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1. Resumen
La micobiota intestinal se refiere a la comunidad de microorganismos fliingicos que habitan en

el tracto gastrointestinal (Kazmierczak-Siedlecka et al., 2020; Strati et al., 2016). Su
composicion puede variar en los distintos estados fisioldgicos y patoldgicos del cuerpo humano
(Ott et al., 2008). En la préactica clinica se utilizan polienos, azoles, equinocandinas y
fluoropirimidinas como tratamiento farmacoldgico en las infecciones por hongos. Sin embargo,
existen limitaciones en la aplicacidn de estos farmacos debido a los efectos adversos conocidos
y, en ocasiones, a su pobre actividad antifingica. Ademads, pueden afectar a levaduras con

actividad probidtica como Saccharomyces boulardii (Ishii et al., 2017).

Se ha demostrado que la obesidad puede tener relacion con la comunidad bacteriana del tracto
gastrointestinal, principalmente los filos bacterianos Firmicutes y Bacteroidetes (Cox et al.,
2014; Ma et al., 2014). Sin embargo, no se ha encontrado suficiente informacion respecto a la
micobiota intestinal y su relacién con la obesidad. Borges et al. (2018) reportaron que en sujetos
adultos con obesidad existe una menor diversidad fuingica en comparacién con los adultos con
peso normal. Rodriguez et al. (2015) reportaron que Candida spp., Nakaseomyces spp. y
Penicillium spp. fueron los géneros flingicos que presentaron mayor abundancia en sujetos con
obesidad, mientras que en individuos normopeso se mostré mayor abundancia del género Mocur
spp. vy las especies Mocur fuscus y Mocur racemosus. Luan et al. (2015) reportaron que existe
mayor diversidad en la micobiota intestinal de en individuos adultos con obesidad en
comparacion con los normopeso. Lo anterior podria indicar que existe relacion e interaccion
entre la obesidad y la composicién de la micobiota intestinal. Por otra parte, el “Kefir”, bebida
fermentada con actividad probidtica contiene hasta 50 bacterias probidticas y levaduras
(Kluyveromyces marxianus), ha demostrado tener efecto antiobesidad. Por lo tanto es posible
especular que, tanto la microbiota como la micobiota pueden tener efecto modulador sobre la
composicion corporal y la pérdida de peso en el cuerpo humano (Bourrie et al., 2018; Dong-
Hyeon et al., 2017; Rosa et al., 2017). La disbiosis intestinal se le conoce como el desequilibrio
entre las bacterias protectoras y dafiinas que habitan la microbiota intestinal (Kaur et al., 2011).
Ocurre en trastornos prevalentes como la obesidad, enfermedad inflamatoria intestinal (EII) (
Yan et al., 2018), diabetes (Ilchmann et al., 2018), inflamacién metabdlica, aterosclerosis,

hipertension arterial (Kim et al., 2018) y enfermedad celiaca (Carding et al., 2015). Existen
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reportes que indican que la comunidad flingica en el tracto gastrointestinal puede participar en

la disbiosis intestinal (Lemoinne et al., 2020).

Varias técnicas son utilizadas para la identificacion de la micobiota del tracto gastrointestinal,
estas técnicas incluyen cultivo, microscopia, secuenciacion, espectrometria de masas (desorcién
/ ionizacion laser asistida por matriz con deteccion de masas por tiempo de vuelo) (MALDI-
TOF) y metagenémica (Hamad et al., 2017). Los avances en la secuenciacién masiva han
permitido el estudio de la microbiota tanto de la composicion (taxonomia) como de sus
funciones mediante técnicas émicas. La region I'TS ha sido descrita como el marcador universal

conveniente para la identificacion de hongos y levaduras (Ciardo et al., 2010; Guo et al., 2010).

Por otra parte, el desarrollo de nuevos productos capaces de modular la composicién de la
microbiota intestinal se han enfocado principalmente en la comunidad bacteriana. Sin embargo,
no se han encontrado reportes que indiquen el desarrollo de simbidticos, combinacién probidtica
y prebidtica, para combatir la disbiosis intestinal flingica. Por este motivo, en este estudio se
busca caracterizar la micobiota intestinal en mexicanos normopeso, con sobrepeso y obesidad
para determinar su estado de disbiosis intestinal fiingica, y con ello, buscar una terapia

antifingica alternativa al uso de farmacos.
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2. Introduccién
El término micobiota intestinal se refiere a la comunidad de microorganismos flingicos que

habitan en el tracto gastrointestinal (Kazmierczak-Siedlecka et al., 2020; Strati et al., 2016). Se
ha reportado que la composicién de la microbiota intestinal presenta diferentes perfiles en
distintos estados fisiolégicos y patoldgicos del ser humano (Ott et al., 2008). Los tratamientos
farmacoldgicos utilizados en infecciones flingicas presentan limitaciones en su aplicacion
debido a sus efectos adversos y, en ocasiones, a su pobre actividad antifiingica. Ademads, pueden
afectar a levaduras benéficas consideradas probidticas como Saccharomyces boulardii (Ishii et
al., 2017). Esta levadura es reconocida por su efecto benéfico en el tratamiento y en prevencion

de diarreas infecciosas (Czerucka, Piche, & Rampal, 2007).

Existe limitada informacion respecto al tema de la micobiota intestinal y su relacién con la
obesidad. Rodriguez et al. (2015) realizaron un estudio de la micobiota intestinal en poblacién
espaiola y reportaron que Candida spp., Nakaseomyces spp. y Penicillium spp. fueron los
géneros flingicos que se presentaron en mayor proporcién en los individuos con obesidad,
mientras que en individuos normopeso se mostré mayor presencia del género Mocur spp. Lo
anterior podria indicar que existe relacion e interaccion entre la obesidad y la composicién de
la micobiota intestinal. Por otra parte, el desarrollo de productos capaces de modular la
microbiota intestinal se han enfocado principalmente en la comunidad de bacterias. Sin
embargo, no se han encontrado reportes sobre el desarrollo de simbidticos para combatir la
disbiosis fungica o modular los perfiles de lo comunidad fiingica intestinal. Por este motivo, en
este estudio se busca caracterizar la comunidad fiingica en poblacién mexicana con peso normal,
con sobrepeso y con obesidad y poder determinar su estado de disbiosis, y con ello, buscar una

terapia antifiingica alternativa al uso de farmacos.
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3. Marco tedrico

3.1 Microbiota intestinal
Se refiere a la comunidad de microorganismos vivos residentes de manera habitual en el tracto

gastrointestinal, la mayoria de este conjunto son bacterias (procariotas) que por lo general, no
son dafiinas y poseen diversas funciones sobre la fisiologia del huésped y que aportan un

beneficio a la salud (Power et al., 2014; Tilg et al., 2020).

3.2 Micobiota Intestinal
Es el conjunto de microorganismos fingicos que habitan en el tracto gastrointestinal, se pueden

encontrar hongos filamentosos y levaduras, los cuales juegan un papel similar a la microbiota
intestinal debido a que también pueden interaccionar con el huésped (Hallen-Adams et al., 2015;

KazZmierczak-Siedlecka et al., 2020; Strati et al., 2016).

3.3 Hongos y levaduras
Los hongos son organismos eucariotas que perteneces al reino Fungi (Hongos). Son heterdtrofos

y requieren materiales orgédnicos que utilizan como fuente de energia y como esqueletos
carbonatados para la sintesis celular. Estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza,
encontrandose en habitats muy diversos. Se reproducen de forma sexual y asexual. Presentan
dos formas principales: hongos filamentosos y hongos levaduriformes (levaduras); cuya

estructura puedes ser pluricelular (filamentos) o unicelular (levaduras) (Dufossé et al., 2021).

3.4 Disbiosis intestinal
Se define como el desequilibrio entre bacterias protectoras y dafiinas que habitan la microbiota

intestinal (Kaur et al., 2011). Ocurre en trastornos prevalentes como la obesidad, enfermedad
inflamatoria intestinal (Yan et al., 2018), diabetes (Ilchmann et al., 2018), inflamacion
metabolica, aterosclerosis, hipertension arterial (S. Kim et al., 2018) y enfermedad celiaca
(Carding et al., 2015). La comunidad fingica del tracto gastrointestinal puede participar en la

disbiosis intestinal (Lemoinne et al., 2020).

3.5 Eubiosis intestinal
Se denomina eubiosis cuando la microbiota intestinal, teéricamente “normal” y “equilibrada”,

cumple con los requisitos para que el hospedero se pueda beneficiar de sus efectos sobre la salud

a nivel metabdlico, inmunitario, neuronal y de barrera protectora, propios de un individuo sano

(Ribaldone et al., 2019).
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3.6 Prebiéticos, probidticos y simbidticos
El término prebidtico fue introducido por primera vez por Gibson y Roberfroid, 1995. Se definen

como ingredientes alimentarios no digeribles por las enzimas del trato gastrointestinal, que
benefician al huésped de forma selectiva, estimulando el crecimiento y/o la actividad de una o
una cantidad limitada de bacterias benéficas en el tracto gastrointestinal (Schrezenmeir & de
Vrese, 2001). Los probidticos son microorganismos vivos que, al ser administrados en
cantidades adecuadas, ejercen efectos benéficos sobre la salud del huésped. Estos
microorganismos poseen la habilidad de interactuar con el huésped (Kerry et al., 2018). El
término simbidtico se usa cuando un producto, principalmente alimenticio, contiene probidticos
y prebidticos. Debido a que la palabra alude al sinergismo, este término debe reservarse para
productos en los que el compuesto prebidtico favorece de forma selectiva al crecimiento de

microorganismos probidticos (Markowiak & Slizewska, 2018).

3.7 Obesidad
Actualmente, la obesidad es considerada un problema de salud publica a nivel mundial. Se

define como una patologia causada principalmente por una alteracion en la ingesta energética,
que cambia hacia un balance energético positivo, puede estar influenciada por factores genéticos
y ambientales. El indice de masa corporal (IMC) es un indicador que identifica las diferentes
clasificaciones de peso que pueden llevar a problema de salud. De acuerdo el IMC, se han
clasificado al menos 5 si categorias: bajo peso, normopeso, sobrepeso, obesidad y obesidad

morbida (Locke et al., 2015) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Clasificacion del indice corporal basado en el esquema de la organizacion
mundial de la salud (WHO).

Indice de masa corporal (IMC)

kg/m? Clasificacién
<18.5 Bajo peso
18.6 -24.9 Normopeso
25-29.9 Sobrepeso
30-349 Obesidad
35> Obesidad mérbida

Kg/m?= La masa se expresa en kilogramos y el cuadrado de la estatura en metros al cuadrado.
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3.8 Antecedentes

3.8.1 Microbiota intestinal
El tracto gastrointestinal humano alberga una extensa comunidad de microorganismos

denominada microbiota intestinal. Las bacterias son los microorganismos mas abundantes (Le
Chatelier et al., 2013; Tilg et al., 2020). En el colon, la seccién de intestino mds poblada, se
pueden encontrar hasta 10'>'* unidades formadoras de colonia (UFC) por gramo de contenido
intestinal (Power et al., 2014). La microbiota intestinal desempefia diferentes funciones en la
fisiologia del huésped debido a que modula el sistema inmunol6gico, proporciona nutrientes y
energia que para el hospedero, a través de la fermentacion metabolice los diferentes compuestos
dietéticos no digeribles (Ma et al., 2014), regula el metabolismo de la glucosa y de lipidos
(Power et al., 2014). Por otra parte, el tracto gastrointestinal no sélo alberga bacterias, también
posee una comunidad fungica que es capaz de interactuar con las bacterias intestinales y el

huésped (Nieminen & Salaspuro, 2018).

3.8.2 Micobiota intestinal
La comunidad fungica se compone de levaduras y hongos filamentosos (Hamad et al., 2017).

Comprende aproximadamente del 0.03 al 2% del total de microorganismos intestinales
(Huffnagle & Noverr, 2013). Una célula fungica puede ser hasta 100 veces mds grande que una
célula bacteriana, por lo tanto, la micobiota intestinal representa una biomasa importante
(Underhill & Iliev, 2014). Actualmente, la composicion y diversidad fungica en el intestino
humano han sido poco estudiadas (Chen et al., 2011; Mukherjee et al., 2015). Algunos estudios
han demostrado que el tracto gastrointestinal humano puede albergar a mas de 150 géneros
fingicos, siendo los més frecuentes Candida spp., Saccharomyces spp. y Cladosporium spp.
(Hamad et al., 2016). Se ha reportado que las especies fingicas detectadas en el intestino
humano pertenecen principalmente a tres tipos diferentes de filos: Ascomycota, Basidomycota

y Zygomycota (Hamad et al., 2017).

Similar a la microbiota intestinal, la micobiota desempefia un papel importante en la salud y
enfermedad del hospedero (Borges et al., 2018). La micobiota intestinal esta relacionada con la
enfermedad inflamatoria intestinal (Kiihbacher et al., 2006; Ott et al., 2008), la hepatitis B, la
fibrosis quistica (Cui et al., 2013) y en la modulacién de la respuesta inmune (Iliev et al., 2012;
Moyes & Naglik, 2012). A nivel de especie, se ha reportado que Candida albicans y Candida

glabata estan relacionados en procesos infecciosos, teniendo alta presencia en pacientes
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hospitalizados (Gouba & Drancourt, 2015). La micobiota intestinal también posee relacién con
las diferentes etapas de la vida y con el género. Strati et al. (2016) reportaron que en poblacion
infantil (de 0 a 10 afios) se presenta mayor numero de especies fiingicas en comparacion con la
poblacién adulta (mayor a 18 afios) y que en mujeres adultas se presenta mayor nimero de

microorganismos flingicos en comparacion con los hombres adultos.

3.8.3 Micobiota intestinal y su relacion con la obesidad
Algunos reportes indican que la obesidad puede estar influenciada por la microbiota intestinal,

principalmente por 2 filos bacterianos: Firmicutes y Bacteroidetes (Cox et al., 2014; Ma et al.,
2014). Respecto con la micobiota intestinal y su relacién con la obesidad, s6lo se han encontrado
pocos estudios. Borges et al. (2018) reportaron que los individuos adultos con obesidad
presentaron menor diversidad fungica en comparacion con los adultos normopeso. La bebida
probidtica “Kefir”, la cual puede tener hasta 50 bacterias probidticas y levaduras
(Kluyveromyces marxianus), ha demostrado efecto antiobesidad. También se ha reportado que
la microbiota y la micobiota pueden tener efecto sobre la composicion corporal y la pérdida de
peso (Bourrie et al., 2018; Dong-Hyeon et al., 2017; Rosa et al., 2017). Luan et al. (2015)
reportaron que existe mayor diversidad en la micobiota intestinal en individuos adultos con
obesidad en comparacién con los normopeso. Rodriguez et al. (2015) asociaron que, el género
Mocur spp. y las especies Mocur fuscus y Mocur racemosus estan relacionados con la pérdida
de peso en sujetos normopeso, mientras que en sujetos con obesidad mostraron relacidn positiva
con Candida spp., Nakaseomyces spp. y Penicillium spp. También se ha reportado que la clase

Tremellomycetes se relaciona positivamente con la ganancia de peso corporal.

Por otra parte, la disbiosis flingica también puede estar presente en el tracto gastrointestinal, se
ha reportado que puede estar presente en la enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa (Iliev et
al., 2012; Q. Li et al., 2014; Ott et al., 2008). Steinert et al. (2020) reportaron que los individuos
con obesidad pueden presentar disbiosis intestinal fungica. Hasta ahora, no se encontraron
estudios que aborden el papel de la micobiota intestinal en la obesidad en poblacién mexicana.
Diversos pardmetros dietéticos, antropométricos y bioquimicos pueden verse alterados cuando

las personas presentan un incremente en el peso corporal. Hiel et al. (2020) reportaron que puede
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existir una relaciéon entre estos pardmetros y la composicién microbiana del microbioma

intestinal.

3.8.4 Tratamiento farmacoldgico en infecciones fiingicas
Actualmente se usan diversos farmacos antifingicos en el tratamiento de infecciones causadas

por hongos, principalmente por especies del género Candida spp. (Gouba & Drancourt, 2015;
Rossoni et al., 2018). En la préctica clinica hay cuatro tipos de agentes terapéuticos contra
infecciones por hongos: polienos, azoles, equinocandinas y fluoropirimidinas. Sin embargo,
existen ciertas limitaciones en su aplicacion debido a los efectos adversos reportados y, en
ocasiones, a su pobre actividad antifingica (Ishii et al., 2017). Entre los efectos adversos
destacan la fiebre, alteracion en la funcién hepética y hemdlisis (ruptura de los glébulos rojos)
(Denning, 2003). Ademads, los antifingicos no son especificos y pueden actuar en contra de
levaduras probidticas tales como Saccharomyces boulardii (Czerucka, Piche, & Rampal, 2007)
y Kluyveromyces marxianus (Maccaferri, Klinder, Brigidi, Cavina, & Costabile, 2012; Xie et

al., 2015).

Algunos microorganismos flingicos poseen diferentes factores de virulencia que le permiten
sobrevivir en el tracto gastrointestinal. Candida spp. es capaz de generar biopeliculas, esto
impide que los farmacos antifungicos realicen su actividad. Algunas bacterias probidticas como
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus 'y Lactobacillus fermentum pueden impedir
la formacién de estas biopeliculas y son capaces de actuar en contra de ciertas cepas flingicas
patogenas (Rossoni et al., 2018). La funcién principal de los simbidticos es potenciar el efecto
de probiodticos, por esta razon en este estudio se busca una combinacién simbidtica que pueda
tener un efecto modulador benéfico sobre la micobiota intestinal en personas con sobrepeso y

obesidad.

3.8.5 Métodos utilizados en la identificacion de la micobiota intestinal
Dentro de las metodologias empleadas para el estudio y deteccidon de la micobiota intestinal se

encuentran el uso técnicas de cultivo, usadas ampliamente para el aislamiento de hongos y
levaduras cultivables (Hamad et al., 2016). La espectrometria de masas por tiempo de vuelo de
desorcién/ionizaciéon ldser asistida por matriz (MALDI-TOF MS) es utilizada para la
identificacién de microorganismos mediante la creacién de espectros basados en perfiles
proteicos (Relloso et al., 2015). Esta técnica permite identificar a nivel de especie, diferentes

microorganismos aislados y cultivados a partir de muestras fecales. Estos microorganismos
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incluyen a Candida albicans, C. krusei, Galactomyces geotrichum y Geotrichum silvicola

(Gouba & Drancourt, 2015; Hamad et al., 2012).

Los métodos moleculares demuestran una identificacion rdpida y precisa de los
microorganismos flingicos en comparacién con los métodos tradicionales. Ademds, la micobiota
se puede identificar directamente de las muestras fecales. El operén ribosémico se ha utilizado
para la deteccion e identificacion de hongos. Este operén se conserva en todos los
microorganismos fungicos, contiene regiones conservadas y variables cominmente utilizadas
para su identificacion (Hamad et al., 2016). El operén ribosémico flingico contiene el gen de la
subunidad pequeiia (18S rRNA) y los genes de la subunidad grande (28S rRNA y 5.8S rRNA)
separados por los espaciadores transcritos internos ITS1 e ITS2. Las regiones conservadas de
los genes 18S rRNA y 28S rRNA son apropiadas para analizar los hongos a nivel de género.
Las regiones ITS se ha utilizado para la identificacion fingica a nivel de especie. La region ITS
ha sido descrita como un marcador universal conveniente para la identificacion de hongos

(Ciardo et al., 2010; Guo et al., 2010).

La secuenciacién de nueva generacion ha sido valiosa para caracterizar el micobioma intestinal
humano (Hoffmann et al., 2013; Underhill & Iliev, 2014). Los perfiles metagenémicos de las
comunidades fungicas intestinales se han evaluado utilizando los métodos de secuenciacion de
proxima generacion, que permiten la caracterizacién de todo el micobioma en base a la
secuenciacion de la region ITS. Rodriguez et al. (2015) caracterizaron la micobiota intestinal en
individuos sanos y con sobrepeso secuenciando los amplificados de la region ITS. Strati et al.
(2016) utilizaron los amplificados de la region ITS 1. Mientras que Heisel et al. (2015) utilizaron
la region ITS 2 como discriminador taxondmico y Hamad et al. (2017) utilizaron los

amplificados de las regiones ITS 1y 2 en el estudio del micobioma intestinal.

3.8.6 Simbioéticos contra patégenos intestinales
Diversos estudios enfocan sus investigaciones en encontrar simbidticos con actividad

antimicrobiana principalmente para inhibir el crecimiento de bacterias patégenas que habitan en
el tracto gastrointestinal. Por ejemplo Salmonella, Escherichia y Listeria (Arrizon, 2014).
Algunos patégenos flingicos, como Candida spp., tienen la capacidad de producir biopeliculas,

lo cual, les genera ventaja para poder persistir en el tracto gastrointestinal a pesar de estar
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expuestos a farmacos antifingicos (Sherry et al., 2014).  No se ha encontrado algtn reporte
que indique el efecto de un simbidtico que muestre actividad antimicrobiana en contra de

levaduras patdgenas causantes de disbiosis en la micobiota intestinal.
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4. Planteamiento del problema
Existen pocos estudios que demuestren el papel de los microorganismos fingicos en la

microbiota intestinal. Algunos estudios han reportado el papel de la micobiota intestinal en
diferentes estados patoldgicos, como la diabetes, la enfermedad inflamatoria intestinal y en
enfermedades hepaticas. Sin embargo, no hay suficientes estudios que se enfoquen en la
micobiota intestinal y su relaciéon con la obesidad. Se ha reportado que los individuos con

obesidad pueden presentar disbiosis intestinal fingica.

Por otra parte, el uso de farmacos antiftingicos en el tratamiento enfermedades infecciosas
causadas por hongos ha demostrado tener efectos negativos, como resistencia y mutaciéon de

patégenos flingicos, ademds de eliminar especies flingicas probidticas.

El uso de simbidticos, combinaciones con probidticos y prebidticos, ha demostrado tener
actividad antimicrobiana contra bacterias intestinales patégenas. Sin embargo, no se han
encontrado reportes que indiquen una combinacién simbidtica que tenga efecto inhibitorio en

contra de patdgenos fungicos.
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5. Justificacion
La micobiota intestinal humana es actualmente un drea de estudio relativamente joven y ha sido

poco estudiada en comparacién con microbiota intestinal. Recientemente se ha obtenido
informacién acerca de la composicion de la micobiota intestinal y su relacion con diversos
estado fisiolégicos y patoldgicos, sin embargo, su relacidon con la obesidad es un tema poco

explorado.

