada Velasco
Comité de Tesis:
Director: Dra. Ana Isabel Burguete Garcia
Asesores:
Dr. Miguel Cruz Lépez
Dra. M. Remedios Guna Serrano

Dr. Jaime Garcia Mena

Cuernavaca, Morelos. noviembre de 2012



Contenido

1 INTRODUCCION ..oiiiiiieiiieieieiei ettt 3
2 ANTECEDENTES ... et e e e e e e e ananas 6
I U1 W 107X [0 ] U 9
4. PREGUNTA DE INVESTIGACION .....oovoviiiiececeeeee et 9
B HIPOTESIS ..ttt 9
B OBJIETIVOS ..o ettt e e e et e e et et e e e e e e e e e ennaaas 10
6.1 ODBJEtiVO gENEIAL.....coeiiiiiiiee e 10
6.2 ObjJetiVOS PArtiCUIAIES .......coee e e e et e e e e e e e e e e aaanne 10

7 METODOLOGIA. ...ttt 10
7.1 Disefio Y PODIaCION .......coooeiiiiiiie 10
7.2 Estudios bioquimicos y antropoOmeEtriCoS.........ccevvveieiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 11
7.3 Caracterizacion de la miCrobiota...............oovviiiiiiiiiiiiii e 12
7.3.1 Extraccion de DNA gendmico a partir de heces. .......ccccoeeeveevvvveeiiinnnnnnn. 12
7.3.2. Caracterizacion de microbiota por PCR tiempo real ...........cccccovvvvnnnnn. 13

7.4 ANALISIS dE QIBLA. ...cciii it 15
7.5 ANAIISIS STAdISHICO ..o 16
7.6 Operacionalizacion de variables ..............coovvvvviiiiiiiie e 17

8 INFRAESTRUCTURA DISPONIBLE.........i e 17
9 RESULTADOS ESPERADOS ... .ot 18
10 CRONOGRAMA et e et e e e et e e e et e e e e et eeeenes 20
BIBLIOGRAFIA ...ttt 21



EVALUACION DE LA INTERACCION ENTRE EL CONSUMO DE
MACRONUTRIMENTOS Y EL PERFIL DE LA MICROBIOTA DEL C OLON
DISTAL Y SU ASOCIACION CON OBESIDAD INFANTIL.

1 INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad crénica y multifactorial, caracterizada por un
grupo de desordenes metabdlicos, inflamacion de bajo grado y aumento de la
grasa corporal, cuya magnitud y distribucion condicionan la salud del individuo. Es
el principal factor de riesgo para diferentes enfermedades cronicas, incluyendo
diabetes, enfermedades cardiovasculares y cancer.!

El sobrepeso y la obesidad son el quinto factor principal de riesgo de defuncion en
el mundo. Cada afio fallecen por lo menos 2,8 millones de personas adultas como
consecuencia del sobrepeso o la obesidad. Ademas, el 44% de la carga de
diabetes, el 23% de la carga de cardiopatias isquémicas y entre el 7% y el 41% de
la carga de algunos canceres son atribuibles al sobrepeso y la obesidad. En 2010,
alrededor de 43 millones de niflos menores de cinco afios de edad tenian
sobrepeso. En los paises en desarrollo hay cerca de 35 millones de nifios con
sobrepeso, mientras que en los paises desarrollados son 8 millones.!

Las tasas de prevalencia varian considerablemente entre las diferentes regiones y
paises, de menos de un 5% en Africa y partes de Asia a mas de un 20% en
Europa y mas del 30% en América y algunos paises de Medio Oriente. En México,
se observa un acelerado crecimiento en la prevalencia de obesidad y sobrepeso.
De acuerdo con los resultados de la Encuesta Nacional de Nutricion 1999 (ENN-
99),2 casi el 27% de los nifios en edad escolar con edades comprendidas entre
los 5y 11 afios eran obesos o con sobrepeso. En 2006, la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT) revelo que este porcentaje habia aumentado al
34.8%, lo que representa un aumento del 29% en 7 afios.® Para el afio 2012 la
ENSANUT* reporta una prevalencia de 34.4%, practicamente sin movimiento, y
con lo cual, México es el pais con mayor prevalencia de obesidad infantil a nivel
mundial.
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Sobrepeso . Obesidad

Su etiologia es multifactorial, se desarrolla a partir de la interaccion de factores
modificables o0 ambientales (sociales, conductuales, psicolégicos) y no
modificables (genéticos). Entre los factores ambientales encontramos los
relacionados con los estilos de vida, como los cambios de habitos alimentarios, la
disminucién de la actividad fisica propiciada por el sedentarismo y la composicion
de la microbiota intestinal. Igualmente encontramos una mayor disponibilidad de
alimentos, especialmente de mas alta densidad de energia, y una forma mas
eficiente de producirlos y adquirirlos. ElI proceso de modernizacion vy
reestructuracion socioeconémica en los paises desarrollados y en vias de
desarrollo, ha modificado los modelos nutricionales y de actividad fisica.*

