INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA
ESCUELA DE SALUD PUBLICA DE MEXICO

Alteraciones metabdlicas y su asociacion con la ingesta de polifenoles y la

abundancia relativa de Akkermansia muciniphila en poblacion infantil.

Tesis para obtener el grado de Maestra en Ciencias en Epidemiologia

Q.B.P. ILSE ADRIANA GUTIERREZ PEREZ

GENERACION 2016-2018

Directora: Dra. Ana Isabel Burguete Garcia

Asesora: M.C. Margarita Bahena-Roman

Cuernavaca, Morelos., julio 2018



INDICE

RESUMEN ... ettt e et e et e e e e e e e e e eaneees 3
(@41 7= Yol [0 YU T =] T F- T 4
T 10T 0Tt ox o] o 5
F N g =T ol=T0 [T o (S 6
JUSHIFICACION.....ccoeiiieicec e 7
Planteamiento del problema...............uuuiiiiiiiiiiiiiiiii 8
ODJELIVOS ... 8
AV F= T oo I (=0 ] £ {od o 1R 9
Obesidad y alteraciones metabOliCas ............coevvvviiiiiiieeeeeeecee e 9
Alteraciones metabdlicas y microbiota intestinal...................cooovviiiiiieen, 10
Polifenoles y Akkermansia muciniphila...............ccccovviiiiiii e, 13
1Y/ 1=1 (0o o] (o o - VA 17
Disefio del estudio y poblacion ... 17
Mediciones antrOPOMELIICAS ......uuuiieeeeeeeeeeeiie e e e e e 17
Determinacion de pruebas bioquimicas............ooccviiiiiiiiii e, 18
W ()T F= Vo I o o= 18
INfOrmMacion dIETELICA........cccoee e 18
Determinacion de Akkermansia Muciniphila ..............ccccceeiiiiiiii e 19
Operacionalizacion de variables ..o 22
PAN g F= RS RS =1S] = Lo 1] (oo 1 22
S =T [0 1 24
CONCIUSION. ... 29
BIbliOQrafia .....ccoc oo 30

F AN g 1<) (o TN TR 38



Resumen

Introduccion: A nivel mundial, México ocupa el primer lugar en obesidad infantil
con un 33.2% de prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios de 5 a 11 afios.
Se ha evidenciado que una dieta rica en polifenoles se asocia con la modulacién
de la microbiota intestinal lo que podria promover el crecimiento de Akkermansia
muciniphila y contribuir inversamente al desarrollo de alteraciones metabdlicas.

Objetivo del estudio: Analizar si la ingesta de polifenoles y la abundancia
relativa de Akkermansia muciniphila se asocian con alteraciones metabdlicas en
poblacién infantil. Metodologia: Estudio transversal con una muestra de 1560
nifios entre 6 a 12 afios, residentes de la Ciudad de México. Sin diagnéstico de
enfermedades infecciosas, desordenes gastrointestinales al momento de la
entrevista y sin consumo de antibidtico en los Gltimos 6 meses previos al estudio.
Todos cuentan con informacion acerca de la abundancia relativa de A.
muciniphila en colon distal, dieta, actividad fisica, datos sociodemograficos,
antecedentes patologicos personales y heredofamiliares, mediciones
bioquimicas y antropométricas, asi como el promedio de consumo de polifenoles
diarios por individuo. La asociacion de alteraciones metabdlicas con el consumo
de polifenoles y la abundancia relativa de A. muciniphila se evaluara mediante
modelos de regresion ajustados por potenciales confusores. Resultados
esperados: Se espera encontrar una asociacion entre el consumo de polifenoles
y la abundancia relativa de A. muciniphila con alteraciones metabdlicas en nifios,
lo cual contribuira al conocimiento para generar recomendaciones que permitan

disminuir los problemas de salud en la poblacion infantil.
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Introduccion
La obesidad es considerada uno de los problemas de salud publica mas graves

en todo el mundo.?!

La prevalencia de obesidad entre lactantes, nifnos y adolescentes va en aumento,
condicionando una mayor probabilidad de que esta poblacién de nifios obesos
se convierta en obesos en la edad adulta. De acuerdo a la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), se estima que alrededor de 43 millones de nifios menores
de 5 afios presentan obesidad, con mayor prevalencia en los paises de ingresos

bajos y medianos en comparacién con los paises de ingresos altos.'?

En México, la obesidad, ha sido declarada como emergencia epidemioldgica;
debido a la proporcion elevada de la poblacién infantil clasificada como con
sobrepeso u obesidad. En la dltima década, el aumento ha sido hasta 3 veces
mayor.34 La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2016 (ENSANUT, 2016)
reportd una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad de 33.2% en la
poblacién en edad escolar de la cual, el 17.9% corresponde a sobrepeso y el
15.3% a obesidad; observando una mayor prevalencia de obesidad en los nifios
(18.3%) que en las nifias (12.2%).°

La obesidad en poblacién infantil se asocia a mayor probabilidad de desarrollar
alteraciones metabdlicas como dislipidemia, hipertension arterial (HTA),

resistencia a la insulina y diabetes tipo 2.1

La obesidad es un problema en el que participan multiples factores entre ellos
factores genéticos y ambientales, recientemente se ha reportado que el conjunto
de microorganismos que residen en el intestino, conocidos como microbiota
intestinal (MI) también tiene un papel importante en la obesidad, asi como en las
alteraciones metabdlicas. Sin embargo, la Ml esta influenciada por factores
ambientales y la dieta. Se ha sugerido que, dentro de los diversos compuestos
de la dieta, los polifenoles pueden modificar la MI de manera positiva,
especificamente una dieta rica en polifenoles incrementa la abundancia relativa
de bacterias como Akkermansia muciniphila, por consiguiente, la ingesta de
polifenoles podria contribuir a reducir las alteraciones metabdlicas que
acompanan al estado obeso. Sin embargo, los datos disponibles en este sentido

todavia son muy escasos en humanos y en animales.



Antecedentes

Akkermansia es un género bacteriano descrito recientemente y la evidencia
disponible es limitada, Ouwerkerk et al. sugieren que Akkermansia es altamente
adaptable y es capaz de proliferar derivando energia de diferentes dietas.3 44 La
evidencia en modelos animales propone que A. muciniphila tiene un papel causal
en la mejora de la homeostasis de la glucosa, la disminucién de la inflamacién

del tejido adiposo y el aumento de la integridad intestinal.4>46

Se ha planteado que el consumo de una dieta diaria de polifenoles conduce a
una disminucion de la proporcién de Firmicutes a Bacteroidetes y un aumento
significativo en la abundancia relativa de Akkermansia muciniphila en la
microbiota.®>* Un grupo de investigacién reporté que en ratones con un
seguimiento de 16 semanas, hubo una correlacién directa entre la abundancia
de A. muciniphila y los niveles de casi todos los pardmetros implicados en la
oxidacion de &cidos grasos, asi como una asociacion inversa con marcadores
inflamatorios, sintesis de lipidos, y marcadores plasmaticos de resistencia a la
insulina, riesgo cardiovascular y adiposidad*® mediante una dieta basada en
polifenoles de uva. De manera similar Anhé et., al. refieren que los polifenoles
del vino de una mezcla de jugo de uva/arandano rico en proantocianidinas (PAC),

puede aumentar directamente la abundancia de A. muciniphila.4?

Se ha planteado la hipétesis de que la MI podria responder de forma similar a
los diversos tipos de polifenoles y de acuerdo a las evidencias reportadas donde
utilizan diversos extractos respaldan el hecho de que la combinacion de
diferentes polifenoles puede actuar de manera favorable el crecimiento

de Akkermansia en el intestino.>®

Pese a que la mayoria de las investigaciones han involucrado animales, una
investigacién sueca mostré que los nifios preescolares obesos tienen niveles

significativamente mas bajos de A. muciniphila que sus pares de peso normal.’

Existe poca evidencia en humanos acerca de la asociacion entre el consumo de
los polifenoles y la abundancia relativa de Akkermansia muciniphila, por lo que

se requieren estudios que corroboren estas hipotesis.



Justificacion
La obesidad es considerada un problema de salud en todo el mundo,
actualmente declarada como emergencia epidemioldgica en nuestro pais; el cual

ocupa el primer lugar a nivel mundial en obesidad infantil.

Se ha descrito que la dieta es un fuerte determinante del equilibrio microbiano
intestinal y que la composicion de bacterias que colonizan la microbiota intestinal
(MI) se asocia con varios procesos patolégicos, incluyendo la obesidad y
comorbilidades relacionadas.

Por otra parte, se ha evidenciado que los componentes de la dieta como los
polifenoles promueven un potencial efecto prebidtico que incrementa la
abundancia de bacterias consideradas benéficas, entre ellas Akkermansia

muciniphila.

Los resultados de este estudio contribuiran a un mejor entendimiento del efecto
del consumo de polifenoles sobre la disbiosis secundaria a obesidad
incrementando la abundancia relativa de A. muciniphila como una posible
estrategia que promueva un estilo de vida saludable desde edades muy

tempranas.



Planteamiento del problema
¢La ingesta de polifenoles y la abundancia relativa de Akkermansia muciniphila

se asocia con alteraciones metabdlicas, en poblacion infantil?

Objetivos

General

- Determinar si las alteraciones metabdlicas se asocian con la ingesta de
polifenoles y la abundancia relativa de Akkermansia muciniphila en

poblacion infantil.

Especificos

- Determinar la presencia de alteraciones metabdlicas en la poblacion de
estudio.

- Determinar la abundancia relativa de Akkermansia muciniphila en
poblacién infantil

- Determinar el consumo de polifenoles en la poblacion de estudio

- Evaluar la asociacion entre las alteraciones metabdlicas (Niveles de
glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, LDL), la ingesta de polifenoles y la

abundancia relativa de Akkermansia muciniphila en poblacion infantil.



