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RESUMEN

La microbiota es un conjunto de microorganismos que viven en asociaciéon con el
individuo, el intestino es el reservorio mas denso y diverso. La concentracion de estas
bacterias varia por factores como la edad o presencia de patologias, algunas de estas
cursan con disbiosis como la DM2, en cuyo caso, se ha considerado la composicién de
la microbiota como un factor ambiental que, en conjunto con los ya conocidos,
desencadena su aparicion. Los mecanismos que vinculan a la microbiota intestinal con
la DM2 van desde la extraccion de nutrientes, inmunidad, inflamacion, etc., debido a
esto, se ha considerado la modulacién de la microbiota como un tratamiento adyuvante
prometedor para esta y otras enfermedades, algunas de las estrategias son la
administracion de probidticos o TMF, pero son necesarios mas estudios que aclaren
cual es el método que proporcioné resultados mas tangibles y duraderos. En el presente
trabajo, se buscé evaluar el impacto de la administracién de probiéticos y TMF en el
nivel glucémico. Para ello, se utilizaron ratones de la cepa CD1 tanto diabetizados con
STZ como sanos, a los cuales se dio un probiético durante 21 dias y TMF por 2 dias,
también se evaluo el cambio de peso corporal, consumo de alimento y agua. Bajo estas
condiciones, se encontré que los probiéticos no tuvieron impacto en el nivel glucémico,
peso corporal y consumo de alimento en ratones diabetizados, pero si en ratones sanos
y que el TMF no impactd en ningun parametro medido. Aunque se resalta la importancia
de la modulacion de la microbiota intestinal con probiéticos y TMF como una alternativa
de mantener la salud, no todas las bacterias comerciales pueden tener este efecto,
hacen falta mas estudios de estandarizacion tanto del procedimiento, cepas de ratones,

dosis, asi como evaluar otros parametros metabolicos.



ABSTRACT

The microbiota is a set of microorganisms that live in association with the individual, the
gut is the densest and most diverse reservoir. The concentration of these bacteria varies
due to factors such as age or the presence of pathologies, some of these occur with
dysbiosis such as DM2, in which case, the composition of the microbiota has been
considered an environmental factor that, together with those already known, triggers its
appearance. The mechanisms that link the gut microbiota with DM2 range from the
extraction of nutrients, immunity, inflammation, etc., due to this, modulation of the
microbiota has been considered as a promising adjuvant treatment for this and other
diseases, some of the strategies are the administration of probiotics or FMT, but more
studies are needed to clarify which is the method that provided more tangible and lasting
results. In the present work, we sought to evaluate the impact of the administration of
probiotics and FMT on the glycemic level. For this, mice of the CD1 strain, both
diabetized with STZ and healthy, were used, who were given a probiotic for 21 days and
FMT for 2 days, the change in body weight, food and water consumption was also
evaluated. Under these conditions, it was found that probiotics had no impact on
glycemic level, body weight and food consumption in diabetic mice, but in healthy mice,
and that the FMT did not impact any measured parameter. Although the importance of
modulating the intestinal microbiota with probiotics and FMT is highlighted as an easy
way to maintain health, not all commercial bacteria can have this effect, more
standardization studies are needed, both procedure, strains, doses, as well how to

evaluate other metabolic parameters.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Microbiota humana

La microbiota se puede definir como el conjunto de microorganismos que viven en
asociacion con un individuo. Estd compuesta de aproximadamente 104 bacterias,
arqueas, virus y hongos, siendo las células procariontes mas abundantes que las

eucariontes propias del ser humano®2.

Los nichos donde podemos encontrar microorganismos son: la piel, la conjuntiva, la
leche materna, el tracto respiratorio y el tracto genitourinario, teniendo cada uno de
estos sitios anatémicos una microbiota especifica con caracteristicas y funciones

muy diversas?.

Cuando hablamos de microbiota podemos hablar de dos poblaciones dependiendo
de su temporalidad: la microbiota residente, la cual es muy caracteristica de cierta
region del organismo y siempre estd presente (por ejemplo Staphylococcus
epidermidis en piel o Escherichia coli en el intestino), y por otro lado la microbiota
transitoria que varia de un sujeto a otro y los microorganismos colonizan de manera
intermitente ciertas regiones?. Hablando propiamente de las bacterias asociadas al
organismo, se ha visto que no solo no son perjudiciales, sino que son necesarias

para el adecuado desarrollo y funcionamiento del cuerpo®S.

El intestino es el reservorio mas denso y diverso de microorganismos en donde se

han calculado alrededor de 10 a 100 trillones de bacterias que pueblan en un adulto



y tienen un peso de 1.5 kilogramos, por esto se ha considerado uno de los
ecosistemas mas complejos sobre la faz de la tierra. A lo largo del tubo digestivo, la
distribucion de la microbiota va cambiando. Tanto la densidad como la diversidad
de la poblacion bacteriana depende tanto de las caracteristicas anatomicas como
de condiciones ambientales del tubo digestivo. Por ejemplo, la cavidad oral presenta
una arquitectura compleja diferente al resto del sistema gastrointestinal que es
tubular, los acidos biliares del duodeno o la acidez del estbmago generan también

cambios en el ambiente microbiano®-2.

La concentracién de bacterias es relativamente baja en duodeno (102 a 102 UFC/q)
tratandose principalmente de Streptococcus, Lactobacillus, Escherichia vy
Corynebacterium, aumenta en yeyuno e ileon (10° a 107 UFC/g) y alcanza su
maxima concentracion en colon (102 a 10'* UFC/g) predominando Bacteroidetes y
Firmicutes, es en esta parte distal (colon y ciego) donde se dan mas los procesos
de fermentacion, y donde las bacterias tienen mayor crecimiento, aqui también se
da una mayor produccién de acidos grasos volatiles (AGV) que finalmente hacen
que disminuya el pH (5.4-5.9); ya en el colon descendente, los procesos anteriores
se dan con menos intensidad y por lo tanto el pH se encuentra mas alto (6.6-6.9),
con todo lo anterior se ha calculado que la masa fecal esta formada por bacterias
en un 60% aproximadamente. El genoma colectivo de la microbiota, se llama
microbioma y tiene mas de 5 millones de genes, es decir, supera por 150 el propio

genoma humano?®*.