La utilizaciéon de técnicas moleculares con ayuda de la secuenciacién y metagenémica han
contribuido en el estudio de la micobiota intestinal. Ademas, con la asistencia de técnicas
nutricionales, bioquimicas, clinicas y bioquimicas es posible obtener mds informacién que
permite mayor entendimiento en el estudio de la micobiota intestinal y su relacién con el

sobrepeso y obesidad.

El uso incorrecto de farmacos antifiingicos puede generar efectos adversos en la salud y en
ocasiones han demostrado poseer poca especificidad. Por otro lado, existe mayor demanda en
el consumo de alimentos funcionales que tengan efecto positivo sobre la comunidad microbiana
en el tracto gastrointestinal. Por lo anterior, este estudio tiene como objetivo caracterizar la
comunidad flngica intestinal de individuos mexicanos con normopeso, sobrepeso y obesidad y
buscar una combinacién simbidtica como alternativa al uso de farmacos antiftingicos para

determinar la actividad antifiingica contra levaduras patégenas.
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6. Hipotesis
Es capaz de restaurar la disbiosis intestinal fliingica en individuos con sobrepeso y obesidad con

una combinacién simbidtica de probiéticos en combinacién con fructanos tipo inulina como

prebidticos.
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7.
a.

Objetivos
Objetivo general

Encontrar una combinacién simbidtica con actividad antimicrobiana contra patégenos flingicos

encontrados en la microbiota intestinal de sujetos con sobrepeso y obesidad.

b.
1.

Objetivos especificos
Evaluar las caracteristicas antropométricas, bioquimicas y dietéticas de individuos

normopeso, con sobrepeso y obesidad.

Obtener la micobiota cultivable y caracterizarla utilizando técnicas de cultivo y
MALDI-TOF, respectivamente.

Extraer material genético, secuenciar y realizar el andlisis metagendmico a partir de la
micobiota intestinal de los participantes.

Evaluar in vitro diferentes simbidticos con actividad antifungica y de inhibicién de

biopeliculas contra Candida albicans aislada de un individuo con obesidad.
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8. Metodologia
8.1 Diagrama general de la metodologia

n= 31 individuos 1= 34 individuos = 34 mdividuos
NOMOPas0 NOTICPEs obesidad
Evaluacion antropométrica, ogquimica v dietética de los
participantes

Anahsis de muestras fecales

Cultivo Extracciin y cuantificaciin

de ADN fingico

Secuenciacion, obtencion de
Tdentilicacion Evaluacion In vifre, l_lh_“-"'i“-“ ¥ ':““‘.'H"""
micobiota cultivabla pruebas de inhibicién bicinformitico para
por MALDI - TOF de crecimiento & id‘-'“[iﬁ';_:”]' l“_”'i"mt“'ﬁ'tﬂ
inhibicién de intestinal

opeliculas de
levaduras patépenas

Figura 8.1 Diagrama general de la metodologia.

8.2 Materiales y métodos
8.2.1 Estudio de la micobiota intestinal cultivable

8.2.2 Sujetos
Un total de 99 sujetos mexicanos (70 mujeres y 29 hombres) fueron clasificados en tres grupos

segin su indice de masa corporal (IMC). En el grupo 1 se incluyeron 31 sujetos normopeso
(IMC 19.5-24.9), en el grupo 2 se incluyeron 34 sujetos con sobrepeso (IMC 25.0-29.9) y en el
grupo 3 se incluyeron 34 sujetos con obesidad (IMC 30.0-39.9). Los criterios de inclusién fueron
los siguientes: edad entre 20 y 50 afos, ausencia de alguna enfermedad intestinal, diabetes o
enfermedad metabdlica, y no consumir antibidticos, antifingicos, probidticos o prebidticos

durante los 3 meses previos al estudio.
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8.2.3 Analisis dietético
Se utilizaron dos cuestionarios cuantitativos para determinar la ingesta dietética habitual de los

participantes: a) Se utilizé el cuestionario de frecuencia alimentaria para obtener informacion
sobre la ingesta alimentaria de los participantes de los 6 meses previos al estudio (Perez et al.,
2015). En cada item del cuestionario, los participantes informaron la frecuencia y la cantidad
especifica de ingesta de cada alimento (Anexo 1). b) El recordatorio dietético de 24 horas
proporciona informacién nutricional cuantitativa sobre la ingesta de alimentos durante las
dltimas 24 horas (Anexo 2) (Castell et al., 2015). En este estudio, nutricionistas realizaron todas

las entrevistas dietéticas.

8.2.4 Evaluacion antropométrica
Se realizé la evaluacién antropométrica para determinar la composicion corporal de los

participantes. Para la evaluacién antropométrica se utiliz6 el siguiente equipo: una cinta métrica
flexible metdlica de 0.5 cm de ancho graduada en centimetros y centimetros decimales
(Cescorf), una balanza digital (TANITA UM-040) con capacidad de 150 kg y graduacion de
100 g, y un adipémetro (Slim Guide) graduado en milimetros (Neves et al., 2013). Se incluyeron
las siguientes medidas antropométricas: peso (kg), altura (cm), los pliegues cuténeos tricipital,
bicipital, iliaco y subescapular (mm) y las circunferencias de cadera, cintura, brazo y mufieca
(cm) (Anexo 3) (Freedman et al., 2012). Todas las mediciones fueron tomadas por un
antropometrista certificado por la Sociedad Internacional para el Avance de Ila
Cineantropometria (ISAK) (Stewart et al., 2001).

8.2.5 Analisis bioquimico

Después de 8 horas de ayuno, se tom6 una muestra de sangre a cada participante para evaluar el
estado metabdlico. Se analizaron los siguientes elementos: hierro sérico, ferritina, transferrina,
capacidad total de fijacion de hierro (CTFH), proteinas totales, albumina, globulina, bilirrubina
total, bilirrubina directa, bilirrubina indirecta, alanina aminotransferasa (ALT/TGO), aspartato
aminotransferasa (AST/TGO), gamma-glutamil transferasa (GGT), lactato deshidrogenasa
(LDH), colesterol total, lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad
(LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), triglicéridos, glucosa, nitrégeno ureico,

creatinina y dcido drico (Anexo 4).
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8.2.6 Crecimiento de levaduras por cultivo en placa
Se diluy6 1 g de muestra fecal de cada participante con 9 ml de una solucion salina fosfatada

(0.85%) para obtener una dilucién 1/10. Se colocaron 100 pL de cada dilucién en agar
Sabouraud Dextrosa (DifcoTM), agar papa dextrosa (DifcoTM) y agar extracto de levadura
peptona dextrosa (Sigma Aldrich®). Se afiadi6 cloranfenicol a los medios de cultivo en una
concentracion de 250 mg/L. Las muestras se incubaron a 28 y 37°C durante 24, 48 y 72 h
(Hamad et al., 2017). Después del periodo de incubacién, se cuantificaron las unidades

formadoras de colonias (UFC).

8.2.7 Identificacion de levaduras por MALDI-TOF
La identificacién de las levaduras previamente cultivadas se llevé a cabo mediante la técnica de

MALDI-TOF MS. Las levaduras se aislaron de las muestras fecales como se menciond
anteriormente, y las UFC frescas se tomaron de las placas de Petri con su respectivo medio de
cultivo, las UFC se colocaron por duplicado en los pocillos de la placa de andlisis del equipo y
se dejaron secar a temperatura ambiente durante 5 min. Los pocillos se cubrieron con 1.0 pL de
una matriz [solucién saturada de 4cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma-Aldrich) en
acetonitrilo al 50% y 4acido trifluoroacético al 2.5%]. Las lecturas se obtuvieron con un
espectrometro de masas Microflex LT y el software Flex (Version 3.4, Bruker, Daltonics). El
espectrometro se calibré utilizando un extracto de proteina de Escherichia coli como control
(Bruker Bacterial Test Standard). Los criterios de identificacion fueron los siguientes:
puntuacion > 2.0 identificacién a nivel de especie; una puntuacién entre 1.7 y 1.9, identificacién
a nivel de género; una puntuacién < 1.7, sin identificacion (Relloso et al., 2015). Estos criterios
se basan en los espectros obtenidos por los microorganismos que se encuentran en la base de

datos.

8.2.8 Analisis estadistico
Se calcul6 la media y la desviacion estdndar para las variables dietéticas, antropométricas y

bioquimicas. Ademads, se realiz6 un ANOVA de un sélo factor para determinar las diferencias
significativas en las entre medias de las variables sociodemograficas, antropométricas, clinicas
y dietéticas, asi como en el recuento medio de levaduras y hongos filamentosos aislados entre
los grupos de estudio (normopeso, con sobrepeso y obesidad). El andlisis de discriminante lineal
(LDA) es un método para clasificar las muestras en valores dependientes categdricos (0 grupos,

en este caso, los tres grupos de estudio) utilizando combinaciones lineales de varios predictores
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(variables) de modo que se maximice la varianza entre grupos en relacién con la varianza dentro
del grupo. En este estudio, las funciones de discriminacién se utilizaron para analizar las
variaciones en la presencia de levaduras entre sujetos normopeso, sobrepeso y obesidad. Se
calculd la matriz de clasificacion y las funciones discriminantes lineales. En este caso, se utilizo
el LDA para permitirnos identificar una combinacion lineal de las poblaciones de levaduras para
identificar los grupos de estudio (normopeso, sobrepeso y obesidad) a los que pertenece cada
observacién. La matriz de clasificacion muestra la proporcién de valores asignados
correctamente a cada variable. El valor absoluto de cada coeficiente de las funciones
discriminantes lineales estd relacionado con la importancia de la variable para clasificar una
observacion. El andlisis se ajusté agregando coeficientes estandarizados para funciones
discriminantes lineales y el diagrama de dispersion de los puntajes para estas funciones,
proporcionando una interpretacion de la influencia de las variables para clasificar las
observaciones (Campbell, 1978; Huberty & Olejnik, 2006). Todos los andlisis estadisticos se

realizaron utilizando RStudio® versién 1.2.

8.3 Estudio del microbioma y micobioma intestinal

8.3.1 Sujetos
Un total de 30 sujetos mexicanos (20 mujeres y 10 hombres) fueron clasificados en tres grupos

segun su indice de masa corporal (IMC). En el grupo 1 se incluyeron 10 sujetos normopeso
(IMC 19.5-24.9), en el grupo 2 se incluyeron 10 sujetos con sobrepeso IMC 25.0-29.9) y en el
grupo 3 se incluyeron 10 sujetos con obesidad (IMC 30.0-39.9). Los criterios de inclusién fueron
los siguientes: edad entre 20 y 50 afos, ausencia de alguna enfermedad intestinal, diabetes o
enfermedad metabdlica, y no consumir antibiéticos, antiftingicos, probidticos o prebidticos 3

meses previos al estudio.

8.3.2 Extraccion de material genético y amplificacion
Las muestras de heces recolectadas se congelaron inmediatamente a -80°C. Se realizé la

extraccion de ADN bacteriano y fungico a partir de 180-220 mg de muestra fecal. La extraccion
se realiz6 con el uso de un kit de extraccién QIAamp® DNA Stool Mini Kit (50), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la amplificacion del gen 16S rRNA, se utilizaron los siguientes
cebadores 5’- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3’ (Forward primer) y
5’- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3’ (Reverse primer) que abarcan
las regiones hipervariables V3 / V4 del gen ARN ribosomal 16S (Klindworth et al., 2013). Para
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la amplificacion del gen 18S ADNr, se utilizaron los siguientes cebadores 5’-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-GATGAAGAACGYAGYRAA -3
(Forward primer) y 5- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-
TCCTCCGCTTWTTGWTWTGC-3’ (Reverse primer) que abarca la region ITS1 del gen 18S
ADN:Tr.

8.3.3 Preparacion de librerias y secuenciacion
En el caso de las bacterias, las secuencias utilizadas para la identificacion taxondmica

corresponden a las regiones variables V3 y V4 del gen 16S ADNr. La construccion de librerias
se llevé a cabo siguiendo el protocolo de Illumina (16S Metagenomic Sequencing Library
Preparation) (Cod. 15044223 Rev. B). Para iniciar el protocolo, se coloc el ADN gendmico
microbiano a una concentracion de 5 ng/uL. en Tris 10 mM con un pH 8.5. Con el objetivo de
obtener esta concentracién, se cuantificaron las muestras mediante fluorometria usando el
fluorémetro Qubit (ThermoFisher Scientific) y posteriormente se diluyeron para obtener la
concentracion mencionada anteriormente. En un primer paso, el ADN se amplific6 usando
cebadores especificos para este gen los cuales estaban unidos a un adaptador (Amplicon et al.,
2013). Este adaptador permite el paso de multiplexacién al afiadir indices que diferenciaron las
muestras utilizando el kit de indices Nextera XT (FC-131-1096). En el anexo 5 se muestran las
secuencias completas de los cebadores, segin la nomenclatura de la TUPAC estdndar. Antes de
la secuenciacion fue necesario realizar la cuantificacion, este proceso se realiz6 como se ha
explicado anteriormente. Una vez que la libreria est4 cuantificada se procede a la secuenciacion
utilizando un run 2x300pb paired-end (kit de reactivo MiSeq v3 (MS-102-3001) en un

secuenciador MiSeq de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Illumina).

En el caso de los hongos y levaduras, las secuencias que se utilizaron en la asignacién
taxondmica corresponden a las regiones ITS (Internal Transcribed Spacers) del gen 18S ADNTr.
Respecto a la libreria de ITS, se sigui6 el protocolo descrito anteriormente, pero con algunas
modificaciones. En primer lugar, dado que las regiones diana son diferentes entre las bacterias
y los hongos, se usaron distintos cebadores. En segundo lugar, se necesité un paso de pre-PCR
para aumentar la cantidad de ADN ya que la inicial no llegd a la concentracién minima requerida

por el fabricante (Illumina).
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8.3.4 Analisis bioinformatico
Tras la secuenciaciéon y con el objetivo de corregir los posibles errores de secuenciacion

producidos por Illumina, se usé el software DADA2 v1.11 que incluye “pipelines” para el
filtrado de las secuencias segun la calidad de éstas, el emparejado de las secuencias Forward y
Reverse, identificacion y eliminaciéon de quimeras, y la deteccion y eliminacién de las

secuencias que alinean con las del hospedador.

Los archivos de entrada (obtenidos de la secuenciacion) se demultiplexaron (archivos fastq sin
cebadores, adaptadores y enlazadores). El algoritmo DADA?2 utiliza un modelo para conocer
las tasas de error. Para reducir el tiempo de cdlculo, las lecturas redundantes se colapsaron en
unicas. Después de eso, se aplicé un algoritmo de interferencia de muestra a las variantes de
secuencia verdaderas y las lecturas directas e inversas se alinearon dando como resultado
lecturas fusionadas, siempre que tuvieran al menos 12 bases idénticas superpuestas (Callahan et
al., 2016). Se construy6 una tabla de variantes inicas de amplicon — amplicon sequences variants
- ASVs” usando las lecturas combinadas y se identificaron y eliminaron las secuencias
quiméricas. Antes de la asignacién de taxonomia, hubo un paso de eliminacion de secuencias
humanas usando bowtie2-2.3.4.2 contra la base de datos humana GRCh38.p13. Las lecturas no
alineadas se utilizaron para asignar taxonomia implementada por el método de clasificador
bayesiano ingenuo, contra la base de datos de referencia Silva (Quast et al., 2012). Se obtuvieron
las variantes unicas de amplicon (ASV) a partir de los recuentos y se colapsaron hasta el nivel
de especie. La tabla de abundancia de taxones se convirti6 en formato Biom, utilizando la
version 1.9.2 del pipeline QIIME (Caporaso et al., 2010). Se estudié la composicién de la

microbiota intestinal, la abundancia absoluta y relativa y la diversidad ecoldgica.

Para la diversidad alfa se calcul6 el indice de diversidad de Shannon. Para cada grupo, el valor
del indice de Shannon se comparé y se represent6 en una gréfica de caja. Para la diversidad beta,
se realizo el Anélisis de Coordenadas Principales (PCoA) utilizando matrices de indice de
disimilitud de Bray-Curtis, implementadas por los pipelines de QIIME, la diferencia estadistica
de los grupos se calcul6 mediante el andlisis de varianza no paramétrico de Adonis. También
buscamos taxones bacterianos significativos entre los grupos utilizando los gréaficos Volcano
(Segata et al., 2011). Se realizaron andlisis estadisticos adicionales como las pruebas de

Wilcoxon utilizando el paquete estadistico R 3.1.0 (Team, 2013).
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8.4 Evaluacion de simbiodticos con efecto de inhibicion de crecimiento contra Candida
albicas

8.4.1 Microorganismos y condiciones de cultivo
Para las combinaciones simbidticas se utilizaron Lacticaseibacillus rhamnosus, Pediococcus

acidilactici, Lactobacillus paracasei Lpc-37 y L. plantarum Lp-115, los cuales habian sido
identificados previamente mediante espectrometria de masas (desorcion/ionizacién ldser
asistida por matriz con deteccién de masas por tiempo de vuelo) (MALDI-TOF MS). En los
ensayos de inhibicién se utiliz6 una cepa clinica de Candida albicans, aislada de una muestra
fecal y posteriormente identificada por MALDI-TOF. Se utilizé6 como control Candida albicans
ATCC 10231. Lacticaseibacillus rhamnosus, Pediococcus acidilactici, L. paracasei y L.
plantarum se cultivaron en medio Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (DIFCO™, Le Pont de Claix,
Francia). C. albicans ATCC 10231 y la C. albicans clinica, se cultivaron en medio YPD
(levadura-peptona-dextrosa) (SIGMA-Aldrich®, St. Louis, EE. UU.). Todos los

microorganismos se cultivaron a 37°C.

8.4.2 Obtencion de los sobrenadantes libres de células (SLC)
Los sobrenadantes se obtuvieron siguiendo el método descrito por Garcia-Gamboa et al. (2018).

Lacticaseibacillus rhamnosus, Pediococcus acidilactici, L. paracasei y L. plantarum se
incubaron en caldo MRS y MRS modificado a 37°C durante 24 h. El medio MRS modificado
se preparé cambiando la dextrosa por fructanos de tipo inulina como fuente de carbono. El caldo
de cultivo obtenido del crecimiento de cada probidtico se centrifugé a 2800 x g durante 10 min,
a 4°C. Los sobrenadantes se filtraron utilizando un filtro estéril con un tamafio de poro de 0.45
um (Corning®).

8.4.3 Determinacion de acidos grasos de cadena corta en los SLC

Las concentraciones de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) se determinaron mediante la
técnica de cromatografia de gases con detector de ionizacién de flama (GC 2010, Shimatzu®)
utilizando el método reportado por Femia et al. (2002) con algunas modificaciones. Se acidifico
una muestra de 250 uL de cada sobrenadante con 25 puL de solucién de dcido fosférico (0.5 M).
Se extrajeron los AGCC afiadiendo 250 pL de éter dietilico, se centrifugé a 9400 x g durante 3
min. La fase de éter (5 uL) se inyect6 directamente en una columna (HP-FFAPP 30 m x 0.250
mm X 0.25 mm, columnas GC Agilent JW) a 180°C usando N2 como gas portador, durante 10

min. Las temperaturas de deteccion e inyeccion se fijaron a 230°C.
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8.4.4 Evaluacion del efecto inhibitorio de los SLC contra el crecimiento de Candida
albicans
Se utiliz6 la técnica de microdilucion en caldo en placas de microtitulacion de 96 pocillos para

examinar la actividad antifingica de los sobrenadantes de Lactobacillus spp. contra Candida
albicans clinica y C. albicans ATCC 10231; este ensayo fue desarrollado segtin lo reportado
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). C. albicans clinica y C.
albicans ATCC 10231 se cultivaron en caldo YPD a 37°C durante 24 h, y se inocularon 1 x 10°
UFC/mL (0.2 a una densidad 6ptica de 600 nm) en caldo YPD. Los sobrenadantes de
Lacticaseibacillus rhamnosus, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus paracasei y L.
plantarum se diluyeron en serie a través de diluciones en caldo YPD y se colocaron en placas
de microtitulacién de 96 pocillos. A continuacion, se analizé por espectrofotometria el
crecimiento de Candida spp. en presencia de diferentes concentraciones de los SLC, se midi6 a
una densidad Optica de 600 nm. Las lecturas se tomaron cada hora durante 18 h. Otras series de
sobrenadantes se ajustaron a un pH 6.5 con una solucién estéril de NaOH 1 N. Para evaluar la
estabilidad térmica de la actividad inhibitoria de los sobrenadantes, los SLC se sometieron a un

tratamiento térmico a 121°C durante 15 min (esterilizados en autoclave).

8.4.5 Evaluacion de la inhibicion de formacion de biopeliculas contra Candida albicans
Se colocaron cien microlitros (1 x 10° UFC / ml) de los cultivos de 16 h de C. albicans clinica

y C. albicans ATCC 10231 en caldo YPD. Después del periodo de incubacién de 24 h, se
afiadieron 150 pL por triplicado a una placa de microtitulacion de 96 pocillos en presencia de
25 pL, 50 uL y 100 pL de los SLC obtenidos de Lacticaseibacillus rhamnosus, Pediococcus
acidilactici, L. paracasei y L. plantarum y se incubaron a 37°C durante 24 h. Los pocillos que
contienen sélo Candida spp. fueron tomados como control. Se utilizé cloranfenicol como
control negativo para evaluar la inhibicion del crecimiento contra Candida. Después del periodo
de incubacion, se retird el contenido de los pocillos y se lavaron cuidadosamente con una
solucion salina tamponada con fosfato (pH 7.0). Después de eso, se agregaron 100 pL de
metanol (99% v/v) a cada pocillo y se mantuvieron durante 15 min; después de ese periodo, se
elimind el metanol y los pocillos se secaron bajo aire estéril durante 5 min. Se colocé una
solucién de cristal violeta (100 uL) a cada pocillo durante 15 min. Se elimind el cristal violeta
y los pocillos se lavaron cuidadosamente con agua. Se dejaron secar los pocillos y se ley6 la
absorbancia a 620 nm. La reduccién de la formacién de biopeliculas de Candida spp. se calcul6

utilizando la siguiente ecuacion:
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% Reduccion de biopelicula =1 — (DenSLdad Optlcal/Densidad 6ptica2) X 100%

Donde:

Densidad 6ptica 1 = Absorbancia de los pocillos que contienen los SLC y Candida spp.
Densidad 6ptica 2 = Absorbancia de los pocillos que contienen s6lo Candida spp. (control).