Marco tedrico

Obesidad y alteraciones metabdlicas
La obesidad es una enfermedad de etiologia multifactorial, de curso cronico,

caracterizada por desordenes metabdlicos, inflamacion de bajo grado y aumento
de la grasa corporal, cuya magnitud y distribucién condicionan la salud del
individuo.®” En la practica clinica, para categorizar el estado nutricional del
individuo respecto al sobrepeso y la obesidad es comunmente utilizado el indice
de masa corporal (IMC), sin embargo, los criterios de este indice en nifios a partir
de los 2 aflos de edad y en adolescentes son distintos a los utilizados en adultos.
De acuerdo al Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) y la
Academia Americana de Pediatria (AAP), la clasificacion de peso en nifios y
adolescentes, se define utilizando la edad y sexo. Los nifios con un IMC = al

percentil 95 se definen como con obesidad.®

Se ha evidenciado mayor asociacion entre el tejido adiposo hipertréfico con
distribuciéon predominantemente central o visceral y la presencia de alteraciones
metabolicas, como dislipidemia, resistencia a la insulina, hipertension arterial
(HTA), aterogénesis y sindrome metabdlico, lo que sugiere que la prevalencia de
estas alteraciones metabdlicas incrementa proporcionalmente con el grado de
obesidad y condiciona a un aumento en la morbimortalidad de los individuos

obesos.3

La HTA es una afeccion en la cual la presién en los vasos sanguineos es
continuamente alta, lo que puede provocar dilataciones y zonas de debilidad en
la pared vascular, aumentando las probabilidades de obstruccién y rotura. La
HTA se define como una tensién sistélica igual o superior a 140 mmHg y una
tension diastolica igual o superior a 90 mmHg. Los niveles normales de ambos
tipos de presion, son particularmente importantes para el funcionamiento
eficiente de érganos vitales.® Se ha evidenciado que los nifios y adolescentes
con presion arterial elevada son mas propensos a ser diagnosticados con
hipertensiéon en la edad adulta.!® Ademas, ante otros factores de riesgo,
aumentan la probabilidad de infarto de miocardio, accidente cerebrovascular e
insuficiencia renal.111213 |a asociacién entre obesidad y presion arterial, tienen
una relacion directa y estudios sustentan una alta prevalencia de HTA en nifios

y adolescentes obesos comparados con los de peso normal. 1415 16



La hiperglucemia es causada por un defecto en la secrecion de insulina, lo cual
induce una excesiva produccion de glucosa por parte del higado, con una
disminucién en la captacion de glucosa por este érgano, que inicialmente es
compensada por las células beta-pancreaticas por lo que liberan mas insulina y
como consecuencia genera un estado de hiperinsulinismo. Un defecto en las
células beta provoca una deficiente produccion de insulina lo cual aumenta las
cifras de glucemia, llegando finalmente a criterios de DT2.1718 El punto de
cohorte para glucosa de acuerdo a la Federacion Internacional de Diabetes (IDF)
debe ser <100 mg/dL.*®

La dislipidemia es caracterizada principalmente por la liberacion descontrolada
de triglicéridos (TGL) y acidos grasos del tejido adiposo, una disminucién de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) e incremento de los niveles de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y colesterol total (CT).2% 2% Los nifios con
obesidad e incremento en la grasa abdominal presentan una elevacion de estos
parametros y una disminucion del HDL lo cual puede contribuir al desarrollo de
enfermedad cardiaca-coronaria, riesgo cardiovascular o formar parte del
sindrome metabdlico.?? De acuerdo a la Academia Americana de Pediatria y el
Programa Nacional de Educacion en Colesterol de los Estados Unidos de
América (EUA) la dislipidemia en nifios y adolescentes se define como CT >200
mg/dL, LDL >130 mg/dL, HDL < 35 mg/dL y TGL >150 mg/dL. Guzméan et al., en
2015, reportaron que los nifilos con obesidad, presentan niveles de triglicéridos

alterados, colesterol HDL bajo, y niveles elevados de glucosa en ayuno.?

Se ha reportado que las alteraciones de los parametros clinico metabdlicos
asociados a la obesidad son elevados y se encuentran asociados, a los
fendmenos combinados del sedentarismo, predisposicion genética, factores
ambientales y dieta.®

Alteraciones metabdlicas y microbiota intestinal
Recientemente se ha sugerido que la MI, puede ser un factor importante

responsable de funciones metabdlicas, nutricionales, fisioldgicas y de procesos

inmunoldégicos en el cuerpo humano. 2324

La microbiota hace referencia al conjunto de microorganismos vivos que habitan

e interaccionan en diversas partes del cuerpo, tales como la boca, esoéfago,



estdbmago, intestino delgado, intestino grueso (colon), recto y ano. Sin embargo,
el tracto gastrointestinal contiene el mayor nimero de microorganismos en los
seres humanos. 2°2627 Por si sola, la Ml tiene la mayor densidad y variedad de
bacterias en el cuerpo humano debido a las condiciones ideales de crecimiento
proporcionadas por este 6rgano.* La Ml es especifica de cada individuo y se
adquiere en gran parte durante los primeros dias de vida, sin embargo en la
poblacion infantil varia en su composicién y es menos estable en el tiempo. Esta
poblacién bacteriana se modifica a lo largo de los afios debido a cambios en el
estilo de vida, el uso temprano y a largo plazo de antibiéticos?® y la dieta, por lo

que difiere entre sujetos obesos y delgados.?®

La mayoria de los microorganismos que habitan el colon pertenecen
predominantemente a dos filos bacterianos: Firmicutes y Bacteroidetes, siendo
este dltimo el mas abundante. Otros filos también estan presentes en

proporciones mas bajas como Actinobacteria y Verrucomicrobia. 2°

Aunqgue los factores de estilo de vida, la dieta y el ejercicio contribuyen en gran
medida a la creciente prevalencia de la obesidad y las alteraciones metabdlicas
asociadas, la MI también estd implicada en los trastornos metabdlicos,
principalmente mediante la respuesta inmune innata a los componentes

estructurales de bacterias (por ejemplo, lipopolisacéarido). 3°

También las bacterias de la MI participan en la degradacién de toxinas
procedentes de la dieta; en la sintesis de micronutrientes como vitamina K,
vitamina B12 y acido folico; en fermentacion de sustancias no digeribles;
absorcién de electrolitos y minerales, y en la produccién de acidos grasos de
cadena corta (AGCC). ¥ De esta manera contribuyen al mantenimiento de las
funciones del intestino grueso y ayudan a prevenir patologias a través de su
metabolismo por los colonocitos.3! La MI esta involucrada en la regulacion de
multiples vias metabdlicas a través de la incorporacion de los metabolitos
microbianos al torrente sanguineo, que son absorbidos en el intestino y colon,
donde se lleva a cabo la fermentacion y degradaciéon de macromoléculas.
Ademas, participa en la sefalizacion y respuesta inmune inflamatoria que

conectan fisiolégicamente el intestino, higado, misculo y cerebro. 32 33



Se ha propuesto que la inflamacion cronica de bajo grado, promovida por
interacciones entre la dieta de un individuo y cambios especificos en la
composicién de su MI, es un factor importante que subyace a los trastornos

metabdlicos asociados a la obesidad.43427

Se ha evidenciado que existe una relacion entre la poblacion bacteriana en el
intestino sin hacer diferenciacion de géneros o especies con un incremento de
colesterol sérico. 3514 Estudios realizados en modelos animales han mostrado
que una dieta rica en grasas esta asociada con una menor abundancia de
Bacteroidetes y un predominio de Firmicutes.> Ademas el contenido de
triglicéridos es 2.3 veces mayor al observado en el grupo control.2¢ Por otro lado,
otros autores sugieren que a diferencia de los nifios con obesidad, los nifios
delgados presentan mayor prevalencia del género Bifidobacterium durante el

primer afio de vida.

El filo Verrucomicrobia forma un phylum filogenéticamente divergente dentro del
grupo de bacterias.'® A. muciniphila fue descrita en el afio 2004, es el primer
miembro intestinal caracterizado en el género Akkermansia que pertenece a la
clase Verrucomicrobiae, al orden Verrucomicrobiales, y a la familia
Verrucomicrobiaceae.?’38 Representa una bacteria abundante, presente en el
tracto intestinal humano constituyendo hasta 1-5% de la poblacion bacteriana en
el colon, es una bacteria gram negativa, de forma oval, clasificada como
anaerobia, sin embargo, es capaz de tolerar el oxigeno en bajas
concentraciones; ha sido aislada del moco intestinal en modelos animales y es
capaz de usar mucina como fuente de carbono y nitrégeno.3%4041 Diversos
estudios han demostrado que A. muciniphila esta presente en distintas partes de

la mucosa intestinal y puede ser obtenida de muestras fecales.*?

A. muciniphila coloniza en la vida temprana el tracto intestinal vy
aproximadamente en el primer afio de vida, su abundancia es comparable a la
observada en adultos sanos.*! Se ha reportado una mayor abundancia relativa
de A. muciniphila en ratones jévenes respecto a ratones adultos.3¢ Ademas, en
presencia de una alimentacion hipercal6rica, esta bacteria se reduce hasta un
nivel 10.000 veces menor que la inicial #® lo que promueve una baja expresiéon

de proteinas estrechas de union entre las células epiteliales del intestino,



generando mayor permeabilidad en el epitelio intestinal y un aumento de LPS en

circulacién sanguinea lo que establece una endotoxemia metabdlica.

Aunque Akkermansia es un género relativamente nuevo y la evidencia disponible
es limitada, Ouwerkerk et al. sugieren que A. muciniphila es altamente adaptable
y es capaz de proliferar derivando energia de diferentes dietas.3® 44 La evidencia
en modelos animales propone que A. muciniphila tiene un papel causal en la
mejora de la homeostasis de la glucosa, la disminucion de la inflamacién del

tejido adiposo y el aumento de la integridad intestinal. 446

Polifenoles y Akkermansia muciniphila

Los patrones dietéticos influyen en la diversidad de la Ml y una dieta basada en
polifenoles parece ser de gran impacto. Los polifenoles son compuestos
naturales que se encuentran abundantemente en una amplia variedad de
alimentos, como en productos derivados de plantas, frutas, verduras, hierbas,
semillas, cereales y en bebidas, como café, té y vino. Sin embargo se ha
evidenciado que las uvas, las cerezas, las ciruelas y arandanos tienen

concentraciones muy altas de fenoles.3%47

Los polifenoles se clasifican en dos grandes grupos: los flavonoides y lo no
flavonoides. Dentro de los flavonoides se distinguen, los grupos de acuerdo con
la estructura C-heterocicla: flavonoles, flavonas, flavan-3-oles, isoflavonas,
flavanonas, dihidroflavonoles, antocianidinas, y chalconas. Los compuestos no
flavonoides incluyen acidos fendlicos, taninos hidrolizables, y estilbenos entre
otros*®. Su consumo per céapita varia tipicamente alrededor de 1 g/dia, sin
embargo, datos sobre el tipo y cantidad de los metabolitos de polifenoles
dietéticos en humanos son escasos y no son claros. Cumplen Son metabolizados
por enzimas intestinales y hepaticas y por la MIl. 4° Una vez ingeridos, los
polifenoles son reconocidos por el cuerpo humano como xenobiéticos, por lo
cual, su biodisponibilidad es relativamente baja en comparacién con los micro y
macronutrientes. La ingesta total de polifenoles absorbida por el intestino
delgado es aproximadamente del 5-10%.2! Después de reacciones de
desconjugaciéon, los compuestos fendlicos se convierten en estructuras
monomericas y dimeéricas, es decir; menos complejas los cuales pueden ser

sometidos a un proceso de oxidacion, reduccion e hidrolisis. La



biotransformacion de estos compuestos genera agua soluble y metabolitos como
metilo, glucurénidos y derivados de sulfato que son liberados a la circulacion
sistémica para posteriormente ser distribuidos a los organos y finalmente

excretados por la orina y bilis. 4°

El 90 a 95%°° de los polifenoles que no son absorbidos en el intestino delgado,
son transformados en el colon por la Ml en compuestos fendlicos mas simples lo
cual permite la posterior absorcion. Los polifenoles en la dieta tienen una mayor
biodisponibilidad de hecho se han observado asociaciones entre la ingesta
dietética de polifenoles y la reduccién del riesgo de enfermedades cronicas asi
como efectos beneficiosos en la MI.> Sin embargo, la especificidad estructural
de los polifenoles y de la MI, determina el nivel de biotransformacion que se