1.2 Composicion de la microbiota intestinal humana.



Se han identificado 3 principales familias: Firmicutes (gram-positivos), estas se
encuentran en mayor cantidad y proporcion en el intestino (60-80%), tiene mas de
200 géneros siendo los mas importantes Lactobacillus, Micoplasma, Bacillus y
Clostridium, se unen a polisacaridos de plantas, fibras y mucina y son mas eficientes
fermentando hidratos de carbono insolubles; la segunda familia son los
Bacteroidetes (gram-negativos), incluye sélo 20 géneros (20-30% de la microbiota
total) y de estos los que llegan a ser mas eficientes en la utilizacion de sustratos,
usan oligosacaridos y polisacaridos solubles provenientes de polisacaridos
insolubles, se ha visto que esta familia es mas abundante cuando se lleva una dieta
hipocaldrica, los mas abundantes de estos son los Bacteroides, Prevotella y
Xylanibacter; y finalmente estan las Actinobacterias y Verrucomicrobia (gram-
positivos), que son minoria representan solo un 10%, con predominio del género
Bifidobacterium; ya en menor cantidad (<1%), se encuentran las Proteobacterias

como Escherichia y Enterobacteriaceae®>5.

Cada persona posee una composicion de microbiota Unica, con gran diversidad y
variabilidad entre cada individuo y todo esto depende de muchos factores como la

edad, el sexo, la geografia, etnia, familia, dieta, etc.'>.

Anteriormente se creia que el ambiente intrauterino era un ambiente estéril libre de
cualquier microorganismo, sin embargo, cada vez existe mas evidencia de que hay
microbios en este medio, una prueba de ello son las bacterias productoras de acido
lactico encontradas en el meconio de recién nacidos tanto via vaginal como por

cesarea; otro hallazgo es la microbiota comensal no patdogena presente en la



placenta la cual es muy similar al microbioma oral’. El perfil de bacterias que se
encuentra en la placenta a nivel de phylum son: Proteobacterias (los mas
abundantes), Bacteroidetes, Actinobacterias y Firmicutes, esta proporcion difiere
significativamente entre madres con y sin diabetes gestacional. Las rutas que se
han sugerido para esta inoculacion placentaria son tres: oral-fetoplacentaria,
gastrointestinal-fetoplacentaria (uniones intercelulares débiles) y genitourinaria-
fetoplacentaria. Se sugiere que la microbiota placentaria esta asociada con ciertos
resultados del embarazo y otras enfermedades humanas y que también algunas
condiciones en el embarazo alteran el perfil microbiano, por ejemplo, el tener trabajo
de parto prematuro, obesidad materna o aumento excesivo de peso gestacional

(asociado a inflamacion de la placenta) o el tener bajo peso al nacer, entre otros’2,

Las bacterias que predominan en los primeros dias después del nacimiento son las
Proteobacterias y Actinobacterias, pero es hasta el final del primer afio de vida,
cuando el nifio inicia ingesta de alimentos, que su microbiota se acerca mas al perfil
de microbiota adulta; sin embargo es hasta los 2 afios y medio de edad que su
microbiota se vuelve mas heterogénea y se asemeja completamente a la microbiota
adulta, ya contando con una gran diversidad, a partir de este momento, predominan
cinco filos principales: los gram-negativos Bacteroidetes, Proteobacteria y
Verrucomicrobia, y los gram-positivos Actinobacteria y Firmicutes; y un archaea
(Euryarchaeota), distribuidos a lo largo de toda la extension intestinal. Mediante
secuenciacion de genes del ARN ribosomal 16S y 18S, se ha visto que los phyla

Bacteroidetes y Firmicutes integran poco mas del 90% de las especies que dominan



principalmente la region del colon. Una vez alcanzada la madurez, la microbiota

permanece estable hasta la vejez (Figura 1)129,
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Figura 1. Inicio y conformacion de la abundancia de diferentes phylos a través de las diferentes
etapas y condiciones de la vida medido por ARN 16S o por enfoques metagendmicos (ADN). Fuente:
Ottman N, et al 2012.°

Son muchos los factores que pueden inducir un cambio en la composicion de la
microbiota intestinal, estos son principalmente ambientales y se ha visto mas
acentuado en las ultimas décadas, un ejemplo de ello es lo observado en paises
desarrollados, donde se ha encontrado la pérdida de ciertos filos que en afios
anteriores se encontraban colonizando nuestro intestino, esto en consecuencia lleva

a una pérdida de la biodiversidad*>.

De los factores mas importantes que se han encontrado estan: el saneamiento del

agua, tipo de parto (aumento de cesareas), reduccion de la lactancia materna,



genes, dieta, uso de antibidticos, el nuevo modelo de familias pequeiias, el estrés,
aumento del aseo o la difusion de jabones antibacteriales y se siguen encontrando
mas3®. Todos estos factores son poco significativos si los comparamos con el
extensivo uso de antibioticos, antiinflamatorios, laxantes, antiacidos, aplicacion de
radioterapia o0 quimioterapia, de hecho el consumo de antibidticos, reduce
drasticamente las poblaciones dominantes y favorece la aparicion de bacterias
patdgenas oportunistas, como Clostridium difficile; la administracién por ejemplo, de
ciprofloxacino durante 5 dias, afecté tanto la diversidad microbiana que incluso

algunos géneros no volvieron a aparecer aun después de 6 meses3*.

La composicion de la microbiota en el colon estd dominada como ya se dijo por
Firmicutes que parecen ser activos en el metabolismo de carbohidratos, mientras
gue Bacteroidetes muestran mas actividad en funciéon de produccion y conversion
de energia, asi como el transporte de aminoacidos y el metabolismo ademas del
metabolismo de carbohidratos. Los polisacaridos complejos son degradados por
una comunidad microbiana especializada y los oligosacaridos liberados pueden ser
utilizados por otras bacterias comensales, asi es como la dieta tiene una gran

influencia en la actividad microbiana intestinal®.

1.3 Funciones de la microbiota intestinal

La microbiota juega un papel importante en el organismo, algunas de sus funciones

son:

e Estimula el desarrollo y mantiene el recambio epitelial en el intestino



e Modula la respuesta inmunoldgica proporcionando sefiales para promover la
maduracion de las células inmunitarias y el desarrollo normal de sus
funciones

e Participa en el metabolismo de algunos medicamentos; desde el punto de
vista nutricional participan en la depuracion de toxinas y carcinégenos
evitando la colonizacion por bacterias patégenas

e Sintetizan micronutrientes como vitamina K, B12 y &cido félico™®.

e Ayudan a la fermentacién y absorciéon de sustancias indigeribles

e Ayudan a absorber electrolitos y minerales

e Modulacion de la motilidad intestinal

e Produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) que estimulan el
crecimiento y desarrollo de enterocitos y colonocitos?©.