El papel de la dieta en la etiologia de la mayoria de las enfermedades no
transmisibles esta bien establecido. Los cambios hacia alimentos muy refinados,
bebidas azucaradas, carne y productos lacteos que contienen altos niveles de
grasas saturadas, es decir, la transicion nutricional, es ahora cada vez mas
evidente en paises en vias de desarrollo y junto con la disminucion del gasto
energético, estan contribuyendo al incremento en la prevalencia de la obesidad.®

Un ambiente obesigénico aumenta el riesgo de obesidad, en particular en aquellos
que ya son genéticamente susceptibles.® Los cambios en la alimentacién y en el
estilo de vida que acomparfian a la urbanizacion y el desarrollo de las sociedades
han favorecido la expresion de los genes que predisponen a la obesidad y, a su
vez, han modificado los patrones de salud y enfermedad.

Se han identificado genes que intervienen en el mantenimiento estable del peso y
de la grasa corporal, a través de su participacién en el control de mecanismos
eferentes (ej. leptina, nutrientes, sefiales nerviosas), de mecanismos centrales
(neurotransmisores hipotalamicos) y de mecanismos aferentes (ej. insulina,
catecolaminas, SNV).’El tejido adiposo en individuos obesos se caracteriza por
presentar un fendmeno inflamatorio que incluye el aumento en el infiltrado de
macréfagos y la sintesis de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6).8°



Los seres humanos son organismos altamente complejos cuyo metabolismo
representa una amalgama de propiedades microbianas y humanas.’® La
microbiota humana consiste en alrededor de 10 a 100 billones de
microorganismos, representando al menos 10 veces mas el numero de células
humanas. Su microbioma codifica a un conjunto de genes que representan en
promedio 100 veces mas el genoma humano. La microbiota y su microbioma nos
proveen de importantes funciones biolégicas y metabdlicas que no pueden ser
realizadas por el metabolismo humano.!

La mayoria de estos microorganismos habitan las vias gastrointestinales. La
microbiota intestinal incluye especies nativas que colonizan permanentemente el
tracto gastrointestinal y una serie variable de especies que se encuentran
transitoriamente en el tubo digestivo, siendo el mayor nimero de residentes los
gue se encuentran en el colon distal, donde se sintetizan aminoacidos esenciales,
vitaminas y se digieren componentes de nuestra dieta como polisacaridos de
plantas.!?

En el interior del intestino se han descrito alrededor de 70 divisiones de bacterias y
13 divisiones de arqueas diferentes, siendo los mas frecuentes dos filum
bacterianos especificos: Bacteriodetes y Firmicutes, que incluyen cientos de
filotipos.10

Los Bacteroidetes son un filo con alrededor de 20 géneros. Se encuentran en el
tracto intestinal y membranas mucosas de muchos animales de sangre caliente,
pero también son abundantes en el suelo y el agua de mar. El género
Bacteroideses probablemente el mas abundante en el intestino humano. Sus
especies son anaerobios obligados, habitantes benignos del intestino. Bacteroides
thetaiotaomicrones una de las especies mas abundantes.3

Los Firmicutes son el mayor filo de bacterias grampositivas. Contiene mas de 250
géneros, incluyendo Lactobacillus, Micoplasma, Bacillus y Clostridium. Se
encuentran en diversos habitats e incluyen algunos patdogenos notables, como el
Streptococcus pyogenes.t3

Existe un gran interés en esta area de investigacion dado que la manipulaciéon de
los grupos de bacterias intestinales podria ofrecer un nuevo enfoque en el
tratamiento de la obesidad, debido a que ésta muestra un componente microbiano:
es decir, no solamente la dieta y la baja actividad fisica sino también el conjunto
de microorganismos presentes en el tracto intestinal y sus genes podrian modificar
el comportamiento de los genes humanos alterando el metabolismo, detonando
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asi la obesidad, cuestion que podria tener potenciales implicaciones terapéuticas a
nivel de salud publica.

2 ANTECEDENTES

Se estima que de 2 a 4 millones de genes integran el genoma total (microbioma)
de una comunidad de 500 a 1000 especies de bacterias intestinales.'*'> Los
productos de estos genes proporcionan capacidades metabdlicas que no codifica
nuestro propio genoma.'® La microbiota del tracto digestivo y sus genes,
contribuyen funcionalmente al desarrollo temprano del sistema inmune?’, sintesis
de nutrientes por aprovechamiento de fuentes de otra manera no disponibles?®,
procesamiento de xenobidticos, sintesis de vitaminas y renovacion de células
epiteliales del colon.® Por lo tanto pueden tener un impacto en nuestro equilibrio
energeético.