8.5.6 Analisis estadistico
Todos los experimentos del estudio se llevaron a cabo por triplicado y los datos se expresan

como media + D.E. (media + desviacion estdndar). Los valores promedios de las mediciones de
la densidad Optica y las concentraciones de AGCC se compararon entre los tratamientos
experimentales utilizando ANOVA unifactorial, y los valores P < 0.05 se consideraron
significativos. También se utilizaron pruebas ¢ pareadas para comparar las diferencias entre las
medias de los tratamientos experimentales. Se utilizd GraphPad Prism 8.4.3. (GraphPad

Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.) Y el paquete rstatix versiéon R 4.0.3.

9. Resultados

9.1 Estudio de la micobiota intestinal cultivable
En total, se evaluaron 99 sujetos mexicanos, 70 mujeres y 29 hombres. Las caracteristicas

sociodemogréficas de los 99 participantes se muestran en la Tabla 9.1. Todos los grupos estaban
compuestos principalmente por mujeres (normopeso 64.5 %, sobrepeso 70.58 % y obesidad
73.52 %). La edad promedio fue de 32.42 + 10.17 afios. Se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en las mediciones antropométricas entre los tres grupos. La masa
grasa aument6 en concordancia con el IMC en los grupos de normopeso, sobrepeso y obesidad
(15.61 £4.92, 21.46 £ 4.56, 31.97 + 7.71 kg, respectivamente). Las mediciones de IMC, las
circunferencias de cintura y cadera y la relacién cintura-cadera aumentaron gradualmente de

participantes normopeso a participantes con obesidad.

La tabla 9.2 muestra los resultados de los conteos en placa de la micobiota cultivable de los
participantes. Se observd tanto las levaduras y hongos cultivables aumentaron conforme
aument6 el IMC, Se mostré diferencia estadisticamente significativa en normopeso y grupos
con sobrepeso y obesidad (P < 0.05) El conteo promedio de levaduras fue de 1.6, 2.16 y 2.19
log10 UFC/g de heces, y el recuento promedio de hongos filamentosos fue de 1.09, 1.38 y 1.60
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log10 UFC/g de heces en participantes normopoeso, sobrepeso y obesidad, respectivamente. De
162 colonias de levaduras aisladas, 71 fueron identificadas y clasificadas en 16 géneros o
especies. En este estudio, no se pudo identificar el 56% de los aislamientos y tampoco fue
posible identificar los hongos filamentosos; para este grupo de microorganismos sélo se

cultivaron y se reportaron como UFC/g de heces.

En los resultados de la identificacion de la micobiota cultivable se encontraron dos filos
fungicos; el filo predominante fue Ascomycota, del cual se observaron cuatro géneros diferentes
(Candida spp., Geotrichum spp., Kazachstania spp. y Pichia spp.), seguido del filo
Basidiomycota, del cual se observaron dos géneros (Rhodotorula spp. 'y Cryptococcus spp.).
Solo se observé una especie para la mayoria de los géneros. En el género Candida spp. se
identificaron 10 especies: Candida glabrata (71.72%), C. orthopsilosis (5.05%), C. lambica
(21.21%), C. kefyr (6.06%), C. albicans (29.29%), C. krusei (27.27%), C. valida (8.08%), C.
parapsilosis (16.16%), C. utilis (1.01%) y C. humilis (2.02%). Se observaron dos especies
diferentes dentro del género Geotrichum spp.: Geotrichum silvicola (16.6%) y G. candidum

(7.07%) (Tabla 9.3).
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Tabla 9.1 Caracteristicas sociodemograficas, antropométricas y clinicas de los participantes.

Caracteristicas Grupos

Normopeso Sobrepeso Obesidad

(n=31) (n=34) (n=34) Valor- P

n 31 34 34
Género (mujer/hombre) 20/ 11 24 /9 25/8
Edad (afios £ SD) 27.83 £5.39 3476 £ 11.82 34.67 £10.50 0.006 *
IMC (kg/m?) 2232+ 1.75 27.15+£1.20 34.50+£4.91 <2e-16 *
Circunferencias
Cintura (cm) 75.19 £6.78 85.31 £7.85 99.75 £13.64  9.58E-16 *
Cadera(cm) 96.64 +4.14 102.59 £3.92 11499+ 11.85 2.44E-15 *
Indice cintura-cadera 0.77 £0.06 0.83+0.83 0.86 £ 0.08 0.00002 *
Masa grasa (kg) 15.61 £4.92 21.46 £4.56 31.97£7.71 <2e-16 *
Masa muscular (kg) 19.24 £6.90 20.12 £5.64 20.14 £ 4.68 0.778 *
Transferrina (mg/dL) 247.06 £44.48 267.88 £28.67 262.85+34.16 0.058
ALT/TGP (U/L) 2411 £11.62 33.41 £18.56 38.38 £21.86 0.007 *
GGT (U/L) 11.32 £6.35 26.88 £ 18.53 25.38 £15.44  4.73E-05 *
Colesterol total (mg/dL) 162.94 £24.94 170.56 £24.81 165.59 +£29.20 0.498
LDL (mg/dL) 95.95+£22.42 112.01 £22.99 104.14 £22.48 0.020 *
VLDL (mg/dL) 14.77 £ 6.89 17.13 £9.29 18.29 £9.67 0.362
HDL (mg/dL) 54.36 £ 12.25 43.34 + 6.59 41.32 £6.34 3.09E-08 *
Triglicéridos (mg/dL) 82.84 £37.67 12224 +41.89 149.76 £94.85 3.03E-04 *
Glucosa (mg/dL) 82.19 £26.87 77.03 £3.01 81.00 £8.27 0.387
BUN (mg/dL) 15.0+£2.90 14.83 £3.28 12.82 £4.25 0.017 *
Acido drico (mg/dL) 498 +£1.0 5.84 £1.06 5.76 + 1.54 0.017 *

Los valores representan la media + desviacion estandar

*Valores con diferencia estadisticamente significativa (ANOVA, P < 0.05)

IMC, Indice de Masa Corporal. ALT/TGP, enzima Alanina Transaminasa. GGT, enzima Gamma-
Glutamil. LDL, Lipoproteina de baja densidad. VLDL, Lipoproteina de muy baja densidad. HDL,
Lipoproteina de alta densidad. BUN, Nitrégeno ureico en sangre.

Se realizé un andlisis de discriminantes para evaluar las diferencias entre los grupos
(normopeso, sobrepeso y obesidad) con el conjunto de datos que comprende 16 parametros
(levaduras identificadas), y se estimaron dos funciones discriminantes. La Tabla 9.4 presenta
los coeficientes estandarizados para las funciones discriminantes lineales; el valor absoluto de
cada coeficiente estd relacionado con la importancia de la variable en la clasificacién de una
observacion. En la primera funcion discriminante, Candida albicans y Geotrichum silvicola

tuvieron los coeficientes mds significativos, con valores de 0.62 y 0.47, respectivamente. Esta

36



funcién es la que discrimina los grupos, y los valores més altos se asociaron con el grupo con
obesidad. Candida krusei también tuvo uno de los coeficientes mas significativos de -0.47, y
esta variable se asocio con el grupo con sobrepeso. La Figura 9.1 muestra el diagrama de
dispersion para las puntuaciones de las dos funciones discriminantes lineales; se mostré un
patrén con zonas superpuestas para los datos en los tres grupos, lo que significa que las
funciones discriminantes pueden discriminar entre grupos tomando en cuenta las levaduras que
estuvieron presentes. Las observaciones de los sujetos con obesidad tuvieron puntuaciones mas
altas para la primera funcién discriminante, seguido del grupo con sobrepeso, y el grupo

normopeso tuvo puntuaciones mas bajas (con una superposicion para los dos tltimos grupos).

Tabla 9.2. Conteos en placa de levaduras y hongos filamentosos aislados de la
micobiota intestinal de los participantes.

Normopeso Sobrepeso Obesidad
(n=31) (n=34) (n=34) Valor p Grupos
Total 1.88+£0.7 2.18+0.6 2.89 £0.729 0.01 a,b,b
Levaduras 1.6 £0.7 2.16£0.6 2.19+£0.74 0.01 a,b,b
Hongos filamentosos 1.09 +£0.1 1.38 £0.5 1.60+0.11 0.2 a,a,a

Los valores se presentan como media + desviacion estandar.

Se calcul6 el Log10 de las Unidades Formadoras de Colonias (CFU) por gramo de muestra
fecal para normalizar y presentar los datos.
Letras similares representan grupos homogéneos (a,b).

Los filos Ascomycota y Basidiomycota se encontraron en las tres poblaciones. Para
Ascomycota, Candida albicans, C. lambica y Geotrichum silvicola mostraron mayor
abundancia en el grupo con obesidad en comparacion con los normopeso y sobrepeso. Candida
kefyr, C. valida, Geotrichum candidum y Pichia kluyveri se encontraron s6lo en sujetos con
obesidad. Candida glabrata presenté mayor abundancia en normopeso en comparacién con
sujetos con obesidad y sobrepeso. También se mostré la presencia de Candida orthopsilosis, C.
utilis y Kazachstania exigua s6lo en normopeso. En el filo Basidiomycota, Rhodotorula
mucilaginosa fue la especie predominante en sujetos con obesidad en comparacion con los
normopeso y sobrepeso. Mientras tanto, Cryptococcus liquefaciens se encontré sélo en el grupo

eutrofico (Tabla 9.3)

La Tabla 9.5 muestra la informacion dietética recopilada mediante dos cuestionarios dietéticos;

estos cuestionarios abarcaron la informacion dietética durante un periodo largo (6 meses) y un
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periodo corto (24 horas). Los resultados mostraron una diferencia en la ingesta para algunos
grupos dietéticos; por ejemplo, kilocalorias totales (kcals), kcals de carbohidratos, kcals de
proteinas, carbohidratos complejos, kcals de carne y kcals de vegetales. Estos parametros
aumentaron del grupo normopeso al grupo con obesidad. Hubo un aumento en la ingesta de
lipidos, productos lacteos y carbohidratos simples s6lo en sujetos con obesidad; sin embargo,

no se observaron diferencias significativas.

Tabla 9.3. Cuantificacion de las levaduras identificadas de la micobiota cultivable a
partir de muestras fecales de los participantes.

Normopeso Sobrepeso Obesidad Total Abundancia

Levaduras (n=31) (n=34) (n=34) relativa (%)
Candida glabrata 21 11 19 71 51.52
Candida orthopsilosis 5 0 0 5 5.05
Candida lambica 0 8 13 21 21.21
Candida kefyr 0 0 6 6 6.06
Candida albicans 3 3 23 29 29.29
Candida krusei 11 16 0 27 27.27
Candida valida 0 0 8 8 8.08
Candida parapsilosis 8 8 0 16 16.16
Candida utilis 1 0 0 1 1.01
Candida humilis 0 2 0 2 2.02
Rhodotorula mucilaginosa 4 2 14 20 20.20
Cryptococcus liquefaciens 2 0 0 2 2.02
Geotrichum silvicola 3 1 12 16 16.16
Geotrichum candidum 0 0 7 7 7.07
Kazachstania exigua 7 0 0 7 7.07
Pichia kluyveri 0 0 1 1 1.01

Los pardmetros bioquimicos fueron significativamente diferentes entre los grupos de estudio
(Tabla 9.1). Las enzimas ALT/TGP y GGT, LDL, triglicéridos y 4cido ureico (38.38 + 21.86,
25.38 + 15.44, 104.14 + 22.48, 149.76 + 94.85 y 5.76 + 1.54, respectivamente) fueron los
parametros con mayores concentraciones en el grupo con obesidad en comparacion con el grupo
conformados por sujetos normopeso, mostrando diferencia significativa (P < 0.05). Otros
pardmetros, como transferrina, AST/TGO y enzimas LDH, se incrementaron en sujetos con
sobrepeso y obesidad. Sin embargo, estos pardmetros no alcanzaron una diferencia

estadisticamente significativa. HDL y BUN mostraron una alta presencia en el grupo normopeso
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(54.36 £ 12.25 y 15.0 £ 2.90, respectivamente), y estos pardmetros se redujeron en los grupos

con sobrepeso y obesidad (P < 0.05).

Tabla 9.4 Comparacion del analisis discriminante lineal entre los grupos (normopeso,
con sobrepeso y con obesidad.

Levaduras LD1 LD2
Candida glabrata 0.10 0.20
Candida orthopsilosis -0.27 0.65
Candida lambica 0.33 -0.48
Candida kefyr 0.18 0.10
Candida albicans 0.63 0.22
Candida krusei -048 -045
Candida valida 0.18 -0.02
Candida parapsilosis -0.26  -0.04
Candida utilis -0.16  0.26
Candida humilis -0.01 -0.04

Rhodotorula mucilaginosa 025 0.46
Cryptococcus liquefaciens  -0.06  0.25

Geotrichum silvicola 0.21 -0.01
Geotrichum candidum 048 0.13
Kazachstania exigua -0.35 0.65
Pichia kluyveri 0.09 -0.08

Proporcion de traza: LD1 0.76, LD2 0.23

Las Figuras 9.2, 9.3 y 9.4 muestran la correlaciéon entre los parametros antropométricos,
bioquimicos y dietéticos con la micobiota cultivable de sujetos normopeso, sobrepeso y
obesidad. Los datos antropométricos mostraron correlacién positiva y negativa con las
levaduras; El peso, el IMC, las circunferencias de cintura y cadera, la masa grasa y el indice
cintura-cadera mostraron correlacion positiva con Basidiomycota, Rhodotorula spp., Candida
albicans, C. lambica, C. kefyry C. valida (P < 0.05). Mientras que ALT/TGP, AST/TGO, LDL
y VLDL mostraron correlacién positiva con Geotrichum candidum (P < 0.05). El colesterol
HDL mostr6 correlacion positiva con Kazachstania spp. y K. exigua (P < 0.05). El consumo de
lipidos mostré correlacion positiva con Kazachstania spp., K. exigua, Geotrichum silvicola y
Candida parapsilosis. Las Kilocalorias mostraron una correlacién positiva con Geotrichum
candidum y el consumo de carbohidratos simples mostré una correlacion positiva con Candida

lambica (P < 0.05).
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Figura 9.1. Anadlisis de discriminante lineal de la micobiota cultivable a partir de las

heces de sujetos normopeso, con sobrepeso y con obesidad. Las levaduras identificadas se

agruparon en los distintos grupos tomando en cuenta la presencia de estos
microorganismos.
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Tabla 9.5. Andlisis dietético de los participantes.

Caracteristicas Grupos de participantes

Normopeso (n=31) Sobrepeso (n=34) Obesidad (n=34) Valor P
Kcals totales 1612.42 £293.08 1636.38 £302.15 1858.42 £302.52 0.0017
Kcals por alimento:
Carbohidratos 787.1 £205.56 800.71 £211.50  951.53+£197.46  0.0020
Proteina 343.68 + 86.40 337.76 £93.38 407.06 £111.06  0.0073
Lipidos 481.65 £200.06 49791 £159.90  499.62 + 140.82  0.8943
Carbohidratos simples 38.71 + 28.86 71.76 £ 51.73 73.53 £49.70 0.1506
carbohidratos complejos  748.39 +201.89  728.94 £ 180.58 886.18 £ 186 0.0016
Productos lacteos 63.29 +40.75 51.88 +31.76 50.82 +30.41 0.6764
Carne 173.42 + 82.56 179.53 £77.10 218.24 + 68.16 0.0373
Vegetales 106.97 + 39.04 106.35 + 49.98 137.41 + 45.66 0.0075

Los valores representan la media + desviacion estandar
*Valores con diferencia estadisticamente significative (ANOVA, P < 0.05)
Kcals, kilocalorias
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Figura 9.2. Analisis de correlacion entre la micobiota intestinal cultivable de los grupos

normopeso, con sobrepeso y obesidad con las variables antropométricas. Las letras entre

paréntesis (P, C, O, F, G y S) indican filo, clase, orden, familia, género y especie,

respectivamente. Los colores azul y rojo representan la correlacion positiva y negativa,

respectivamente.
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Figura 9.3. Analisis de correlacion entre la micobiota intestinal cultivable de los grupos
normopeso, con sobrepeso y obesidad con las variables bioquimicas. Las letras entre
paréntesis (P, C, O, F, G y S) indican filo, clase, orden, familia, género y especie,
respectivamente. Los colores azul y rojo representan la correlacion positiva y negativa,

respectivamente.
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Figura 9.4. Analisis de correlacion entre la micobiota intestinal cultivable de los grupos
normopeso, con sobrepeso y obesidad con las variables dietéticas. Las letras entre
paréntesis (P, C, O, F, G y S) indican filo, clase, orden, familia, género y especie,
respectivamente. Los colores azul y rojo representan la correlacion positiva y negativa,

respectivamente.
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9.2 Estudio del microbioma y micobioma intestinal
Se investigd el microbioma y micobioma intestinal de 10 sujetos normopeso, 10 con sobrepeso

y 10 con obesidad, basado en la clasificacién del indice de masa corporal por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Adicionalmente, se realizaron los andlisis antropométricos,

dietéticos y bioquimicos a cada participante.
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Figura 9.5 Analisis de la diversidad alfa bacteriana y fingica de la microbiota intestinal
analizada en los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad. (a) valores del indice de
Shannon observados en las muestras con el gen 16S, (b) valores del indice de Shannon

observados en las muestras con el gen ITS.

La Tabla 9.6 muestra las caracteristicas sociodemograficas, antropométricas, bioquimicas y
dietéticas de los 30 participantes. Los tres grupos estaban compuestos principalmente por
mujeres. La edad promedio fue de 29.53 + 7.85 afios. Se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en los pardmetros antropométricos entre los tres grupos; El
porcentaje de masa grasa incrementd conforme aument6 el IMC en los grupos normopeso,
sobrepeso y obesidad (26.64 + 9.79, 29.01 + 480 y 37.40 £ 4.69% de masa grasa,
respectivamente) (P < 0.0041). Por el contrario, el porcentaje de masa muscular disminuy6
conforme aument6 el IMC en los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad (30.30 £+ 0.09, 24.9
+3.92'y23.52 +£3.39 %, respectivamente) (P < 0.0445). Las circunferencias de cintura y cadera
incrementaron conforme aumento el IMC, se presentaron los siguientes valores para los grupos
normopeso, sobrepeso y obesidad: 77.23 + 8.88, 81.96 £ 4.36 101.58 = 13.12 cm de
circunferencia de cintura, respectivamente (P < 0.0001) y 98.24 +4.58, 102.55 +5.26 y 117.76
+ 15.59 cm de circunferencia de cadera, respectivamente (P < 0.0004). los siguientes parametros

bioquimicos mostraron diferencia estadistica entre los grupos; Las enzimas alanina
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transaminasa y gamma-glutamil, los triglicéridos y la glucosa, presentaron valores elevados en
el grupo con obesidad, mostrando diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05). Las
lipoproteinas de alta densidad (colesterol HDL) mostraron los valores mds elevados en el grupo
normopeso (54.04 + 12.05) en comparacién con los grupos con sobrepeso (41.17 £ 6.33) y
obesidad (38.08 + 2.67) (P < 0.003). Respecto a los parametros dietéticos, las kilocalorias,
carbohidratos, proteinas, carbohidratos simples y complejos, cdrnicos y vegetales mostraron los
valores més elevados en el grupo con obesidad en comparacion con los normopeso y sobrepeso.
Sin embargo, sélo el consumo de proteinas y de carnicos mostraron diferencia estadistica

significativa (P < 0.05).

(a) 16S Género (b) ITS Género

12 %)

PCOA2 ( 1

0.3 0.4
PCoA1 ( 27.06 %)

0.0
PCoA1 ( 26.3 %)

Adonis P-value: 0.028 Adonis P-value: 0.677

e NOrmopeso Sobrepeso === Obesidad

Figura 9.6 Analisis beta del conjunto de datos en funcién de los géneros bacterianos (a) y
fangicos (b) encontrados en la microbiota intestinal de los participantes.

En la identificacién del microbioma intestinal se secuenciaron los marcadores genéticos 16S e
ITS para determinar las bacterias y los microorganismos fungicos, respectivamente.
Posteriormente, se realizé la asignacién taxonémica a los microorganismos presentes en las
muestras. Asi mismo, se analiz6 la diversidad de los microorganismos mediante el estudio de la
diversidad alfa y beta. La Figura 9.5 muestra los resultados de la diversidad alfa, para ello se
utiliz6 el indice de Shannon. La Figura 9.5a muestra los valores del indice de Shannon en
relacién con las bacterias para los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad; 4.85 + 0.40, 4.87

+ 0.37 y 4.85 £ 0.42, respectivamente, no se presentd diferencia estadistica significativa entre
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los grupos (P < 0.927). La Figura 9.5b muestra la diversidad alfa de la comunidad fiingica en
los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad; 1.77 + 0.84, 1.80 = 0.95 y 1.87 + 0.82,
respectivamente, no se encontré diferencia estadistica entre los grupos (P < 0.932). Las

bacterias presentaron mayor diversidad que la microbiota fingica de los tres grupos de estudio.

(a) Memmm—— S - Firmicutes
I Bacteroidetes
40.11% .
49.57% Proteobacteria
’ 61.85% =
" Verrucomicrobia
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Prevotella
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B Lachnospiraceac
B Parabacteroides
B Phascolarctobacterium
B Alloprevotella
B Clostridia
W Subdoligranulum
I Oscillospiraceae
Faecalibaterium
B Dialister

(b)

Normopeso  Sobrepeso Obesidad
Figura 9.7 Representacion grafica de las principales asignaciones taxonémicas
bacterianas encontradas en el microbioma intestinal de los participantes a nivel de filo

(a) y género (b) realizadas mediante el programa Qiime 1.9.2.