¢ A nivel metabdlico, ayudan a determinar una mayor o menor eficacia en el
aprovechamiento de energia proveniente de la fibra dietética
transformandola en disponible para el organismo, asi se evita su pérdida por
las heces, otra funcién es el control del depésito de energia como tejido
adiposo!®.

e Proteccion ante litiasis renal por oxalato al metabolizar esta molécula en el
intestino™.

e Correcto desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso*?.

Es en el yeyuno proximal donde se absorben los hidratos de carbono simples con

ayuda de transportadores especificos, después enzimas digestivas como



hidrolasas, transferasas y liasas, hidrolizan poli y disacaridos en monosacaridos que
son la unidad mas simple de absorcion, sin embargo, no son capaces de degradar
otros polisacaridos no digeribles como celulosa, xilano y pectina, asi que al llegar a
la region distal del intestino son metabolizados por las bacterias presentes en esta
zona intestinal. Este rescate coldnico es considerado tan significativo que se ha
discutido la posibilidad de considerar a la fibra soluble de los alimentos con cierto

valor energético, atribuyéndole 2 kcal/g®*.

Al estimular la secrecion del péptido YY, se inhibe la motilidad intestinal, se mejora
la absorcién de nutrientes y también provoca que los AGCC conduzcan a la
supresion del apetito. Otra actividad en la que intervienen los AGCC es en la
estimulacién de receptores de acidos grasos libres acoplados a proteina G en la
mucosa del colon (FFAR2 y FFAR), estos receptores promueven el almacenamiento
de energia al aumentar la adipogénesis, inhibicion de la lipdlisis en las células

adiposas y disminucién del gasto energético*®.

La microbiota intestinal también tiene la capacidad de convertir aminoacidos
producto de la digestion de proteinas en otros productos de utilidad para el
organismo, por ejemplo, la L-histidina, amina biogénica que es capaz de generar
histamina por accion de la histidina descarboxilasa que es un producto de
fermentacion de Lactobacilos probidticos. Lo anterior tiene repercusion a nivel
inmunologico, pues esta sefial suprime la produccion de TNF-a, citoquina
proinflamatoria. Otro ejemplo de la intervencion de la microbiota en el metabolismo

de los aminoacidos es la generacion de y-amino butirico (GABA) a partir de



glutamato a través de la glutamato descarboxilasa y la producciéon de putrescina
desde ornitina; todos estos hallazgos pueden contribuir a conocer estrategias para
disminuir enfermedades crénicas y sus complicaciones, pues tienen gran
implicaciéon a nivel inflamatorio y de sistema inmune. Se ha visto que la microbiota
intestinal también tiene intervencion en la integracion de proteinas en el sujeto como

colageno, fibrindgeno y fibronectina3+4.

1.4 Microbiota intestinal y diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

Son varios los mecanismos a través de los cuales se puede explicar la relacion entre
microbiota y metabolismo energético, cuando existe un desequilibrio entre estos dos
factores se pueden entonces explicar alteraciones en la acumulacion de grasa
corporal, resistencia a la insulina, DM2, higado graso no alcohdélico, hipertensiéon y
aterosclerosis (Figura 2). Se cree, por ejemplo, que ciertas especies de
Bacteroidetes (Bifidobacterium Thetaiotaomicron y Bifidobacterium Fragilis) pueden
ser responsables de la formacion de N-6xido de trimetilamina (TMAO) un compuesto
pro-aterogénico que se ha asociado con aumento de enfermedades
cardiovasculares, ademas como es bien conocido, la enfermedad arterial coronaria
es factor determinante en el pronéstico del paciente con diabetes, de hecho, la

prevalencia de diabetes en estos pacientes es hasta del 50%°12,
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Figura 2. Mecanismos que explican la relacién entre microbiota intestinal y DM2

1.4.1 Extraccion de nutrientes

Uno de los aspectos mas estudiados es la extraccion de nutrientes de la dieta y con
ello la regulacion del balance energético, todo esto se lleva a cabo mediante
enzimas que no posee normalmente nuestro intestino, esto hace que se optimice la
digestion de los alimentos resultando en un mayor rendimiento calérico, la
explicacion toma sentido cuando se entiende el papel que juegan estos
microorganismos transformando ciertos nutrientes como fibra dietética y mucina en
azucares y acidos grasos de cadena corta facilmente asimilables por el intestino,

sin esta funcién de la microbiota, la fibra y mucina se eliminarian por las heces*>.

En ratones se ha observado que, aquellos que carecen de microbiota intestinal

requieren un 30% mas de alimento que los ratones convencionales (con presencia



de bacterias intestinales) para crecer al mismo ritmo, asi mismo se ha visto que
tienen menos grasa corporal que los ratones normales, este mismo efecto se ha
comprobado en humanos; a nivel experimental se ha demostrado que el trasplante
de microbiota intestinal de ratones genéticamente obesos a ratones axénicos
provoca incremento de peso significativo comparado con ratones carentes de

microbiota que se trasplantaba con bacterias de ratones con peso normal >8.

En cuanto a la composicion de la microbiota, se ha encontrado que existe mayor
proporcion de Firmicutes en ratones obesos, al mismo tiempo se observa una
disminuciéon del filo Bacteroidetes, este cambio en la proporcién
Firmicutes/Bacteroidetes, se cree que es el responsable del aumento en la
capacidad de digerir polisacéaridos indigeribles ya mencionados. En humanos se ha
visto que después de la pérdida de peso se presenta un aumento en de cantidades
de Bacteroidetes (3%-15%) y una disminucién de la abundancia de Firmicutes,
correlacionandose estos cambios con el porcentaje de pérdida de peso, pero no con
los cambios en el contenido calérico de la dieta. Los Bacteroidetes poseen menos
genes para las enzimas implicadas en el metabolismo de lipidos e hidratos de
carbono que los Firmicutes. En pacientes con diabetes se ha encontrado

disminucién de bacterias productoras de butirato!4.