Este cambio afecta a varios mecanismos: la fermentacion microbiana de los
polisacaridos de la dieta que no pueden ser digeridos por el huésped, posterior
absorcion intestinal de monosacaridos y de acidos grasos de cadena corta, su
conversion a lipidos mas complejos en el higado y la regulacion microbiana de
genes del huésped que promueven la deposicion de los lipidos en los adipocitos.®
La microbiota actia como un o6rgano de intensa actividad metabdlica, expresa
enzimas glicosido hidrolasas que los humanos no codifican en su genoma. Estas
enzimas transforman polisacaridos complejos (almidon y celulosa) de la dieta a
monosacaridos y acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente acetato,
propionato y butirato. El propionato y el acetato son ligandos de los receptores
acoplados a la proteina G (Gpr4l y Gpr43), expresados fundamentalmente por las
células enteroendocrinas del epitelio intestinal. Los GPCRs inhiben la expresion
del péptido YY (anoréxico, acelera el transito intestinal y reduce la extraccién de
energia de la dieta). Los monosacaridos absorbidos estimulan factores de
transcripcion claves como la proteina de unidon al elemento de respuesta a
carbohidratos (ChREBP), factor que estimula la lipogénesis hepatica.'!

La microbiota intestinal suprime la actividad del FIAF (fasting-induced adipocyte
factor), lo que produce un incremento de la lipoprotein lipasa (LPL) que conduce a
un aumento de los triglicéridos en el tejido adiposo. A la vez la microbiota intestinal
aumenta la absorcion de polisacaridos lo cual aumenta la lipogénesis a nivel
hepético.!!



Con base a lo anterior se ha propuesto que la microbiota de individuos obesos
puede ser mas eficiente en la extraccion de energia a partir de una dieta
determinada en comparacién a la microbiota de los individuos delgados.*® Es decir
una descompensacion de los conjuntos bacterianos residentes en el intestino
puede ser responsable de la obesidad.

Microbiota y obesidad.
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Modificado de Cani P and Delzenne N. 2009.

Las variables que determinan el tipo de microbiota en el hospedero estan
determinadas por el estilo de vida (consumo y gasto de energia), el genotipo,
patobiologia, ambiente, fisiologia, sistema inmune y comunidad.?® Por lo tanto, una
vista global de nuestro panorama genético debe incluir los genes ubicados en
nuestro genoma humano y los genes en nuestra microbiota residente, mientras
que una vision global de nuestro metaboloma abarcaria las redes metabdlicas
basadas en nuestras comunidades microbianas.®

La sociedad hospedero-microbioma genera interacciones nuevas dependientes de
la dieta, el genoma del hospedero y la composiciéon de la flora bacteriana,
produciendo metabolitos que se absorben y en algunos casos pueden disminuir el
estado inflamatorio debido a la obesidad.?!

La alteracion en la microbiota, microbioma y/o su expresion acarrean problemas a
la homeostasis humana. Se han observado diferencias analogas en la microbiota
intestinal distal de humanos obesos en comparacion con humanos delgados; la
abundancia relativa de Bacteroidetes aumenta cuando individuos obesos pierden
peso ya sea con dieta restringida en grasa o una dieta con carbohidratos bajos en



calorias. Por otra parte, el aumento de Bacteroidetes esta significativamente
correlacionado con la pérdida de peso pero no con la ingesta total de calorias.'?

Las bifidobacterias reducen niveles de endotoxinas intestinales y mejoran la
funcionalidad de la mucosa intestinal.?> Los polisacaridos de las plantas que se
consumen comunmente son ricos en carbohidratos que contienen xilano, pectina,
y arabinosa. El genoma humano carece de la mayoria de las enzimas necesarias
para degradar estos glicanos. Sin embargo, el microbioma del colon distal nos
ofrece esta capacidad.1°

Estudios en adultos sanos han encontrado que las bacterias probioticas tienen
efectos antiinflamatorios que pueden reducir los niveles séricos de proteina C-
reactiva.??