La Figura 9.6 muestra el andlisis de la diversidad beta utilizando la métrica de disimilitud de
Bray-Curtis. Los resultados se visualizan en el andlisis de coordenadas principales (PCoA)
realizado en funcién de la microbiota bacteriana y flingica a nivel de género. El PCoA consiste

en la reduccién de la dimensionalidad de los datos de manera que las multiples variaciones
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quedan agrupadas en distintos componentes de acuerdo con su importancia en la interpretacién
de la variable observada. En el PCoA bacteriano se aprecian tres clusters claramente
diferenciados para los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad, mostrdndose diferencia
significativa entre los grupos (P < 0.028) (Figura 9.6a). En el PCoA fingico, los agrupamientos
de los grupos se traslaparon entre si y no se mostré diferencia significativa (P < 0.677) (Figura

9.6b).

La figura 3.3 muestra la taxonomia bacteriana a nivel de filo y género. Los filos Firmicutes y
Bacteroidetes predominaron en los tres grupos (figura 9.7a). Firmicutes increment6 conformé
aument6 el IMC en los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad (40.11%, 49.57%, y 61.85%,
respectivamente). Mientras que Bacteroidetes disminuy6 conforme aument6 el IMC en los
grupos normopeso, sobrepeso y obesidad (45.39%, 39.52%, y 29.08%, respectivamente).
Proteobacteria mostré en una abundancia de 3.43%, 4.48% y 4.21% en normopeso, sobrepeso
y obesidad, respectivamente. Mientras que Verrucomicrobia presenté una abundancia de 0.66%,
2.53% y 1.59% en normopeso, sobrepeso y obesidad, respectivamente. Actinobacteria presento
baja abundancia en los tres grupos (de 0.60% a 1.14%) y Fusobacteria s6lo se presentd en el

grupo con obesidad (0.30%).

El género Prevotella presentd mayor en abundancia en sujetos normopeso (19.60%), su
abundancia disminuyé en los grupos con sobrepeso y obesidad (7.50% y 3.70%,
respectivamente). Bacteroides presentd alta abundancia en todos los grupos, se mostré una
abundancia de 12.10%, 14.90% y 14.60% en los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad,
respectivamente  (Figura 9.7b). Los géneros Akkermansia spp., Dialister spp.,
Phascolarctobacterium spp., Subdoligranulum spp., Ruminococcus spp., Agathobacter spp. y
Desulfovibrio spp. mostraron mayor abundancia en los individuos con sobrepeso y obesidad en

comparacion los normopeso (Tabla 9.7).

La Tabla 9.8 muestra las bacterias identificadas nivel de especie en el microbioma intestinal de
los tres grupos. Los grupos con sobrepeso y obesidad mostraron mayor abundancia de
Bacteroides stercoris (1.27 - 2.91%), Ruminococcus bromii (2.29 - 3.12%), Subdoligranulum
variabile (0.93 - 1.22%), Phascolarctobacterium faecium (3.21 - 1.43%) y Akkermansia
muciniphila (2.52 - 1.60%) en comparacién con los normopeso. Mientras que Bacteroides

vulgatus, Prevotella copri, Prevotella stercorea, Faecalibacterium prausnitzii mostraron mayor
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abundancia en los participantes con normopeso (5.29%, 17.08%, 1.18%, 3.81%,

respectivamente) en comparacion con los grupos con sobrepeso y obesidad.

[l Basidiomycota
B Ascomycota

(a)

Normopeso Sobrepeso Obesidad
() - Malassezia
Hanseniaspora
Diutina
Candida
Saccharomyces
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Kazachstania
Pichia
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Obesidad Kodamaea
Cladosporium

S—
Normopeso Sobrepeso

Figura 9.8 Representacion grafica de las principales asignaciones taxondomicas fiingicas
del microbioma intestinal a nivel de filo (a) y género (b) realizadas mediante el programa
Qiime 1.9.2.

La Figura 9.8 muestra la taxonomia fingica nivel de filo y género del micobioma intestinal. Se
observé que Ascomycota y Basidiomycota fueron los filos que dominaron en los tres grupos.
Ascomycota present6 una abundancia de 94.00%, 93.60% y 93.30% para los grupos normopeso,
sobrepeso y obesidad, respectivamente. Mientras que Basidiomycota present una abundancia

de 6.00%, 6.40% y 6.70% en normopeso, sobrepeso y obesidad, respectivamente (Figura 9.8a).
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Tabla 9.6 Caracteristicas sociodemograficas, antropométricas, bioquimicas y dietéticas
de los participantes

Variables Grupo de estudio

Normopeso Sobrepeso Obesidad Valor- P
n 10 10 10
Género (mujer/hombre) 713 7/73 6/4
Edad promedio (afios = D.E.) 32 +£7.65 29.90 £ 10.01 26.5 £4.62 0.2717
IMC promedio 22.87 26.49 35.7 0.0001
Circunferencia de cintura (cm)  77.23 + 8.88 81.96 £4.36 101.58 £13.12  0.0001
Circunferencia de cadera (cm) 98.24 £4.58 102.55 £5.26 117.76 £15.59  0.0004
Indice cintura cadera 0.79 0.79 0.86 0.0217
Masa grasa (%) 26.64 £9.79 29.01 £4.80 37.4 +£4.69 0.0041
Masa muscular (%) 30.30 £9.09 249 +£3.92 23.52 +£3.39 0.0445
Hierro sérico (ng/dL) 109.2 + 36.41 93.98 +£24.31 81.77 £21.99 0.1136
Proteinas totales (g/dL) 7.11 £0.32 7.12£0.25 7.16 £0.24 09114
Bilirrubina total (mg/dL) 0.69 £0.15 0.60 £0.28 0.86 £0.52 0.3169
ALT/TGP (U/L) 24.20 £ 15.79 25.64 £9.81 47.10 £27.84 0.0222
AST/TGO (U/L) 36.05 +30.31 22.74 £ 6.00 60.22 + 50.221 0.0606
GGT (U/L) 11.00 £ 7.64 19.20 + 8.28 22.60 £9.16 0.0137
Colesterol (mg/dL) 169.60 £29.84  165.40 £22.90 170.80 = 25.99 0.8915
HDL (mg/dL) 54.04 £12.05 41.17 £6.33 38.08 +£2.67 0.0003
Triglicéridos (mg/dL) 93.30 £ 62.18 111.60 £27.16 188.10 £99.40 0.012
Glucosa (mg/dL) 79.20 £ 4.66 77.20 £3.04 8530+ 11.13 0.0465

1760.9 £404.43 1636.50 +226.45 1844.40 £313.66 0.3644
832.80 +277.88 796.00 +239.33 1004.40 £ 189.15  0.1326
360.20 + 100.28 324.80 £78.98  386.80 = 114.79 0.0001 *
567.90 £235.39 515.70 £93.24  453.10 + 146.03 0.3286
28.00 £32.93  72.00 £90.03 88.00 = 74.95 0.161

Kilocalorias (kcal)
Carbohidratos (kcal)
Proteinas (kcal)

Lipidos (kcal)
Carbohidratos simples (kcal)

Carbohidratos complejos
(kcal) 804.80 +£253.87 724.00 £244.62 944.20 +£179.89 0.1117

88.20 £87.54 64.80 +55.77 32.40 £30.00 0.2313
Cérnicos (kcal) 159.60 £98.81 154.00+£68.90  212.80 +78.31 0.0001 *
Vegetales (kcal) 112.40 +£30.48 106.00 + 55.40 139.60 + 38.15 0.1928

Productos lacteos (kcal)

Los valores representan la media + desviacidn estdndar. *Valores con diferencia estadisticamente
significativa (ANOVA, P <0.05). IMC, Indice de Masa Corporal. ALT/TGP, enzima Alanina
Transaminasa. AST/TGO, enzima aspartato aminotransferasa. GGT, enzima Gamma-Glutamil. HDL,
Lipoproteina de alta densidad.
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Tabla 9.7 Clasificacion taxonémica a nivel de género de las secuencias bacterianas

Normopeso Sobrepeso Obesidad

Bacteroides 12.10% 14.90% 14.60%
Barnesiella 1.10% 1.50% 0.90%
Alloprevotella 1.90% 3.20% 0.20%
Paraprevotella 2.20% 2.10% 2.30%
Prevotella 19.60% 7.50% 3.70%
Alistipes 2.90% 3.80% 2.70%
Parabacteroides 2.60% 3.40% 2.00%
Desulfovibrio 0.70% 1.10% 1.10%
Agathobacter 1.50% 2.70% 2.40%
Coprococcus 1.30% 0.90% 1.20%
Lachnospira 2.80% 0.70% 2.50%
Roseburia 1.30% 1.20% 3.50%
Faecalibacterium 3.80% 1.40% 3.10%
Ruminococcus 2.20% 2.80% 3.50%
Subdoligranulum 1.40% 2.60% 5.40%
Acidaminococcus 0.00% 1.80% 0.00%
Phascolarctobacterium 4.90% 5.40% 5.40%
Megamonas 0.00% 1.00% 0.00%
Dialister 4.40% 5.80% 6.90%
Sutterella 1.00% 0.40% 0.70%
Escherichia/Shigella 1.20% 2.40% 2.40%
Akkermansia 0.60% 2.50% 1.60%

A nivel de género, Nakaseomyces spp. presentd mayor abundancia en comparacion con los otros
géneros fingicos. El grupo normopeso presenté una abundancia de 36.62%, seguido del grupo
con obesidad con un 28.74% y el grupo con sobrepeso con un 26.51%. Saccharomyces spp.
presentd una abundancia de 20.44%, 31.38 y 35.44% en los grupos normopeso, sobrepeso y
obesidad, respetivamente. Candida spp. presenté mayor abundancia en sujetos con sobrepeso
(15.57%), seguido del grupo normopeso (6.44%) y obesidad (4.14%). Debaryomyces spp.
mostré6 mayor abundancia en los participantes con sobrepeso y obesidad (7.48% y 6.51%,
respectivamente) en comparacion con los normopeso (1.51%). Kazachstania spp.,
Kluyveromyces spp. y Hanseniaspora spp. presentaron alta prevalencia en el grupo normopeso
(9.47%, 4.02% y 7.80, respectivamente) en comparacién con el grupo con sobrepeso (0.98%,

1.67% y 0.53%, respectivamente) y obesidad (1.39%, 0.68% y 1.49%, respectivamente). Pichia
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spp. mostro alta abundancia en los participantes con obesidad (5.13%) en comparacion con los

normopeso y sobrepeso (0.07% y 0.17%, respectivamente) (Figura 9.8b).

Tabla 9.8 Abundancia de las principales especies bacterianas en el microbioma intestinal
de sujetos normopeso, con sobrepeso y obesidad

Género bacteriano Normopeso Sobrepeso  Obesidad
% % %
Bacteroides stercoris 0.53 1.27 291
Bacteroides uniformis 1.57 3.48 1.19
Bacteroides vulgatus 5.29 2.92 3.02
Paraprevotella clara 2.20 2.14 2.09
Prevotella copri 17.08 6.46 1.66
Prevotella stercorea 1.18 0.55 0.01
Alistipes putredinis 1.27 1.13 1.42
Parabacteroides distasonis 0.93 1.25 0.69
Parabacteroides merdae 1.56 1.74 1.17
Faecalibacterium prausnitzii 3.81 1.43 3.13
Ruminococcus bromii 1.47 2.29 3.12
Subdoligranulum variabile 0.51 0.93 1.22
Phascolarctobacterium faecium 0.00 3.21 1.43
Phascolarctobacterium succinatutens 4.88 2.21 3.95
Dialister succinatiphilus 3.02 1.44 2.58
Sutterella wadsworthensis 0.59 0.30 0.49
Akkermansia muciniphila 0.62 2.52 1.59

La Figura 9.9 muestra los graficos Volcano, estos graficos se pueden utilizar para visualizar los
resultados del estudio de la abundancia diferencial que se expresa en los diferentes grupos de
este estudio, tomando en cuenta su significancia estadistica. Faecalibacterium spp.,
Lachnospira  spp.,  Histophillus  spp.,  Rikenella  spp.,  Holdemanella  spp.,
Hydrogenoanaerobacterium spp. y Haemophillus spp. fueron los géneros bacterianos
diferenciales en el grupo normopeso cuando se compard con el grupo con sobrepeso, que
presentaron a Eggerthella spp. y Flavonifractor spp. como géneros diferenciales (Figura 9.9a).
Prevotella spp., Blautia spp., Lachnospira spp., Rikenella spp., Anaerostipes spp., Odoribacter
spp., Marvinbryantia spp. e Histophillus spp. fueron los taxones diferenciales en sujetos

normopeso cuando se compar$ con el grupo con obesidad, que presentaron tres taxones
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diferenciales (Allisonella spp., Subdoligranulum spp. y Dielma spp.) (Figura 9.9b). Mientras
que, Lachnospira spp., Romboutsia spp. y Clostridium spp. fueron los géneros diferenciales en
sujetos con obesidad cuando se compard con el grupo con sobrepeso (Flavonifractor spp.,
Eggerthella spp. y Alloprevotella spp.) (Figura 9.9¢). En relacién con los géneros flingicos, se
presentaron menos taxones diferenciales. Malassezia spp. y Aspergillus spp. fueron los géneros

diferenciales en sujetos con obesidad en comparacién con los normopeso (Figura 9.9d).

Tabla 9.9 Clasificacion taxonémica a nivel de género de las secuencias fingicas

Normopeso Sobrepeso  Obesidad

Género (%) (%) (%)
Cladosporium 1.26 0.73 1.08
Debaryomyces 1.51 7.48 6.51
Dipodascus 1.35 0.21 0.16
Kodamaea 0.00 0.03 2.19
Pichia 0.07 0.17 5.13
Kazachstania 9.47 0.98 1.39
Kluyveromyces 4.02 1.67 0.68
Nakaseomyces 36.62 26.51 28.74
Saccharomyces 20.44 31.38 35.44
Torulaspora 1.20 1.26 0.17
Candida 6.44 15.57 4.14
Hanseniaspora 7.80 0.53 1.49
Malassezia 4.08 5.69 6.08

La Figura 9.10 muestra el andlisis de discriminante lineal (LDA), el cual emplea un método para
clasificar muestras en valores dependientes categdricos (o grupos, en este caso, los tres grupos
de este estudio) utilizando combinaciones lineales de varios predictores (variables) de modo que
se maximice la varianza entre grupos. Las Figuras 9.10a y 9.10b muestran los diagramas de
dispersion de acuerdo con los coeficientes de las funciones discriminantes lineales. En ambos
andlisis se mostré un patrén para los datos para los tres grupos, con zonas superpuestas, lo que
significa que las funciones discriminantes pueden discriminar entre grupos tomando como
referencia la presencia de los géneros bacterianos y flingicos en los grupos normopeso, con

sobrepeso y con obesidad.
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La Figura 9.11 muestra las matrices de correlacion de las variables antropométricas (Figura
9.11a), bioquimicas (Figura 9.11b) y dietéticas (Figura 9.11c) en relacién con las bacterias
identificadas en los grupos normopeso, con sobrepeso y obesidad. Los géneros bacterianos que
presentaron alta abundancia en el grupo normopeso mostraron correlacion positiva con variables
relacionadas con buena salud y mostraron relacién negativa con variables relacionadas con la
ganancia de peso. Por ejemplo, Rikenella spp. mostré correlacion positiva con la masa muscular,
pardmetro elevado en el grupo normopeso y también mostré correlacion negativa con la masa
grasa y los carbohidratos (P < 0.05). Histophilus spp. mostré correlacion positiva con las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y mostré correlacion negativa con el peso corporal, el
IMC, las circunferencias de cintura y cadera, los carbohidratos, el colesterol LDL y triglicéridos
(P < 0.05). Marvinbryantia spp. mostré correlaciéon positiva con la masa muscular, las
kilocalorias relacionas con el consumo de carne y la creatinina en sangre y presentd correlacion
negativa con el aumento de los pliegues cutdneos tricipital, subescapular y suprailiaco, el
porcentaje de grasa y el consumo de carbohidratos (P < 0.05). Faecalibacterium spp. mostro
correlacion positiva con el HDL y con las kilocalorias provenientes de las proteinas y mostrd
correlacion negativa con la masa grasa y el colesterol de baja densidad (LDL) (P < 0.05).
Lachnospira spp. se correlaciond positivamente con los triglicéridos, glucosa y el colesterol
VLDL (P < 0.05). También mostré correlacion negativa con los carbohidratos simples, como el
azucar de mesa, sin embargo, no alcanzé significancia estadistica. Odoribacter spp. mostro
correlacion positiva con el HDL y mostré correlacion negativa con el IMC, la circunferencia de
cintura, glucosa y triglicéridos, los carbohidratos, carbohidratos simples y las kilocalorias.

Prevotella spp. present6 correlacion negativa con el IMC y los carbohidratos (P < 0.05).

Los géneros bacterianos que presentaron alta abundancia en los grupos con sobrepeso y
obesidad se correlacionaron positivamente con variables relacionas con la obesidad. Eggerthella
spp. mostrd correlacion positiva con el colesterol LDL, colesterol total y los carbohidratos
simples (P < 0.05). Allisonella spp. mostrd correlacion positiva con el peso corporal, el IMC,
los pliegues bicipital, subescapular y suprailiaco, las circunferencias de cintura y cadera, masa
grasa, colesterol VLDL, triglicéridos, glucosa, el consumo de carbohidratos y las kilocalorias
(P < 0.05). Subdoligranulum spp. mostrd correlacion positiva con el peso corporal, IMC,
circunferencia de cintura, triglicéridos, las kilocalorias y consumo de carbohidratos y proteinas

(P < 0.05). Dielma spp. mostrd correlacion positiva con el peso corporal, IMC, los pliegues
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tricipitales, subescapular y suprailiaco, masa grasa, las kilocalorias y los carbohidratos. Sin
embargo, no alcanzé diferencia estadistica significativa. Clostridium spp. se correlacion6
positivamente con pardmetros relacionados con la obesidad, como el peso corporal, las
circunferencias de cintura y cadera, el IMC, masa grasa, triglicéridos, glucosa, colesterol VLDL,
las kilocalorias y los carbohidratos (P < 0.05). Romboutsia spp. se correlacioné positivamente
con el peso corporal, las circunferencias de cintura y cadera, el IMC, la masa grasa, triglicéridos,

glucosa, las kilocalorias, el consumo de carbohidratos y proteinas (P < 0.05).

Tabla 9.10 Abundancia de las principales especies fingicas en la microbiota intestinal de
sujetos normopeso, con sobrepeso y obesidad

Especie Normopeso Sobrepeso  Obesidad
% % %
Debaryomyces hansenii 1.51 7.48 6.51
Dipodascus geotrichum 1.35 0.21 0.16
Yarrowia lipolytica 0.42 0.04 1.03
Kodamaea ohmeri 0.00 0.03 2.19
Pichia deserticola 0.00 0.06 3.73
Kazachstania exigua 8.73 0.01 0.02
Kazachstania servazzii 0.00 0.02 0.86
Kazachstania unispora 0.71 0.93 0.33
Kluyveromyces lactis 2.65 1.47 0.52
Kluyveromyces marxianus 1.34 0.20 0.16
Saccharomyces paradoxus 10.78 0.54 9.86
Torulaspora delbrueckii 1.15 1.23 0.13
Candida albicans 0.73 0.00 0.28
Candida parapsilosis 1.13 1.63 0.08
Candida tropicalis 3.56 1.86 2.69
Candida zeylanoides 0.27 11.05 0.39
Diutina catenulata 0.01 0.09 1.37
Hanseniaspora opuntiae 0.00 0.08 1.07
Hanseniaspora uvarum 7.80 0.45 0.41
Malassezia globosa 2.98 4.42 4.58
Malassezia restricta 0.69 0.77 1.23

La Figura 9.12 muestra las matrices de correlacion de las variables antropométricas (Figura

9.12a), bioquimicas (Figura 9.12b) y dietéticas (Figura 9.12c) en relacién con la microbiota
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fingica intestinal identificada en los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad. Aspergillus spp.
y Malassezia spp. se mostraron correlacion positiva con variables antropométricas que estan
relacionadas con la obesidad, mostraron correlacion positiva con el peso, el IMC, los pliegues
subescapular y suprailiaco, las circunferencias de cintura, cadera y brazo. Sin embargo, no se
mostré diferencia estadistica significativa. Saccharomyces spp. mostré correlacién positiva con
peso, el IMC, los pliegues tricipital, bicipital y suprailiaco, las circunferencias de cintura, cadera
y brazo, y el aumento de la masa grasa (P < 0.05). Pichia spp. se correlaciond positivamente
con el IMC, pliegue tricipital, pliegue suprailiaco, circunferencia de brazo y masa grasa (P <
0.05). Yarrowia spp. presentd correlacion positiva con el peso, el IMC, los pliegues tricipital,
suprailiaco y subescapular, las circunferencias de cintura y cadera y la de masa grasa, sin
embargo, no alcanz6 diferencia estadistica significativa. S6lo con el pliegue subescapular se

presentd diferencia estadistica (P < 0.05).

En la martriz de correlacién de la micobiota y los pardmetros bioquimicos se presentd menor
numero de correlaciones estadisticamentes significativas. Los géneros Kurtzmaniella spp.,
Devriesia spp., Cryptococcus spp., Tilletiopsis spp., Citeromyces spp., Peltaster spp. y
Issatchenkia spp. mostraron relacién positiva con moléculas relacionas con el metabolismo del
hierro (P <0.05). Aspergillus spp. presento relacion positiva con la bilirrubina total y bilirrubina
directa. Mientras que Pichia spp., mostré correlacion positiva con el colesterol total (P < 0.05).
Saccharomyces spp. mostro correlacion positiva con el colesterol VLDL, triglicéridos y glucosa.
También presentd correlacién negativa con el colesterol total, colesterol HDL y el colesterol

LDL, sin embargo, no se present6 diferencia estadistica significativa (Figura 9.12b).