Ademas de la importante extraccion de nutrientes también se ha visto que mejora
la capacidad de almacenamiento de energia en los adipocitos al cambiar la
expresion de ciertos genes implicados en el metabolismo de lipidos e hidratos de

carbono, por ejemplo, mejora la expresion de transportadores de monosacaridos



gue a su vez activan enzimas en los colonocitos que mejoran la absorcion de estos
macronutrientes, que finalmente son utilizados por el higado para sintetizar nuevos

lipidos*>.

Por otro lado, la microbiota puede disminuir la produccion del factor adipocitario
inducido por el ayuno (Fiaf) también conocido como proteina 4 similar a la
angiopoyetina, este juega un papel importante en el metabolismo de triglicéridos,
pues inhibe la produccién de lipasas lipoproteicas en el tejido adiposo y modula la
oxidacion de acidos grasos tanto en adipocitos como en el musculo esquelético,
estas enzimas favorecen la liberacion de acidos grasos no esterificados hacia los
tejidos como el higado y las células adiposas®“. Con todo lo anterior se puede ver
gue la microbiota puede modular ambos lados de la ecuacion del balance
energeético, recoleccion de energia de la dieta, almacenamiento de energia como

triglicéridos y gasto de energia a través de la oxidacion de acidos grasos (AG)S.

1.4.2 Induccion de inmunidad e inflamacién

Otro aspecto que explica esta relacién es la inflamacion, la microbiota tiene también
la funcion de regular la inmunidad innata y adaptativa e interviene en respuestas
tanto locales como sistémicas, esto hace pensar que también influye en la
inflamacion cronica presente en obesidad y resistencia a la insulina. Como es ya
conocido, la DM2 se relaciona a un estado proinflamatorio con exceso en la
produccion de citoquinas como interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 (IL-1) o factor de

necrosis tumoral alfa (TNF-a), las cuales hacen mas dificil la interaccion de la



insulina con su receptor contribuyendo asi a la resistencia a la insulina y a su

consecuente DM21:5,

Los receptores tipo Toll (TLRs) son importantes mediadores de la inflamacién y la
inmunidad, estan presentes en la mayoria de las superficies celulares de pacientes
con obesidad, diabetes y sindrome metabdlico, también se ha visto que ratones
deficientes del receptor tipo Toll 5 (TLR5) que reconocen a la proteina flagelina,
proteina estructural de los flagelos presentes en muchas bacterias. Estos ratones
muestran hiperfagia, obesidad, y otras entidades del sindrome metabdlico; en otro
estudio en ratones se vio que los que tenian deficiencia de receptor TLR2, el cual
reconoce peptidoglicanos presentes en la pared de las bacterias, desarrollaron
obesidad, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa, asi también su
microbiota estaba en niveles aumentados de Firmicutes y Actinobacterias y
disminuida en Bifidobacterium, al administrar antibidtico y eliminar muchos
Firmicutes, mejord la accion de la insulina y la tolerancia a la glucosa, pero los
niveles también bajos de Bifidobacterium aumentaron la permeabilidad intestinal,

esto llevé a una produccion mayor de lipopolisacarido (LPS) sérico?.

Se ha demostrado que el LPS presente en la membrana celular de bacterias gram-
negativas, asi como los AG de la dieta, actian como ligandos de receptores como
el CD14/TLR4 presente en los macrofagos y se produce un incremento en la
produccion de citoquinas proinflamatorias que se ha visto que estan relacionadas

con enfermedades metabdlicas, este efecto es tan claro que en ratones a quienes



se les administra una dieta alta en grasas se ha observado un aumento en los

niveles séricos de LPS16,

Los LPS se absorben por el enterocito y son transportados unidos a quilomicrones,
lo cual provoca endotoxemia y a su vez inflamacién causando aumento de peso,
resistencia a la insulina y diabetes, de hecho, la sola administracion de LPS afecta
los niveles de glucosa sanguinea*®. Contrario a lo mencionado, se ha visto que al
administrar antibiético (ampicilina y norfloxacina) introducidos en su agua para
beber elimino casi por completo la poblacién bacteriana intestinal, esto normalizo la
glucemia en ayunas y la tolerancia oral a la glucosa, a pesar de que persistia la
obesidad, también se vio una reduccion de los niveles séricos de LPS y de la
inflamacion de bajo grado. La disminucion de los niveles de LPS podria dar la pauta
de una estrategia para controlar procesos inflamatorios asociados a enfermedades

metabdlicas?4.

Asi pues, se ha visto que puede trasplantarse microbiota intestinal de ratones
obesos a ratones libres de gérmenes, donde los resultados consisten en mayor
adiposidad. La composicién de la microbiota en ratones obesos muestra mayor
cantidad de Firmicutes en un 50%, mientras que los Bacteroidetes disminuyen
correlativamente, esto mismo es observado en humanos y no esta clara la
proporcion de bacterias que es responsable del desarrollo de patologias
metabolicas, lo que si es un hecho es que los sujetos obesos y con diabetes
muestran una disminucion significativa en la riqueza y diversidad bacteriana en

comparacion con los sujetos normopeso y sin diabetes; esta biodiversidad



disminuida va acompafiada de mayor adiposidad, resistencia a la insulina,
dislipidemia e inflamacibn comparado con sujetos con alta biodiversidad.
Proporciones elevadas de Firmicutes y disminuidas de Bacteroidetes se relacionan

con un incremento de 150 kcal de almacenamiento energético®12,

Otro resultado de la modificacién de la microbiota intestinal (aumento del rango
Firmicutes/Bacteroidetes) en el colon, asi como el incremento de bacterias
oportunistas y produccién de endotoxinas, es la alteracién en la permeabilidad
intestinal consistente en cambios de mucus intestinal y capa de glicocélix, todo esto
principalmente por accion de bacterias como Bacteroidetes thetaiotaomicron,

Akkermansia muciniphila y Escherichia coli®.

1.4.3 Endocrino

Un tercer mecanismo es la via enddcrina, medio por el cual el intestino se comunica
con el hipotalamo, se ha mostrado que al aumentar Bifidobacterium spp, se modula
la inflamacion en ratones obesos, todo esto es por el incremento en la produccién
de ciertas incretinas y reduccion de la permeabilidad intestinal. Las incretinas
(intestinal secretion of insulin), son producidas por las células enteroenddcrinas que
se encuentran desde el estbmago hasta el colon distal, tienen el efecto de potenciar
la secrecion de insulina cuando aumenta la glucemia, siendo responsables de
aproximadamente el 70% de la insulina postprandial, dentro de las mas importantes
se encuentran el péptido inhibitorio (GIP), péptido YY y el péptido similar al glucagon

tipo 1 (GLP1), este ultimo ayuda a modular sefiales que suprimen la secrecion de



glucagon; en general todas estas moléculas inducen la secrecion de insulina
dependiente de glucosa, lo que conduce a su homeostasis y consecuentemente a
la disminucion de la resistencia a la insulina incrementando la funcionalidad de la

célula betal®.