Estudios en ratones, han mostrado que la eficiencia de obtencidn de nutrientes a
partir de una misma fuente alimenticia, depende de la microbiota y microbioma del
colon, ya que la microbiota proveniente de un raton obeso es capaz de
incrementar significativamente la adiposidad en un raton magro luego de colonizar
su colon.?! Otro estudio realizado en hamsters proporciona evidencia de que la
modulacién de la interrelacion metabdlica microbiota-hospedero a través de la
intervencion dietética tiene el potencial de mejorar la homeostasis del colesterol, lo
cual es relevante para la salud cardiovascular.?* Se cree que un desbalance en el
microbioma contribuye al desarrollo de obesidad incrementando el metabolismo de
los acidos grasos y el almacenamiento de grasa por aumento de las citocinas
inflamatorias y de lipogénesis hepatica.?®

Actualmente el microbioma de la microbiota de cualquier nicho puede
caracterizarse rapidamente usando tecnologia de pirosecuenciacion de DNA, que
permite tener lecturas de aproximadamente 100 Mbps en segmentos de 400
bases rapidamente.?® Estas secuencias son analizadas por varios algoritmos
computacionales, caracterizando el conjunto de genes presentes o expresados en
un ambiente microbiano; definiendo las posibles vias metabdlicas y/o
caracterizando la diversidad microbiana con base a las secuencias 16S rDNA.?’

La microbiota residente del colon, caracterizada por un perfil de genes que
permiten una mejor eficiencia de obtencién de nutrientes a partir de una fuente
alimenticia, promueve el ingreso abundante de glucosa y otras fuentes de carbono
como los acidos grasos, de tal forma que hay un incremento de células adiposas y
peso corporal, dando origen a la obesidad y alterando la respuesta inmune, lo que
constituye el proceso proinflamatorio de baja intensidad permanente.?®



3 JUSTIFICACION

En México la obesidad infantil es un problema prioritario de salud publica, con
impacto negativo en la edad adulta debido a sus comorbilidades.

Las evidencias de asociacion de la microbiota del colon distal con padecimientos
prioritarios para nuestro pais como la obesidad, suman valor a su estudio y
caracterizacion. Estudios recientes han demostrado que algunas bacterias
intestinales participan como mediadores de obesidad.

Se necesita una mejor comprension de los mecanismos mediante los cuales la
microbiota interactla con el hospedero y su asociacion con obesidad. Por lo tanto,
se requiere caracterizar este tipo de factores para comprender como participan en
el desarrollo de la obesidad e integrar el conocimiento a los programas de
prevencion en la poblacién mexicana.

En México no se han reportado estudios que estén encaminados a definir la
microbiota de la poblacién infantil, tampoco de su asociacion con la obesidad. Los
resultados de este estudio podrian producir evidencia relevante para el desarrollo
de estrategias de prevencion y manejo de la obesidad.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion entre el perfil de la microbiota del colon distal y obesidad
infantil?

¢El efecto de la microbiota del colon distal sobre la obesidad infantil se modifica
dependiendo del consumo de macronutrimentos?

5. HIPOTESIS

En poblacion infantil, el consumo de ciertos macronutrimentos produce una

disbiosis de la microbiota del colon distal que se relaciona con incremento en el
grado de adiposidad.



6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

» Evaluar la interaccion entre el consumo de macronutrimentos y el perfil de
la microbiota del colon distal y su asociacién con el desarrollo de obesidad
infantil.

6.2 Objetivos particulares

1. Determinar el grado de adiposidad en la poblacion de estudio.

2. Caracterizar los perfiles de la microbiota del colon distal en la poblacién de
estudio.

3. Determinar el consumo de macronutrimentos por grado de adiposidad e
identificar patrones de alimentacion.

4. Correlacionar el perfil de microbiota con el grado de adiposidad en la
poblacién de estudio.

5. Evaluar la modificacion del efecto del perfil de microbiota sobre el grado de
adiposidad dependiendo del consumo de macronutrimentos.

7 METODOLOGIA
7.1 Disefio y Poblacion

El disefio epidemiolégico del estudio es transversal y parte del proyecto titulado
“PROYECTO: GENETICA DE LA OBESIDAD EN LA INFANCIA Y LA
ADOLESCENCIA” llevado a cabo en conjunto con la Unidad de Investigacion
Médica en Bioquimica del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional
Siglo XXI del IMSS, y el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
(CINVESTAV) con registro por la Comision Nacional de Investigacion del IMSS
2006-785-072.

Se seleccionaran 318 muestras del banco de biolégicos que incluye nifios entre 6
a 14 anos de edad, no relacionados que se presentaron en la Unidad Deportiva
Cuauhtémoc, del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Se excluyeron a los
nifios con diagnodstico de enfermedad infecciosa y los que presentaran desordenes
gastrointestinales al momento de la entrevista, y los que hayan tomado antibidticos
durante dos meses previos al estudio. A los nifios y padres de familia
seleccionados se les explico el proyecto, y se les pidid la firma del consentimiento
y asentimiento informado para participar en el mismo. Posteriormente se aplicé un
cuestionario a través del cual se obtuvieron datos socioeconémicos, demograficos,
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patologicos personales y heredofamiliares, de consumo de alimentos y actividad
fisica, asi como la toma de muestra de sangre venosa y recoleccion de muestra de
heces.