producen en el intestino 49:52:53

Diversos estudios en animales han reportado que el consumo de polifenoles
pueden modificar la composicion microbiana, mostrando una reduccion y/o
incremento de ciertos grupos bacterianos.>°4%% La administracion de polifenoles
y la abundancia de A. muciniphila se encuentra asociado ademas, con la
inhibicién del aumento de peso, la mejora de la sensibilidad a la insulina, la

reduccion del contenido de triglicéridos y la inflamacién intestinal 425451

La compleja relacion entre A. muciniphila y la capa de moco sigue sin estar clara
ya que la administraciéon de A. muciniphila podria estimular la recuperacién de la
capa de moco, de manera generalizada han sefialado que la actividad de
degradacion de mucina de A. muciniphila conduce a la produccién de propionato
y acetato y se ha demostrado que este miembro bacteriano modula la expresion
de genes del epitelio intestinal del huésped que estan implicados en el
metabolismo®® de esta manera se logra activar al receptor de la histona
deacetilasa intestinal 3/5 que esta asociado a su vez con la reduccién de la
proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) y el incremento de la
interleucina-8 (IL-8) lo que reduce la inflamacion intestinal y sistémica. Ademas,
los AGCC activan la expresion de PPAR-gama; en las células de Paneth, y lo
cual aumenta la produccion de Reglll, (que por sus efectos bactericidas)
controlan la proliferacion de otras poblaciones bacterianas que potencialmente

compiten contra A. muciniphila.82 8 Aunado a la administracion de los



polifenoles que por su actividad inhibidora elimina los radicales libres de
oxigeno en el lumen intestinal, creando una presion selectiva que favorece
especies anaerobias. Se sugiere que A. muciniphila es capaz de modular la
inflamacion y la inmunidad a través de sefiales tales como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interferon gamma (IFN-y), la interleucina (IL) -10 y la IL-
4.%8 Se sugiere ademas que A. muciniphila conduce hacia la secrecion de MUC2
intestinal lo cual ayuda a mantener el espesor de la capa de moco como barrera

intestinal contra bacterias patégenas y antigenos ambientales.%8

Los polifenoles también pueden eliminar los radicales libres de oxigeno en el
lumen intestinal, creando una presidn selectiva que favorece especies
anaerobias. También pueden ejercer efectos antimicrobianos sobre otras
bacterias que degradan la mucina favoreciendo que A. muciniphila se

establezca.

Los estudios in vitro sugieren que A. muciniphila aumenta la produccion
intestinal del factor inductor de adiposo-rapido (FIAF), que inhibe la
acumulacion de grasa en el huésped+® y puede afectar la actividad de PPAR-
gama en ceélulas epiteliales del intestino para controlar el metabolismo de los
lipidos. El mecanismo por el que los polifenoles ejercen un efecto prebidtico en
la proliferacion de A. muciniphila es multifactorial. Se sugiere que podria actuar
sobre las células caliciformes para aumentar la secrecién de moco, y favorezca
un ambiente para la abundancia de Akkermansia. Los polifenoles no absorbidos
podrian inhibir especies reactivas del oxigeno, lo que favorece el crecimiento de

A. muciniphila. 20

Ademas, la actividad antimicrobiana especifica de los polifenoles de fuentes
tales como ardndanos y uvas Concord, también podria desempefiar un papel
importante al limitar el crecimiento de otras especies que degradan mucina, y
eliminar la competencia para A. muciniphila sobre el mismo sustrato, evitando la

reduccion de la capa de moco. %°

Aunque la causa de la obesidad es el exceso de ingesta de calorias en
comparacion con el gasto energético, las diferencias en la microbiana intestinal
entre los seres humanos pueden ser un factor importante que influye en la

homeostasis de la energia; es decir, los individuos con predisposicion a la



obesidad pueden tener comunidades microbianas del intestino que promueven
la extraccidbn mas eficiente y/o almacenamiento de energia a partir de una
determinada dieta, en comparacion con las comunidades de las personas

delgadas.

Los polifenoles, ademas de sus funciones antimicrobianas y metabdlicas

sistémicas, también juegan un papel en la inhibicidn de las bacterias intestinales.

Los estudios experimentales en el que se incluyen trasplantes de MI en ratones
y en seres humanos indican que una composicion especifica de la Ml puede ser
la causa y no sélo la consecuencia de la enfermedad metabdlica y un estado
obeso, lo que sugiere una modulacién de la microbiota intestinal viable en la
prevencion y tratamiento de la obesidad y las enfermedades metabdlicas

relacionadas mediante el consumo mayor de polifenoles en la dieta habitual.

Aunque multiples estudios han reportado una asociacion de la abundancia
relativa de Akkermansia muciniphila en la Ml y la disminuciéon y/o mejoria de las
alteraciones metabdlicas en modelos animales en presencia de polifenoles, se
han propuesto diversos mecanismos para este efecto modulador de los
polifenoles sobre la microbiota intestinal y se considera que el crecimiento
bacteriano y su metabolismo se ven afectados por la estructura quimica de los
polifenoles, la dosis administrada y la proporcién inicial de las especies y cepas

microbianas.>3



Metodologia

Disefio del estudio y poblacién

El presente estudio es de tipo transversal, con una muestra de 1560 nifios; las
edades oscilaran entre 6 y 14 afios, a partir del estudio original “Evaluacion de la
interaccion entre el consumo de macronutrimentos y el perfil de la microbiota del
colon distal y su asociacion con obesidad infantil (SSA/IMSS/ISSSTE-CONACYT
000000000180808)” llevado a cabo entre el periodo del mes de junio del afio
2011 al mes de julio del afio 2013 el cual fue aprobado por la comision de ética

e investigacion del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP aprobacion 1294).

Se realiz6 un muestreo simple no probabilistico, en nifios residentes de la ciudad
de México, en los cuatro puntos cardinales de la ciudad (norte, sur, este y oeste);
sin antecedentes de diabetes, hipertension arterial y/o enfermedad

cardiovascular y que no estuvieran relacionados entre si.

Personal previamente capacitado y estandarizado fue el responsable de explicar
el proceso del proyecto original y el desarrollo para la obtencién de informacién
de datos socioeconémicos, demograficos, antecedentes patoldgicos personales
y heredofamiliares, asi como actividad fisica y dieta mediante una entrevista
realizada a los nifios junto con su padre o tutor a quienes se les pidié la firma del
asentimiento y consentimiento informado para su participacion en el mismo.
También se realizaron mediciones antropométricas, toma de muestra sanguinea
y de heces. Los nifios que presentaban al momento de la entrevista diagndstico
de enfermedades infecciosas, desordenes gastrointestinales o que hubieran

tomando antibi6ticos durante 6 meses previos al estudio fueron excluidos.

Mediciones antropométricas
Las determinaciones antropométricas se realizaron con ropa ligera y sin calzado,

del cual se obtuvo; el peso (kg), empleando basculas de la marca SECA, con
una precision de 0.1 kg. La talla, circunferencias de cintura y cadera, fueron
determinadas en cm con un estadibmetro y cintas antropométricas de la marca
SECA con precisibn de 1 mm respectivamente, cumpliendo las
recomendaciones internacionales.>€° Dichas mediciones fueron llevadas a cabo
por personal capacitado y estandarizado de acuerdo al método Habicht®®.

Posteriormente con la informacion de peso y talla se calcul6 el indice de Masa



corporal (IMC, kg/m?), clasificAndose como normo peso, sobrepeso y obesidad,
de acuerdo al puntaje z de IMC por edad y sexo con base a los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Los puntos de corte fueron: normal -
2 a+1 DE*, sobrepeso >+1 DE, obesidad >+2 DE.

Determinacion de pruebas bioquimicas
La toma de muestras sanguineas en los sujetos participantes fue posterior a un

ayuno de 12 horas para la determinacion del perfil bioquimico (glucosa,
colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos y niveles de insulina), las cuales fueron
realizadas conforme a lo establecido por la American Heart Association/National
Heart, Lung Blood Institute Scientific Statement (AHA/NHLBI)®! mediante el
equipo Clinical Chemistry System ILAB 300 plus® y la medicion de insulina por
el método de quimioluminiscencia con el equipo INMULITE® en la unidad de
Bioquimica del Centro Médico Nacional Siglo XXI, en un periodo menor o igual

a 2 horas.

Actividad Fisica
Se aplicé el cuestionario de actividad e inactividad fisica “Bernardo” el cual fue

adaptado para escolares de la ciudad de México.®? Se obtuvo informacion
acerca de la actividad e inactividad fisica realizada de forma habitual en el tltimo
mes (Horas de actividad fisica moderada asi como actividades sedentarias). El
tipo y la duracién de actividad o inactividad fisica fueron transformadas en
equivalentes metabdlicos (MET/hora/semana) mediante el software “Food
Processor Nutrition and Fitness Analysis”, version 10,12.0 (ESHA Research Inc.,
Oregon, EE.UU.).52

Informacion dietética
Se aplicd un Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos (CFCA)

semicuantitativo, dicha version fue adaptada para la poblacion infantil y
elaborado siguiendo la metodologia descrita por Walter Willet.63 Se obtuvo
informacion 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, con opciones de
respuesta desde nunca hasta 6 o mas veces al dia. El periodo de referencia fue

el consumo durante el dltimo mes.



Se obtendra la cantidad en gramos por dia de cada uno de los alimentos que
reporto el participante en el CFCA. A partir del consumo en gramos y usando la
base de datos del valor nutritivo de los alimentos desarrollada por INSP,3¢ se
determind la ingesta diaria de cada uno de los macronutrimentos y la ingesta de
energia diaria total de cada participante. Para aquellos items que son un platillo
(combinacién culinaria de diversos alimentos, se tomara la informacion de

recetas que se encuentra en dicha base de datos.

Se agregara a la base los datos proporcionados por el Departamento de
Agricultura de los EE. UU asi como los que se encuentran disponibles en las
tablas de nutrimentos del Gobierno Australiano para la obtencion en gramos de
los polifenoles por cada 100 gr de alimentos considerados en el CFCA. Se
procedera a realizar el calculo individual para obtener el consumo de polifenoles
al dia de cada nifio de acuerdo a lo reportado en el CFCA. El consumo promedio
de polifenoles sera categorizado de acuerdo a la distribucién en toda la poblacién

de estudio (bajo, medio y alto).

Determinacion de Akkermansia Muciniphila

Extracciéon y cuantificacion de DNA total en heces

A partir de muestras de heces de 1560 participantes, se llevo a cabo la extraccion
de DNA mediante el kit QIAmp® DNA Stool, Mini kit for human (Qiagen, Hilden,
North Rhine-Westohalia), posteriormente se cuantifico la concentracién y pureza
del DNA (260/280) en el equipo NanoDrop 1000 Thermo Scientific (Saveen
Werner ApS, Dinamarca) y se almacenaran a una temperatura de -20°C para su

posterior uso.