1.4.4 Produccién de acidos grasos

Otro mecanismo que se ha observado como posible responsable de resistencia a la
insulina es la modificacion en la produccion &cidos grasos de cadena corta y son las
Bifidobacterias (Actinobacterias) las que degradan glicoconjugados (glicanos) y
glicosaminoglicanos (celulosa, sulfato de condroitina, &cido hialurénico, mucinas y
heparina), todos estos sustratos, una vez fermentados por la microbiota, liberan
AGCC, principalmente acetato, propionato y butirato, en una proporcién aproximada
de 60-20-20, que esta en funcion del tipo de fibra que se estd metabolizando; se

cree que entre 7 y 10% del aporte calérico diario resulta de este proceso’*.

Una vez absorbidos en el intestino, aportan energia a las células epiteliales del colon
sobre todo el butirato, que ademas promueve la integridad de las uniones estrechas
del epitelio intestinal y aumenta la liberacion de la citoquina interleucina 10 (IL-10)
antiinflamatoria y antiaterogénica. Por otro lado, el acetato y el propionato se dirigen
al sistema venoso portal; estudios con animales sugieren que el propionato afecta
a la lipogénesis hepatica y la gluconeogénesis, mientras que al acetato lo proponen
como sustrato para la sintesis de colesterol y triglicéridos y como substrato para la

gluconeogénesis. En modelo experimental se ha visto que el butirato afecta los



niveles de serotonina, que ademas de ser un neurotransmisor en el intestino, esta
involucrada en la regulacion de la ingesta de alimentos al controlar la saciedad y

regular el peso corporal, asi pues, su reduccién esta asociada con obesidad?®*?.

1.4.5 Transformacion de acidos hiliares

Los Firmicutes son el tipo de bacterias responsable de transformar el 5%
aproximado de &cidos biliares primarios conjugados que llegan al intestino grueso
en secundarios, y se ha visto que en pacientes obesos y con diabetes existe un
menor nimero de acidos biliares secundarios en comparacion con sujetos sanos, lo
cual hace pensar que estos acidos pueden tener un rol en la sensibilidad a la
insulina. Tanto en el tejido adiposo marrén como en el musculo, se incrementa la
actividad mitocondrial y la fosforilacion, esto hace que aumente la sensibilidad a la
insulina en modelos experimentales; a nivel de intestino, podria mejorar el
metabolismo de la glucosa, aumentando la produccién de GLP-1 que como se sabe

aumenta la secrecion de insulinal4.

La microbiota intestinal también tiene cierta funcion en la bioconversién del
colesterol en &cidos biliares que son necesarios para la excreciéon y absorcion del
colesterol, se ha observado en pacientes coronarios y con diabetes, niveles
significativamente mas altos de Estreptococos en comparacion con los pacientes
coronarios no diabéticos, esto se correlaciona negativamente con los niveles de
colesterol HDL y podria afectar desfavorablemente su prondéstico a través de la

regulaciéon del metabolismo de los lipidos*2.



1.4.6 Otros aspectos.

Se ha encontrado también que filos como Firmicutes, Actinobacterias y
Proteobacterias pueden degradar algunas vitaminas como son niacina y la colina,
que finalmente, repercutirdn en el estrés oxidativo que como se sabe, favorece el

desarrollo de enfermedad cardiovascular y diabetes?.

El uso de ciertos farmacos, en especial antibidticos, se ha asociado con cambios en
la composicion de la microbiota, estos cambios podrian repercutir en la acumulacién
de grasa y resistencia a la insulina; la metformina se ha encontrado también como

modificador de la microbiotal®.

Cambios en la dieta también podrian explicar la modificacién en el perfil microbiano
que al final afectard a nivel metabdlico, se ha visto que el llevar una dieta
mediterranea o una dieta hipocalérica, baja en grasa o hidratos de carbono produce
un aumento en la cantidad de Bacteroidetes y una disminucién de Firmicutes. Asi
mismo el consumo tanto de probidticos como de prebidticos, especialmente
Bifidobacterias, Lactobacillus, oligofructosa, polifenoles del vino tinto y suplementos
nutricionales enriquecidos con cepas de bacterias vivas, han modificado la
microbiota intestinal, disminuyendo la endotoxemia y mejorando el metabolismo de

hidratos de carbono en diferentes grupos de edad*2.

El consumo de edulcorantes artificiales no caléricos (EANC) han mostrado en
ratones una marcada intolerancia a la glucosa asociada a la alteracion de la

microbiota intestinal, pues se ha visto que afecta la diversidad de bacterias, otro de



los efectos que provoca al cambiar la microbiota es alterar las vias metabolicas para

la degradacion de glicanos fermentados a través de AGCC?3,

La microbiota intestinal puede repercutir en el paciente con diabetes mas alla de su
peso corporal, pues se han visto implicaciones de esta en las complicaciones que
la enfermedad conlleva, por ejemplo, una de las mas comunes son los episodios de
diarrea acuosa y se ha comprobado que el sobrecrecimiento bacteriano por
reduccion de la motilidad gastrointestinal relacionada con la neuropatia diabética,
es la causa de esta complicaciéon y que el tratamiento antibiético mejora los
sintomas clinicos; otro ejemplo es la periodontitis, infeccién provocada por bacterias

gramnegativas que se fijan en el borde gingival del tejido del hospedador?.

1.5 Diabetes Mellitus tipo 2

En los ultimos tiempos, se ha notado gran cambio en algunos patrones de
comportamiento, principalmente en lo que a alimentacion se refiere. El desarrollo de
la sociedad actual ha llevado a un aumento en la disponibilidad de alimentos de alta
densidad cal6rica, con abandono casi total de la dieta tradicional y se ha registrado
un predominio en el consumo de alimentos procesados y ultraprocesados, consumo
de aceites vegetales en exceso, asi como de grasas saturadas y acidos grasos
trans, también resulta alto el consumo de alimentos ricos en sodio e hidratos de
carbono simples!®. Todo esto aunado a un comportamiento cada vez mas
sedentario en el ambito cotidiano, laboral y recreativo, han llevado a una transicion

alimentaria, que finalmente desemboca en malnutricién principalmente por exceso.



