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Resumen

Objetivo: Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la asociacién independiente y
sinérgica de la abundancia relativa de bacteroidetes, firmicutes y patrones de alimentacion

con resistencia a la insulina en poblacién infantil mexicana.

Métodos: Se evaluaron 952 nifios de la Ciudad de México, entre 6-14 afios de edad, se
obtuvieron los datos antropométricos, bioguimicos y clinicos. Los datos de la dieta se
obtuvieron por medio de un cuestionario de frecuencia de consumo y se evalud por analisis de
componentes principales. El DNA de la microbiota se obtuvo de las muestras de heces y se
analizoé por gPCR. Los datos se analizaron mediante modelos de regresion logistica para el

analisis de asociacion.

Resultados: Se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre los participantes con
obesidad, una abundancia relativa (AR) de bacteroidetes > al promedio de la poblacion y la
presencia de resistencia a la insulina (RI) comparando con los participantes que tienen una
AR < al promedio (OR: 1.65, IC95%: 1.06-2.56, p<0.02), mientras que la AR de firmicutes se
asocié con obesidad (OR: 2.21, IC95%: 1.64, 2.98, p< 0.0001). Ninguno de los 2 patrones de
alimentacion encontrados (1: Alimentos altos en grasas y 2: Alimentos bajos en grasa) mostro
asociaciones con RI. El efecto conjunto de la abundancia relativa de bacteroidetes y el patrén
de alimentos altos en grasas con RI fue estadisticamente significativa en los participantes con
obesidad (OR 2.6, IC 1.26-5.51, p<0.01).

Conclusiones: Los datos encontrados en nuestro estudio indican el potencial papel de la
microbiota intestinal y su contribucion al metabolismo energético, asi como el papel de los
bacteroidetes en la presencia de RI en el nifio obeso. Ante las evidencias de gran relevancia
es importante continuar con estudios que confirmen el impacto de la microbiota intestinal en

alteraciones metabdlicas, como RI, mas alla de la sola manipulacion de la dieta.
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Introduccioén

La resistencia a la insulina (RI) ha sido reconocida como un importante componente en
padecimientos como obesidad, diabetes tipo 2 (DT2), sindrome metabdlico, hipertension y
otras enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT)." 2 En México, 71.3% de adultos
padecen sobrepeso u obesidad, 9.2% diabetes y 31.5% hipertensién.® En nifios (5-11 afios),
34.4% tiene sobrepeso y obesidad.’ La prevalencia de sindrome metabdlico en nifios y
adolescentes, es dificil de definir ya que los criterios para su diagndstico no han sido claros.

En México se observé que 20% de los nifios y adolescentes padecen sindrome metabdlico,
utilizando los lineamientos del Adult Treatment Panel (ATP IIl) considerando al menos 3

criterios para su diagnéstico.”

Los cambios en la transicién nutricional estan ligados a la creciente prevalencia de obesidad,
sindrome metabdlico y diabetes. El principal patron de alimentacion asociado, se caracteriza
por una alimentacion de tipo “occidental”’, en el cual existe un incremento en el consumo de
grasas, hidratos de carbono (HC) refinados y un consumo relativamente bajo de fibra. ® "8 Por
un lado, este tipo de alimentacion se asocia a un aumento en el tejido adiposo, provocando
que las células B del pancreas mantengan una secrecién incrementada de insulina para
compensar los excesos de glucosa Y lipidos. Condicion que con el paso del tiempo produce

una disminucion en la sensibilidad de los receptores de insulina y por consecuencia RI. 2

El aumento del tejido adiposo en los individuos con sobrepeso y obesidad provoca que dicho
tejido segregue cantidades mas elevadas de citocinas proinflamatorias como: factor de
necrosis tumoral (TNF-a), resistina e interleucina 6 (IL-6) y la disminucién de otras citocinas
antiinflamatorias como adiponectina, que producen un defecto en la sefializacion de insulina a
nivel del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1), ya que se ve interrumpida la fosforilacion

de los residuos de tirosina del sustrato. *°

Por otro lado, este tipo de alimentacién condiciona a cambios en la microbiota intestinal, * la
cual esta constituida por una amplia variedad de microorganismos que participan en el

metabolismo humano de forma interrelacionada. La microbiota intestinal se caracteriza por