Con un tamafio de muestra de 318 niflos que cumplen con los criterios de
inclusion, el poder del estudio es del 93% con un alfa de 0.05, considerando que la
prevalencia nacional de obesidad es del 26% y la prevalencia encontrada nuestra
muestra es del 35%.

7.2 Estudios bioquimicos y antropométricos

Las muestras de sangre se tomaron en ayuno de 12h, para medir glucosa,
colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos y niveles de insulina. Se determinaron los
perfiles bioquimicos de acuerdo a los criterios de la American Heart
Association/NationalHeart, Lung and Blood Institute Scientific Statement
(AHA/NHLBI).?°

Las medidas antropométricas incluyen peso (kg), talla (cm), circunferencia de
cintura (cm), circunferencia de cadera (cm) y el indice de masa corporal (IMC,
kg/m?). La toma de las medidas se realizé por personal previamente capacitado y
estandarizado, utilizando técnicas e instrumentos calibrados y estandarizados, con
los nifios sin zapatos y con la minima cantidad de ropa. La clasificacion de sano,
sobrepeso y obesidad se realizo de acuerdo al puntaje z de IMC por edad y sexo,
conforme a las referencias de la OMS/CDC; % con los siguientes puntos de corte:

Clasificacion Puntaje z
Normal -2 a+1 DE*

Sobrepeso >+1 DE

Obesidad >+2 DE

DE: desviacién estandar

Las presiones sistdlica y diastdlica se midieron con esfigmomandmetros calibrados
después de permanecer sentados en reposo por lo menos 5 minutos. Se
realizaron dos mediciones para obtener un promedio. Todas las mediciones se
realizaron por personal capacitado.
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7.3 Caracterizacion de la microbiota

A partir de muestras de heces de los participantes se llevara a cabo la extraccion
de &cidos nucleicos y se caracterizara la diversidad de los microorganismos
presentes en el colon distal, con base a secuencias 16S rDNA.

7.3.1 Extraccion de DNA genomico a partir de heces.

La extraccion de los acidos nucleicos se llevara a cabo con el kit de QlAamp®
DNA Stool Mini Kit for human. La muestras tendran un peso de 180 a 220 mg. Se
afadir4 1.6 de buffer ASL, mezclar continuamente por 1 min. Se centrifugaréd porl
min a 14,000rpm (para sedimentar las particulas de heces). Agregar 1.4 ml del
sobrenadante a un tubo de 2ml. Se agregara una pastilla de Inhibitex (inhibidor de
RNAsas) y mezclara inmediatamente, hasta disolver por completo la pastilla. Se
incubara por 1 min a temperatura ambiente. Se centrifugara por 3 minutos para
sedimentar las particulas de heces y lograr que los inhibidores se unan a la matriz.
Se extraera el sobrenadante del tubo eppendorf. Se centrifugara por 3 minutos a
13,000 rpm. Se agregara 25uL de proteinasa K. Se afadira 600 uL de buffer AL y
mezclar por 15 minutos. Incubar a a 70C por 10 min. Se afadird 600 pL de
etanol (96 al 100%) para lisar las células y mezclara. Se tomara 600 uL del
producto lisado y se colocara en la columna QIAamp spin (hacerlo por triplicado).
Se agregard 500 pL de buffer AW1, centrifugar por 1 minuto a 13,000 rpm. Se
cambiara la columna a un tubo nuevo y afiadira 500 pL de buffer AW2 y
centrifugara por 3 minutos. Por ultimo se afadira 200 pL de buffer AE
directamente a la membrana, se incubara por 1 minuto a temperatura ambiente y
centrifugar por 1 minuto. Se tomara 1uL de DNA el cual se cuantificara a 260 nm
en el equipo Nanodrop (Thermo scientific). Se almacenara a -20C para su
posterior uso.
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7.3.2. Caracterizacion de microbiota por PCR tiempo real

Para el andlisis de la microbiota vamos a utilizar un método de gPCR utilizando
cebadores universales y especificos:

Especificidad Nombre Secuencia
Universal 926F AAACTCAAAKGAATTGACGG
1062R CTCACRRCACGAGCTGAC
Bacteroidetes 798cfbF CRAACAGGATTAGATACCCT
cfb967R GGTAAGGTTCCTCGCGTAT
Firmicutes 928F-Firm TGAAACTYAAAGGAATTGACG
1040FirmR ACCATGCACCACCTGTC
a-Protobacteria 0682F CIAGTGTAGAGGTGAAATT
908aR CCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
y-Protobacteria 1080yF TCGTCAGCTCGTGTYGTGA
y1202R CGTAAGGGCCATGATG
Actinobacteria Act920F- TACGGCCGCAAGGCTA
Act1200R TCRTCCCCACCTTCCTCCG