Curva de estandarizaciéon de la abundancia relativa de A. muciniphila por
PCR en tiempo real.
Para obtener las condiciones 6ptimas de amplificacion para A. muciniphila se

realizaran las correspondientes estandarizaciones de la técnica.

Se realizaran diluciones de DNA a concentraciones de 5 ng/pL, 10 ng/uL y 15
ng/uL, oligonucleétidos (sentido y antisentido) Universal (Gen de referencia que
reconoce el gen ribosomal 16S de las bacterias) y A. muciniphila de se utilizaran

a una concentracion de 1 pmol/uL, 5 pmol/uL y 10 pmol/uL, para la



estandarizacion de la temperatura de alineamiento (se realizaran gradientes de
temperatura de 50-66°C). Ademds, se utilizara un control negativo (mezcla de
los oligonucledtidos sin DNA molde). Todas las reacciones se realizaran
utilizanndo SYBR® Green, en placas de 96 pozos. Las reacciones se realizaran

en el equipo Step One Plus real-time PCR system (Applied Biosystems, E.U.).

La amplificacion especifica del gen de interés se confirmara mediante la curva

de disociacion (curva melt o curva melting) corroborando que la fluorescencia

respecto del tiempo (dF/dT) presente un solo pico.

Oligos Secuencia TM | Concentracion | Tamafio | G+C | Referencia

°C de oligos esperado | (%)

(pmol/uL)
Universal F: AAACTCAAAKGAATTGACGG | 58 10 37.5 De
Gregoris

R: CTCACRRCACGAGCTGAC 58 5 180 pb | 61.11 | etal, 2011
F:CAGCACGTGAAGGTGGGGAC | 63 5 65 Collado et
al., 2007 4

A.muciniphila | R: CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT | 63 5 349 pb 55

Evaluacion de los productos de PCR mediante electroforesis

Una vez estandarizada la amplificacion del DNA con los oligonucle6tidos
especificos, se verificd el tamafio de los fragmentos amplificados con los
oligonucledtidos de A. muciniphila en geles de agarosa al 1.5% con buffer TAE
1X. La electroforesis se realiz6 durante 30 a 40 minutos a 100 voltios. Se colocé
el gel tefido con bromuro de etidio (EtBr) sobre un transiluminador de luz

ultravioleta para verificar el tamafio del fragmento esperado.
Purificacion y secuenciacién de los productos de PCR

Para comprobar que la secuencia corresponda a la especie de A. muciniphila,
se corté la banda del producto amplificado y se purific6 mediante el Kit de
purificacion de DNA “QlAquick® Gel Extraction Kit” (QUIAGEN). El producto de
PCR purificado fue mezclado con el oligonucleétido de amplificacion antisentido
(3’->5’) para A. muciniphila y fue enviado a secuenciar en la Unidad de Sintesis
y Secuenciaciéon del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Los archivos de

secuenciacion seran leidos en el programa Chromas. El alineamiento de la




secuencia se realizara en el programa BLAST (nucleotide-blast) de la pagina
NCBI.

Analisis por qPCR de las muestras de ADN bacteriano

Posteriormente con las condiciones de amplificacion ya estandarizadas, se
procedio a la amplificacion de cada una de las 1,560 muestras de DNA con los

oligonucledtidos universal y de A. muciniphila antes mencionados.

La amplificacion por qPCR se realiz6 con las siguientes condiciones; 5ul de
SYBR® Green/ROX (2X) gPCR Master Mix, 1 pL de oligonucleotido Forward y 1
uL de Reverse, 2 yL de agua libre de RNasas y DNasas, y por ultimo 1 pyL de la
muestra de DNA una concentracion de 5 ng/uL, obteniendo un volumen final de
10 pL para cada pozo en las placas de PCR. Cada reaccion se realizé por
duplicado para que la eficiencia de la amplificacion tuviera un rango de error

menor, ademas se colocé un control negativo en cada placa.

Las condiciones de amplificacion de gPCR se realizaran en el equipo Step One.
Las condiciones de amplificacion incluyeron un paso inicial de desnaturalizacion
por 10 minutos a 95°C, desnaturalizacion por 15 segundos a 95°C, alineamiento
a 58 °C (Universal) y 63 °C (A. muciniphila) por 15 segundos y la extension a 95
°C por 1 minuto. Finalmente, para la curva de disociacién las condiciones seran:
95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto y un incremento gradual de

temperatura de 0.1/0.2 °C hasta alcanzar la temperatura de 95 °C por.

Se corroborara que las muestras de DNA amplificadas efectivamente presenten

un solo pico en la curva de disociacion
Determinacion de Abundancia Relativa de Akkermansia muciniphila

La cuantificacion de las unidades de abundancia relativa de A. muciniphila se
obtuvo con el método comparativo de Ct (nimero de ciclo en el cual la
fluorescencia alcanza el umbral de deteccién, obtenido por medio del PCR
tiempo real), el cual calcula la abundancia relativa de A. Muciniphila en
comparacion con el gen normalizador, en este caso con el oligonucleotido

universal (Schmittgen y Livak, 2008).

Se utilizé la siguiente formula: 2-Act



Dénde:

2= Representa la eficiencia maxima de la PCR

ACt= Ct del gen de interés (A. Muciniphila) - Ct del gen normalizador (universal)

Se realiz6 la determinacion de abundancia relativa A. Muciniphila para cada

una de las muestras, y se obtuvieron promedios de cada especie para

comparar con el IMC poblacional.

Operacionalizacion de variables

Variable Nombre de la Definicion Indicador Codificacion
variable
Dependiente Colesterol total Alteracion que ocurre Alterado 0= Normal
HDL cuando hay reacciones deacuerdo a los
LDL anormales que criterios 1=Alterado
Triglicéridos interrumpen establecidos por
Glucosa el metabolismo la IFD
Insulina
Independiente Ingesta de Cantidad de polifenoles Gramos por dia 0= Bajo
polifenoles consumidos al dia 1= Medio
2= Alto

Abundancia relativa
de A.muciniphila

Abundancia relativa de
A.muciniphila

UAR (la cantidad
aproximada de A.
muciniphila en 10
gramo de heces)

Covariables Edad Periodo entre la fecha de | Afios cumplidos ANOS
nacimiento y la fecha
actual
Sexo Distincion de genero Hombre /mujer 0= Hombre
entre
1= mujer
Ser hombre o mujer
Antecedentes Presencia de obesidad Auto reporte al 0=No
heredofamiliar de en momento de la
obesidad entrevista 1= Si
padres o abuelos.
Antecedentes Presencia de obesidad Auto reporte al 0=No
heredofamiliar de en momento de la
Diabetes tipo 2 entrevista 1=Si
padres o abuelos.
Actividad fisica Movimiento corporal que Auto reporte al 0=No
demanda un gasto momento de la
energético entrevista 1=Si

Andlisis estadistico
Se realizara un analisis descriptivo, obteniendo frecuencia para las variables

categodricas y medidas de tendencia central y dispersion para las variables




cord dion? Hi

continuas. Mediante modelos de regresion ajustado por potenciales confusores
se evaluard la asociacion de alteraciones metabdlicas con el consumo de

polifenoles y la abundancia relativa de A. muciniphila.

Poder estadistico

El tamafio de muestra definido en este estudio sera de 1560 sujetos. Debido a
que no se cuenta con estudios publicados en poblacion infantil acerca de la
variable de interes, no se puede identificar de forma adecuada una magnitud de
diferencia y dispersion puntual para la variable. Dichas simulaciones se
realizaron en el software Epidat 3.1 y se utilizaron distintos escenarios de
coeficientes de correlacion tedéricos para ver el poder estadistico que se tendria
con una confianza del 95% por lo que se esperaria un poder estadistico minimo
de 0.80.

Exact - Correlation: Bivariate normal model
Tail(s) = One, Effect direction = r ? ?, Correlation ? HO = 0,
Total sample size = 1560, ? err prob = 0.05

0.1 —

0.095 —

0.09

0.085 —

0.075 —

0.07

0.065 —

0.88 0.9
Power (1-? err prob)




Resultados

El presente estudio incluy6é 1190 nifios que presentaron proporciones similares
por género, la mediana de edad fue de 9 afios en ambos grupos. En la tabla 1
se muestran las caracteristicas generales, bioquimico metabdlicas y de dieta de
acuerdo al género. En los nifios, el peso, circunferencia de cintura, indice cintura
cadera y presion arterial sistolica fueron significativamente mas elevadas en
relacion a las nifias (p<0.001); En cuanto a los parametros bioguimicos los nifios
se caracterizaron por tener mayores concentraciones de glucosa (84 vs 80
mg/dL, p=0.001); sin embargo, en las nifias las concentraciones de triglicéridos
fueron mayores (86 vs 77 mg/dL, p=0.001) y las de HDL fueron menores (49 vs
52 mg/dL). En cuanto al consumo de polifenoles no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (tabla 1). La prevalencia combinada
de sobrepeso y obesidad en esta poblacion fue de 52.7%, afectando en mayor
proporcion al género masculino. En la tabla 2 se muestra que los individuos que
presentan sobrepeso u obesidad, presentan evidentemente mayores perimetros
corporales, asi como PAS y PAD. Los antecedentes heredofamiliares de
obesidad, también fueron mas frecuentes en aquellos nifios con exceso de peso
en comparacién con los de peso normal (61.1% vs 47.3%, p<0.001). Las
concentraciones de los parametros metabdlicos también fueron mas elevadas
en nifios con exceso de peso (Sp y Ob); glucosa (82.5 vs 81 mg/dL, p<0.001),
colesterol total (161 vs 153 mg/dL, p<0.001) triglicéridos (98.5 vs 69 mg/dL,
p<0.001), LDL (106 vs 96, p<0.001) y menor HDL (47.5 vs 53, p<0.001). Sin
embargo, por estratos de adiposidad no se observaron diferencias en la
abundancia relativa de A. muciniphila.

La abundancia relativa se estratifico en terciles, considerando el tercil inferior
como “baja” abundancia relativa y los terciles dos y tres como abundancia
“‘normal/alta”. Los individuos con baja abundancia relativa de A. muciniphila,
mostraron mayores concentraciones de triglicéridos (82 vs 76.5 mg/dL p=0.20) y
disminucién de HDL (50 vs 51, p=0.25 mg/dL) (Tabla 3).

Con respecto al consumo de polifenoles y su relacion con las caracteristicas
metabdlicas, se observo una tendencia entre el bajo consumo de estos y las

concentraciones de colesterol mas elevadas (159 vs 156 mg/dL, p=0.63),



triglicéridos (82 vs 79.5 mg/dL, p=0.64) y LDL (102 vs 99 mg/dL, p=0.23), asi
como menores niveles de HDL (50 vs 50.5 mg/dL, p=0.24) (Tabla 4).