Candida spp., Yarrowia spp., Aspergillus spp., Saturnispora spp. y Dekkera spp., presentaron
correlacién positiva con el consumo de carbohidratos simples (P < 0.05). Peroneutypa spp. se
correlaciond positivamente con el consumo de lacteos y mostré correlacion negativa con el
consumo de carnicos (P < 0.05). Hanseniaspora spp. presentd correlacion positiva con el
consumo de carne (P < 0.05). Malassezia spp. y Pichia spp. presentaron correlacion positiva
con las kilocalorias y el consumo de carbohidratos, sin embargo, no se presentd diferencia

estadistica significativa (Figura 9.12c).
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Figura 9.9 Grafico Volcano que muestra los géneros bacterianos y fiingicos diferenciales
entre los grupos normopeso, con sobrepeso y con obesidad. En el eje de las x se muestra
el log2 del fold change y en el eje de las y se muestran -log del p-value. (a) géneros
bacterianos entre los grupos sobrepeso y normopeso, (b) géneros bacterianos entre los
grupos con obesidad y normopeso, (c) géneros bacterianos entre los grupos con obesidad
y sobrepeso, y (d) géneros fiingicos entre los grupos con obesidad y normopeso.
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Figura 9.11 Matriz de correlacion de las bacterias intestinales de los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad con las variables
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Figura 9.11 Matriz de correlacion de las bacterias intestinales de los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad con las variables
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Figura 9.12 Matriz de correlacion de los géneros fiingicos intestinales de los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad con las
variables antropométricas (a), bioquimicas (b) y dietéticas (c).
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Figura 9.12 Matriz de correlacion de los géneros fiingicos intestinales de los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad con las

variables antropométricas (a), bioquimicas (b) y dietéticas (c) (CONTINUACION).
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9.3 Evaluacion de simbiodticos con efecto de inhibicion de crecimiento contra Candida
albicas
Se estudiaron diferentes sobrenadantes libres de células (SLC) para evaluar su efecto

antimicrobiano contra Candida albicans; estos SLC se obtuvieron de dos especies de
Lactobacillus spp. en presencia de fructanos de tipo inulina. La Tabla 9.11 resume todos los
sobrenadantes obtenidos de los probidticos cuando se expusieron a fructanos de tipo inulina y
dextrosa como fuente de carbono. El contenido de dcidos grasos de cadena corta en los
sobrenadantes se muestra en la Tabla 9.12. El 4cido lactico fue el AGCC predominante
producido por ambos probidticos. L. paracasei mostré una mayor produccién (P < 0.05) de
acido lactico cuando se cultivd con inulina como fuente de carbono (42.15 £ 8.11 mM) en
comparacion con la dextrosa (10.13 £ 1.66 mM). L. plantarum produjo mayor cantidad de acido
lactico en presencia de dextrosa (13.34 £ 0.47 mM). Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticas en comparacion con la inulina (10.55 + 2.48 mM). Los acidos acético, propidnico y
butirico se produjeron en menores concentraciones. Las concentraciones de estos AGCC
oscilaron entre 0.19 y 1.85 mM en los sobrenadantes de ambos probidticos, esto fue
significativamente menor que la concentracién de acido acético alcanzada en la metabolizacién

de la dextrosa por L. paracasei (9.72 £ 3.12 mM).

Candida spp. se expuso a los sobrenadantes de Lactobacillus spp. para examinar la inhibicién
del crecimiento contra Candida spp. a través de mediciones de densidad Optica. Las Figuras
9.13a'y 9.13b muestran la curva de crecimiento de Candida albicans ATCC 10231 y la cepa de
Candida albicans clinica en presencia de los SLC obtenidos de L. paracasei, respectivamente.
La presencia de SLC-50%-W-D-paracasei disminuy6 el crecimiento de C. albicans ATCC
10231 (D.0. 0.066 £0.007) (P < 0.0001) y C. albicans clinica (D.O. 0.076 £ 0.002) (P < 0.0001)
en comparacion a los controles (D.O. 1.217 + 0.065 y 1.380 + 0.008, respectivamente). Las
muestras SLC-25%-W-I-paracasei y SLC-25%-W-D-paracasei mostraron inhibicién contra C.
albicans clinica (D.O. 0.076 £ 0.002 y 1.034 £ 0.13, respectivamente) (P < 0.0323 y P < 0.026,

respectivamente) en comparacion con el control (D.O. 1.39 + 0.008).
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Tabla 9.11. Descripcion de los sobrenadantes libres de células obtenidos a partir de las bacterias probidticas sometidas a
diferentes fuentes de carbono.

Probiético:

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus plantarum

Sobrenadante  Concentracion Tratamiento
libre de del sobrenadante

células (%)

Fuente de

carbono

Cddigo de verificacion de las muestras

SLC 50 Sil}
25 tratamiento
12.5
50
25
12.5

Inulina

Dextrosa

SLC-50%-W-1-paracasei
SLC-25%-W-1-paracasei
SLC-12.5%-W-I-paracasei
SLC-50%-W-D-paracasei
SLC-25%-W-D-paracasei
SLC-12.5%-W-D-paracasei

SLC-50%-W-1-plantarum
SLC-25%-W-1-plantarum
SLC-12.5%-W-I-plantarum
SLC-50%-W-D-plantarum
SLC-25%-W-D-plantarum
SLC-12.5%-W-D-plantarum

50 Neutralizado
25
12.5
50
25
12.5

Inulina

Dextrosa

SLC-50%-N-I-paracasei
SLC-25%-N-I-paracasei
SLC-12.5%-N-1-paracasei
SLC-50%-N-D-paracasei
SLC-25%-N-D-paracasei
SLC-12.5%-N-D-paracasei

SLC-50%-N-I-plantarum
SLC-25%-N-I-plantarum
SLC-12.5%-N-1-plantarum
SLC-50%-N-D-plantarum
SLC-25%-N-D-plantarum
SLC-12.5%-N-D-plantarum

50 Térmico
25
12.5
50
25
12.5

Inulina

Dextrosa

SLC-50%-T-I-paracasei
SLC-25%-T-I-paracasei
SLC-12.5%-T-1-paracasei
SLC-50%-T-D-paracasei
SLC-25%-T-D-paracasei
SLC-12.5%-T-D-paracasei

SLC-50%-T-I-plantarum
SLC-25%-T-1--plantarum
SLC-12.5%-T-1--plantarum
SLC-50%-T-D-plantarum
SLC-25%-T-D-plantarum
SLC-12.5%-T-D-plantarum

Concentracion del sobrenadante: 50%, 25% and 12.5% de los SLC fueron colocados en un nuevo medio YPD con las cepas de
Candida spp. Tratamiento: sin tratamiento (los SLC no recibieron ningtin tratamiento), Neutralizados (los SLC se ajustaron a pH 6.5),

térmico (los SLC se sometieron a 121°C, 15 min). Cdédigo de verificacion de las muestras: Primero; sobrenadante libre de células.
Segundo, la concentracion de los sobrenadantes. Tercero, tratamiento. Cuarto, la fuente de carbono, y quinto, la cepa probidtica
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Los sobrenadantes neutralizados de L. paracasei también mostraron actividad antiCandida
(Figuras 9.13c y 9.13d) pero el efecto antimicrobiano fue menor en comparacién con los
sobrenadantes no neutralizados. Las muestras SLC-50%-N-I-paracasei y SLC-50%-N-D-
paracasei mostraron inhibicién contra C. albicans ATCC 10231 (D.O. 0.863 £ 0.09 y 0.768 +
0.097, respectivamente) (P < 0.0075 y 0.0086). Mientras que la inhibicién contra C. albicans
clinica fue 0.993 + 0.057 y 1.047 £ 0.018 (D.O.) en las muestras SLC-50%-N-I-paracasei y
SLC-50%-N-D-paracasei, respectivamente. Se observaron patrones de inhibicién similares
contra C. albicans ATTC 10231 con sobrenadantes de fructanos de tipo inulina y dextrosa
obtenido de L. paracasei cuando se sometieron a tratamiento térmico (121°C) (Figura 9.13e).
Después del tratamiento térmico, los sobrenadantes SLC-50%-T-1-paracasei y SLC-50%-T-D-
paracasei mantuvieron su efecto inhibitorio (D.O. 0.795 + 0.024 y 0.151 = 0.031,
respectivamente). Los sobrenadantes de L. paracasei mostraron una mayor inhibicién contra C.
albicans clinica cuando se sometieron a tratamiento térmico, las concentraciones de 12.5%, 25%
y 50% de ambos sobrenadantes (fructanos y dextrosa) inhibieron el crecimiento frente de C.

albicans clinica, mostrando diferencia estadistica significativa en comparacién con el control

(P <0.0001).

Tabla 9.12 Determinacion de los acidos grasos de cadena corta en los SLC obtenidos a
partir de los probiéticos

L. paracasei L. plantarum
AGCC Dextrosa Inulina Dextrosa Inulina

Acido l4ctico 10.13£1.66b 42.15+8.11a 1343 +£047a 10.55+2.48a
Acido acético 9.72+3.12 a 145+0.14 a 1.75+0.95 a 1.52+0.29 a
Acido propiénico 0.24 +0.24 a 0.20+0.014 a 0.23+0.04 a 0.19+0.01 a
Acido butirico 1.71 £0.02 a 1.66 +£0.002 a 1.85+0.09 a 1.74 £ 0.006 a
AGCC: Acidos grasos de cadena corta. Diferentes letras mintsculas indican diferencias
significativas entre las fuentes de carbono utilizadas por cada microorganismo para el contenido
de metabolitos. Los valores se expresan en Mm como media + D.E. de los triplicados (P < 0.05).

La Figura 9.14 muestra la inhibicion del crecimiento contra Candida spp. cuando se exponen a
los SLC obtenidos de Lactobacillus plantarum. La Figura 9.14a muestra que el crecimiento de
C. albicans ATCC 10231 disminuy6 en presencia de los sobrenadantes de dextrosa: SLC-25%-
W-D-plantarum (D.O. 0.919 = 0.075) y SLC-50%-W-D-plantarum (D.O. 0.064 + 0.002). Sin
embargo, el efecto de inhibicion de estos sobrenadantes disminuyé cuando se neutralizaron

(Figura 9.14c¢). Sin embargo, cuando los sobrenadantes se sometieron a tratamiento térmico
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mostraron inhibicién contra C. albicans ATTC 10231 (SLC-50%-T-D-plantarum D.O. 0.058 +
0.0007) (Figura 9.14e). La Figura 9.14b muestra la inhibicion de la cepa C. albicans clinica. La
presencia de SLC-25%-W-D-plantarum, SLC-50%-W-D-plantarum y SLC-50%-W-I-
plantarum (D.O. 0.746 £ 0.049, 0.081 £ 0.005 y 0.827 £+ 0.012, respectivamente) inhibieron el
crecimiento de C. albicans clinica. Ademas, estos sobrenadantes mantuvieron su efecto
inhibitorio cuando se sometieron a tratamiento térmico (D.O. 0.071 = 0.010, 0.080 + 0.004 y
0.926 £ 0.51, respectivamente) (Figura 9.14f). La muestra SLC-50%-N-I-plantarum (D.O.
0.975 + 0.016) fue la muestra que mantuvo su efecto inhibitorio contra C. albicans clinica
(Figura 9.14d). En la prueba t pareada (Figura 9.15) no se encontraron diferencias estadisticas
en los siguientes pares de sobrenadantes obtenidos de L. paracasei: SLC-50%-W-1-paracasei
versus SLC-25%-W-D-paracasei, SLC-25%-W-I-paracasei versus SLC-25%-W-D-paracasei,
y SLC-12.5%-W-I-paracasei versus SLC-12.5%-W-D-paracasei. Por el contrario, se

encontraron diferencias estadisticas entre todos los sobrenadantes de L. plantarum (P < 0.05).

Los efectos de inhibicion en la formacion de biopeliculas de los SLC obtenidos de L. paracasei
y L. plantarum contra C. albicans se muestran en la Figura 9.16. Las Figuras 9.16a y 9.16b
muestran que cuatro sobrenadantes obtenidos de L. paracasei mostraron efecto de inhibicién en
la formacién de biopeliculas contra Candida spp. Las muestras SLC-25%-W-D-paracasei,
SLC-50%-W-D-paracasei, SLC-25%-W-I-paracasei, SLC-50%-W-I-paracasei inhibieron la
formacion de biopeliculas de C. albicans ATCC 10231 (84.18%, 88.78%, 70.14% 91.58%,
respectivamente) y C. albicans clinica (88.49%, 93.94%, 81.70%, 91.66%, respectivamente).
No se encontré diferencia estadistica entre la respuesta inhibitoria de estas muestras (P < 0.05).
La Figura 9.16¢c muestra que los sobrenadantes obtenidos de L. plantarum, SLC-12.5%-W-D-
plantarum, SLC-25%-W-D-plantarum, SLC-50%-W-D-plantarum 'y SLC-50%-W-I-
plantarum, mostraron valores de inhibicion de 71.75%, 76.02%, 78.53% y 71.49%,
respectivamente, frente a C. albicans ATCC 10231. No se encontré diferencia estadistica entre
estas muestras (P < 0.05). Mientras que los sobrenadantes de L. plantarum SLC-25%-W-D-
plantarum, SLC-50%-W-D-plantarum y SLC-50%-W-I-plantarum mostraron mayor inhibicién
de formacién de biopelicula contra C. albicans clinica (83.04%, 85.26% y 90.10%,
respectivamente), no se encontraron diferencias estadisticas entre estas muestras (P < 0.05)

(Figura 9.16d).

66



Candida albicans ATCC 10231 Candida albicans clinica '

1.5

-y
4]
]

-
o
]

Absorbancia 600 nm
o
o
1

Absorbancia 600 nm

E £

c c

(=]

& 2

o o

2 2

c c

o ]

= £

2 2

< <

E E

o

2 2

(1] 1]

S ©

8 &

o o

<] o

w W

£ o

< <
- YPD —— SLC-50%-D-paracasei = SLC-50%-l-paracasei
-8 SLC-12 5%-D-paracasei —* SLC-12.5%-l-paracasei & 50%-Anfotericina B
-e- S|LC-25%-D-paracasei —— SLC-25%-|-paracasei

Figura 9.13 Cinética de crecimiento de Candida spp. en presencia de diferentes
concentraciones de los sobrenadantes libres de células obtenidos de Lactobacillus
paracasei: sobrenadantes A-B sin tratamiento, sobrenadantes neutralizados C-D y
sobrenadantes a 121°C E-F. Los valores se expresan en densidad éptica (D.0O.) como
media + D.E. de los triplicados. (*) significa diferencia estadistica en comparacion con el
control (P < 0.05).
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Figura 9.14 Cinética de crecimiento de Candida spp. en presencia de diferentes
concentraciones de los sobrenadantes libres de células obtenidos de Lactobacillus
plantarum: sobrenadantes A-B sin tratamiento, sobrenadantes neutralizados C-D y
sobrenadantes a 121°C E-F. Los valores se expresan en densidad éptica (D.O.) como
media + D.E. de los triplicados. (*) significa diferencia estadistica en comparacion con el
control (P < 0.05).
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Figura 9.15 Comparacion de la prueba t pareada de los diferentes sobrenadantes al evaluar la inhibicion del crecimiento
contra Candida albicans. A y B representan el sobrenadante de L. paracasei contra C. albicans ATCC 10231 y C. albicans
clinica, respectivamente. C y D representan el sobrenadante de L. plantarum contra C. albicans ATCC 10231 y C. albicans
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Figura 9.16 Prueba de inhibicion de biopelicula contra Candida spp. en presencia de
diferentes concentraciones de los sobrenadantes libres de células. A y B representan la
inhibicién de sobrenadantes libres de células obtenidos de Lactobacillus paracasei. C'y D
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La Tabla 9.13 muestra los SLC obtenidos de cada probidtico. Los SLC de Lacticaseibacillus
rhamnosus 'y Pediococcus acidilactici fueron colocados con Candida spp. para evaluar su efecto
de inhibicion del crecimiento. Las Figuras 9.17a 'y 9.17b muestran las cinéticas de crecimiento
de Candida spp. en presencia de las diferentes concentraciones de los SLC obtenidos de L.
rhamnosus. La muestra SLC-50%-W-D-rhamnosus (D.O. 0.71 £ 0.007) inhibid el crecimiento
de C. albicans ATCC 10231 en comparacién con el control (D.O. 1.217 £ 0.06) (P < 0.05). La
presencia de las muestras SLC-25%-W-D-rhamnosus, SLC-50%-W-D-rhamnosus 'y SLC-50%-
W-1-rhamnosus inhibi6 el crecimiento de C. albicans clinica (D.O. 0.081 £ 0.003, 0.804 £ 0.03
y 0.870 £ 0.016, respectivamente) (P < 0.05). El efecto de inhibicién disminuy6 cuando estos
SLC fueron neutralizados como se muestra en las Figuras 9.17c y 9.17d El efecto de inhibicién
persistio cuando los SLC de L. rhamnosus se sometieron a tratamiento térmico. Las
concentraciones de 12.5%, 25% y 50% de los SLC de dextrosa e inulina inhibieron el
crecimiento de C. albicans clinica (Figura 9.17f), esto sugiere que cantidades minimas de estos
sobrenadantes presentaron inhibicién, mostrando diferencia estadistica (P < 0.05) en

comparacion con los controles.

La Figura 9.18 muestra el efecto de inhibicién de los SLC de Pediococcus acidilactici contra
Candida spp. La muestra SLC-50%-W-D-P.acidilactici (D.O. 0.078 £+ 0.008) inhibi6 a C.
albicans ATTC 10231 (P < 0.05) en comparacion con los controles. La presencia de las
concentraciones de 12.5%, 25% y 50% de los SLC de dextrosa inhibieron el crecimiento de C.
albicans clinica: SLC-12.5%-W-D-P.acidilactici, SLC-25%-W-D-P.acidilactici y SLC-12.5%-
W-D-P.acidilactici mostraron una densidad de 1.008 + 0.002, 0.812 + 0.015 y 0.141 £ 0.064,
respectivamente. La presencia de SLC-25%-W-I1-P.acidilactici y SLC-50%-W-I-P.acidilactici
inhibieron el crecimiento de C. albicans clinica. Las muestras SLC-25%-W-I-P.acidilactici 'y el
SLC-50%-W-1-P.acidilactici disminuyeron su densidad 6ptica (1.035 £ 0.022 y 0.784 £+ 0.035,
respectivamente) en comparacioén con el control (D.O. 1.217 £ 0.064) (P < 0.05). El efecto de
inhibicién de la muestra SLC-50%-N-I-P.acidilactici contra C. albicans (D.O. 1.045 = 0.008)

permanecio incluso cuando la muestra se sometio a neutralizacion (Figura 9.18d).
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Figura 9.17 Cinética de crecimiento de Candida spp. en presencia de diferentes
concentraciones de los sobrenadantes libres de células obtenidos de Lacticaseibacillus
rhamnosus: sobrenadantes A-B sin tratamiento, sobrenadantes neutralizados C-D y
sobrenadantes a 121°C E-F. Los valores se expresan en densidad éptica (D.O.) como
media + D.E. de los triplicados. (*) significa diferencia estadistica en comparacion con el
control (P < 0.05).
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Figura 9.18 Cinética de crecimiento de Candida spp. en presencia de diferentes
concentraciones de los sobrenadantes libres de células obtenidos de Pediococcus
acidilactici: sobrenadantes A-B sin tratamiento, sobrenadantes neutralizados C-D y
sobrenadantes a 121°C E-F. Los valores se expresan en densidad éptica (D.0.) como
media + D.E. de los triplicados. (*) significa diferencia estadistica en comparacion con el
control (P < 0.05).
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Tabla 9.13 Descripcion de los sobrenadantes obtenidos de las bacterias probioticas.

Probidticos: L. rhamnosus P. acidilactici
Sobrenadante  Concentracién
libre de del sobrenadante Fuente de Cddigo de verificacion de las muestras
células (%) Tratamiento carbono
SLC 50 Sin Inulina SLC-50%-W-I-rhamnosus SLC-50%-W-I-P.acidilactici
25 tratamiento SLC-25%-W-1-rhamnosus SLC-25%-W-I-P.acidilactici
12.5 SLC-12.5%-W-1-rhamnosus SLC-12.5%-W-1-P.acidilactici
50 Dextrosa SLC-50%-W-D-rhamnosus SLC-50%-W-D-P.acidilactici
25 SLC-25%-W-D-rhamnosus SLC-25%-W-D-P.acidilactici
12.5 SLC-12.5%-W-D-rhamnosus SLC-12.5%-W-D-P.acidilactici
50 Neutralizado  Inulina SLC-50%-N-I-rhamnosus SLC-50%-N-I-P.acidilactici
25 SLC-25%-N-1-rhamnosus SLC-25%-N-1-P.acidilactici
12.5 SLC-12.5%-N-I-rhamnosus SLC-12.5%-N-1-P.acidilactici
50 Dextrosa SLC-50%-N-D-rhamnosus SLC-50%-N-D-P.acidilactici
25 SLC-25%-N-D-rhamnosus SLC-25%-N-D-P.acidilactici
12.5 SLC-12.5%-N-D-rhamnosus SLC-12.5%-N-D-P.acidilactici
50 Térmico  Inulina SLC-50%-T-I-rhamnosus SLC-50%-T-I-P.acidilactici
25 SLC-25%-T-I-rhamnosus SLC-25%-T-I-P.acidilactici
12.5 SLC-12.5%-T-I-rhamnosus SLC-12.5%-T-1-P.acidilactici
50 Dextrosa SLC-50%-T-D-rhamnosus SLC-50%-T-D-P.acidilactici
25 SLC-25%-T-D-rhamnosus SLC-25%-T-D-P.acidilactici
12.5 SLC-12.5%-T-D-rhamnosus SLC-12.5%-T-D-P.acidilactici

Concentracién del sobrenadante: 50%, 25% and 12.5% de los SLC fueron colocados en un nuevo medio YPD con las cepas de

Candida spp.
Tratamiento: sin tratamiento (los SLC no recibieron ningin tratamiento), Neutralizados (los SLC se ajustaron a pH 6.5), térmico (los

SLC se sometieron a 121°C, 15 min).
Cddigo de verificacidon de las muestras: Primero; sobrenadante libre de células. Segundo, la concentracion de los sobrenadantes.

Tercero, tratamiento. Cuarto, la fuente de carbono, y quinto, la cepa probidtica.
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Figura 9.19 Prueba de inhibicion de biopelicula contra Candida spp. en presencia de
diferentes concentraciones de los sobrenadantes libres de células. A y B representan la
inhibicion de sobrenadantes libres de células obtenidos de Lacticaseibacillus rhamnosus.
C y D representan la inhibicion de sobrenadantes libres de células obtenidos de
Pediococcus acidilactici. Los valores se expresan en densidad éptica (DO) como media +
D.E. de los triplicados. Diferentes letras minisculas indican diferencias significativas
entre tratamientos (P < 0.05).
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Tabla 9.14 Determinacion de los dcidos grasos de cadena corta obtenidos de los
probidticos en la metabolizacion de dextrosa e inulina como fuente de carbono.