dos filos predominantes: firmicutes y bacteroidetes. > Se han propuesto varios mecanismos
ligados de lo que ocurre en el intestino y el metabolismo energético a partir de dietas ricas en
HC y grasas.’® Existe evidencia de que dietas altas en grasa y/o HC condicionan a una
disbiosis de la microbiota intestinal, con un predominio en el filo firmicutes en individuos con
obesidad.™ Asi mismo, se ha reportado que el consumo de dietas altas en grasas se asocia
con mayor presencia de endotoxemia, la cual se debe a un aumento en la permeabilidad
intestinal y, por lo tanto un mayor flujo de lipopolisacérido (LPS) desde el intestino al torrente
sanguineo. Este aumento de la permeabilidad intestinal se atribuye al filo firmicutes y dietas
bajas en fibra, lo que facilita el paso de LPS, presente en bacterias gram negativas
(bacteroidetes). Esta molécula dentro del organismo es reconocida por receptores tipo Toll
(TLR) presentes en diferentes células del sistema inmune, favoreciendo un aumento de
cinasas como c-Jun N-terminal (JNK) y factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kB) que fosforilan serina en el sustrato del receptor de
insulina (IRS), lo que produce un deterioro en la sefalizacion de insulina, y en consecuencia
RI1.*1" Por el contrario, las dietas ricas en fibra (xilano, pectina y arabinosa) promueven el
crecimiento de bifidobacterias spp, bacterias que se relacionan con una mayor tolerancia a la

glucosa y mejora en la sensibilidad de la insulina.*®

Ante esta evidencia el objetivo de nuestro estudio fue evaluar la asociacion independiente de
la abundancia relativa de bacteroidetes, firmicutes y patrones de alimentacion con resistencia
a la insulina en poblacion infantil mexicana. Ademas, se evaluo el efecto conjunto de estas
variables en la poblacion de estudio.

Metodologia

Disefio y poblacién

Se realizé un estudio transversal de 952 nifios no relacionados, de 6 a 14 afios de edad sin
diagndstico previo de diabetes, que radican en la Ciudad de México. Se excluyeron a los nifios
gue presentaron enfermedades infecciosas y consumieron antibiéticos dos meses previos al

estudio. La recoleccion de los datos se realiz6 de mayo 2011 a octubre 2012. A todos los



nifos se les aplicdé un cuestionario por personal capacitado, se preguntaron caracteristicas
generales, antecedentes heredofamiliares (AHF) de padres y/o abuelos, actividad fisica (AF) y
un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos. Los AHF se consideraron cuando al
menos un integrante de los padres o abuelos padecian alguna enfermedad (DT2 y sobrepeso
u obesidad). La AF se midi6 como actividad fisica en tiempo libre, en la cual se preguntd
frecuencia (dias por semana) y duracion (nunca, minutos por dia u horas por dia). Las

respuestas se convirtieron en equivalentes metabdlicos (Mets/hora/sem).

Los padres y nifios firmaron un consentimiento y asentimiento, respectivamente, donde fueron
informados de los riesgos, beneficios y confidencialidad de los datos. El estudio fue aprobado
por las comisiones de ética e investigacion del Instituto Nacional de Salud Publica de México
(INSP).

Estudios antropométricos y bioguimicos

Todas las medidas se realizaron por personal estandarizado. A todos los nifios se les pidio
gue se quitaran zapatos, con la minima cantidad de ropa y cualquier otro objeto pesado que
llevaran. Para la toma de peso se utilizé una bascula SECA (m. 803) con una precision de
0.1kg, previamente calibrada. Para la toma de talla se utiliz6 un estadimetro portéatil SECA (m.
213), el participante se mantuvo de pie, con los hombros relajados, el rostro formando el plano
de Frankfort, talones juntos y puntas de los pies semiabiertas, y se registré al décimo
centimetro mas cercano. *° El indice de Masa Corporal (IMC) se calculé con peso y talla (kg/m
%) utilizando los puntos de corte del puntaje Z, segin edad y sexo, por medio del software
Antro Plus de la OMS. ?° A todos los nifios y adolescentes se les evalu6 la presencia de

Acantosis nigricans en cuello o antebrazo.

A continuacion, se tomaron 3 muestras de sangre venosa con 8 a 12 horas de ayuno, las
cuales fueron procesadas para la separacion de suero y plasma, posteriormente se
almacenaron a -70°C. Se evaluaron los niveles de glucosa, colesterol total, lipoproteinas de
alta y baja densidad (HDL y LDL), triglicéridos (Equipo Clinical Chemistry System ILAB 300

plus®, con controles y curvas de calibracion), niveles de insulina (quimioluniscencia,



INMULITE®) y adiponectina (por ELISA, Peprotech®). Para medir la resistencia a la insulina
se calcul6 HOMA (Homoeostasis model assessment) con la formula de Matthews: HOMA=
[(Glucemia (mmol/L) x Insulinemia (pUI/mL))/22,5]. Las unidades de glucemia se convirtieron a

milimoles por litro con la siguiente formula: mmol/L = [(mg/dL)/18].%*

Extraccion del DNA bacteriano a partir de muestras fecales

En el estudio se incluyé una muestra de heces para conocer la diversidad de la microbiota. El
DNA bacteriano se extrajo de las muestras fecales por método de columnas utilizando el kit de
QlAamp® stool for human (QIAGEN, GmbH, Alemania) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. ?? La concentracién de DNA y su pureza se determind con un espectrofotémetro

NanoDrop 1000 Thermo Scientific (Saveen Werner ApS, Dinamarca).