En el modelo de regresion logistica ajustando por edad, sexo y z-score de IMC,
se observo que la abundancia relativa baja de A. muciniphila se asocia con un
incremento promedio en 6 mg/dL de triglicéridos; pero con una disminucion
promedio en las concentraciones de HDL de 2.8 mg/dL respecto a los nifios que
presentan una abundancia relativa “alta” de A. muciniphila (p=0.002 y p=0.01,

respectivamente) (tabla 5).

Al explorar la asociacion ademas del consumo de polifenoles totales y las
alteraciones metabdlicas no se observan diferencias estadisticamente
significativas; sin embargo, de se evidencio que el consumo bajo de polifenoles,
se asocia de manera marginal con un incremento promedio de 3.8 mg/dL en las
concentraciones de colesterol total (p=0.05). (Tabla 5). Se evidenci6é ademas de
manera similar que el consumo bajo de especificamente dos tipos de polifenoles
(antocianidinas y flavon3oles) se asocian con el incremento de las

concentraciones de triglicéridos (p=0.02 y p=0.03 respectivamente) (Figura 1).



Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio por género.

Caracteristicas Total nifios nifias Valor P
n= 1190 (100%) n= 654 (54.96%) n= 536 (45.04%)
Edad 9.4 (6.58-13) 9.6 (6.5-13.1) 9.2 (6.5-12.9) <0.001
Peso 34.9 (20.8-62.9) 35.7 (21.3-65.6) 34.4 (20-61.7) 0.02
IMC (n %)
Normopeso 47.31 44.19 51.12 0.01
Sp/Ob 52.69 55.81 48.88
CC 64.9 (51.9- 88.6) 65.7 (51.9-90.6) 64.2 (49.9-87.1) 0.005
CCa 76.9 (61.3-98.9) 77.2 (61.9-97.9) 76.7 (60.6-99.1) 0.36
ICC 0.85 (0.77-0.96) 0.85 (0.78-0-97) 0.84 (0.75-0.94) <0.001
PAS (mmHg) 100 (80-118) 100 (80-119) 98 (80-115) 0.001
PAD (mmHg) 67.5 (50-80) 67.5 (51-80) 65 (50-80) 0.48
Caracteristicas Metabodlicas
Glucosa (mg/dL) 82 (67-98) 84 (69-99) 80 (66-96) <0.001
Colesterol total (mg/dL) 158 (108-215) 158 (107-216) 158 (110-214) 0.64
Triglicéridos (mg/dL) 81 (43-196) 77 (39-1829) 86 (47-201) <0.001
HDL (mg/dL) 50 (32-75) 52 (33-77) 49 (30-71) <0.001
LDL (mg/dL) 101 (64-149) 100 (62-153) 104 (68-149) 0.08
UAR A. muciniphila 0.2 (1.08%-11.52) .03 (2.8%-10.66) 0.03 (6.51¢-12.64) 0.84
Micronutrimentos
Polifenoles totales(mg/dia) 62.37 (23.82-169.9) 61.4 (23.2-160.02) 64.4 (24.9- 174.05) 0.29
Flavonoles (mg/dia) 5.21 (2.5-10.6) 5.1 (2.5-10.4) 5.2 (2.5-10.6) 0.44
Flavonas (mg/dia) 0.27(0.09-0.66) 0.26(0.09-0.65) 0.27(0.99-0.72) 0.15
Flavan3oles (mg/dia) 7.8(2.4-19.4) 7.8(2.3-20.3) 7.7(2.6-18.8) 0.97
Flavanonas (mg/dia) 25.5 (5.3-90.7) 25.9 (5.3-88.02) 25.3 (5.1- 92.4) 0.28
Antocianidinas (mg/dia) 19.2 (6.3-69.1) 19.1 (6.34-68.1) 192 (6.3-69.97) 0.61
0.48 (0.19- 1.98) 0.44(0.19- 2.12) 0.12

Isoflavonas (mg/dia)

0.46 (0.19- 2.05)

IMC: indice masa corporal; Sp: sobrepeso; Ob: obesidad; CC: circunferencia de cintura; CCa: circunferencia
de cadera; ICC: indice cintura-cadera; PAS: presion arterial sistélica; PAD presion arterial diastdlica; HDL:
lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; UAR: unidades de abundancia relativa
de A. muciniphila. Datos mostrados en n y porcentaje y mediana (percentil 5- percentil 95). Valor de p <0.05
considerado estadisticamente significativo. Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas y Chi2
de Pearson para variables categoricas.



Tabla 2. Caracteristicas clinico-metabdlicas por estratos de adiposidad.

Caracteristicas Peso normal Sp/Ob Valor P
n= 563 (47.31%) n= 627 (52.69%)
Edad 9 (6-13) 9 (7-13) <0.001
Género
Masculino 290 (44.01) 369 (55.99) 0.01
Femenino 275 (51.12) 263 (48.88)
Talla (cm) 1.31 (1.16-1.58) 1.39(1.21-1.6) <0.001
CC (cm) 57 (49.5-69.2) 73.8 (59.7-92.6) <0.001
CCA (cm) 69.6 (59.8-86.5) 84.05 (69.8-102.1) <0.001
ICC 0.82 (0.75-0.89) 0.88 (0.79-0.98) <0.001
PAS (mmHg) 95 (80-112) 100 (83-120) <0.001
PAD (mmHg) 64 (50-77.5) 70 (55-80) <0.001
Caracteristicas Metabodlicas
Glucosa (mg/dL) 81 (66-98) 82.5 (68-98) 0.014
Colesterol total (mg/dL) 153 (107-208) 161 (109-129) 0.001
Triglicéridos (mg/dL) 69 (40-129) 98.5 (48-217) <0.001
HDL (mg/dL) 53 (36-77) 47.5 (30-69) <0.001
LDL (mg/dL) 96 (63-142) 106 (68-156) <0.001
UAR A. muciniphila .03 (2.8-6 -10.66) 0.03 (6.516-12.64) 0.84
Caracteristicas familiares
AHFDT2 58 (10.3) 86 (13.6) 0.07
AHFPA 101 (17.9) 101 (15.9) 0.37
AHFO 267 (47.3) 386 (61.1) <0.001

Sp: sobrepeso; Ob: obesidad; CC: circunferencia de cintura; CCA: circunferencia de cadera; ICC: indice
cintura-cadera; PAS: presion arterial sistélica; PAD presion arterial diastdlica; HDL: lipoproteinas de alta
densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; UAR: unidades de abundancia relativa de A. muciniphila.
Datos mostrados en n y porcentaje y mediana (percentil 5- percentil 95). Valor de p <0.05 considerado
estadisticamente significativo. Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas y Chi2 de Pearson
para variables categéricas.

Tabla 3. Caracteristicas metabdlicas por estrato de AR de A. muciniphila Alta/Baja

Abundancia relativa de A. muciniphila

Caracteristicas metabdlicas Alta Baja Valor p
Glucosa (mg/dL) 82 (68-99) 82 (67-98) 0.63
Colesterol total (mg/dL) 158 (107-210) 158 (108-217) 0.63
Triglicéridos (mg/dL) 76.5 (40-173) 82 (44-199) 0.020
HDL (mg/dL) 51 (33-77) 50 (31-74) 0.025
LDL (mg/dL) 100 (65-147) 101.5 (64-151) 0.96

HDL: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad. Datos
mostrados mediana (percentil 5- percentil 95). Valor de p<0.05 considerado
estadisticamente significativo. Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas.



Tabla 4. Caracteristicas metabdlicas por estrato de consumo de polifenoles.

Consumo de polifenoles (gr/dia)

Caracteristicas Metabolicas Alto Bajo Valor p
Glucosa (mg/dL) 82 (68-98) 82 (67-98) 0.63
Colesterol total (mg/dL) 156 (108-209) 159 (108-219) 0.63
Triglicéridos (mg/dL) 79.5 (41-182) 82 (44-197) 0.64
HDL (mg/dL) 50 (32-74) 50.5 (32-75) 0.24
LDL (mg/dL) 99 (64-147) 102 (65-154) 0.23
UAR A. muciniphila 0.02 (2.96-11.4) 0.03 (4.1-12) 0.47

HDL: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad. Datos
mostrados mediana (percentil 5- percentil 95). Valor de p <0.05 considerado
estadisticamente significativo. Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas.

Tabla 5. Asociacion entre las unidades de abundancia relativa de A. muciniphila

y consumo de polifenoles con parametros metabdlicos.

Consumo bajo de Polifenoles
totales mg/dL

Caracteristicas UAR baja A. muciniphila
metabdlicas
Coef p IC 95%
Glucosa mg/dL -0.542 0.37 (-1.7, 0.6)
Colesterol total mg/dL -0.515 0.81 (-4.8, 3.8)
Triglicéridos mg/dL 6.318 0.02 (0.8,11.7)
HDL mg/dL -2.080 0.01 (-3.7,-0.4)
LDL mg/dL 0.199 090 (-3.2,3.6)

Coef p IC 95%

019 072  (-.90, 1.29)
3.890 005 (-0.08,7.8)
269  0.28 (2.3, 7.6)

060 041 (-0.85,2.06)
264 009 (-0.4,5.79)

Modelo Ajustado por edad, sexo e IMC.

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad.). Valor de
p<0.05 considerado estadisticamente significativo.
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Figura 1. Asociacion entre consumo de polifenoles con parametros metabdlicos.

Modelo Ajustado por edad, sexo e IMC



Conclusion

Nuestros resultados sugieren que en poblacién infantil la abundancia relativa
baja de A. muciniphila se asocia significativamente con mayores
concentraciones de triglicéridos y con menores concentraciones de HDL, asi
como también que el bajo consumo de polifenoles dietarios; especificamente de
antocinidinas y flavon3oles se asocia significativamente con mayores
concentraciones de triglicéridos. Sin embargo, es necesario respaldar este
resultado con la realizacion de otros estudios, evaluando el consumo de
polifenoles a través de métodos que permitan su medicion de manera mas
objetiva. Ademas, es importante alentar a los padres de nifios en edad escolar
con sobrepeso y obesos a adoptar estilos de vida saludables que incluyan
nutrimentos como los polifenoles, a fin de mejorar los parametros metabdlicos e

impactar positivamente en la salud durante la nifiez y la vida adulta.
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Resumen

La obesidad infantil se relaciona con el desarrollo de alteraciones metabdlicas,
actualmente es considerada un problema de salud publica en todo el mundo. En
México la obesidad ha sido declarada una emergencia epidemiolégica al
alcanzar el primer lugar en prevalencia. El origen de la obesidad es multifactorial,
sin embargo, los patrones de alimentacion continian siendo los principales
factores asociados. Akkermansia muciniphila, es una bacteria degradadora de
mucina, su abundancia se ha relacionado positivamente con el consumo de
polifenoles provenientes de la dieta, y relacionada inversamente con pardmetros
metabdlicos en modelos animales, sin embargo, existe escasa evidencia en
humanos. El objetivo de este estudio fue determinar si la ingesta de polifenoles
y la abundancia relativa de A. muciniphila se asocian con la presencia de
alteraciones metabdlicas en poblacién infantil. Metodologia: Estudio transversal
que incluyd 1190 nifios con edades entre 6 a 14 afos, radicados en la ciudad de
México. A todos se les realiz6 un cuestionario para obtener informacién general.
Se obtuvo una muestra sanguinea para la determinacion de las concentraciones
séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos, lipoproteina de alta densidad (HDL)
y lipoproteina de baja densidad (LDL), asi como la recoleccién de heces, a partir
de la cual se realiz6 la cuantificacion de la abundancia de A. muciniphila
mediante la técnica gPCR. El consumo de polifenoles se evalué mediante un
cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (CFCA). Resultados: Este
estudio evidencio que la abundancia relativa “baja” de A. muciniphila se relaciona
con el aumento de la concentracion sérica de triglicéridos y con la disminucion
de HDL. Por otro lado, el consumo “bajo” de polifenoles se relaciond con el
aumento de triglicéridos, pero la interaccion entre A. muciniphila y el consumo
de polifenoles no fue observada. Conclusiones: En nuestra poblacién de
estudio se evidencié que una abundancia relativa baja de A. muciniphila y el bajo
consumo de polifenoles se asocian de manera independiente con la alteraciéon
metabdlica de los lipidos.