L. rhamnosus P. acidilactici
AGCC Dextrosa Inulina Dextrosa Inulina
Acido l4ctico 824 +136a 5.87+£0.70 b 9.02+040a 548 £0.17b
Acido acético 1.66 £0.37 b 7.00£1.26 a 176 £2.54 a 6.92+0.76 b
Acido propiénico  0.21 £0.04 a 0.23+£0.06a 0.66 +£0.067 a 0.20£0.03 a
Acido butirico 1.83+£0.23 a 1.89 £0.20 a 1.80 £0.04 a 1.67 £0.02 a

AGCC: 4cidos grasos de cadena corta. Diferentes letras mindsculas indican diferencias
significativas entre las fuentes de carbono utilizadas por cada microorganismo para el contenido
de metabolitos. Los valores se expresan como media = D.E de los triplicados (P < 0.05).

Los SLC de P.acidilactici térmicamente tratados inhibieron el crecimiento de C. albicans ATCC
10231. Se presentaron las siguientes densidades 6pticas 0.063 = 0.006 y 0.836 + 0.056 para
SLC-50%-T-1-P.acidilactici y SLC-50%-T-D-P.acidilactici, respectivamente (Figura 9.18e).
Todos los SLC Térmicamente tratados inhibieron el crecimiento de C. albicans clinica (Figura
9.18f). Los SLC de dextrosa 12.5%-T-D-P.acidilactici, SLC-25%-T-D-P.acidilactici y SLC-
50%-T-D-P.acidilactici inhibieron el creciemiento de C. albicans clinica: D.O. 0.941 + 0.026,
0.753 £ 0.003 y 0.070 £ 0.003, respectivamente. Los SLC de inulina SLC-12.5%-T-I-
P.acidilactici, SLC-25%-T-1-P.acidilactici y SLC-50%-T-1-P.acidilactici inhibieron el
crecimiento de C. albicans clinica: O.D 0.073 = 0.006, 0.916 + 0.062 y 0.731 + 0.003,

respectivamente.

La Figura 9.19 muestra la inhibicion de biopeliculas de los sobrenadantes obtenidos de L.
rhamnosus 'y P. acidilactici. Las muestras SLC-25%-D-rhamnosus (77.10%) y SLC-50%-D-
rhamnosus (88.25%) mostraron los porcentajes de inhibicién de biopeliculas mds altos contra
C. albicans ATCC 10231 (Figura 9.19a) mientras que las muestras SLC-50%-D-rhamnosus
(90.83%), SLC-25%-1-rhamnosus (89.13%) y SLC-50%-1-rhamnosus (91.60%) mostraron el
mayor efecto de inhibicién de biopeliculas contra C. albicans clinica; no se encontré diferencia
estadistica entre ellos (P < 0.05) (Figura 9.19b). Los SLC de dextrosa e inulina obtenidos de P.
acidilactici mostraron inhibicién de biopelicula contra C. albicans ATCC 10231. El porcentaje
de inhibicion fue del 80.17% al 91.25% para los SLC de dextrosa y del 75.25% al 85.26% para
los SLC de inulina (Figura 9.19c). las muestras SLC-25%-D-P.acidilactici, SLC-50%-D-

P.acidilactici y SLC-50%-1-P.acidilactici inhibieron la formacién de biopeliculas contra C.
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albicans clinica como sigue: 87.99%, 91.17% y 92.59%, respectivamente; no se presentd

diferencia estadistica entre ellos (P < 0.05) (Figura 9.19d).

Las concentraciones de los AGCC se muestran en la Tabla 9.14. El acido lactico fue el
metabolito que L. rhamnosus sintetizé en mayor cantidad cuando se suplementd dextrosa o
inulina como fuente de carbono (8.24 + 1.36 y 5.87 + 0.70 mM, respectivamente) (P < 0.05).
Sin embargo, L. rhamnosus secreté una mayor cantidad de 4cido acético (P < 0.05) cuando se
suplement6 con inulina (7.00 £ 1.26 mM) como fuente de carbono en comparacién con la
dextrosa (1.66 £ 0.37 mM). El 4cido acético fue el AGCC que se encontré en mayor cantidad
en los SLC de P. acidilactici, pero el SLC de dextrosa tuvo la concentracion mas alta (17.6 +
2.54 mM) en comparacién con el SLC de inulina (6.92 £ 0.76 mM) con una diferencia
estadisticamente significativa (P < 0.05). Las concentraciones de 4cido lactico fueron 9.02 +
0.40 mM y 5.48 £ 0.17 mM para los SLC de dextrosa e inulina, respectivamente; se encontrd
diferencia estadistica (P < 0.05). No se encontré diferencia estadistica entre los acidos
propionico y butirico de los SLC de L. rhamnosus 'y P. acidilactici suplementados con dextrosa
o inulina. Los 4cidos propidnico y butirico fueron los AGCC con la concentracion mas baja en

todos los SLC.
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10. Discusion de los resultados

10.1 Estudio de la micobiota intestinal cultivable
La mayoria de las especies flingicas que habitan el tracto gastrointestinal son comensales y

patdgenos oportunistas que podrian convertirse en amenazas potenciales segun la capacidad de
virulencia de cada cepa y el estado del sistema inmunoldgico del hospedero (Rizzetto et al.,

2015).

Desde esta perspectiva, para descubrir una infeccién patégena, es crucial definir con exactitud
qué especies estdn normalmente presentes en cada nicho corporal. En este estudio, los sujetos
con obesidad mostraron altos conteos de levaduras cultivables en comparacién con los sujetos
normopeso. Esto concuerda con el estudio de Borges et al. (2018) en el que los sujetos con
obesidad mostraron mayor presencia de levaduras en comparacion con los sujetos normopeso y
con sobrepeso. Otro estudio demostr que el aumento en el conteo total de levaduras aisladas
de heces se correlaciond negativamente con la expresion del gen PPARa, cuya activacion esta
involucrada en la disminucién de la acumulacién de grasa corporal (Dong-Hyeon et al., 2017).
Por tanto, es posible plantear la hipdtesis de que la alta presencia de levaduras y la expresion

del gen PPARa estdn relacionados con el peso corporal y el control de la grasa corporal.

Los resultados de este estudio muestran que la micobiota intestinal cultivable pertenece a los
filos Ascomycota y Basidiomycota. Ascomycota presentd una mayor prevalencia en los 3
grupos de estudio. Esto concuerda con otros estudios que han informado que Ascomycota y
Basidiomycota son los filos dominantes en la micobiota intestinal humana (Anandakumar et al.,
2019; Coker et al., 2019; Hallen-Adams & Suhr, 2017; J. Li et al., 2018). Otros estudios
mostraron una alta proporcién de especies flngicas pertenecientes a Ascomycota en
comparacion con las pertenecientes a Basidiomycota (Borges et al., 2018; Hamad et al., 2017;
Rodriguez et al., 2015). Candida spp. fue el género con mayor presencia este estudio. Hoffmann
et al. (2013) investigaron la relacién entre la dieta y la comunidad fiingica intestinal y
encontraron que Candida spp. se correlaciond positivamente con el consumo de carbohidratos,
principalmente azicares simples, similar a este estudio. Sin embargo, esta correlacién no fue
estadisticamente significativa. Ademads, encontramos que los sujetos con obesidad y con

sobrepeso consumian mds carbohidratos que los normopeso.

Borgo et al. (2017) informaron que la presencia de Candida spp. podria estar relacionada con la

descomposicion del almidon de los alimentos con carbohidratos, lo que lleva a la liberacion de
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azucares simples en el intestino que, a su vez, son fermentados por bacterias (Prevotella spp. y
Ruminococcus spp.). Con respecto a la microbiota intestinal bacteriana, existe evidencia que
demuestra el papel de dos filos bacterianos especificos en sujetos obesos (alta abundancia de

Firmicutes y baja abundancia de Bacteroidetes) (Al-Assal et al., 2018).

La relacion Firmicutes-Bacteroidetes se puede modificar de acuerdo al peso corporal y la dieta,
especialmente en dietas con alto contenido de lipidos (Huazano-Garcia et al., 2017). En relacion
con esto, Hoffmann et al. (2013) y Mukherjee et al. (2015) reportaron una correlacién negativa
entre Candida spp. y Bacteroidetes. Esta correlacion negativa estd relacionada con un aumento
de Candida spp. y una disminucién de Bacteroidetes, mostrando un perfil de Bacteroidetes
similar al de la obesidad. Los resultados del presente estudio mostraron una alta presencia de
Candida en sujetos con sobrepeso y obesidad en comparacion con los normopeso. Por lo tanto,
es posible pensar que los grupos con sobrepeso y obesidad de este estudio podrian mostrar una
alta cantidad de Firmicutes y una baja presencia de Bacteroidetes. Para confirmar esto, serd

necesario estudiar las bacterias intestinales en ensayos futuros.

Candida albicans se considera parte de la microbiota intestinal autéctona, y también se ha
reportado que su colonizacién estd ampliamente relacionada con el agravamiento de la
inflamacion. Varios estudios han reportado que los sujetos con obesidad pueden tener diferentes
grados de inflamacién (Sonoyama et al., 2011). En este estudio se presenté alta presencia de
Candida albicans en las heces de sujetos con obesidad en comparacién con los normopeso y
sobrepeso. Ng et al. (2016) reportaron que la principal fuente de carbono de Candida albicans
es la glucosa; por tanto, es posible pensar que la presencia de C. albicans se debe a la alta ingesta
de azicar de los participantes con obesidad. Ademds, Candida albicans mostr6 una correlacion
positiva con parametros relacionados con la obesidad y enfermedades metabdlicas (peso, IMC,
las circunferencias de cadera y cintura, indice cintura-cadera y masa grasa) y mostrd una
correlacion negativa con el colesterol HDL y la masa magra, pardmetros relacionados con buena
salud (Bardagjy & Steinberg, 2019). Ademads, en el andlisis discriminante lineal, Candida

albicans mostré el coeficiente mas significativo.

Candida glabrata estuvo presente en todos los grupos; por tanto, es posible pensar que esta
levadura no pertenece a un grupo especifico tomando como referencia el IMC. La abundancia

relativa de esta levadura fue mayor que la de otras especies. Curiosamente, los sujetos
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normopeso mostraron mayor prevalencia de C. glabrata. Sin embargo, algunos estudios han
reportado que este microorganismo estd asociado con infecciones (Li et al., 2007) y pacientes
hospitalizados (Cataldi et al., 2016; Khatib et al., 2001). Se necesitan mds estudios para

comprender el papel de C. glabrata en la micobiota intestinal mexicana o el metabolismo.

Rhodotorula mucilaginosa tuvo alta presencia en el grupo de sujetos con obesidad. En la
microbiota intestinal, este microorganismo se considera un patégeno oportunista (Nina Gouba
et al., 2013). Este microrganismo se puede encontrar en el medio ambiente y su transmision a
los seres humanos se produce principalmente a través del aire y los alimentos. Sin embargo, su
crecimiento en el tracto gastrointestinal puede estar inhibido debido a que sus condiciones de
crecimiento no son Optimas estando en el tracto gastrointestinal. R. mucilaginosa puede mostrar
alta presencia en el tracto gastrointestinal cuando hay una alteracion de la microbiota intestinal
o disbiosis (Hof, 2019). Una razén particular de esta alteracion es el tratamiento con azoles, que

crea una ventaja para estos hongos resistentes a los azoles.

Los pacientes hospitalizados tratados con azoles (fluconazol y posaconazol) presentaron una
alta presencia de R. mucilaginosa en comparacion con los tratados con anfotericina B y
flucitosina, que son los agentes antifingicos con mayor espectro (Gomez-Lopez et al., 2005;
Potenza et al., 2019). Es importante mencionar que altas cantidades de R. mucilaginosa no son
alarmantes. Por el contrario, cuando este microorganismo coloniza el tracto gastrointestinal
humano, puede producir algunos nutrientes, como proteinas, lipidos, vitaminas y carotenoides

(Hof, 2019).

Las levaduras que pertenecen al género Rhodotorula son capaces de metabolizar dcidos grasos
de cadena corta como los dcidos acético, propidnico y butirico. Por tanto, es factible que una
presencia masiva de Rhodotorula spp. en el intestino podria provocar una escasez de estos
productos bacterianos. Rhodotorula spp. es capaz de producir lipidos utilizando glucosa (Luan
et al., 2015), 4cido acético y 4cido propidnico y producir dcidos grasos saturados e insaturados
(Kolouchova et al., 2015). Con esta informacién, es posible plantear la hipétesis de que
Rhodotorula mucilaginosa en sujetos con obesidad juega un papel importante en el desarrollo
de la obesidad y correlacion positiva con la masa grasa. Algunos de los 4cidos grasos producidos
por Rhodotorula spp. son los 4cidos palmitico y estedrico (16:0 y 18:0, respectivamente); Aro

et al. (1997) reportaron que estos dcidos grasos son importantes en la disminucién de HDL.
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En este estudio, los sujetos con obesidad presentaron bajas cantidades de HDL con respecto a
los grupos normopeso y sobrepeso. Ademads, el tejido adiposo utiliza el dcido palmitico y
estedrico para la lipogénesis (Yanting et al., 2018). Asimismo, un estudio reportd que el acido
palmitico posee efecto colesterolémico (Tholstrup et al., 1994), y en este estudio se mostré alta
presencia de colesterol en sujetos con obesidad. No hay suficientes estudios que demuestren
como afecta la micobiota intestinal al metabolismo de los lipidos del huésped, como se ha
informado con las bacterias intestinales (Ghazalpour et al., 2016). Sin embargo, Rodriguez et
al. (2015) relacionaron la presencia de Rhodotorula spp. con anomalias metabolicas asociadas
con la alteracién de lipidos. Por tanto, es posible plantear la hipétesis de que la micobiota
intestinal, especialmente Rhodotorula spp., es capaz de modular la produccién de dcidos grasos,
la energia y el estado nutricional del huésped y contribuye al desarrollo de la obesidad. Esto
podria estar relacionado con los resultados de este estudio porque Rhodotorula spp. mostrd una
correlacidn positiva con el peso, el indice de masa corporal, la cadera y la masa grasa. Por tanto,
con estos resultados y el papel de Rhodotorula spp. en el metabolismo de los lipidos, es factible

esperar que esta levadura esté relacionada con la obesidad.

Candida kefyr se present6 sé6lo en sujetos con obesidad y mostré una correlacién positiva con
el indice de masa corporal y la grasa subcutanea tricipital, subescapular y suprailiaca. Ademas,
el consumo de carbohidratos, principalmente aztcares simples, mostré una correlacion positiva
con C. kefyr, pero no alcanzo a ser estadisticamente significativa. Esto es similar a otro estudio,
que informé la presencia de C. kefyr en la microbiota oral s6lo en sujetos con obesidad en
comparacion con sujetos normopeso (Hudek et al., 2018). Sin embargo, otros estudios
relacionaron la presencia de C. kefyr con una disminucion de la obesidad o la pérdida de peso
(Dong-Hyeon et al., 2017). C. kefyr es otra levadura que es capaz de modificar la relacion
Firmicutes-Bacteroides (Hoffmann et al., 2013), y esta modificacion puede cambiar el
desarrollo de la obesidad (Takata et al., 2015). Por tanto, es posible pensar que C. kefyr puede

afectar el peso corporal.

Candida lambica estuvo presente s6lo en los grupos con sobrepeso y obesidad. Ademds, el
andlisis discriminante lineal mostré un alto coeficiente en estos grupos. C. lambica mostrd
correlacion positiva con variables relacionadas con la ganancia de peso, incluyendo peso, IMC,

grasa subcutdnea (tricipital, bicipital y suprailiaca) y la acumulacién de masa grasa. Ademas, C.
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lambica presentd correlacion positiva con el indice cintura-cadera, que es un pardmetro
relacionado con la obesidad central tipo androide (definida como obesidad central o abdominal
con distribucion excesiva de grasa corporal en el abdomen). Este tipo de obesidad se caracteriza
por varios riesgos para la salud, como hipertension, enfermedades cardiometabdlicas y

resistencia a la insulina (Leary et al., 2018).

Fraberger et al. (2018) reportaron que C. lambica es capaz de metabolizar azicares simples,
como glucosa, fructosa y sacarosa. En base con los resultados dietéticos, los participantes con
sobrepeso y obesidad consumieron grandes cantidades de carbohidratos. Se ha reportado que un
porcentaje de los carbohidratos de la dieta pueden escapar de la digestion en el intestino delgado
y llegan al colon, y estos carbohidratos podrian ser consumidos por este microorganismo (Blaut
& Clavel, 2007). Scott et al. (2013) reportaron que 40 g de carbohidratos al dia llegan a la
microbiota intestinal, y este valor depende de la ingesta de carbohidratos en la dieta. Por tanto,
en dietas altas en carbohidratos, como las que consumen los grupos con sobrepeso y obesidad,
habrd mas carbohidratos disponibles en el colon, y con esto, puede ocurrir el crecimiento de

microorganismos, como C. lambica.

Es importante destacar que, en nuestro estudio, Kazachstania exigua y Candida orthopsilosis
sOlo estuvieron presentes en sujetos normopeso, mientras que Candida valida y Geotrichum
candidum s6lo estuvieron presentes en sujetos con obesidad. Ningin informe ha indicado
claramente el papel de estas levaduras en el tracto gastrointestinal; por tanto, es importante

estudiar con profundidad las funciones de estos microorganismos en la micobiota intestinal.

Los resultados de este estudio demuestran que hay diferencias entre la micobiota intestinal
cultivable en sujetos mexicanos normopeso, sobrepeso y obesidad. Los sujetos con obesidad
mostraron los conteos mds altos de UFC, mientras que el grupo normopeso mostro los conteos
bajos. Ascomycota y Basidiomycota fueron los dos filos encontrados de los microorganismos
fingicos identificados, y Ascomycota fue el que mostré mayor abundancia. Candida spp. fue el
género que mostré mas especies. Candida albicans fue la levadura con mayor presencia en
sujetos con obesidad. Candida albicans, C. kefyr y Rhodotorula mucilaginosa fueron las
levaduras que mostraron correlacion positiva con la obesidad, el aumento de peso y la masa
grasa y mostraron correlacion negativa con el HDL y la masa magra, parametros relacionados

con la pérdida de peso. Por otro lado, Kazachstania exigua y Candida orthopsilosis se
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encontraron s6lo en sujetos normopeso. Estos resultados se obtuvieron a partir de técnicas
dependientes de cultivos microbiolégicos. Por lo tanto, proponemos estudiar la micobiota
intestinal de estas poblaciones con técnicas moleculares para investigar la comunidad fungica

no cultivable y su relacién con la obesidad.

10.2 Estudio del microbioma y micobioma intestinal
Antes de este estudio, la micobiota intestinal cultivable de estos mismos participantes, ya habia

sido evaluada por métodos dependientes de cultivo en combinacién con la técnica de MALDI

TOF (Garcia-Gamboa et al., 2021).

En este estudio se presentan los resultados del anélisis de la micobiota intestinal por técnicas
moleculares, lo cual permite realizar una comparacion entre ambos estudios. La mayoria de las
investigaciones se han enfocado en estudiar la comunidad bacteriana que habita en el tracto
gastro intestinal y su relacion con diversos estados fisiologicos y patoldgicos (Fan & Pedersen,
2021). Sin embargo, en el microbioma intestinal también habitan microorganismos tipo arqueas,
eucariotas y virus y las funciones de estos microorganismos sobre la salud no estdn
completamente elucidadas (Coker, 2021). En este estudio se identific6 el microbioma y
micobioma intestinal en mexicanos normopeso, con sobrepeso y obesidad relaciondndolo con

los pardmetros antropométricos, bioquimicos y dietéticos.

Las bacterias son los principales microorganismos encontrados en el microbioma intestinal. Por
otra parte, las secuencias de ADN de las especies fungicas intestinales pueden representar
aproximadamente el 0.1% del total de secuencias gendmicas (Nash et al., 2017). Aunque la
poblacion fingica en el intestino representa aproximadamente entre el 0.03% y el 2.0% de los
microorganismos, el tamafo de una célula fingica puede ser de hasta 100 veces mayor que una
célula procariota (Garcia-Gamboa et al., 2021) por lo tanto forman una importante biomasa a
nivel intestinal. Ademds, se ha reportado que los microorganismos flingicos tienen diversas
funciones sobre el metabolismo del huésped, por lo tanto, son un componente interesante para

estudiar en el contexto de la salud y la enfermedad (Hoffmann et al., 2013).

Los resultados de la diversidad alfa no mostraron diferencias significativas tanto en la
composicion de bacterias como de hongos en los tres grupos de estudio. Lo anterior es diferente
al trabajo reportado por Borgo et al., (2017), en el cual los sujetos con obesidad mostraron

disminucién en la diversidad alfa de la comunidad bacteriana, en comparaciéon con los
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participantes con peso saludable. Otro estudio evalud la diversidad bacteriana en sujetos con
obesidad metabdlicamente sana y en sujetos con obesidad metabdlicamente enferma, se
encontrd que el segundo grupo presentd menor diversidad (Kim et al., 2020). En estudios
previos se ha demostrado que la diversidad bacteriana intestinal estd asociada con diferentes
componentes metabodlicos, por ejemplo mayor riqueza se correlaciona negativamente con el
aumento de triglicéridos, y positivamente con las lipoproteinas de alta densidad (HDL), las
cuales se ha demostrado ejercer un efecto protector contra las enfermedades cardiovasculares

(Matey-Hernandez et al., 2018).

La diversidad de la comunidad fingica del micobioma intestinal sigue siendo poco explorada.
En el presente estudio no se mostré diferencia significativa en la diversidad de los
microorganismos fungicos en ninguno de los grupos de estudio. Se ha reportado que la
diversidad fungica puede estar afectada con la presencia de enfermedades infeccionas, como en
infecciones por el virus de la hepatitis B donde se mostr6 mayor diversidad fingica en
comparacion con la micobiota de los voluntarios sanos, mostrando que la diversidad flingica se
relaciona positivamente con la progresion de la enfermedad (Chen et al., 2011). Otro estudio
evalu6 la diversidad fingica en pacientes con presentaban la enfermedad de Crohn y la comparé
con la de individuos sanos, se encontrd que los participantes con la patologia de mostraron
mayor diversidad (Mukherjee et al., 2015). Por lo tanto, es posible plantearse la hipotesis de que
la diversidad fungica en el intestino podria estar relacionada positivamente con la presencia de
patologias. Sin embargo, son necesarios futuros estudios que prueben el papel de la micobiota
en el desarrollo y progresion de las patologias. Algunos estudios que han estudiado la diversidad
de la microbiota y la micobiota intestinal, han encontrado que la las bacterias poseen mayor
diversidad en comparacion con la comunidad fungica (Hallen-Adams & Suhr, 2017; Nash et al.,

2017; Qin et al., 2010), lo anterior es consistente con nuestro estudio.