Cuantificacion de la microbiota por PCR tiempo real

Los grupos bacterianos fueron cuantificados por gPCR utilizando el sistema Step one plus
realtime PCR system (Applied Biosystems, EE.UU.) y los oligonucleétidos utilizados se

muestran en la tabla 1. 23

La reaccion de PCR se realiz6 en las siguientes condiciones: 10 pL de Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2x) (Fermentas®), 4ul de agua libre de acidos nucleicos
(Fermentas®), 2 uL de cada cebador: Reverse (5pmol) y forward (10pmol), 2 pL del templado
de DNA (5 ng/uL). La mezcla se llevé a un volumen final de 20 pL, este volumen se dividi6é en
dos reacciones. La técnica fue previamente calibrada y estandarizada. Se establecieron las
condiciones de amplificacion, un ciclado térmico de 5 minutos a 95°C, desnaturalizacion a
95°C por 15 segundos, 30 ciclos a 59°C por 15 segundos (alineamiento) y elongacion a 72°C
por 20 segundos, para los 3 oligos utilizados: universal, bacteroidetes y firmicutes. La
abundancia relativa (AR) se determiné a partir de los CT (numero de ciclo en cual la
fluorescencia alcanza el umbral fijado) de cada muestra, esto se realizé con la siguiente

2—ACT [2— (CT del gen de interés- CT del gen universal)] 24

férmula: A partir de estos datos se estimaron los

promedios de firmicutes y bacteroidetes de cada uno de los nifios. La AR de la microbiota



expresa un aproximado de unidades bacterianas de un filo con respecto a otro filo, y permite
conocer la diferencia de distribucion de la poblacién bacteriana en determinada area. Para
este estudio y de acuerdo al manual de extraccion de DNA bacteriano se expresa la AR en
cada 200 mg de heces.

Para explorar la distribucion de firmicutes y bacteroidetes en la poblacion, éstos se clasificaron
en 2 categorias de AR: AR < al promedio y AR > al promedio, para crear la clasificacion se
considerd el promedio de la abundancia relativa de bacteroidetes y de firmicutes en los

participantes sin resistencia a la insulina y sin obesidad.

Datos de dieta

La informacién sobre dieta se obtuvo por medio de un cuestionario de frecuencia de consumo
de alimentos (CFC) que hacia referencia al afio anterior a la encuesta, previamente validado

por nuestro equipo de trabajo en escuelas primarias del Distrito Federal.

El cuestionario incluyé 107 preguntas, de las cuales 85 eran de alimentos como: verduras,
frutas, carnes, lacteos, leguminosas y cereales; 8 de bebidas, 10 de postres, 3 de grasas
afladidas y una de algun suplemento vitaminico o alimenticio. Cada pregunta tenia 10
opciones de respuesta, desde “nunca” hasta “6 o mas veces al dia”. Los gramos por porcion
de cada alimento estan basados en los utilizados en la Encuesta Nacional de Salud y

Nutricion.’

Anélisis de patrones

Cada una de las repuestas se transformé a gramos al dia (gr/dia) del alimento para cada
individuo. Posteriormente, se realizaron 22 grupos de alimentos de acuerdo a la similitud del
contenido de macronutrimentos, en especial por lipidos e HC (Anexo 1). A partir de los grupos
se cre0 la variable de porcentaje de contribucion del consumo total de la dieta de cada uno de
los grupos de alimentos. Posteriormente, se normaliz6 a puntuacién z dicha variable. El

estudio de la dieta se realiz6 por analisis de componentes principales (ACP), utilizando la



rotacion varimax. Para definir cada patron de consumo se eligieron los factores que tuvieran

un eigenvalor =1.50.
Se formaron 2 categorias para los patrones de alimentacion: consumo < al promedio y
consumo por > al promedio. Para crear las categorias se tom6 como referencia el promedio

de consumo de cada patron en los participantes sin resistencia a la insulina y sin obesidad.

Andlisis estadistico

Se compararon todas las variables relevantes en los grupos categorizados por la presencia de
resistencia a la insulina considerando como punto de corte para HOMA >2.5. % La
asociacion de la abundancia relativa de firmicutes, bacteroidetes y patrones de alimentacion
con RI se evalu6 mediante modelos de regresion logistica multiple, ajustando por edad,
género, antecedente heredofamiliar de obesidad, actividad fisica, dieta y filo bacteriano,

estratificando por adiposidad.

Finalmente mediante regresion logistica multiple estratificada por adiposidad se evalué la
modificacién del efecto de la dieta por la abundancia relativa de firmicutes y/o bacteroidetes
sobre RI. Las diferencias estadisticamente significativas fueron consideradas si el valor de p

era < 0.05. El analisis de la informacion se llevd a cabo mediante el software Stata version 12.