Palabras clave: Akkermansia muciniphila, polifenoles, alteraciones
metabdlicas, nifios.



Introduccion

En las dltimas décadas, la prevalencia de sobrepeso (Sp) y obesidad (Ob) se ha
incrementado considerablemente a nivel mundial. México ha alcanzado
proporciones epidémicas ante la magnitud y trascendencia de los casos de Sp y
Ob en la nifiez y la adolescencia. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion 2016, México reporta una prevalencia combinada de Sp y Ob en nifios
de entre 5y 11 afios de 33.2%, (17.9% y 15.3% respectivamente). En este mismo
grupo de edad las nifias presentaron una prevalencia de 20.6% para Spy 12.2%
para Ob; mientras que los nifios, mostraron un 15.4% y 18.6% para Sp y Ob
respectivamente, observando una prevalencia mayor de obesidad en los
ninos(ENSANUT 2016).

El exceso de peso en la infancia, es un factor de riesgo asociado a diversas
comorbilidades desarrolladas en etapas tempranas de la vida o en la vida adulta;
entre las que destacan las alteraciones metabdlicas (AltMet); principalmente la
hiperglucemia, dislipidemia e hipertension, descritas ya en poblaciones de nifios
mexicanos (Guzméan-Guzman et al. 2015; Rosas-Peralta et al. 2016).
Recientemente se ha descrito que la obesidad combinada con una dieta
desequilibrada (Lakka et al. 2002) promueve cambios en la microbiota intestinal
(MI), interactuando claramente para condicionar al individuo en el desarrollo de
estas alteraciones (Janssen and Kersten 2015).

Existen fuertes evidencias de que una dieta rica en polifenoles ejerce un impacto
benéfico importante en la salud; a los polifenoles se le han atribuido propiedades
tales como actividad antiinflamatoria, antimicrobiana, antioxidante y
anticancerigena (Xiao and Hogger 2015; Anhé et al. 2013). Los polifenoles son
componentes comunes de muchas fuentes de alimentos vegetales, como frutas,
verduras, semillas, nueces, chocolate, vino, café y té; sin embargo, el tipo y
contenido de polifenoles difiere entre esta diversidad de alimentos (Myburgh
2014). Ademas, la capacidad de absorcién de los polifenoles depende de
factores propios del huésped, por lo que su eficacia puede mostrar un efecto
variado entre individuos.

Hallazgos recientes han sugerido que la administracion de los polifenoles, podria
modular la composicion de la comunidad bacteriana, especialmente la
abundancia relativa de Akkermansia muciniphila, que pertenece al filo
Verrucomicrobia y es una bacteria degradadora de mucina que reside en la capa



de la mucosa del intestino. A. muciniphila representa del 2-5% de la Ml de
humanos sanos. Diversos estudios han reportado que la administracién de
compuestos fendlicos incrementa la abundancia relativa de A. muciniphila y
ademas reduce la obesidad, la adiposidad y los trastornos metabdlicos, asi como
marcadores inflamatorios, la resistencia a la insulina y mejora la barrera intestinal
en ratones, contrarrestando la endotoxemia de lipopolisacéaridos (LPS) inducida
por una dieta alta en grasas (Everard et al. 2013). Existen pocos estudios de la
influencia de los polifenoles en la composicion y la actividad de la comunidad
microbiana intestinal no patégena y no hay reportes en poblacion infantil
mexicana, por lo que el objetivo de este estudio fue determinar si la ingesta de
polifenoles y la abundancia relativa de A. muciniphila se asocian con alteraciones

metabdlicas en poblacién infantil.

Métodos
Disefio y poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio transversal en 1190 nifios de entre 6 a 14 afos de edad
residentes de la ciudad de México, reclutados entre junio de 2011 a julio de 2012.
Se excluyeron a todos los nifios que reportaron al momento de la entrevista
presentar problemas de salud como: diabetes tipo 2, hipertension arterial,
enfermedad  cardiovascular, enfermedades infecciosas, desordenes
gastrointestinales y la ingesta de antibiéticos en los ultimos dos meses previos.
El estudio incluyd una entrevista estructurada, mediciones antropométricas,
toma de muestra sanguinea para la determinacion del perfil metabdlico y una
muestra de heces para establecer la cuantificacion de la abundancia relativa de
expresion de Akkermansia muciniphila. A todos los participantes se les explico
detalladamente en qué consistia el estudio y se les pidi6 el asentimiento por parte
de los nifios y firma del consentimiento informado a sus padres o tutores. La
realizacion del estudio fue aprobada por los Comité de Etica, Bioseguridad y de
Investigacion del Instituto Nacional de Salud Publica, Cuernavaca, Morelos,
México.



Determinaciones clinicas

A todos los participantes junto con alguno de los padres o tutores se les aplico
un cuestionario adaptado para esta poblacién por personal capacitado y
estandarizado. Se obtuvieron datos sociodemograficos, de habitos dietéticos y

antecedentes heredofamiliares de obesidad y diabetes.

Para la informacion relacionada con el consumo de polifenoles dietarios se llevo
a cabo a través de un cuestionario semi-cuantitativo de frecuencia de consumo
(CFCA) siguiendo la metodologia referida por Willett, 2012, que consta de 107
preguntas con opciones de consumo variable entre “nunca” hasta “6 o mas veces
al dia”. De acuerdo al consumo reportado de cada participante y la porcidn
preestablecida se realizo el calculé promedio en gramos por dia de alimentos.
La informacion del valor nutritivo de polifenoles se obtuvo a partir de la plataforma
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)(United States
Department of Agriculture Agricultural Research Service 2016), debido a que la
base de datos del valor nutritivo de los alimentos mexicanos elaborada por el
Instituto Nacional de Salud Publica de México no contiene esta informacion. El
consumo de polifenoles fue analizado utilizando el método de ajuste de energia
de densidad de nutrientes, el cual se obtuvo dividiendo las calorias provenientes
del consumo de polifenoles entre el consumo energético total y se multiplicéd por
100.

A todos los participantes se les realizaron mediciones de peso (kg) y talla (cm)
(Habicht 1974) a partir de las cuales se calcul6 el IMC (indice de Masa Corporal)
(peso en kg/talla en cm?) y utilizando el Macro creado por la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) se obtuvo el puntaje Z establecidos de acuerdo a la edad y
sexo. Se clasifico como normopeso de -2 a 1 desviacion estandar (DE), y como
con sobrepeso-obesidad >1 DE considerando que tanto sobrepeso y obesidad
forman parte de un mismo proceso y para fines de describir a la poblacion de
estudio (WHO 2007). El peso en kg se determind utilizando una bascula de
precision de 0.1 kg (marca comercial SECA, Alemania) y la estatura se midi6 con
un estadimetro portatii SECA con precision de 1mm. La medicion de la
circunferencia de cintura y cadera en cm se llevé a cabo mediante una cinta

antropomeétrica (SECA) y la presion arterial por duplicado después de al menos



5 minutos de reposo previo e inter mediciones empleando un esfigmomandmetro

previamente calibrado.
Determinacion de los pardmetros bioquimicos

Las muestras sanguineas fueron obtenidas a través de venopuncion (5 mL) con
un ayuno previo de 12 horas, utilizando el sistema vacutainer y empleando tubos
al vacio con EDTA y sin anticoagulante. Se llevo a cabo la determinacion sérica
de las concentraciones de glucosa, colesterol total, triglicéridos, lipoproteinas de
alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL). La determinacion se

llevé a cabo en el equipo Clinical Chemistry System, ILAB 300 plus.
Cuantificaciéon de la abundancia relativa de A. muciniphila.

Se recogieron muestras de heces de los participantes, a partir de las que se
realizaron alicuotas de 200 mg para su posterior uso en la extraccion y andlisis
de DNA bacteriano.

El DNA se extrajo mediante el kit QIAmp® DNA Stool (Qiagen, Hilden, North
Rhine-Westohalia), posteriormente se cuantifico la concentracion y pureza del
DNA (260/280) en el equipo NanoDrop 1000 ThermoScientific (Saveen Werner
ApS, Dinamarca) y se almacend a una temperatura de -20°C para su posterior

uso.

La amplificacibn de A. muciniphila se realiz6 por qPCR con las siguientes
condiciones; 5ul de SYBR® Green/ROX (2X) gPCR Master Mix, 1 pL de
oligonucledtido Forward y 1 pL de Reverse, 2 pyL de agua libre de RNasas y
DNasas, y por ultimo 1 pL de la muestra de DNA una concentracién de 5 ng/uL,
obteniendo un volumen final de 10 pyL para cada pozo en las placas de PCR.
Cada reaccion se realizé por duplicado para que la eficiencia de la amplificacion
tuviera un rango de error menor, ademas se coloc6 un control negativo en cada
placa. Las condiciones de amplificacion de qPCR, se realizaron en el equipo
StepOne. Las condiciones de amplificacion incluyeron un paso inicial de
desnaturalizacion por 10 minutos a 95°C, desnaturalizacién por 15 segundos a
95°C, alineamiento a 58 °C (Universal) y 63 °C (A. muciniphila) por 15 segundos

y la extension a 95 °C por 1 minuto. Finalmente, para la curva de disociacion las



condiciones fueron: 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto y un incremento

gradual de temperatura de 0.1/0.2 °C hasta alcanzar la temperatura de 95 °C.

La amplificacion especifica del gen de interés se confirmé mediante curvas de
disociacion, corroborando que la fluorescencia respecto del tiempo (dF/dT)
presentara un solo pico. Las unidades de abundancia relativa (AR) de

A.muciniphila se obtuvieron mediante el método comparativo de 2-2CtCt de A.

mucinipila -Ct de universal)(26)_

Analisis estadistico

Las variables seleccionadas se compararon de acuerdo al estrato por género,
asi como a la condicion de adiposidad; normopeso y sobrepeso/Obesidad.
Debido a que las variables continuas no presentaron una distribucion normal, se
utilizé la prueba no paramétrica U de Mann Whitney (datos mostrados como
medianas y percentiles 5y 95). Para la comparacion de las variables categoricas

se empleé la prueba de Chi cuadrada.