Se ha reportado que los individuos que presentan obesidad tienen alta abundancia de Firmicutes
(Jinatham et al., 2018; Koliada et al., 2017) y baja abundancia de Bacteroidetes (Crovesy et al.,
2020; Koliada et al., 2017).

En este estudio los grupos con sobrepeso y obesidad presentaron un perfil similar al anterior y
mostraron un aumento en la relaciéon Firmicutes/Bacteroidetes en comparacién con el grupo

normopeso. La relacion Firmicutes/Bacteroidetes se cita con frecuencia en la literatura como un
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sello distintivo en la obesidad (Magne et al., 2020). Por otra parte, las dietas que conducen a la
obesidad, es decir altas en calorias, carbohidratos y lipidos, pueden aumentar la relacién
Firmicutes/Bacteroidetes y promover un estado disbiosis intestinal, que se caracteriza como un

desequilibrio en la comunidad microbiana (Locke et al., 2015).

Se ha reportado un incremento de Bacteroidetes en la microbiota de sujetos que fueron
sometidos a dietas restringidas en calorias, en sujetos con peso saludable y en sujetos que han
perdido peso corporal (Magne et al., 2020). Asimismo, Bacteroidetes ha demostrado correlacién
positiva con la reduccién de grasa corporal, mientras que Firmicutes se asocia con bacterias
productoras de energia, debido a que los microorganismos pertenecientes a este filo pueden
secretar enzimas capaces de metabolizar carbohidratos complejos que no son digeridos en la
parte alta del tracto gastrointestinal, permitiendo mayor disponibilidad y absorcion de energia a

partir de estos nutrientes (Crovesy et al., 2020).

Proteobacteria es un filo que con frecuencia presenta variabilidad en su abundancia. Alta
abundancia de Proteobacteria puede estar relacionada con disbiosis intestinal y una disminucién
de la diversidad bacteriana (Stojanov et al., 2020). En este estudio los grupos con sobrepeso y
obesidad presentaron mayor abundancia de Proteobacteria en comparaciéon con el grupo

normopeso.

Bacteroides spp. fue uno de los géneros que presentdé mayor prevalencia en este estudio,
mostrando mayor abundancia en los grupos con sobrepeso y obesidad. Este género se ha
asociado con dietas altas en grasas y dietas de estilo occidental, por lo tanto, esto es consistente
con los resultados de este estudio debido a que los grupos con mayor IMC mostraron alta ingesta

de grasa (Garcia-Gamboa et al., 2021).

La presencia de Prevotella spp. en los participantes normopeso puede estar relacionado con lo
reportado por Bushman et al. (2013), debido a que Prevotella spp. se asocia con el consumo de
dietas altas en fibras dietéticas. Asimismo, el indice Bacteroides/Prevotella se han propuesto
como posible biomarcador en la identificacion de estados nutricionales y en el manejo de la

obesidad (Ortega-Santos & Whisner, 2019).

Un bajo indice de Bacteroides/Prevotella se ha asociado con la obesidad (Borgo et al., 2017).

Bacteroides Vulgatus, especie que mostré mayor presencia en el grupo normopeso, ha mostrado

85



correlacion negativa con la obesidad. Mientas que, la presencia de esta especie en individuos
normopeso se relaciona con un ecosistema intestinal saludable, ademds, de mostrar un papel
protector contra la aterosclerosis (Yoshida et al., 2021). Prevotella copri, especie que presentd
mayor abundancia de su género, mostré mayor presencia en sujetos normopeso, este hallazgo
puede estar relacionado con el mejoramiento en el metabolismo de la glucosa debido a un
mecanismo asociado con la produccién de succinato a partir de la fermentacion de fibras

dietéticas, segun lo reportado por Cani, (2018).

En este estudio, los grupos con elevado IMC presentaron mayor presencia de Akkermansia spp.,
principalmente Akkermansia muciniphila. Diferente a estos resultados, los trabajos de Borgo et
al. (2017) y Everard et al. (2013) reportaron que A. muciniphila esta inversamente relacionada
con el aumento de peso. Otros estudios se ha reportado que la presencia de A. muciniphila en
sujetos con obesidad puede mejorar algunos pardmetros metabdlicos, como la sensibilidad a la
insulina, y el colesterol total en plasma (Depommier et al., 2019), glucosa y triglicéridos y
mejora el estado metabdlico en general (Dao et al., 2016). Lo anterior es consistente con los
resultados obtenidos en este estudio debido a que los participantes con sobrepeso y obesidad
que presentaron alta abundancia de A. muciniphila mostraron un perfil saludable de lipidos y
glucosa, en comparacion que los participantes con sobrepeso y obesidad con baja abundancia

de este microorganismo.

En este estudio, Ascomycota y Basidiomycota fueron los filos flingicos que predominaron en la
micobiota intestinal de los tres grupos. Esto coincide con otros estudios que demuestran que la
mayoria de los microorganismos ftingicos en otras partes del cuerpo, incluida la piel, la vagina,
el intestino y la cavidad bucal, pertenecen a estos filos (Drell et al., 2013; Dupuy et al., 2014;
Findley et al., 2013; Ghannoum et al., 2010). En este trabajo, Nakaseomyces spp.,
Saccharomyces spp., Kazachstania spp., Candida spp., Hanseniaspora spp., y Malassezia spp.
fueron los géneros que mostraron mayor abundancia. En un estudio donde se secuenci6 la regién
2 del gen ITS en el micobioma intestinal de participantes saludables, se mostr6 baja diversidad
en la comunidad fingica. Encontraron que, el género Saccharomyces spp. fue el mas abundante
en el micobioma de individuos sanos, seguido de Malassezia spp. y Candida spp. (Nash et al.,
2017). En este estudio se analiz6 laregion 1 del gen ITS y estuvieron presentes estos tres géneros

fungicos.
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Se ha reportado que Candida spp. puede formar parte del microbioma intestinal en sujetos sanos.
En un estudio que investigé la posible relacion que existe entre la micobiota intestinal y la dieta,
encontraron que Candida spp. mostré correlacion positiva con el consumo de carbohidratos
(Hoffmann et al., 2013). Esto coincide con este estudio, debido a que los participantes con
sobrepeso y obesidad mostraron mayor consumo de carbohidratos en sus reportes dietéticos. Lo
anterior puede ser debido a que Candida spp. participa en la descomposicidon de polisacaridos
en los alimentos, liberando azicares simples, que, a su vez, son fermentados por bacterias

intestinales como Ruminococcus spp. (Borgo et al., 2017).

En el trabajo de Bardagjy y Steinberg, (2019) se reporté que Candida albicans mostrd una
correlacion positiva con diferentes parametros relacionados con la obesidad (peso, IMC,
circunferencias de cadera y cintura, indice cintura-cadera y masa grasa) y enfermedades
metabolicas, mostrando una correlacién negativa con las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
y la masa magra, pardmetros relacionados con buena salud (Bardagjy & Steinberg, 2019). En el
estudio de la micobiota cultivable se observé que C. albicans presentd alta presencia,

principalmente en los participantes con obesidad (Garcia-Gamboa et al., 2021).

En este estudio, el grupo con sobrepeso mostré mayor prevalencia de Candida spp., siendo
Candida zeylanoides la que mostr6 mayor abundancia. A pasar de que existen reportes que
indiquen que C. zeylanoides puede habitar en el tracto gastrointestinal (Raimondi et al., 2019),
su papel en la fisiologia y patologia del huésped no estd bien estudiado. Por otra parte, C.
parapsilosis también mostro alta presencia en sujetos con sobrepeso. Se ha reportado que la
presencia de C. parapsilosis en dietas altas en grasas, promueve el desarrollo de la obesidad. El
mecanismo estd asociado a que esta levadura secreta lipasas, permitiendo una mayor
descomposicion y aprovechamiento de las grasas que se encuentra en el tracto gastrointestinal
(Sun et al., 2021). Lo anterior también es consistente con el estudio de la micobiota cultivable,

en el cual C. parapsilosis mostré mayor abundancia en el grupo con sobrepeso (Garcia-Gamboa

et al., 2021).

Saccharomyces spp., Nakaseomyces spp., Malassezia spp. no mostraron presencia en el estudio
de micobiota cultivable en los grupos normopeso, con sobrepeso y obesidad. Lo anterior puede
ser debido a que algunas especies flingicas no se cultivan de forma consistente y pueden tener

condiciones de crecimiento mads estrictas, por ejemplo, Malassezia spp. muestra condiciones de
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cultivo mds estrictas, y no puede cultivarse en medios de cultivo comunes para levaduras, como

Sabouraud Dextrosa (Nash et al., 2017).

El ligero aumento del filo Basidiomycota en sujetos con sobrepeso y obesidad se debid al
aumento de Malassezia spp. Este microorganismo se ha reportado principalmente en el
microbioma de la piel y puede representar hasta el 90% de los hongos que habitan en este nicho.
En el tracto gastrointestinal, su presencia es controversial, ya que Malassezia spp. se ha asociado
con inflamacién a nivel intestinal y cdncer (Spatz & Richard, 2020). Otro estudio identificé la
presencia de Malassezia spp. en el microbioma intestinal de sujetos sanos, encontrando que este
microorganismo es el segundo género con mayor abundancia (Raimondi et al., 2019). Dentro
de este género, Malassezia globlosa fue la especie més abundante, esto es consistente con lo

reportado por (Nash et al., 2017).

En este estudio los grupos con sobrepeso y obesidad mostraron mayor presencia de esta especie.
Sin embargo, no se encontraron reportes que indiquen la relacion entre M. globlosa y el
desarrollo de la obesidad. M. globlosa se ha asociado principalmente con enfermedades fuera
del intestino, como enfermedades relacionadas con dafio pancredtico y enfermedades del
sistema nervioso central (Spatz & Richard, 2020). Tanto Malassezia spp., como Aspergillus spp.
fueron géneros diferenciales en los participantes con obesidad, no se encontraron reportes que

indiquen el papel de estos microorganismos en la ganancia de peso corporal.

Los resultados de este estudio mostraron que Saccharomyces spp. present6 correlacion positiva
con el IMC. Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos de Sacccharomyces spp. que
contribuyen con el desarrollo de la obesidad, este microorganismo puede colonizar en el tracto
gastrointestinal y puede permanecer estable en este nicho por largos periodos de tiempo
(Raimondi et al., 2019). Mims et al. (2021) reportaron que la variacion en la abundancia de
Saccharomyces spp. esta relacionada con la ganancia de peso y con alteraciones metabdlicas.
Por otra parte, se ha reportado que la clase Saccharomycetes se relaciona positivamente con la
adiposidad y con alteraciones metabdlicas en sujetos con obesidad en comparacién con sujetos

normopeso (Rodriguez et al., 2015).

Un hallazgo importante que ocurrid en el estudio de la micobiota cultivable es que Rhodotorula
spp. presenté alta abundancia en sujetos con obesidad (Garcia-Gamboa et al., 2021). Sin

embargo, en este estudio no se mostré la presencia de Rhodotorula spp. en ninguno de los
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grupos. La alta abundancia de Rhodotorula spp. se ha asociado con disbiosis intestinal (Hof,
2019), y se ha asociado con la obesidad debido a que es capaz de sintetizar lipidos al utilizar
glucosa, 4cido acético y acido propidnico como fuente de carbono y producir dcidos grasos
saturados e insaturados (Kolouchovai et al., 2015). Por tanto, es posible plantear la hipétesis de
que la micobiota intestinal, especialmente Rhodotorula spp., es capaz de modular la produccién
de 4cidos grasos, la energia y el estado nutricional del huésped y que contribuye al desarrollo
de la obesidad. Los estudios que han identificado a Rhodotorula spp. mediante técnicas
moleculares se han enfocado en el gen 18S (Borges et al., 2018; Deligios et al., 2015). Por lo
tanto, es posible deducir que, por esta razon, en este estudio no se pudo identificar este

microorganismo, debido a la utilizacion del gen ITS 1.

La presencia de Kazachstania spp. en el grupo normopeso fue similar al estudio de la micobiota
cultivable (Garcia-Gamboa et al., 2021). Kazachstania exigua fue la principal especie
encontrada en ambos estudios. No se ha encontrado algin reporte que informen el papel de K.
exigua en el microbioma intestinal humano, algunos estudios han reportado la presencia de
Kazachstania spp. en la microbiota intestinal de algunos animales, principalmente cerdos
(Bendova et al., 2020), resaltado la importancia de Kazachstania spp. en el desarrollo de un
microbioma porcino saludable, debido a que promueve el crecimiento de bacterias productoras
de 4cidos grasos de cadena corta (Urubschurov et al., 2017), lo cual puede considerarse como
un beneficio en la salud intestinal (Blaak et al., 2020). Por tanto, futuros estudios deberian
considerar las funciones de este microorganismo y su papel en la micobiota intestinal en

humanos.

En el estudio de Witherden et al. (2017) reportaron que existe efecto antagonista entre Pichia
spp. y Candida spp., de modo que un aumento en la abundancia de Pichia spp. se asocia con
una reduccion de Candida spp. Lo anterior es similar a los resultados obtenidos en este estudio,
debido los sujetos con obesidad presentaron mayor presencia de Pichia spp. y baja abundancia
de Candida albicans en comparacion con los participantes con sobrepeso y normopeso. La
presencia de Pichia spp. en el grupo de individuos con obesidad es similar a los datos reportados
por Rodriguez et al. (2015) y Gouba et al. (2019). El efecto antagonista de Pichia spp. puede
ser debido a lo reportado por Mukherjee et al. (2014), debido a que Pichia spp. limita de

nutrientes y modula la sintesis de factores de crecimiento y de virulencia contra Candida spp.
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Esto resalta la importancia de seguir investigando el papel de las interacciones entre los
microorganismos que forman parte de la micobiota y microbiota intestinal, sobre todo en el

desarrollo del sobrepeso y obesidad.

Otro hallazgo importante se mostré en el andlisis discriminante lineal de la comunidad fingica,
tanto en este estudio como en el estudio de la micobita cultivable (Garcia-Gamboa et al., 2021).
En ambos estudios, se mostraron clusters claramente diferenciados para los grupos normopeso,
con sobrepeso y obesidad de acuerdo a las observaciones realizadas en la abundancia de
microorganismos fingicos. No se encontraron reportes que agrupen grupos de personas en base
a su IMC y a la composicién de la comunidad fiingica, sin embargo, estos resultados pueden
resaltar la importancia de seguir investigando el papel de la micobiota intestinal y su papel en
la obesidad. Los microorganismos flingicos que mostraron presencia y similitud en ambos
estudios fueron Candida spp. en sujetos con sobrepeso, C. parapsilosis en los grupos normopeso
y con sobrepeso, Pichia spp. en sujetos con obesidad, Kazachstania spp. y K. exigua en sujetos
normopeso. Los hallazgos encontrados en la micobiota intestinal cultivable y por secuenciacion,
pueden proporcionar interés a seguir investigando esta drea, tanto desde la perspectiva funcional
como de la diversidad microbiana y que la micobiota intestinal pueda ser abordada desde el
punto de vista de nutricién humana, salud, enfermedad, metabolismo de los fairmacos, entre

otros.

En resumen, las bacterias mostraron mayor diversidad que los microorganismos fingicos en el
microbioma intestinal en los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad. En el analisis Beta las
bacterias mostraron clusters diferenciados en los grupos normopeso, con sobrepeso y obesidad,
mostrando diferencia significativa. Sin embargo, en la micobiota no se mostré este efecto. Se
observd que los indices Firmicutes/Bacteroidetes y Bacteroides/Prevotella mostraron
correlacion positiva con el IMC, estos indices son pardmetros encontrados en la obesidad. Los
participantes con sobrepeso y obesidad que presentaron mayor abundancia de Akkermansia
muciniphila mostraron un perfil saludable de lipidos y glucosa, en comparacién con los
participantes con sobrepeso y obesidad que presentaron baja abundancia de A. muciniphila.
Eggerthella spp., Allisonella spp., Subdoligranulum spp., Dielma spp., Clostridium spp. y
Romboutsia spp. fueron los géneros bacterianos diferenciales en los grupos con sobrepeso y

obesidad. Ademds, mostraron correlacién positiva con las variables antropométricas,
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bioquimicas y dietéticas relacionadas con el aumento de peso. Faecalibacterium spp.,
Histophillus spp., Rikenella spp., Odoribacter spp. y Marvinbryantia spp. fueron los géneros
bacterianos diferenciales en el grupo normopeso, mostraron correlacion positiva con las

variables antropométricas, bioquimicas y dietéticas relacionadas con buena salud y peso ideal.

Ascomycota y Basidiomycota fueron los filos mds abundantes en la micobiota intestinal de los
grupos normopeso, sobrepeso y obesidad. Ascomycota presentd mayor abundancia.
Nakaseomyces spp. y Saccharomyces spp. fueron los géneros flingicos que presentaron mayor

abundancia en la micobiota intestinal en los tres grupos.

Nakaseomyces spp., Kazachstania spp., Kluyveromyces spp. y Hanseniaspora spp., fueron los
géneros que mostraron mayor abundancia en sujetos normopeso, mostraron relacion negativa
con el IMC. Mientras que Saccharomyces spp., Debaryomyces spp. y Pichia spp., fueron los
géneros con mayor abundancia en sujetos con sobrepeso y obesidad y mostraron relacién
positiva con el IMC. Candida spp. presentd mayor abundancia en sujetos con sobrepeso,
mostrando correlacion positiva con el consumo de hidratos de carbono simples. Malassezia spp.
y Aspergillus spp. fueron los géneros fungicos diferenciales en sujetos con obesidad y mostraron
relaciéon con las variables antropométricas, bioquimicas y dietéticas relacionados con la
ganancia de peso. La presencia de Kazachstania spp. en el grupo normopeso, de Candida
parapsilosis en los grupos normopeso y sobrepeso, y de Pichia en el grupo con obesidad, fue

consistente con el estudio de la micobiota cultivable.

10.3 Evaluacion de simbiéticos con efecto de inhibicion de crecimiento contra Candida
albicas
Lactobacillus paracasei y Lactobacillus plantarum son bacterias con propiedades probidticas

(Roobab et al., 2020). Uno de los beneficios de estos probidticos es su efecto inhibitorio contra
las bacterias patdgenas intestinales (Garcia-Gamboa et al., 2019). Sin embargo, existen pocos
estudios que se enfoquen en el efecto antimicrobiano de estos probidticos contra las levaduras

intestinales.

En el presente estudio, L. paracasei y L. plantarum mostraron inhibicion del crecimiento de
Candida albicans. Estos resultados son consistentes con un estudio previo que report6 el efecto
fungistitico y fungicida de Lactobacillus spp. contra diferentes especies de Candida spp.,

incluida C. albicans (Parolin et al., 2015). L. paracasei 'y L. plantarum pueden producir peréxido
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de hidrégeno y lactato, que tienen actividad antimicrobiana. En este estudio, se encontré que el
lactato fue el AGCC predominante y L. paracasei produjo la mayor cantidad de este metabolito
en presencia de fructanos de tipo inulina. Rossoni et al. (2020) demostraron la actividad
inhibitoria de los postbidticos de L. paracasei contra C. auris, mientras que el estudio de de
Barros et al. (2018) demostraron inhibicién en la formacion de hifas de C. albicans. En otro
estudio, Salari & Ghasemi et al. (2020) estudiaron el efecto antiftingico de los probidticos contra
Candida spp. aislada de pacientes con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y de
pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Reportaron que el efecto
inhibitorio se demostrd tanto utilizando las células (probidticos) como en los SLC de L.

acidophilus y L. plantarum.

Se ha reportado que cuando los patégenos habitan en el tracto intestinal pueden activar genes
que estan implicados en la susceptibilidad y resistencia a los farmacos antimicrobianos (Cronin
et al., 2009). Healey et al. (2017) utilizaron un modelo intestinal murino para encontrar la
relacion entre las levaduras intestinales y su resistencia a los antifingicos. Los autores
reportaron que el tracto gastrointestinal es el sitio principal para que Candida spp. genere
mutaciones y resistencia a los farmacos antifingicos; en consecuencia, esto puede afectar la

efectividad de los tratamientos farmacoldgicos.

Los prebidticos pueden modular la composicion del microbioma intestinal y mejorar la salud de
su huésped. Los prebidticos también pueden aportar beneficios a otras dreas distintas al
intestino, como en las cavidades oral y vaginal y en la piel (Sanders et al., 2019). Un estudio
anterior demostré que las combinaciones simbidticas de fructanos de agave como prebidticos y
especies de Lactobacillus spp. son capaces de producir sobrenadantes con efecto inhibidor
contra tres bacterias patdgenas como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus 'y
Salmonella typhimurium (Garcia-Gamboa et al., 2018). En este estudio, los postbidticos
obtenidos de la metabolizacion de fructanos tipo inulina mostraron un efecto antimicrobiano y

de inhibicién de formacién de biopeliculas contra Candida albicans.

La formacion de biopeliculas forma parte de los factores de virulencia que pueden desarrollar
diferentes patégenos intestinales (Aarti et al., 2018). Desde un punto de vista médico, es
importante analizar la capacidad de C. albicans para formar biopeliculas porque, en esta forma,

esta levadura puede proliferar en el tracto gastrointestinal del huésped. Las biopeliculas de C.
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albicans son intrinsecamente resistentes a los firmacos antimicéticos, al sistema inmunolégico
del huésped y a los diferentes entornos dentro del tracto gastrointestinal (Nobile & Johnson,
2015). Por esta razon, el tratamiento contra las infecciones derivadas de estos microorganismos

formadores de biopeliculas es un desafio importante (Rossoni et al., 2020).