El sobrepeso y la obesidad estan relacionadas directamente al desarrollo de
enfermedades crénicas como DM2, enfermedades cardiovasculares y varios tipos

de cancer que son de las principales causas de muerte en nuestro pais313,

1.5.1 Definicion de DM2

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) define a la diabetes mellitus como
“grupo de enfermedades metabdlicas” caracterizadas por hiperglucemia en ayunas
y posprandial, que resulta de defectos en la secrecién de insulina, accién de esta o
ambos; esta hiperglucemia crénica se asocia con varias complicaciones y
finalmente, con disfunciéon'41>. Otra caracteristica es la alteracién en el metabolismo
de carbohidratos, lipidos y proteinas causados por insuficiencia total o parcial de la

secrecion y/o accion de la insulina®.

Hay dos formas principales de diabetes, diabetes mellitus insulinodependiente
(diabetes mellitus tipo 1, DM1) y diabetes mellitus no insulinodependiente (diabetes

mellitus tipo2, DM2)?¢,

La DM2 es la forma mas comun de DM, que representa del 90 al 95% de todos los
pacientes diabéticos, en esta, predomina la pérdida progresiva de la secrecién de

insulina bajo un fondo de resistencia a la insulina (R1)516,

La DM2, es una patologia concomitante con la obesidad, esta, en conjunto con el
sindrome metabdlico, son los principales problemas de salud publica a nivel
mundial, y esto es debido a la carga que implica para los servicios de salud, pues

se ha encontrado que es de 2 a 3 veces mayor el costo de atencidén en pacientes



diabéticos que en los no diabéticos, otra implicacion que tiene a nivel de salud
publica es que es un fuerte factor de riesgo cardiovascular®'’. La DM2 se considera
una epidemia en la mayoria de los paises, sobre todo en los de ingresos medianos
y bajos, se considera una de las enfermedades no transmisibles de mayor
prevalencia, responsable de multiples complicaciones a corto y largo plazo, estas
incluyen enfermedades macrovasculares (hipertension, hiperlipidemia, ataques
cardiacos, arteriopatia coronaria, accidentes cerebrovasculares, enfermedad
vascular cerebral y enfermedad vascular periférica), microvasculares (retinopatia,
nefropatia y neuropatia) y algunos tipos de cancer, asi también se considera de las

principales causas de discapacidad316.17,

1.5.2 Prevalencia de DM2

La prevalencia mundial en adultos ha aumentado del 4.7% en 1980 al 8.5% en 2014,
se estima que en 2015 fue la causa directa de 1.6 millones de muertes y segun
proyecciones de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), la diabetes seréa la
séptima causa de mortalidad en 2030 con una estimacion de poblacion de 438
millones de diabéticos. Se estima que en el afio 2000 habia 171 millones de

diabéticos y que en el 2030 habra 366 millones en el mundo!8°.

En México, a partir del 2000, la diabetes es la principal causa de muerte en mujeres
y la segunda en hombres, solo después de la cardiopatia isquémica, patologia que
al final también es resultado de la diabetes?°. El estado que supera el promedio

nacional de muertes casi en 30 puntos es la Ciudad de México con tasas de 93.81



en 2005 y de 100.78 en 2009 por cada 100 000 habitantes, seguida de Coahuila

(86.59 en 2005 y 88.44 en 2009)2!

Se ha visto un aumento en la prevalencia de la diabetes, que va de 4.6% en la
Encuesta Nacional de Enfermedades Crénicas (ENEC 1993) a 7.3% en 2006 en la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT); ya para la ENSANUT del 2012
los resultados indicaron una prevalencia de 9.2% y por ultimo la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion de Medio camino 2016, mostré un ligero aumento
encontrandose en 9.4% de los adultos de 20 afios y mas, estos datos son de casos
con previo diagnostico médico sin tomar en cuenta los hallazgos hechos durante la
encuesta. Dichos cambios pueden deberse tanto al cambio en la edad de la

poblacién como también a la creciente prevalencia de la obesidad?223,

Se observa mayor prevalencia de la enfermedad en las zonas urbanas, en la regién
centro-occidente de la Republica, asi como también significativamente mayor en
poblacion con antecedentes familiares, obesidad, enfermedades cronicas
concurrentes (hipertension arterial, hipercolesterolemia, microalbuminuria y

enfermedad renal)?“.

El costo econdmico que implica la enfermedad es alto, pues se ha encontrado que
los gastos directos ascienden a $133 143 734 correspondiente a medicamentos,
seguido de $110 410 928 por atencion de complicaciones, $59 734 448 gastos por
consulta/diagnostico y $39 937 331 por hospitalizacién. Los gastos indirectos,

implican principalmente discapacidad permanente con un gasto de $409 205 846,



seguida de mortalidad prematura ($19 623 029) y discapacidad temporal ($6 372
059). Aungue la mayoria de los gastos tanto directos como indirectos los absorbe el
mismo usuario, también las instituciones publicas destinan gran parte de su

presupuesto a la atencién de la enfermedad?®.

1.5.3 Fisiopatologia de la DM2

La etiologia de la DM2 es un proceso multifactorial complejo, sin embargo, se puede
deber a alteraciones progresivas en la sensibilidad a la insulina y un fallo
correspondiente de los islotes pancreaticos para mantener la produccion de insulina

adecuada para compensar la disminucién de dicha sensibilidad*>26,

La RI se manifiesta principalmente a nivel del musculo esquelético, higado y tejido
adiposo, y se caracteriza por la eliminacion de glucosa estimulada por insulina, la
incapacidad para suprimir la produccion de glucosa hepatica y la lipdlisis e

inflamacién elevadas del tejido adiposo41°.