Resultados

En la poblacién de nifios analizados, el 19.22% fueron clasificados con RI a partir del punto de
corte >2.5 y 80.78% sin RI. La media de edad fue de 9.03 + 1.97 afios para los nifios sin Rl y
de 10.26 £ 2.05 en los niflos con RI (p=0.0001); la distribucion de las caracteristicas
generales, clinicas, bioquimicas y estilos de vida de acuerdo a la clasificacion de RI se
presentan en la tabla 2 y 3. Los participantes con Rl se caracterizaron por presentar un
promedio mayor en IMC, circunferencia cintura, presién sistdlica y presion diastélica
comparando con los participantes sin Rl (p<0.001). Asi mismo, los participantes con RI se
caracterizaron por presentar niveles promedios mas elevados de glucosa, insulina y

triglicéridos, y niveles méas bajos de HDL y adiponectina (p<0.0001). Por el contrario, para la



dieta y actividad fisica (evaluada por consumo de energia y Mets, respectivamente) no se

encontraron diferencias significativas entre los grupos (Tabla 2).

Se observd una mayor prevalencia de Rl en el género femenino en comparacién al masculino
(58.47 vs 41.53, p=0.001). De igual manera la prevalencia de antecedentes heredofamiliar de
obesidad y presencia de signo de acantosis fue mayor en el grupo con resistencia a la insulina
(p<0.01). Para la variable AHF de DT2, el mayor porcentaje de los participantes reporté no
tener antecedente, sin embargo en aquellos con AHF de DT2 se observéd una prevalencia de
8.85% de participantes sin Rl y un 16.4% con RI (p=0.003) (Tabla 3).

En la tabla 4, se describe la carga con la que contribuye cada grupo de alimento para cada
factor, mediante el ACP. Para esta investigacion se considerd una carga de cada grupo =0.30
en cada factor. De tal manera que se identificaron 2 patrones, que en conjunto representan el
21% de la varianza total de la variable estandarizada de porcentaje de consumo de cada
grupo de alimento. El patrén 1 se etiquetd con el nombre de “Alimentos altos en grasas” y el

patron 2 como “Alimentos bajos en grasa”.

La descripcion de los patrones de alimentacion y la abundancia relativa de firmicutes y
bacteroidetes se muestran en la tabla 5. Se observé que no existe diferencias significativas
entre el consumo de cada patrén de alimentacion y los participantes con o sin Rl (p> 0.05). En
la distribucion de la abundancia relativa de firmicutes y bacteroidetes, de igual manera, no se
encontraron diferencias entre la AR de cada filo bacteriano y los participantes con o sin Rl (p>
0.05).

Mediante el modelo de regresion logistica multiple, se evalud la asociacién de la obesidad
sobre la Rl y la asociacion de la microbiota con obesidad. Se observé una asociacion
estadisticamente significativa de obesidad y Rl (OR: 7, IC95%: 4.42-10.64, p<0.0001), de
igual forma se observd que el filo firmicutes tiene una asociacion positiva con obesidad (OR:
2.21, 1C95%: 1.64, 2.98, p< 0.0001) (resultados no mostrados).



Para evaluar la asociacion entre la abundancia relativa de firmicutes y bacteroidetes, patrones
de alimentacion y la presencia de RI, se estratificd por grado de adiposidad, ajustando por
sexo, edad, actividad fisica y AHF de sobrepeso y obesidad. Para ninguno de los dos
patrones estudiados se encontré asociacion estadisticamente significativa con Rl (Tabla 6).

Los participantes con sobrepeso u obesidad y una AR > al promedio de bacteroidetes tienen
65% mas posibilidades de tener RI comparando con los participantes que tienen una AR < al
promedio (1C95%: 1.06-2.56, p<0.02) (Tabla 6).

Se procedid a evaluar el efecto conjunto de la abundancia relativa y los patrones de
alimentacion y su asociacién con RI, mediante un modelo de regresidén logistica multiple
estratificando por IMC, observando una asociacién estadisticamente significativa para el grupo
con sobrepeso u obesidad, abundancia relativa alta de bacteroidetes y consumo elevado de
grasas (OR 2.6, IC 1.26-5.51, p<0.01) (Tabla 6).