Cada reaccion de PCR tendra 12.5 pL de 2x Faststart SYBR green (applied
biosystem®), 10 uL de cada primer (concentracion de 0.25 mM), 2.5 pL del
templado de DNA y se llevaran a un volumen final de 25 pL. Se establecieron las
condiciones de amplificacion las cuales constan de 1 ciclo de 5 minutos a 95C, 30
ciclos de 95C y 61.5C por 15 segundos y 72C por 20 segundos, 1 ciclo a 72T
por 5 minutos.

El andlisis de las amplificaciones de PCR en tiempo real se llevara a cabo en el
equipo ABI PRISM- 7900HTsequence detection system de Applied Biosystems,
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las muestras se procesaran en una placa de 384 pozos; dicho andlisis esta
basado en la amplificacion exponencial de un fragmento especifico del DNA de
nuestro interés. Las sondas Sybeer green se intercalaran en el surco menor del
DNA y el resultado de la cuantificacion se observara en una grafica de
amplificacion donde se expresara la cantidad de la fluorescencia obtenida en el eje
de las ordenadas y el nimero de ciclos del PCR en el eje de las abscisas; también
se observara la linea base, que indica los ciclos iniciales en la que los cambios no
son detectables, el umbral en el que se detectara un cambio significativo de la
fluorescencia y el Ct. (que indica el ciclo en el que la fluorescencia alcanzo el valor
del umbral). 31

La cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR sera
proporcional a la cantidad de ADN que se esta amplificando.

Coeficiente de
correlacion

Correlation Coefficien Jope: 3,576 Intercept: 13,058 ¥ = -3,576 X + 19,055 8 Unknowns
PCR Efficiency ° Standaids
“— Eficiencia
34
© 8
T ®R -"————_____G___ﬁ___
T —e——
is T
g 26 e e
£ 24 ——
= 22
zZ0+

Rango dinamico

Figura 2

Para validar un protocolo de PCR con el objetivo de realizar cuantificaciones, se
debe elaborar una recta de regresién a partir de concentraciones conocidas y
decrecientes de DNA diana, estimando a partir de esta recta tres parametros
principales: eficiencia, coeficiente de correlacion y rango dinamico. El protocolo de
PCR cuantitativa se aceptara como valido cuando los parametros obtenidos sean
del orden de E = 80% y r = 0,95 dentro del rango dinamico establecido ( Ver figura
2).

La especificidad de los primers se infiere a partir del desplazamiento del ciclo
umbral (Ct), obtenido por amplificacion de secuencias diana en comparacién con
secuencias universales.3?
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X=(Eff. Univ)tunv- * 100
(Eff. Spec)ctspec

Donde: Eff Univ.= eficiencia calculada de los primers universales

Eff Spec.= eficiencia de los primers especificos de cada taxon.

Cts (univ y especificos)= los ciclos umbral registrados en el t

termociclador.

X=representa el porcentaje de numero copias de 16S cada taxdn existente en
una muestra.

Se realizara la cuantificacién de la abundancia relativa Firmicutes/Bacteroidetes
con base a sus porcentajes. Y finalmente se clasificara de acuerdo al porcentaje
Firmicutes/Bacteroidetes en cada grupo por Z-Score IMC para la edad.

7.4 Analisis de dieta.

Para determinar el consumo de macronutrimentos e identificar patrones de
alimentacion, se realizara un analisis a partir de la informacién obtenida del
Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (FCA).

Dicho cuestionario es un instrumento semicuantitativo e incluye preguntas sobre la
frecuencia de consumo y porciones de 107 alimentos, divididos en 11 secciones:
Productos lacteos, Frutas, Verduras, Leguminosas, Huevos, carnes y embutidos,
Platillos tipicos, Cereales, Bebidas, Golosinas y postres, Grasas, y Suplementos.

Los gramos por porcion de cada alimento de la FCA estan basados en las
utilizadas para la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud (ENSANUT). De acuerdo
a la frecuencia que se reporta (veces al mes, veces a la semana, veces al dia), se
calcula un promedio de consumo al dia, el factor obtenido se multiplica por los
gramos de alimento que equivale a la porcion yse obtiene asi la cantidad en
gramos por dia que el nifio consumede cada uno de los alimentos.