La induccion de RI se atribuye en gran medida a la acumulacion de lipidos ectépicos
en los tejidos sensibles a la insulina, este depdsito causado por acumulacion
intracelular inducida por la obesidad y el consiguiente trafico de intermedios de
sefalizacion de lipidos (ceramidas y diacilgliceroles), contribuye a la activacion
deteriorada de la cascada de sefializacion de insulina celular y, por lo tanto, afecta

los procesos mediados por insulinat®?’,



Dado que el musculo esquelético es el principal 6rgano responsable de la
eliminacién de glucosa posprandial, la RI restringe severamente la capacidad de
eliminacién de glucosa en pacientes con DM21527, A nivel celular, la RI muscular se
expresa por el reclutamiento de proteinas transportadoras de glucosa GLUT4
mediado por la insulina a la membrana plasmatica, la capacidad atenuada para el
almacenamiento de glucégeno, reduccion de la oxidacién de la glucosa y por

alteracion de la funcion mitocondrial®®.

En el higado, la Rl se asocia con tasas excesivas de produccién de glucosa hepatica
durante el ayuno, atribuido en parte, a la supresion fallida de la gluconeogénesis
mediada por insulina, también se asocia con la incapacidad de suprimir la
produccion de glucosa hepatica en el estado posprandial por alteracion tanto en

gluconeogénesis como en glucogendlisist®?6:27,

Y finalmente en el tejido adiposo, la Rl se caracteriza por un transporte defectuoso
de glucosa mediada por insulina, capacidad disminuida para la captacion de lipidos
y una incapacidad para suprimir lipolisis lo cual lleva a un aumento de los niveles de
acidos grasos libres en plasma y por ultimo produccion excesiva de citoquinas (IL-

6, TNF-q, etc.) que causan inflamacion?627,

La falla del islote pancreatico es una patologia caracteristica de la DM2 y, junto con
la RI, es necesaria para el establecimiento de la hiperglucemia. La primera
manifestacion de la falla del islote es la pérdida (activacion inapropiada) de la

secrecion de insulina estimulada por glucosa y la supresion alterada de la liberacion



de glucagon®®. La pérdida de la secrecion de insulina, se atribuye a la induccién de
la disfuncion secretora de las células 8 y la disminucion de su nimero (masa de las
células), esta disminucion, se ha atribuido al aumento de la apoptosis y al desarrollo
de la desdiferenciacion y esta asociada a estrés oxidativo y estrés del reticulo
endoplasmico por toxicidad asociada a hiperglucemia o hiperlipidemia entre otros.
Por otro lado, la alteracion en la liberacion de glucagon se puede deber a un

aumento en el nUmero de células a y alteracion en su funcién1®26:27,

Como la mayoria de las enfermedades crénicas, la DM2 resulta de la interaccion de
factores tanto genéticos como ambientales, asi también se ha visto que influyen
aspectos culturales y sociales; por lo anterior se puede decir que su aparicion solo
es posible cuando el individuo tiene un estilo de vida propicio*°. Se ha observado
qgue la prevalencia de diabetes es mayor en sujetos con sobrepeso y obesidad,
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2001), casi el 90% de los
pacientes obesos desarrollan DM2, principalmente debido al exceso de peso
corporal, pero son muchos mas los factores asociados a su aparicion, como la baja
actividad fisica, la dieta, en especial cuando esta es baja en fibra y con un alto indice
glucémico o alta en grasas saturadas, la escolaridad, el nivel socioeconémico,
niveles alterados de lipidos en sangre, hipertension arterial, tabaquismo, consumo
de alcohol y sindrome metabdlico, la apnea obstructiva del sueiio (AOS) (Figura

3)5,16.

También se ha visto que existen locus de susceptibilidad que influyen a diferentes

niveles y alteran asi el metabolismo de la glucosa, algunos actian como factores de



transcripcion, proteinas de unién a hormonas, accién de la insulina, etc.'®. Otro
hallazgo es que vitaminas como la D y K, pueden tener un papel potencial en el
control de la DM2, se ha visto que la deficiencia de vitamina D puede tener efectos
negativos sobre la tolerancia a la glucosa, secrecion de insulina y la DM2, La
vitamina K, proporciona beneficios en la homeostasis de la glucosa, ya que mayor
ingesta de esta se correlaciona con una mayor sensibilidad a la insulina y un mejor

estado glucémico?®.

Recientemente, han surgido investigaciones que unen de manera causal la
microbiota intestinal con el desarrollo de obesidad y DM2, planteando que esta
puede contribuir en la regulacion de la homeostasis energética, asi pues, los
microorganismos residentes del intestino se han identificado como uno de los
factores ambientales que influyen en la aparicion de afectaciones a nivel metabdlico

en el huésped31®,
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Figura 3. Factores que influyen en el desarrollo de DM2 y mecanismo fisiopatolégico. (A) Estilo de
vida; (B) Locus de susceptibilidad; (C) Componente hereditario; (D) Metagenoma intestinal; (E)
Vitaminas; (F) Mecanismo de DM2. Fuente Yanling et al, 2014.

1.6  Mecanismos para modular la microbiota intestinal

Como ya se menciond, existen diversos factores que pueden alterar la composicion
de la microbiota intestinal, estos factores van desde los genéticos del huésped,
hasta la edad o la dieta, el método de nacimiento, etc. La disbiosis se ha visto
asociada con varias enfermedades intestinales, obesidad, diabetes, alergias,
enfermedades autoinmunes, cardiovasculares, hipertension, etc. y la modulacién de
su composicion y diversidad se han considerado en los Ultimos tiempos como un

tratamiento prometedor para este tipo de enfermedades?.
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Se han estudiado varias formas de modular la microbiota intestinal, dentro de las
mas estudiadas se encuentran el uso de antibidticos, probioticos, prebibticos e
incluso el trasplante de microbiota fecal (TMF); todas estas técnicas se ha visto que
pueden afectar de manera favorable ya sea la estructura y la funcion de la
microbiota y asi mismo restaurarla de manera temporal o permanente, esto las
convierte en una opcidn de tratamiento alternativo adecuado para enfermedades

gue estan relacionadas con disbiosis.?®

El mantenimiento de la homeostasis de microbiota intestinal es muy importante, asi
gue la manipulacion de su composicion y diversidad son elementos importantes
para controlar el desarrollo de enfermedades ya sea como alternativa de prevencion

o de tratamiento adyuvante.?®

1.6.1 Antibi6ticos

El uso de antimicrobianos es uno de los factores que alteran el equilibrio ecolégico
entre el huésped y sus microorganismos. Se les ha considerado un arma de 2 filos,
ya que, por un lado, destruyen los organismos patégenos, pero también afecta a los
benéficos, esto hace que exista una pérdida de la microbiota intestinal llamada