Discusioén

Nuestros datos muestran que un consumo alto de grasas y una abundancia relativa alta de
bacteroidetes estan relacionados con el desarrollo de resistencia a la insulina. En un andlisis
complementario observamos una asociacion de obesidad y RI, de igual manera el filo
firmicutes se asocid con obesidad. Estos datos concuerdan con estudios previamente
reportados en otras poblaciones, que confirman que la obesidad esta altamente relacionada
con Rl o el desarrollo de diabetes y sindrome metabdlico.™ # ?’. Asi como, una mayor
proporcién de firmicutes se asocia con la presencia de obesidad y por lo tanto con un aumento

en la adiposidad, generalmente asociados a dietas altas es grasa y/o HC.?® ?°

Estos resultados coinciden con otros ensayos clinicos y estudios de seguimiento, los cuales
indican que hay una fuerte asociacion entre el filo bacteroidetes o especies especificas de
dicho filo y un aumento en la concentracion de glucosa y/o insulina, el desarrollo de Rl y la
presencia de diabetes o sindrome metabdlico. Larsen et al., realizaron un ensayo clinico que

incluyé a 36 hombres de diferentes edades e IMC: 18 con diabetes tipo 2 y 18 sin DT2. En el
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cual, encontraron que los pacientes con DT2 tenian una disminucion de la abundancia relativa
de firmicutes y una mayor proporcion de bacteroidetes en comparacion con las personas sin
diabetes (p= 0.03). Ademas, bacteroidetes se correlaciond positivamente con un aumento en
la concentracién de glucosa (p=0.04) pero no con IMC.* Los resultados son similares a los
encontrados en nuestro estudio, ya que nuestra asociacion con bacteroidetes se mostro
positiva para Rl (OR: 1.65, 1C95%: 1.06-2.58, p=0.02) y tampoco se encontré una asociacion
con IMC. Ambos hallazgos nos muestran la relacién que existe entre los diferentes tipos de la
microbiota y desordenes metabdlicos.

Pussinen, et al., realizaron una cohorte de 537 casos prevalentes y 462 casos incidentes con
diabetes seguidos por 10 afios. Encontraron que tanto los sujetos con diabetes prevalentes
como los sujetos incidentes de diabetes tenian una mayor actividad de LPS, en comparacion
con los sujetos no diabéticos (p<0,001). La actividad de la endotoxina se asocio
significativamente con un mayor riesgo de diabetes de nueva aparicion con una razon de
riesgo 1.004 (IC95%: 1.001 a 1.007; p= 0.019) por unidad de aumento que resulta en un 52%
maés de riesgo (p= 0.013) en el cuartil méas alto en comparaciéon con el méas bajo.*! En nuestro
estudio no se mide la presencia o abundancia de LPS, pero al comparar con este estudio,
asumimos que la presencia aumentada de bacteroidetes en el intestino produce una actividad
aumentada de la endotoxina y esto pueda modificar la actividad de insulina y glucosa en el

organismo, cambios que son sefialados por ambos estudios.

Nuestros resultados muestran una asociacion entre los patrones de alimentacion y la
presencia de Rl en el grupo con sobrepeso u obesidad, sin embargo, la asociacion no fue
estadisticamente significativa. En controversia, los datos reportados por Karatzi, et al. en un
estudio transversal de 1912 nifios entre 9-13 afos de Grecia, observaron que el consumo alto
de margarina, dulces y botanas saladas aumenta 2.5 veces el riesgo (IC 95%: 1,30-4,90,
p<0.05) de RI comparando con el tercil mas bajo de consumo, utilizando cuestionario de
frecuencia de consumo y mediante ACP * Las diferencias encontradas pueden deberse a la
potencial falta de poder estadistico en nuestro estudio, sin embargo la direccién del estimador

es la misma donde un alto consumo de grasas se asocia a RI.
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Existen pocos estudios que consideren la alimentacion y la microbiota sobre el desarrollo de
Rl o comorbilidades asociadas, como nosotros lo hemos mostrado en este estudio. Cani, et
al., reportaron cambios en la microbiota intestinal inducida por un tratamiento con antibiéticos,
los cuales mostraron una reduccion en la endotoxemia metabdlica y el contenido fecal de LPS
en ambos grupos estudiados (ratones alimentados con una dieta alta en grasa y ratones
ob/ob). Este efecto se correlaciond con la reduccion de intolerancia a la glucosa, aumento de
peso corporal, el desarrollo de la masa grasa, el estrés oxidativo y la infiltraciéon de
macrofagos. Es importante destacar que la alimentacion alta en grasa aumento fuertemente la
permeabilidad intestinal y la reduccion de la expresion de genes que codifican para proteinas
de las uniones estrechas.® Este estudio muestra asociacién bioldgica entre los cambios en la
microbiota, las dietas altas en grasa, el aumento de la permeabilidad intestinal y el desarrollo
de ECNT.