La cantidad de gramos al dia de alimento se analiza con el programa
FoodProcesor, que contiene la informacién de las Tablas de Composicién de
Alimentos, (cantidad de gramos de proteinas, carbohidratos y grasas contenidos
en 100g de alimento). Obteniendo finalmente el consumo en gramos al dia de
cada macronutrimento por cada individuo.
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3. Determinar el consumo de macronutrimentos e identificar
patrones de alimentacion.

i - eporciones
| e gramos/dia

4 4

e gramos/dia J

180 gr X 0.7228 g/dia =130.1 g/dia Kecal 55 71.55
Proteinas 0.3 0.39
Carbohidratos 14.7 12-12:
Grasas 0.2 0.26

*por individuo

7.5 Analisis estadistico

Los resultados se clasificaran para construir bases de datos. En el primer analisis
se realizara un estudio descriptivo de los datos cuantitativos, obteniendo para las
variables cualitativas tablas de frecuencias y porcentajes y realizando los gréaficos
mas adecuados. Adicionalmente se aplicara el test de normalidad de Shapiro-Wilk
a cada una de las muestras en cada parametro estudiado. Las variables no
normales seran transformadas adecuadamente. En caso necesario se aplicaran
tests no parameétricos.

Posteriormente se realizaran modelos de regresion logistica multinomial para
evaluar la asociacion de los perfiles de microbiota con cada categoria de IMC. Asi
como evaluar si la interaccion entre de los perfiles de microbiota el consumo de
macronutrimentos, modifica la asociacion con cada categoria de IMC.

Todos los modelos serdn ajustados por edad, sexo, nivel de educacion y
antecedente heredofamiliar de obesidad.
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7.6 Operacionalizacion de variables

Dependiente Indicador del peso corporal  Peso (kg) entre Talla al ~ Cualitativa 0= Normal

indice de masa para clasificar obesidad cuadrado (m2). Ordinal 1= Sobrepeso

corporal (IMC) Clasificacion OMS/CDC Politémica 2= Obesidad

Independientes Abundancia  relativa de  Relacién Bacteroidetes/  Cuantitativa Porcentaje

Perfil de microbiota Bacteroidetes y Firmicutes Firmicutes continua

Dieta Conjunto de alimentos ~ Gramos de  Cuantitativa gr/dia
consumidos macronutrimentos continua

consumidos en un dia

Covariables Periodo entre la fecha de Afos cumplidos al  Cuantitativa Afos
Edad nacimiento y la fecha actual momento que se realizé Discreta
la entrevista

Sexo Distincion de genero entre  Autoreporte al Cualitativa 0= hombre
hombre y mujer momento de la  Dicotémica 1= mujer
entrevista Nominal
Nivel educacién Nivel méaximo de estudios  Autoreporte al Cualitativa O=Primaria o
aprobado por un individuo. momento de la  Ordinal >
entrevista 1=Secundaria
2=Media
superior
3=Universidad
o<
Antecedentes Presencia de obesidad en  Autoreporte al  Cualitativa 0=no
heredofamiliar de padres o abuelos. momento de la  Dicotémica 1=si
obesidad entrevista Nominal

8 INFRAESTRUCTURA DISPONIBLE

Se cuenta con la infraestructura del laboratorio de la Seccion de Gendmica y
Epidemiologia genética del INSP, la cual cuenta con equipo de alto rendimiento
como un PCR de Tiempo Real, y una unidad de pirosecuenciacién con el equipo
GS FLX System 454.

Ademas se cuenta con centrifugas refrigeradas, microcentrifugas, micropipetas de
distintos volimenes y pipetas multicanal. Area para extraccion de DNA, centrifuga
para disecacion “speed-vac”, Area estéril y campana de flujo laminar. Area para
pre-PCR, Area para post-PCR, un espectrofotometro, termocicladores
convencionales y el termociclador 7900HT (AppliedBiosystems). Camaras de
electroforesis verticales y horizontales y lector de geles y refrigeradores,
congeladores, y otros equipos diversos.
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9 RESULTADOS ESPERADOS

Andlisis de la base de datos con caracteristicas sociodemograficas,
antropomeétricas y perfil bioquimico.

Identificar si el consumo de macronutrimentos especificos favorece la acumulacion
de grasa corporal para el valor esperado segun el sexo, talla y edad.

Identificar si los diferentes perfiles de microbiota del colon distal modifican el
efecto sobre el grado de adiposidad dependiendo de la dieta.

Desarrollo y escritura de documentos cientificos para la difusion de resultados,
desarrollo de tesis de Doctorado y obtencion del grado.

Los resultados ofreceran una nueva vision de los mecanismos biologicos de la
obesidad y permitira disefiar nuevas estrategias para optimizar nuestra nutricion
personal. Se espera publicar los resultados de este proyecto en al menos tres
articulos en revistas de impacto a nivel internacional. La presentacion de trabajos
arbitrados en congresos cientificos de reconocido prestigio.