Los modelos finales fueron ajustados por edad, sexo y puntaje Z-score. Las
variables de antecedente heredofamiliar de obesidad y diabetes fueron otras
covariables de ajuste las cuales fueron consideradas y exploradas; sin embargo,
no presentaron alteraciones en el estimador por lo que fueron retiradas del

modelo.

Todo el andlisis se realizé utilizando la version 14.0 del paquete estadistico Stata
SE (College Station, TX). Los resultados se consideraron estadisticamente

significativos cuando p <0.05.

Resultados

El presente estudio incluyé 1190 nifios que presentaron proporciones similares
por género, la mediana de edad fue de 9 afios en ambos grupos. En la Tabla 1,
se muestran las caracteristicas generales, bioquimico metabdlicas y de dieta de
acuerdo al género. En los nifios, el peso, circunferencia de cintura, indice cintura
cadera y presion arterial sistolica (PAS) fueron significativamente mas elevadas
en relacion a las nifias (p<0.001); En cuanto a los parametros bioguimicos los
nifos se caracterizaron por tener mayores concentraciones de glucosa (84 vs 80

mg/dL, p=0.001); sin embargo, en las nifias las concentraciones de triglicéridos



fueron mayores (86 vs 77 mg/dL, p=0.001) y las de HDL fueron menores (49 vs
52 mg/dL). En cuanto al consumo de polifenoles no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (tabla 1). La prevalencia combinada
de sobrepeso y obesidad en esta poblacion fue de 52.7%, afectando en mayor
proporcion al género masculino. Por otro lado se muestra que los individuos que
presentan sobrepeso u obesidad, presentan evidentemente mayores perimetros
corporales, asi como PAS y la presion arterial diastélica (PAD) (Tabla 2). Los
antecedentes heredofamiliares de obesidad, también fueron mas frecuentes en
aguellos niflos con exceso de peso en comparacion con los de peso normal
(61.1% vs 47.3%, p<0.001). Las concentraciones de los parametros metabdlicos
también fueron méas elevadas en nifios con exceso de peso (Sp y Ob); glucosa
(82.5 vs 81 mg/dL, p<0.001), colesterol total (161 vs 153 mg/dL, p<0.001)
triglicéridos (98.5 vs 69 mg/dL, p<0.001), LDL (106 vs 96, p<0.001) y menor HDL
(47.5 vs 53, p<0.001). Sin embargo, por estratos de adiposidad no se observaron

diferencias en la abundancia relativa de A. muciniphila.

La abundancia relativa se estratifico en terciles, considerando el tercil inferior
como “baja” abundancia relativa y los terciles dos y tres como abundancia
“‘normal/alta”. Los individuos con baja abundancia relativa de A. muciniphila,
mostraron mayores concentraciones de triglicéridos (82 vs 76.5 mg/dL p=0.20) y
disminucién de HDL (50 vs 51, p=0.25 mg/dL) (Tabla 3).

Con respecto al consumo de polifenoles y su relaciéon con las caracteristicas
metabdlicas, se observo una tendencia entre el bajo consumo de estos y las
concentraciones mas elevadas de colesterol (159 vs 156 mg/dL, p=0.63),
triglicéridos (82 vs 79.5 mg/dL, p=0.64) y LDL (102 vs 99 mg/dL, p=0.23), asi
como menores niveles de HDL (50 vs 50.5 mg/dL, p=0.24) (Tabla 4).

En el modelo de regresion logistica ajustando por edad, sexo y z-score de IMC,
se observo que la abundancia relativa baja de A. muciniphila se asocia con un
incremento promedio en 6 mg/dL de triglicéridos; pero con una disminucion
promedio en las concentraciones de HDL de 2.08 mg/dL respecto a los nifios
que presentan una abundancia relativa “alta” de A. muciniphila (p=0.002 y
p=0.01, respectivamente) (tabla 5).



Al explorar la asociacion ademas del consumo de polifenoles totales y las
alteraciones metabdlicas no se observan diferencias estadisticamente
significativas; sin embargo, de se evidencio que el consumo bajo de polifenoles,
se asocia de manera marginal con un incremento promedio de 3.8 mg/dL en las
concentraciones de colesterol total (p=0.05). (Tabla 5). De manera similar se
evidencid, ademas de manera similar que el consumo bajo de especificamente
dos tipos de polifenoles (antocianidinas y flavon3oles) se asocian con el
incremento de las concentraciones de triglicéridos (p=0.02 y p=0.03

respectivamente) (Figura 1).
Discusion

Se ha evidenciado en modelos animales y en poblacién adulta que la abundancia
relativa de A. muciniphila se ve disminuida en presencia de obesidad, diabetes
tipo 2, enfermedades intestinales, hipertension y enfermedades hepaticas (Anhé
et al. 2016; Schneeberger et al. 2015;). A. muciniphila es una bacteria
degradadora de mucina que se encuentra comunmente en el tracto
gastrointestinal a la que se le han atribuido propiedades benéficas en el huésped
(Derrien et al. 2010).

La obesidad y las alteraciones metabdlicas son en la actualidad un problema de
salud publica en poblacién infantil, sin embargo, pocos estudios han centrado su
atencion en la disbiosis de la microbiota en este grupo poblacional. En el
presente estudio que incluyd nifios en edad escolar se evidencio la relacion entre
la abundancia relativa de A. muciniphila y la presencia de alteracion en el perfil
lipidico (triglicéridos elevados/ HDL disminuido) independientemente del género
y el grado de adiposidad. David et al. 2014 evidenciaron en nifios de origen sueco
que la abundancia relativa de A. muciniphila disminuyé en presencia de
sobrepeso u obesidad (p=0.030) (Karlsson et al. 2012). La diferencia entre estos
estudios podria atribuirse a la edad de los nifios incluidos, el tamafio de muestra
(N= 40), asi como a la variabilidad en los habitos dietéticos entre poblaciones.
En poblacién adulta francesa Dao et al. reportaron que los sujetos con mayor
abundancia relativa de A. muciniphila mostraron un estado metabdlico mas
saludable, particularmente en las concentraciones de glucosa, triglicéridos y la

distribucion de grasa corporal después de una restriccion caldrica de 6 semanas.



De manera similar Shen et al. 2016 realizaron un estudio en ratones de 12
semanas de edad, encontrando que la administracion de A. muciniphila
(2x108 UFC) disminuye las concentraciones de triglicéridos y colesterol de
manera significativa en comparacion con el grupo control, sugiriendo que una
mayor colonizacién de A. muciniphila en el intestino, reduce la endoxemia
metabolica y contribuye al mantenimiento de la homeostasis metabdlica de los
lipidos en el huésped.

Se ha sugerido que A. muciniphila reduce la expresion de varias citocinas y
moléculas de adhesion como MCP-1, TNFa e ICAM-1, junto con una menor
infiltracion adrtica de macréfagos y una disminucion de la lesion aterosclerotica
y que A. muciniphila no tiene efecto sobre la hipercolesterolemia inducida por
una dieta occidental y alteraciones en otros perfiles metabdlicos, lo que sugiere
que el efecto antiaterosclerético de A. muciniphila se atribuye principalmente a
su actividad antiinflamatoria (Li et al. 2016). Esta nocién es consistente con
estudios recientes que muestran que la suplementacion con A. muciniphila en
ratones obesos redujo la expresion de IL-6 e IL-1B y aumentd el porcentaje de
células T reguladoras en el tejido adiposo visceral. En el presente estudio se
observé el aumento en las concetraciones de los triglicéridos y la disminucion de
la HDL (que en poblacién adulta constituye un indice de riesgo aterogénico bien
determinado), ademas de una baja abundancia relativa de A. muciniphila. Este
resultado sugiere un papel importante en el desarrollo no sélo de alteraciones

metabodlicas, si no también de las comorbilidades asociadas.

Por otra parte, se observé una asociacion entre el consumo bajo de polifenoles;
especificamente de antocinidinas y flavon3oles y las concentraciones elevadas
de triglicéridos. Estos compuestos fendlicos cumplen una amplia gama de
actividades biolégicas, incluidas antioxidantes, antiinflamatorios,
antiaterogenica y actividades antihiperglucémicas. Reducen significativamente
la obesidad y la acumulacion de grasa en el tejido adiposo visceral, mejoran el
metabolismo de los triglicéridos aumentando la actividad de la lipoproteina
lipasa en el musculo esquelético y reduciéndola en el tejido adiposo visceral
(Mena et al. 2014).

Los estudios en adultos con hiperlipidemia han indicado que las antocianinas se

absorben rapidamente, apareciendo en el torrente sanguineo unos minutos



después de su consumo y sugieren que los extractos ricos en antocianinas
ejercen un efecto significativo sobre el perfil lipidico disminuyendo el colesterol
total, LDL, y los triglicéridos. Sin embargo, diversos estudios muestran
tendencias beneficas menos consistentes (muchas no significativas) para el
colesterol total y HDL entre las personas con hiperlipidemia.

El mecanismo identificado de las antocinidinas y los flavon3oles y su efecto en
la reduccion de lipidos se encuentra en la regulacion transcripcional del
metabolismo lipidico de los adipocitos. La activacion de diversas proteinas
como LXRa (Receptor X alfa), PPARy (Receptor de peroxisoma-proliferador-
activado gamma), C/EBPa (proteinas de union a la caja CCAAT) y SREBP-1c
(proteina 1 de unién a elementos reguladores de esteroles) aumentan la
expresion de genes lipogénicos y especificos de adipocitos in vitro e in vivo. En
células 3T3-L1 se evidencio una reduccion dependiente de la dosis de estos
compuestos fendlicos en la expresion de estos factores transcripcionales
implicados (p <0,05) en comparacion con el grupo control, sugiriendo que la
expresion de los factores de transcripcion lipogénicos son inhibidos
ampliamente, contribuyendo a una reduccion de la acumulacion de triglicéridos
en los adipocitos. (Lee et al. 2014). Ademas, dos estudios recientemente
publicados por Asgary et al, han mostrado una reduccion de un estado
proinflamatorio en sujetos dislipidémicos e hipertensos después del consumo de
alimentos que contienen antocianinas. La suplementacion de jugo de granada a
21 adultos hipertensos durante 2 semanas resulté en la reduccién de los niveles
séricos de VCAM-1, mientras que no se observo un efecto significativo en ICAM-
1, hs-CRP, parametros del perfil lipidico, apolipoproteinas e IL-6. Por otra parte
la suplementacion con bayas de Cornel (Cornus masL.) en 40 nifios vy
adolescentes dislipémicos durante 6 semanas disminuyeron los niveles séricos
de la proteina de adhesién celular VCAM-1, apolipoproteina B, colesterol total,
triglicéridos totales y colesterol LDL y aumentaron los niveles de colesterol HDL
y apolipoproteina A-lI en el grupo tratado con respecto al grupo control; sin
embargo, los datos no fueron significativamente diferentes entre el grupo tratado
y el grupo control al final de la intervencién de 6 semanas. Lo que respalda el
hallazgo del presente estudio, que refiere que un bajo consumo de antocianinas
se relaciona con el incremento en los niveles de triglicéridos. Los polifenoles

reducen las formas solubles de P-selectina y la molécula de adhesién intercelular



(ICAM), dos moléculas clave en la fisiopatologia de la enfermedad
cardiovascular.