En otro escenario el butirato, un acido graso de cadena corta producido en el intestino por el
filo firmicutes a partir de la ingesta de los hidratos de carbono no digeribles, se ha relacionado
mucho con la RI. El estudio de Gao, et al., evalu6 la suplementacion de butirato en ratones
alimentados con dieta alta en grasas. Se observd, que en los ratones suplementados con
butirato se inhibié el desarrollo de Rl y de obesidad en comparacion a los no suplementados.
Ya que el grupo control después de 16 semanas aumento su peso corporal (23 a 40q),
aumentd su porcentaje de grasa (10 a 35%) y por lo tanto redujo su masa magra (80 a 65%),
todos los parametros mostraron una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). Los
resultados para la sensibilidad a la insulina mostraron en el grupo control que la glucosa
aumento significativamente y por el contrario, en el grupo suplementado con butirato la
insulina fue menor a las 16 semanas (p<0.001).**Este estudio refuerza la asociacién de la
dieta alta en grasas y el papel de la microbiota en el metabolismo de la insulina, lo que podria

reforzar desde un punto de vista bioldgico los hallazgos en nuestro estudio.

En un ensayo clinico aleatorizado, se evaluo la composicion de la microbiota y la produccion
acidos grasos de cadena corta sobre la RI. Este estudio se llevdé acabo en dos grupos de
individuos con sindrome metabdlico y un lavado intestinal previo. El grupo autélogo, consistia

en 9 sujetos a los cuales se les transfirio una muestra fecal propia, recolectada previamente al
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lavado, y el grupo alogénico consistia en 9 sujetos a los cuales se les transfiri6 una muestra
de heces de sujetos sanos. Se midi6 y tomaron muestras a los sujetos antes de la
transferencia y seis semanas después. En el consumo de la dieta no se encontraron
diferencias entre los grupos. Se observdé que en el grupo alogénico la sensibilidad de la
insulina mejord (tasa media de desaparicion de glucosa de 26.2 a 45.3mol/kg/min; p <0.05).
Quince grupos de bacterias del filo firmicutes aumentaron significativamente en el grupo de
tratamiento alogénico (p<0.05), incluidos los relacionados con la produccién de butirato, como
Roseburia intestinalis, que aumento 2.5 veces (p<0.05). Ademas, los acidos grasos de cadena
corta fecales disminuyeron después de las 6 semanas en el grupo alogénico (media de
acetato: 49.5 a 37.6, p< 0.05; y butirato: 14.1 a 8.9, p< 0,05) en comparacion con los cambios
no significativos en el grupo autélogo.®® Un estudio de estas caracteristicas, en el cual se
controlan los factores mas importantes, aclara la asociacion que existe entre la microbiota y la
RI, la cual est4 dada por el tipo de bacteria y la regulacién de butirato. Estos datos coinciden
con nuestros resultados, en el cual, la abundancia relativa de bacteroidetes se relaciona
directamente con los niveles séricos de insulina pero no necesariamente se debe a un efecto

individual de la dieta.

Nuestros resultados y los de otros estudios indican que una disbiosis bacteriana se relaciona
Rl y con factores que condicionan este padecimiento. Es decir una alimentacion alta en
grasas y baja en fibra, condiciona a cambios en la microbiota, provocando un cambio en la AR
de firmicutes y bacteroidetes. Estos cambios, dada la evidencia biolégica, potencialmente
podrian estar produciendo una disminuciéon en la produccion de AGCC, como butirato;
condicionando cambios en el metabolismo humano, asociados a la endotoxemia metabdlica

presente en las ECNT.

Conclusioén

La evidencia que muestra este estudio establece una asociacion de la microbiota y la dieta
relacionada a RI, padecimiento relacionado con muchas ECNT, esto podria sugerir que la
modificaciébn de la microbiota intestinal y cambios dietéticos pueden ser Utiles para el

desarrollo de estrategias para combatir comorbilidades asociadas a la resistencia a la insulina.
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Sin embargo es importante realizar futuras investigaciones que incluya la determinacion de

especies de la microbiota, ademas de replicar estos resultados en otras poblaciones
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Tabla 1. Oligonucledétidos de los genes de interés.

Oligos Nombre Secuencia Concentracion ™

Universal 926Forward 5"AAACTCAAAKGAATTGACGG 3 343 pmol/pL 60

1062Reverse 5"CTCACRRCACGAGCTGAC 3 266 pmol/uL 68

. 798cfbForward 5"CRAACAGGATTAGATACCCT 3 393 pmol/pL 60
Bacteroidetes

cfb967Reverse 5 GGTAAGGTTCCTCGCGTAT 3 407 pmol/uL 62

Firmicutes 928F-Forward 5"TGAAACTYAAAGGAATTGACG 3 327 pmol/pL 62

1040Reverse 5"ACCATGCACCACCTGTC ¥ 378 pmol/uL 64
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Tabla 2. Caracteristicas de clinicas, bioquimicas y estilo de vida de
los nifios y adolescentes categorizados por resistencia a lainsulina.