Los resultados del presente estudio demostraron que los postbidticos producidos por L.
paracasei 'y L. plantarum inhiben la formacion de biopeliculas de Candida albicans. Esto es
similar con otros estudios donde varias especies de Lactobacillus spp. inhiben la formacién de
biopeliculas de Candida spp. (Aarti et al., 2018; Bulgasem et al., 2016; Ribeiro et al., 2020).
Esta capacidad de Lactobacillus spp. podria deberse a la producciéon de moléculas con
propiedades biosurfactantes que afectan la adhesion de C. albicans (Ceresa et al., 2015). Otros
estudios han reportado que el efecto antimicrobiano de los probidticos es debido a la presencia

de AGCC (Higashi et al., 2020).

Un estudio reporté que los AGCC secretados de microrganismos probidticos, incluidos el
acetato, el propionato y el butirato, estdn relacionados con el crecimiento de C. albicans en el
tracto gastrointestinal. Encontraron una disminucién de las concentraciones de los AGCC en el
microbioma de ratones que fueron tratados con antibidticos y presentaron alta abundancia de C.
albicans. En otro grupo de ratones, encontraron que la alta presencia de bacterias productoras
de AGCC en ratones no tratados con antibidticos inhibieron in vitro el crecimiento, el tubo
germinativo, las hifas y el desarrollo de biopeliculas de C. albicans (Guinan et al., 2019). Otro
estudio que evaluo las interacciones entre patogenos intestinales reporté que, Clostridium
difficile y C. albicans, son patégenos oportunistas que pueden colonizar la microbiota intestinal
en la disbiosis. Se encontré que en presencia de C. albicans, Clostridium difficile podia crecer
en el tracto gastrointestinal y poseen diversas interacciones interespecies que les permiten
habitar en este nicho (van Leeuwen et al., 2016). Por lo tanto, es posible plantearse la hipotesis
que los postbidticos evaluados en este estudio pueden impactar indirectamente sobre el

crecimiento de otros patégenos intestinales como las bacterias.

La resistencia a fairmacos de cepas patégenas ha provocado un creciente interés en la bisqueda
de nuevas alternativas a los tratamientos antimicrobianos. Sin embargo, pocos estudios se han
centrado en la busqueda de alternativas naturales contra patégenos de tipo eucariota como las

levaduras, ya que la mayoria se ha centrado en patégenos procariotas. El presente estudio
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demuestra que las dos combinaciones simbidticas de fructanos de tipo inulina combinados con
Lactobacillus paracasei y Lactobacillus plantarum mostraron actividad inhibitoria sobre el
crecimiento e inhibicidn de formacién de biopeliculas contra C. albicans. Por tanto, L. paracasei
y L. plantarum cultivados en presencia de fructanos tipo inulina constituyen una nueva
formulacién simbidtica con efecto antiCandida para producir nutracéuticos como posible
alternativa a los farmacos antiftingicos o compuestos antimicrobianos. Este enfoque es valioso
considerando que los patdgenos de tipo levadura pueden habitar el microbioma intestinal y

contribuir a un estado infeccioso o de disbiosis.

Hay alrededor de 200 especies en el género Candida de las cuales 20 especies estdn relacionadas
con candidiasis en humanos; por lo tanto, Candida spp. juega un papel importante en la salud
publica (Pal, 2020). Candida albicans es la principal especie relacionada con las infecciones, es
un patégeno oportunista que puede adaptarse y habitar en el cuerpo humano (Debta et al., 2020).
Las propiedades benéficas de los probidticos se evalian debido a su efecto de inhibicién contra

patogenos humanos como C. albicans.

Los probidticos a menudo se administran como microorganismos vivos debido a sus efectos
benéficos, y los postbidticos incluyen cualquier sustancia o producto liberado o producido a
través de la actividad metabodlica de los probidticos que pueden ejercer multiples efectos
benéficos sobre la salud del huésped (Zotkiewicz et al., 2020). La actividad antimicrobiana es
una caracteristica clave de los probidticos (Garcia-Gamboa et al., 2020), y la mayoria de las
investigaciones se han enfocado en la actividad antimicrobiana contra las bacterias patdgenas.
En este trabajo, se demostrd el efecto de inhibicion contra C. albicans de los postbidticos
producidos por Lacticaseibacillus rhamnosus y Pediococcus acidilactici en combinacién con

fructanos de tipo inulina.

Los SLC obtenidos de la combinacion simbiética de L. rhamnosus con fructanos tipo inulina
mostraron inhibicién del crecimiento e inhibicidén de formacién de biopelicula contra Candida
albicans. Del mismo modo, Dausset et al. (2020) demostraron que los SLC de Lacticaseibacillus
rhamnosus Lcr35 inhibieron el crecimiento de Candida albicans ATCC 10231, reduciendo asi
la viabilidad en 3 log10 (UFC/mL). Esto sugiere que la presencia de metabolitos producidos por
este probidtico ejerce un efecto antimicrobiano. Parte de esta inhibicién se debe a la produccién

de metabolitos secundarios, como el peréxido de hidrégeno o el 4cido lactico, que tienen la
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capacidad de causar lisis en células fingicas. Sin embargo, otros mecanismos pueden estar
involucrados en este efecto antimicrobiano. L. rhamnosus GG puede producir exopolisacaridos
0 quitinasa, estas moléculas pueden interferir con la formacion de hifas de Candida spp.

(Allonsius et al., 2017; Allonsius et al., 2019).

Se ha reportado la actividad antimicrobiana de P. acidilactici contra patégenos bacterianos
como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium (Garcia-
Gamboa et al., 2018). Sin embargo, existe poca informacion sobre el efecto antifingico de
Pediococcus acidilactici y sobre los mecanismos involucrados. El efecto antiCandida de los
SLC de P. acidilactici aqui demostrado es similar al mostrado por Crowley et al. (2013), estos
autores demostraron que los SLC de P. acidilactici HWO01 disminuyeron el crecimiento e
inhibieron la formacién de biopeliculas de C. albicans. Los resultados en este estudio son
similares a otros estudios que reportaron el efecto antimicrobiano de diferentes cepas que
perteneces al género Lactobacillus spp., estas cepas son capaces de secretar metabolitos
antimicrobianos como dcidos organicos, peroxido de hidrégeno, metabolitos de grasas y
bacteriocinas. Asimismo, se ha reportado que el efecto antimicrobiano de Pediococcus spp.
contra patégenos puede deberse a la secrecion de compuestos similares a las proteinas

(Mubhialdin et al., 2011).

Las bacterias dcido lacticas pueden producir bacteriocinas capaces de modular el crecimiento
de patégenos. En este estudio, el dcido lactico y el acido acético fueron los metabolitos
producidos en mayor cantidad por L. rhamnosus 'y P. acidilactici. Estos dcidos organicos pueden
inhibir indirectamente el crecimiento de patégenos al disminuir el pH del medio (Le Barz et al.,
2015). Ademas, L. rhamnosus produjo una mayor concentracion de dcido acético en presencia
de inulina como fuente de carbono en comparacién con la dextrosa. Se ha reportado que las
bacterias productoras de dcido acético en el entorno intestinal pueden mejorar la salud del colon
(Hu et al., 2020). Por lo tanto, es posible plantearse la hipotesis de que probidticos L. rhamnosus

y P. acidilactici pueden modular la salud intestinal en presencia de prebidticos como la inulina.

La disminucion del efecto antimicrobiano de los sobrenadantes neutralizados de L. rhamnosus
y P. acidilactici en este estudio puede deberse a la presencia de compuestos diferentes a las
bacteriocinas (Kim & Kang, 2019). Sélo la muestra SLC-50%-N-I-P.acidilactici mantuvo el

efecto antimicrobiano después de ser neutralizado, incluso el efecto antimicrobiano fue
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significativamente mads alto que los sobrenadantes sin neutralizar. Lo anterior puede sugerir que
la metabolizacién de los fructanos de tipo inulina pueden estimular a P. acidilactici para que
secrete una mayor cantidad de compuestos de tipo bacteriocina. Esto es consistente con un
estudio que muestra que la combinacién de prebidticos con bacterias probidticas mejora la

secrecion de bacteriocinas (Pranckuté et al., 2016).

Este estudio mostré que las combinaciones simbidticas de Lacticaseibacillus rhamnosus y
Pediococcus acidilactici con fructanos de tipo inulina mostraron inhibicién de crecimiento e
inhibicién de formaciéon de biopeliculas contra Candida albicans. Estas formulaciones
simbidticas podrian ser una alternativa prometedora al uso de farmacos antimicéticos. Sin
embargo, se necesitan realizar estudios in vivo para confirmar los hallazgos encontrados en este

estudio.
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11. Conclusiones
El estudio de la micobiota intestinal cultivable mostrd diferencias entre los microorganismos

fungicos identificados en los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad. El grupo con obesidad
mostro los conteos mds altos de UFC, mientras que el grupo normopeso mostrd los conteos
bajos. Ascomycota y Basidiomycota fueron los dos filos encontrados en la micobiota intestinal
cultivable, y Ascomycota fue el que mostré mayor abundancia. Candida spp. fue el género que
mayor nimero de especies, Candida albicans fue la levadura con mayor presencia en el grupo
de obesidad. Candida albicans, C. kefyr y Rhodotorula mucilaginosa fueron las levaduras que
mostraron correlacién positiva con la obesidad, el aumento de peso y la masa grasa. Estas
levaduras también mostraron correlaciéon negativa con el HDL y la masa magra, pardmetros
relacionados con la pérdida de peso. Por otro lado, Kazachstania exigua 'y Candida orthopsilosis
se encontraron s6lo en normopeso. Por lo tanto, es posible plantearse que la composicion de la

micobiota cultivable puede estar influenciada la composicion corporal y el estado metabdlico.

En el estudio del microbioma y micobioma intestinal, las bacterias mostraron mayor diversidad
que los microorganismos fungicos en los grupos normopeso, sobrepeso y obesidad. El analisis
Beta mostr6 que las bacterias presentaron clusters diferenciados en los tres grupos, mostrando
diferencia significativa. Sin embargo, en el micobioma intestinal no se mostré este efecto. Los
indices Firmicutes/Bacteroidetes y Bacteroides/Prevotella mostraron correlacion positiva con
el IMC, estos indices son parametros encontrados en la obesidad. Los grupos con sobrepeso y
obesidad que presentaron mayor abundancia de Akkermansia muciniphila mostraron un perfil
saludable de lipidos y glucosa, en comparacién con los participantes con sobrepeso y obesidad
que presentaron baja abundancia de A. muciniphila. Eggerthella spp., Allisonella spp.,
Subdoligranulum spp., Dielma spp., Clostridium spp. y Romboutsia spp. fueron los géneros
bacterianos diferenciales en los grupos con sobrepeso y obesidad, estos géneros mostraron
relacidn positiva con las variables antropométricas, bioquimicas y dietéticas relacionadas con el
aumento de peso. Faecalibacterium spp., Histophillus spp., Rikenella spp., Odoribacter spp. y
Marvinbryantia spp. fueron los géneros diferenciales en el grupo normopeso y mostraron
relacidn positiva con las variables antropométricas, bioquimicas y dietéticas relacionadas con

buena salud y peso ideal.

Ascomycota y Basidiomycota fueron los filos mds abundantes en el micobioma intestinal en los

grupos normopeso, sobrepeso y obesidad. Ascomycota, Nakaseomyces spp. y Saccharomyces
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spp. presentaron mayor abundancia en el micobioma intestinal en los tres grupos. Nakaseomyces
spp., Kazachstania spp., Kluyveromyces spp. y Hanseniaspora spp., mostraron mayor
abundancia en el grupo normopeso y mostraron relacion negativa con el IMC. Mientras que
Saccharomyces spp., Debaryomyces spp. y Pichia spp., mostraron mayor abundancia en los
grupos con sobrepeso y obesidad y presentaron relacioén positiva con el IMC. Candida spp.
presentd6 mayor abundancia en sujetos con sobrepeso, mostré correlaciéon positiva con el
consumo de hidratos de carbono simples. Malassezia spp. y Aspergillus spp. fueron los géneros
fungicos diferenciales en el grupo con obesidad y mostraron relacion con las variables
antropométricas, bioquimicas y dietéticas relacionadas con la ganancia de peso. La presencia de
Kazachstania spp. en el grupo normopeso, de Candida parapsilosis en los grupos normopeso y
sobrepeso, y de Pichia en el grupo con obesidad, fue consistente con el estudio de la micobiota
cultivable. Por lo tanto, es posible concluir que, para el estudio de algunas especies fungicas de
la micobiota, como Kazachstania, Candida parapsilosis y Pichia, pueden ser estudiadas

utilizando técnicas de cultivo y técnicas gendmicas.

En el presente trabajo se demostré que las cuatro combinaciones simbidticas que contenian
fructanos de tipo inulina en combinacién con Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lacticaseibacillus rhamnosus y Pediococcus acidilactici mostraron inhibicion de crecimiento e
inhibicién de formacidn de biopeliculas contra Candida albicans. Por lo tanto, estos probidticos
y prebidticos podrian ser utilizados como nuevas formulaciones simbidticas capaces de modular
el micobioma intestinal, principalmente modular el crecimiento de levaduras patégenas

causantes de disbiosis.

De acuerdo con el andlisis del micobioma, Candida albicans mostré alta presencia los grupos
con sobrepeso y obesidad, por lo tanto, es posible plantearse que en estos grupos exista un estado
de disbiosis. En consecuencia, se sugieren futuros estudios in vivo que evalden la aplicacion de

estas formulaciones en personas con sobrepeso y obesidad.
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12. Perspectivas
Este estudio representa el primer andlisis de la micobiota intestinal en mexicanos relacionado

con el sobrepeso y la obesidad. Sin embargo, hacen falta futuros estudios que aborden las
interacciones entre los microorganismos de la micobiota y microbiota intestinal y su papel en la
salud y en la obesidad. Para ello es posible utilizar modelos ex vivo, como un simulador de tracto
digestivo, que permite tener una mayor comprension entre las interacciones microbianas y tener
resultados mds precisos que permitan y puedan ofrecer tratamientos preventivos y terapéuticos

en la disbiosis intestinal y en la obesidad.

Por otra parte, hacen falta estudios que involucren el andlisis de las rutas metabdlicas que
genomas de hongos y levaduras y comprarlos con genomas bacterianos para comprender de
manera mds especifica las vias metabolicas entre estas comunidades de microorganismos y su

relacién con la obesidad.

Se sugiere que en futuros estudios se involucre un estudio metabolémico del microbioma
intestinal y analizar como los metabolitos generados por el microbioma y el micobioma tienen
relacidn con la homeostasis humana y con el desarrollo y progresion de la obesidad. Lo anterior
puede funcionar como una herramienta que complemente el diagndstico y al tratamiento de

anomalias en el microbioma intestinal en la obesidad.

Los resultados de esta investigacion, debido a lo novedoso, y por qué no se encontraron reportes
en poblacién mexicana, abre multiples perspectivas y futuros estudios en el drea de

investigacion en el micobioma intestinal.

El efecto antiCandida demostrado por las combinaciones simbidticas puede ser utilizado para
producir nutracéuticos como posible alternativa a los firmacos antiftingicos o compuestos
antimicrobianos. Este enfoque es valioso considerando que los patégenos de tipo levadura
pueden habitar el microbioma intestinal y contribuir a un estado infeccioso o de disbiosis. Sin
embargo, se necesitan realizar estudios in vivo para confirmar los hallazgos encontrados en este

estudio.
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14. Anexos
Anexo 1. Cuestionario de frecuencia de consumo

ALIMENTO Diaric Semanal Quincenal Mensual Ocasional [ [+]

A.- Leche descremada o yogur descremado

B.- Leche semidescremada o yogur

C.- Leche entera o yogur natural

D.- Leche con chocolate o vainilla o leche malteada

A.- Pechuga de pollo sin piel

Atin en agua

Queso cotftage

Ternera.

B.- Muslo o pierna, higado de polio.
Barbacoa (maciza)

Camne de cerdo sin grasa.

Pescado

Queso panela

Embutidos de pavo

Res magra (cuete, filete, falda, aguayon)
C.- Pollo con piel

Queso paxaca

Huevo entero

D.-Mariscos

Embutidos de cerdo

Queso fuertes

Cortes de carne con grasa (arrachera, cortes fipo
americano como: rib eye, t bone, eic)

Agua preparada de sabor
Polvo para beber de sabor
Azicar

Cajeta

Mermelada

Miel

Caramelo

Chicle

Chocolate en polvo
Gelatina

Nieve de fruias

Helados de crema

Jugos industrializados
Refrescos

Salsa catsup

Sustituto de azucar (Canderel/Aspartame, Splenda
Polvo para bebida (Clight)
Refresco de dieta
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Anexo 1. Cuestionario de frecuencia de consumo (continuacion)

ALIMENTO

Diario

Quincenal

Mensual

Ocasional

No

A.- Leche descremada o yogur descremado

B.- Leche semidescremada o yogur

C.- Leche entera o yogur natural

D.- Leche con chocolate o vainilla o leche malteada

A.- Pechuga de pollo sin piel

Atlin en agua

Queso cottage

Ternera.

B.- Muslo o pierna, higado de pollo.

Barbacoa (maciza)

Carne de cerdo sin grasa.

Pescado

Queso panela

Embutidos de pavo

Res magra (cuete, filete, falda, aguaydn)

C.- Pollo con piel

Queso oaxaca

Huevo entero

D.-Mariscos

Embutidos de cerdo

Queso fuertes

Cortes de carne con grasa (arrachera, cortes tipo
americano como: rib eye, t bone, etc)

Pastelillos industrializados

Verduras: crudas/ ensaladas/ cocidas/ precocidos

Verduras enlatadas

Jugo de verduras (V8, Licuado de nopal)

Sopa caldosa

Sopa de crema
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Anexo 1. Cuestionario de frecuencia de consumo (continuacién)

Ce

reales sin grasa:

Arroz al vapor

Cereal industrializado

Elote

Papa

Pastas cocidas

Galletas Marias o saladas

Palomitas naturales

Pan de centeno

Pan de caja: Pan integral

Pan de caja: Pan blanco

Tortilla de maiz

Tortilla de harina

Cereales con grasa:

Arroz a la mexicana

Pasta preparada (con crema, mantequilla, margarina, aceite)

Pan dulce

Hot cakes o waffles

Frituras

Tamal

ALIMENTO

Diario Semanal Quincenal Mensual Ocasional

Frutas crudas

Frutas congeladas/ enlatadas

Jugo de frutas natural

Frijol, alubia, habas, lentejas, soya, garbanzo |

Acidos grasos saturados:

Mantequilla

Manteca

Chicharrén

Sustituto de crema

Chorizo

Tocino

Ccrema

Mayonesa

Aderezo cremoso para ensaladas

Chocolates

Acidos grasos polinsaturados:

Aceites de maiz

Ajonjoli girasol

Vinagreta

Oleaginosas

Acidos grasos monoinsaturados:

Aceite de oliva

Aceite canola

Aguacate

Ac

idos grasos frans:

Margarina |
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Anexo 2. Cuestionario de Recordatorio de 24 horas

TIEMPO DE
COMIDAY
HORA

ALIMENTO, CANTIDAD E INGREDIENTES

DESAYUNO

COLACION
MATUTINA

COMIDA

COLACION
VESPERTINA

CENA
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Anexo 3. Mediciones antropométricas realizadas a cada participante

mediciones resultado
peso

estatura

circunferencia de brazo

circunferencia de brazo flexionado
circunferencia de cintura

circunferencia cadera

circunferencia muifierca

pliegue cutdneo bicipital
pliegue cutaneo tricipital
pliegue cutdneo subescapular
pliegue cutaneo suprailidco
didmetro del himero
didmetro del femoral
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Anexo 4. Pardmetros bioquimicos realizados a cada participante.

Prueba Resultado

Electrolitos séricos:

Calcio

Sodio

Potasio

Cloro

Fosforo

Magnesio

Perfil cinético del hierro:

Hierro sérico

UIBC

Capacidad total de fijacion del hierro
Porcentaje de saturacion del hierro
Ferritina

Transferrina.

Perfil hepatico:

Proteinas totales

Albumina en suero

Glubulina

Relacién albumina/globulina
Bilirrubina total

Bilirrubina directa

Bilirrubina indirecta

Alanina aminotransferasa (ALT)
Aspartato aminotransferasa (AST)
Gamma glutamil transpeptidasa (GGT)
Lactato deshidrogenasa (LDH)
Fosfatasa Alcalina

Perfil lipidico:

Colesterol

Colesterol de alta densidad (HDL)
Colesterol de baja densidad (LLDL)
Colesterol de muy baja densidad (VLDL)
Triglicéridos e indice aterogénico
Quimica sanguinea:

Glucosa

Urea

Nitrégeno ureico en sangre (BUN)
Creatinina

Acido trico
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Anexo 5. Secuencias de los cebadores usados en la preparacién de la libreria (16S). El primer
par de cebadores van dirigidos a las secuencias V3 y V4 del gen bacteriano 16S ADN mientras

que los segundes cebadores permiten el paso de multiplexacion.

Cebador Secuencia

Amplicén 16S

Forward (F) 5’- CCTACGGGNGGCWGCAG

Reverse (R) 5’- GACTACHVGGGTATCTAATCC

Adaptadores

Forward (F) 5’- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
Reverse (R) 5’- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

Anexo 5. Secuencias de los cebadores usados en la preparacion de la libreria (ITS). El primer

par de cebadores van dirigidos a la regién 1 del gen ITS mientras que el segundo par permiten

el paso de multiplexacion.

Cebador Secuencia

Region ITS

Forward (F) 5’- GATGAAGAACGYAGYRAA

Reverse (R) 5’- TCCTCCGCTTWTTGWTWTGC

Adaptadores

Forward (F) 5’- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-GATGAAGAACGYAGYRAA
Reverse (R) 5’- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-TCCTCCGCTTWTTGWTWTGC
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Anexo 6. Flujo de trabajo para preparar las librerias. Figura extraida de 16s Metagenomic

Sequencing Library Preparation (Cod. 150044223 Rev. B).

PCR amplify template out of genomic DNA using
region of interest-specific primers with overhang adapters

Forward primer overhang adapter: \
5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-' N i ) o
b Region of interest-specific primer

Region of interest-specific primer

\ Reverse primer averhang adapter:
5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3'

= =V

Attach indices and lllumina sequencing adapters
using the Nextera® XT Index Kit

P§
Index 2

Index 1
\ P7

Normalize and pool libraries

Sequence
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