Por otra parte, el consumo de polifenoles y la asociacion con la abundancia
relativa de A. muciniphila se ha estudiado recientemente, sin embargo, el efecto
de los polifenoles sobre la modulacion de la microbiota intestinal y la relacion
bidireccional "polifenoles/microbiota” alin son poco conocidas(Cardona et al.
2013). Nuestros resultados demostraron la falta de una interaccién entre el
consumo de polifenoles dietarios y la abundancia relativa de A. muciniphila sobre
las alteraciones metabdlicas. Sin embrago, los resultados observados en este
estudio deben tomarse con cautela y considerarse las cuestiones metodoldgicas
empleadas.

Por disefio del estudio no es posible establecer causalidad, sin embargo, es poco
probable que las asociaciones se deban a causalidad reversa, debido a que la
estimacion del consumo de polifenoles en la dieta fue realizado a partir de un
cuestionario de frecuencia de consumo favoreciendo un potencial error de
medicién. Sin embargo, este seria no diferencial ya que las mediciones
realizadas fueron hechas por personal capacitado con técnicas de medicion
estandarizada y los cuales estuvieron cegados a los objetivos e hipotesis del
estudio por lo que podrian ser resultados subestimados.

Las fortalezas en este estudio es que se utilizé6 el método de gPCR para la
determinacion de la abundancia relativa de A. muciniphila, un método estandar
de referencia. Se necesita trabajo adicional para cuantificar objetivamente las
concentraciones de polifenoles en los individuos.

Conclusion

Nuestros resultados sugieren que en poblacién infantil la abundancia relativa
baja de A. muciniphila se asocia significativamente con mayores
concentraciones de triglicéridos y con menores concentraciones de HDL, asi
como también que el bajo consumo de polifenoles dietarios; especificamente de
antocinidinas y flavon3oles se asocia significativamente con mayores
concentraciones de triglicéridos. Sin embargo, es necesario respaldar este
resultado con la realizacion de otros estudios, evaluando el consumo de
polifenoles a través de meétodos cuantitativos que permitan su medicion de
manera mas objetiva. Ademas, es importante alentar a los padres de nifios en

edad escolar con sobrepeso y obesos a adoptar estilos de vida saludables que



incluyan nutrimentos como los polifenoles, a fin de mejorar los parametros
metabolicos e impactar positivamente en la salud durante la nifiez y la vida
adulta.
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TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio por género.

Caracteristicas Total nifios nifas Valor P
n= 1190 (100%) n= 654 (54.96%) n= 536 (45.04%)
Edad 9.4 (6.58-13) 9.6 (6.5-13.1) 9.2 (6.5-12.9) <0.001
Peso 34.9 (20.8-62.9) 35.7 (21.3-65.6) 34.4 (20-61.7) 0.02
IMC (n %)
Normopeso 47.31 44.19 51.12 0.01
Sp/Ob 52.69 55.81 48.88
cc 64.9 (51.9- 88.6) 65.7 (51.9-90.6) 64.2 (49.9-87.1) 0.005
CCa 76.9 (61.3-98.9) 77.2 (61.9-97.9) 76.7 (60.6-99.1) 0.36
ICC 0.85 (0.77-0.96) 0.85 (0.78-0-97) 0.84 (0.75-0.94) <0.001
PAS (mmHg) 100 (80-118) 100 (80-119) 98 (80-115) 0.001
PAD (mmHg) 67.5 (50-80) 67.5 (51-80) 65 (50-80) 0.48
Caracteristicas Metabdlicas
Glucosa (mg/dL) 82 (67-98) 84 (69-99) 80 (66-96) <0.001
Colesterol total (mg/dL) 158 (108-215) 158 (107-216) 158 (110-214) 0.64
Triglicéridos (mg/dL) 81 (43-196) 77 (39-1829) 86 (47-201) <0.001
HDL (mg/dL) 50 (32-75) 52 (33-77) 49 (30-71) <0.001
LDL (mg/dL) 101 (64-149) 100 (62-153) 104 (68-149) 0.08
UAR A. muciniphila 0.2 (1.08%-11.52) .03 (2.8%-10.66) 0.03 (6.51¢-12.64) 0.84
Micronutrimentos
Polifenoles totales(mg/dia) 62.37 (23.82-169.9) 61.4 (23.2-160.02) 64.4 (24.9- 174.05) 0.29
Flavonoles (mg/dia) 5.21 (2.5-10.6) 5.1 (2.5-10.4) 5.2 (2.5-10.6) 0.44
Flavonas (mg/dia) 0.27(0.09-0.66) 0.26(0.09-0.65) 0.27(0.99-0.72) 0.15
Flavan3oles (mg/dia) 7.8(2.4-19.4) 7.8(2.3-20.3) 7.7(2.6-18.8) 0.97
Flavanonas (mg/dia) 25.5 (5.3-90.7) 25.9 (5.3-88.02) 25.3 (5.1- 92.4) 0.28
Antocianidinas (mg/dia) 19.2 (6.3-69.1) 19.1 (6.34-68.1) 192 (6.3-69.97) 0.61
0.48 (0.19- 1.98) 0.44(0.19- 2.12) 0.12

Isoflavonas (mg/dia)

0.46 (0 .19- 2.05)

IMC: indice masa corporal; Sp: sobrepeso; Ob: obesidad; CC: circunferencia de cintura; CCa: circunferencia
de cadera; ICC: indice cintura-cadera; PAS: presion arterial sistélica; PAD presion arterial diastélica; HDL:
lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; UAR: unidades de abundancia relativa
de A. muciniphila. Datos mostrados en n y porcentaje y mediana (percentil 5- percentil 95). Valor de p <0.05
considerado estadisticamente significativo. Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas y Chi2
de Pearson para variables categoricas.



Tabla 2. Caracteristicas clinico-metabdlicas por estratos de adiposidad.

Caracteristicas Peso normal Sp/Ob Valor P
n= 563 (47.31%) n= 627 (52.69%)
Edad 9 (6-13) 9 (7-13) <0.001
Género
Masculino 290 (44.01) 369 (55.99) 0.01
Femenino 275 (51.12) 263 (48.88)
Talla (cm) 1.31 (1.16-1.58) 1.39(1.21-1.6) <0.001
CC (cm) 57 (49.5-69.2) 73.8 (59.7-92.6) <0.001
CCA (cm) 69.6 (59.8-86.5) 84.05 (69.8-102.1) <0.001
ICC 0.82 (0.75-0.89) 0.88 (0.79-0.98) <0.001
PAS (mmHg) 95 (80-112) 100 (83-120) <0.001
PAD (mmHg) 64 (50-77.5) 70 (55-80) <0.001
Caracteristicas Metabodlicas
Glucosa (mg/dL) 81 (66-98) 82.5 (68-98) 0.014
Colesterol total (mg/dL) 153 (107-208) 161 (109-129) 0.001
Triglicéridos (mg/dL) 69 (40-129) 98.5 (48-217) <0.001
HDL (mg/dL) 53 (36-77) 47.5 (30-69) <0.001
LDL (mg/dL) 96 (63-142) 106 (68-156) <0.001
UAR A. muciniphila .03 (2.8-6 -10.66) 0.03 (6.516-12.64) 0.84
Caracteristicas familiares
AHFDT2 58 (10.3) 86 (13.6) 0.07
AHFPA 101 (17.9) 101 (15.9) 0.37
AHFO 267 (47.3) 386 (61.1) <0.001

Sp: sobrepeso; Ob: obesidad; CC: circunferencia de cintura; CCA: circunferencia de cadera; ICC: indice
cintura-cadera; PAS: presion arterial sistélica; PAD presion arterial diastdlica; HDL: lipoproteinas de alta
densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; UAR: unidades de abundancia relativa de A. muciniphila.
Datos mostrados en n y porcentaje y mediana (percentil 5- percentil 95). Valor de p <0.05 considerado
estadisticamente significativo. Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas y Chi2 de Pearson
para variables categéricas.

Tabla 3. Caracteristicas metabdlicas por estrato de AR de A. muciniphila Alta/Baja

Abundancia relativa de A. muciniphila

Caracteristicas metabdlicas Alta Baja Valor p
Glucosa (mg/dL) 82 (68-99) 82 (67-98) 0.63
Colesterol total (mg/dL) 158 (107-210) 158 (108-217) 0.63
Triglicéridos (mg/dL) 76.5 (40-173) 82 (44-199) 0.020
HDL (mg/dL) 51 (33-77) 50 (31-74) 0.025
LDL (mg/dL) 100 (65-147) 101.5 (64-151) 0.96

HDL: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad. Datos
mostrados mediana (percentil 5- percentil 95). Valor de p<0.05 considerado
estadisticamente significativo. Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas.



Tabla 4. Caracteristicas metabdlicas por estrato de consumo de polifenoles.

Consumo de polifenoles (gr/dia)

Caracteristicas Metabolicas Alto Bajo Valor p
Glucosa (mg/dL) 82 (68-98) 82 (67-98) 0.63
Colesterol total (mg/dL) 156 (108-209) 159 (108-219) 0.63
Triglicéridos (mg/dL) 79.5 (41-182) 82 (44-197) 0.64
HDL (mg/dL) 50 (32-74) 50.5 (32-75) 0.24
LDL (mg/dL) 99 (64-147) 102 (65-154) 0.23
UAR A. muciniphila 0.02 (2.96-11.4) 0.03 (4.1-12) 0.47

HDL: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad. Datos
mostrados mediana (percentil 5- percentil 95). Valor de p <0.05 considerado
estadisticamente significativo. Prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas.

Tabla 5. Asociacion entre las unidades de abundancia relativa de A. muciniphila

y consumo de polifenoles con parametros metabdlicos.

Consumo bajo de Polifenoles
totales mg/dL

Caracteristicas UAR baja A. muciniphila
metabdlicas
Coef p IC 95%
Glucosa mg/dL -0.542 0.37 (-1.7, 0.6)
Colesterol total mg/dL -0.515 0.81 (-4.8, 3.8)
Triglicéridos mg/dL 6.318 0.02 (0.8,11.7)
HDL mg/dL -2.080 0.01 (-3.7,-0.4)
LDL mg/dL 0.199 090 (-3.2,3.6)

Coef p IC 95%

019 072  (-.90, 1.29)
3.890 005 (-0.08,7.8)
269  0.28 (2.3, 7.6)

060 041 (-0.85,2.06)
264 009 (-0.4,5.79)

Modelo Ajustado por edad, sexo e IMC.

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad.). Valor de
p<0.05 considerado estadisticamente significativo.
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Figura 1. Asociacion entre consumo de polifenoles con parametros metabdlicos.

Modelo Ajustado por edad, sexo e IMC
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