No (n=769) Si (n=183) P(<0.05)
Edad 9.03 +1.97 10.26 + 2.05 0.0001
IMC 18.77 + 3.6 23.96 + 4 0.0001
C. cintura (cm) 64.21 +10.41 78.79 £10.5 0.0001
PAS(mmHg) 97.19 + 10.34 101.62 +10.51  0.0001
PAD (mmHg) 65.44 + 8.67 67.60 +9.14 0.0014
Glucosa (mg/dL) 80.34 + 9.08 84.95 + 9.22 0.0001
Insulina (1U/dL) 4.94 +3.67 19.56 + 10.54 0.0001
Trigliceridos 84.88 + 40.92 122.13+5955  0.0001
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 50.13 + 11.73 42.97 +11.01 0.0001
LDL (mg/dL) 99.49 + 25.94 102.77 +26.44  0.1226
Colesterol total 152.67 + 32.37 149.79+32.74  0.2707
(mg/dL)
Adiponectina 5.39 + 1.30 491 +1.11 0.0001
(Pg/pL)
Energia total (kcal) | 3261.18 + 1046.08 3303.81 + 1025.28  0.058
Adiponectina 5.39 + 1.30 491 +1.11 0.0001
(Pg/uL)
Actividad Fisica
(Motslhorasem 491.81 +410.56  450.86 + 415.58 0.13

Los valores se expresan en medias y desviacion estandar. Valor p: prueba U de Mann-
Whitney. IMC: indice de masa corporal, C. cintura: circunferencia cintura, PAS: presion
arterial sistolica, PAD: presion arterial diastélica. HDL: lipoproteina de alta densidad, LDL:

lipoproteina de baja densidad.

Tabla 3. Caracteristicas generales de los nifios y adolescentes (n=952).

. . AHF de sobrepeso u . :
:zlaaswtenma Genero obesidad AHF de DT2 Signo de acantosis
insulina M F  p(=0.05) | No Si p(=0.05)| No Si p(=0.05) | No Si p(=0.05)

No 54.88 45.12 18.83 51.17 91.15 8.85 75 25
0.001 0.003 0.003 0.0001
Si 41.53 58.47 36.6 634 83.6 164 36.3 63.7

Los valores se expresan en porcentaje. Valor p: prueba Chi2 para variables categéricas. AHF: antecedente heredofamiliar,

DT2: diabetes tipo 2, M: masculino y F: femenino.
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Tabla 4. Matriz de carga para los factores. *

. Alimentos altos A“”.‘e“ms
Grupos de alimentos 1 bajos en
en grasa 2
grasa
1.Tortilla y alimentos a base de maiz 0.28 0.05
2,. .Antoptos mexicanos y comida 0.34 .0.07
rapida. —
3. Pan de trigo y torplla de harina y 0.21 .0.23
productos de panaderia azucarados.
4. Cereales listos para comer 0.05 0.09
5. Papas, arroz y pasta 0.29 0.07
6. Leguminosas 0.18 0.28
7. Frutas -0.10 0.43
8. Verduras 0.04 0.47
9. Picantes 0.19 -0.01
10. Pollo 0.20 0.11
11. Pescado 0.11 0.31
12. Carnes rojas 0.28 0.01
13. Embutidos 0.30 -0.10
14. Agua -0.25 -0.05
15. Lacteos con bajo contenido de -0.03 0.10
grasa.
16. Lacteos con alto contenido de 013 .0.34
grasa.
17. Huevo 0.23 0.16
18. Alimentos con grasa saturada 0.32 0.06
19. Aderezos 0.19 -0.03
20. Dulces y azucares -0.06 -0.01
21. Refrescos 0.16 -0.34
22. Botanas saladas 0.27 -0.25

# Resultados de la matriz factorial rotada.
' patron 1. % Patron 2.
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Tabla 5. Distribucién de la poblacion de acuerdo al
consumo de los patrones de alimentacion y la
abundancia relativa de la microbiota, estratificado por
resistencia a lainsulina.

Patrones No (%) Si (%)
Patron 1 n=769 n=183 p(<0.05)
Consumo S del 356 33.9
promedio 0.66
Consumo > del '
. 64.3 66.12
promedio
Patron 2
Consumo < del 3394 3825
promedio 0.27
Consumo > del 66.06 61.75 '
promedio ' '
Microbiota
Bacteroidetes
AR < al promedio 355 333 0.8
AR > al promedio 64.5 66.7
Firmicutes
AR < al promedio 286 22.9 0.12
AR > al promedio 71.4 77.05

Los valores se expresan en porcentajes. El valor p se obtuvo con prueba Chi“.

2

Patron 1: Alimentos altos en grasa, patrén 2: Alimentos bajos en grasa.
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Tabla 6. Modelos de asociacion de la AR bacteroidetes, firmicutes y patrones de alimentacion

con resistencia a lainsulina, estratificado por IMC.