Derivados de los productos anteriormente citados se obtendran los siguientes
impactos:

1) Cientifico: el conocimiento integrado de factores o elementos que involucran
al paciente como entidad bioldgica, la microbiota, la dieta y a los posibles
co-factores es fundamental para la implementacion de programas de
prevencion y para el manejo optimo de los recursos disponibles en el
tratamiento y seguimiento de la obesidad. Mediante el estudio de la
interaccion entre la microbiota y el consumo de macronutrimentos, se
pretende determinar el perfil bacteroidete/firmicute en cada grupo de Z-
score IMC para la edad, y comparar la magnitud del efecto dependiente del
consumo de macronutrimentos, estableciendo potenciales redes de
regulacion metabdlica. La obtencion de informacion de la microbiota del
microbioma residente en el colon de poblacion Mexicana sana y la asociada
con manifestaciones fenotipicas de una enfermedad crénica como la
obesidad serviran de base para desarrollar pruebas cuantitativas de
abundancia de fila bacterianos para predecir e identificar poblacién en
riesgo de obesidad y prevenir sus complicaciones.

2) Tecnoldgico: para abordar la génesis de esta enfermedad, es necesario
investigar de qué forma los factores de riesgo presentes en el medio
ambiente interactian entre si. De tal manera que se pueda desarrollar un
sistema de detecciéon de la poblacion susceptible, a la cual se debe
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3)

4)

intervenir para disminuir los indices de morbilidad y mortalidad por esta
enfermedad. Con este conocimiento se podran establecer programas sobre
el tipo de alimentacion saludable que modifique la microbiota para el
restablecimiento de la flora intestinal normal. La presente propuesta y el
desarrollo de su plan general permitirA conjuntar tres areas del
conocimiento: médica, gendmica y biotecnolégica para abordar un aspecto
fundamental de un problema de salud prioritario en México para el cual se
pretende desarrollar tecnologia propia y util para su analisis, prevencién y
tratamiento por medio de métodos de diagndstico y manejo del paciente
mas baratos.

Social: El crecimiento de la obesidad infantil en México es un problema
social alarmante, ya que es la principal causa enfermedades crénicas y por
otro lado condiciona a una calidad de vida deficiente.Sabemos que la
alteracion del equilibrio entre los filos bacterianos de la microbiota
condicionan a alteraciones metabodlicas producen diversos padecimientos
entre ellos la obesidad, por lo que es urgente determinar como la dieta en
nuestra poblacion infantil modifica la flora normal a la flora metabdlicamente
patdogena. Demostrar como los malos habitos de alimentacién modifican la
flora intestinal y tiene efectos deletreos en la salud ofrecera estrategias de
prevencion de obesidad y otras enfermedades cronico-degenerativas con el
fin de mejorar la calidad de vida, con base al cuidado de su alimentacion.

Econdmico: La obesidad ha rebasado a los sistemas de salud, tanto en
atencion como en gastos debido a sus comorbilidades, por esto es
necesario establecer y promover programas de fomento de dieta sana a
nivel nacional, para disminuir la presencia de micro-organismos no
deseables en el colon de la poblacion Mexicana y establecer estrategias de
intervencidén en los grupos de pacientes con obesidad para que con un
cambio planeado y vigilado en la dieta, reduzcan el costo de tratamiento y
sufrimiento de enfermedades futuras.

5) Ambiental: Hasta el momento actual se tiene poco conocimiento sobre la

flora intestinal metabdlicamente patdgena y sus consecuencias en los
trastornos metabolicos como la obesidad. Este trabajo permitira entender
de una mejor manera, otro aspecto de como se modifica la condicion de
salud, por la influencia que el ambiente tiene sobre la diversidad de su
microbiota residente en el colon distal.
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10 CRONOGRAMA

Metas

Etapa |

Etapa Il

Extraccion de DNA de heces del 100%
de los nifios incluidos en el estudio.

Disefio de la estrategia para la
determinacion del perfil de la microbiota
y generacion de las librerias
gendémicas.

Clasificacion del 100 % de los nifios por
grado de adiposidad (Z score para la
edad).

Construccion de la base de datos de
dieta, calculo del consumo de
macronutrimentos.

Determinaciéon de la diversidad de la
microbiota a partir del DNA extraido del
100% de las muestras de heces.

Generacion y construccion de los
perfiles por abundancia relativa de
Bacteroidetes y Firmicutes.

Evaluar las asociaciones entre la
microbiota y el grado de adiposidad.

Redaccion de documento de Tesis y
articulos cientificos publicables.
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