Modelos Normal Sobrepeso/Obesidad
OR IC95% P (<0.05) OR IC95% P (<0.05)
QaRC:e ﬂiggi;”:fj'o de 114 49,269  0.75 165  1.06,2.56  0.02
fAir'fn;j‘t'ezmzmed'o de 066 28,151  0.33 002 55156 078
g:trr‘gg”l“; > al promedio del 1.05 45, 2.44 0.91 1.2 77,1.83 0.41
g:trr‘ggrg% > al promedio del 0.82 36, 1.84 0.63 0.84 55, 1.29 0.44
Bacteroidetes + Patrén 1. > @ 1.31 .34, 5.06 0.70 2.6 1.26, 5.51 0.01
Firmicutes + Patron 1. &2 0.77 22.2.60 0.67 1.35 61, 2.98 0.44
Bacteroidetes + Patron 2.7 2 0.8 .24, 2.70 0.72 1.23 .65, 2.34 0.25
Firmicutes + Patron 2.5 2 0.64 18, 2.23 0.49 0.68 29, 1.64 0.40

AR: abundancia relativa, IMC: indice de masa corporal, IC: intervalos de confianza. Patron 1: alimentos altos en grasa, patron 2: alimentos

bajos en grasa.
1

: modelo ajustado por, firmicutes, patrén 1, patrén 2, sexo, edad, AHF de sobrepeso u obesidad y AF.

P ® N O U N W N

: modelo ajustado por, bacteroidetes, patrén 1, patrén 2, sexo, edad, AHF de sobrepeso u obesidad y AF.

: modelo ajustado por, bacteroidetes, firmicutes, patrén 2, sexo, edad, AHF de sobrepeso u obesidad y AF.

: modelo ajustado por, bacteroidetes, firmicutes, patrén 1, sexo, edad, AHF de sobrepeso u obesidad y AF.

: modelo ajustado por, firmicutes, patron 2, sexo, edad, AHF de sobrepeso u obesidad y AF.

: modelo ajustado por, bacteroidetes, patrén 2, sexo, edad, AHF de sobrepeso u obesidad y AF.

: modelo ajustado por, firmicutes, patron 1, sexo, edad, AHF de sobrepeso u obesidad y AF.

: modelo ajustado por, bacteroidetes, patron 1, sexo, edad, AHF de sobrepeso u obesidad y AF.

: La microbiota se expresa en AR > al promedio y los patrones de alimentacion se expresa en consumo > al promedio.
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Anexo 1.

Descripcion de los grupos de alimentos.

Grupo de alimentos

Alimentos que los constituyen

1.Tortilla y alimentos a base de maiz

2. Antojitos mexicanos y comida
rapida.

3. Pan de trigo y tortilla de harina y
productos de panaderia azucarados

4. Cereales listos para comer

5. Papas, arroz y pasta
6. Leguminosas

7. Frutas frescas

8. Verduras frescas

9. Picantes

10. Pollo

11. Pescado

12. Carnes rojas

13. Embutidos

14. Agua

15. Lacteos con bajo contenido de
grasa.

16. Lacteos con alto contenido de
grasa.

17. Huevos
18. Alimentos con grasa saturada
19. Aderezos

20. Dulces y azucares

21. Refrescos

22. Botanas saladas

Tortilla de maiz, elote, pozole, palomitas de maiz, sope asado y
tamales.

Tacos al pastor, sope frito, tortas, hamburguesas,
sandwiches, hot dogs, pizza, carnitas y barbacoa.

nuggets,

Pan de caja blanco, pan de caja integral, bolillo, tortilla de harina, Pan
de dulce, hot cakes, pastel, pastelillo relleno y galletas dulces.

Avena, cereal con fibra, cereales de caja sin azlcar, cereales
azucarados y barras de cereal.

Papas, arroz, pasta seca y sopa de pasta caldosa

Frijol y lentejas

Naranja, mandarina, manzana, pera, platano, meldén, mango, pifia,
papaya, sandia, fresa, durazno, uvas y ciruelas.

Jitomate, jicama, zanahoria, pepino, lechuga, nopal, calabacitas,
brécoliy chicharos.

Salsas picantes y chiles

Pollo y higado de pollo

Pescado, atln y sardina

Carne de res, higado de res y carne de cerdo
Jamén y salchichas

Agua natural

Leche descremada

Leche entera, yogurt natural, yogurt activia, queso manchego, queso
amarillo, malteadas, danonino, helado, leche con chocolate y queso
crema, queso Oaxaca.

Huevo.
Chicharrén, chorizo y tocino.
Mayonesa, margarina y aderezos.

Agua fresca con azlcar, Yakult, agua con endulzante en polvo, jugo
de naranja, dulce, chocolate, miel y dulce de chamoy.

Refresco de cola y de sabor, jugo industrializado y bebidas
hidratantes.

Papas a la francesa, Frituras, galletas saladas y cacahuates japoneses.
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