disbiosis y con ello el crecimiento de organismos no deseados.?®

En ratones se ha visto que su administracién afecta el metabolismo secundario de
los acidos biliares y la serotonina en el colon que provoca al final retraso en la
motilidad intestinal al agotarse la microbiota; también se ha visto que interrumpen el

mecanismo de exclusién competitiva usada para eliminar patégenos, promoviendo



el crecimiento de microorganismos como C. difficile. Algunos antibiéticos como la
clindamicina pueden causar cambios tan a largo plazo que incluso después de dos
afios puede no volverse a recuperar del todo la diversidad de Bacteroides, otros
como la claritromicina disminuyen Actinobacterias, el ciprofloxacino por su parte,
reduce Ruminococcus y la vancomicina, farmaco dirigido a bacterias gram-
positivas, a pesar de ser el mejor tratamiento para la infeccion por C. difficile causa
tales cambios que pueden llevar a infecciones recurrentes por esta bacteria u otros
patdgenos como E. coli, también se ha asociado este antibiético con agotamiento
de la mayoria de bacterias en el intestino como Bacteroidetes, Fuminococcus y

Faecalibacterium y aumento de Proteobacterias?®2°,

Los antibidticos actian sobre la microbiota intestinal disminuyendo su densidad y
modificando su composicion de forma duradera, esto a su vez altera la sefializaciéon
a la mucosa intestinal y érganos periféricos reduciéndola, lo que al final causa

funcionamiento deficiente del sistema inmune.?°

Recordemos también que la microbiota confiere proteccién contra patégenos, esto
se ha denominado resistencia a la colonizacion y puede verse sumamente afectado
después de un tratamiento con antibidticos, otro mediador importante de la
colonizacion es la produccion de moco y algunos antibiéticos como el metronidazol

pueden reducir el grosor de la capa interna de moco del intestino grueso.?82°

Los antibioticos alteran el equilibrio entre las comunidades comensales y llevan a
una comunicacion disminuida entre la microbiota intestinal y la mucosa subyacente,

esto suele ser de caracter duradero y tiene consecuencias como mayor



susceptibilidad a infecciones, desarrollo de alergias, predisposicion a sindrome
metabdlico, disminucion de eficacia a terapias farmacoldgicas e induccion y

propagacion de resistencia a antibiéticos.?2°

Después del inicio de un tratamiento con antibidticos, se ve un aumento de bacterias
resistentes, esto se debe a que una bacteria antes susceptible se convierte en
bacteria resistente, después aumentan en numero debido a su capacidad para
sobrevivir a la presion selectiva proporcionada por el antibiotico, la resistencia puede
ser dada por transferencia horizontal de genes o bien por mutaciones, otro efecto
es la disminucion temporal de la diversidad, sin embargo, algunas bacterias pueden
estar protegidas de la exposicion en la capa de mucina o en las ranuras entre las
vellosidades formadas por las células epiteliales del huésped que recubren el canal

intestinal (Figura 4).3°

Numero de células bacterianas

>
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Tratamiento Fin del
antibidtico tratamiento
antibidtico

Figura 4. Influencia de los antibiéticos sobre la diversidad microbiana intestinal, se observa como
hay una disminucion temporal de la diversidad, aun mucho tiempo después de terminado el
tratamiento. Fuente: Jernberg C, et al. (2010).%°
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El nivel de influencia de los antibidticos en la microbiota intestinal depende de varios
factores: el espectro del agente, dosis, duracién del tratamiento, via de
administracion y propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas. Otros efectos
gue traen consigo el uso de antibidticos es alteracion del metabolismo y absorcion
de vitaminas, alteracion de la susceptibilidad a infecciones y crecimiento excesivo

de levaduras y Clostridium difficile.®0

La diferencia en estructura entre bacterias y células superiores hacen que los
antibioticos tengan afinidad por las primeras, esto disminuye el riesgo de efectos
adversos. Valorando las principales diferencias entre ambos tipos de células,
sabemos que en las bacterias existe un Unico cromosoma, no rodeado de
membrana nuclear y que esta en contacto directo con el citoplasma, esto hace que
esté accesible a los antibidticos que actian sobre sintesis de ADN, ademas de esto,
cuentan con presencia de ribosomas del tipo 70S y cuentan con una pared celular

de peptidoglicano, esta estructura confiere rigidez y forma a la bacteria.3!

Las bacterias gram-negativas tiene mayor resistencia que las gram-positivas a la
entrada de antimicrobianos, pues poseen una membrana celular externa que rodea
la capa de peptidoglucano, esta capa contiene LPS y tiene un papel importante de
barrera, esta capa también contiene proteinas (40% de su peso total) como las
porinas, proteinas triméricas 0 monomeéricas que forman conductos o0 poros
hidrofilos que permiten el acceso al peptidoglicano. Los antibiéticos mas lipofilicos
difunden a través de la bicapa lipidica y algunos utilizan un mecanismo de transporte

con gasto de energia. Una vez en el interior del microorganismo, los antimicrobianos



deben evitar su hidrolisis o su transformacion en un producto inactivo y reconocer
de forma efectiva una diana antes de que algun sistema de expulsion lo lance fuera

de la bacteria.3!

A nivel molecular, los antimicrobianos tienen su accion en diferentes estructuras o
funciones bacterianas: inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana, alterando la
integridad de la membrana citoplasmica, impidiendo la sintesis proteica o

bloqueando la sintesis o las funciones de acidos nucleicos.3!

Se pueden clasificar en bactericidas (ejercen una accion letal) o bacteriostaticos
(inhiben transitoriamente el crecimiento bacteriano), un mismo antibiético puede
comportarse como ambos dependiendo de la concentracion alcanzada en la diana,
o de su afinidad por la diana de un determinado microorganismo; generalmente los
qgue actuan inhibiendo la sintesis de la pared, alterando la membrana citoplasmica
o interfiriendo con aspectos del metabolismo del ADN son bactericidas; y los que

inhiben la sintesis proteica excepto los aminoglucésidos, son bacteriostaticos.3!

Los antibidticos que inhiben la sintesis de la pared necesitan que la bacteria se
encuentre en crecimiento activo, y para su accion bactericida requiere que el medio
en que se encuentre sea isotonico o hipoténico, lo que hara que finalmente la

bacteria estalle cuando la pared celular se pierda o se desestructure.3?

La sintesis de la pared celular se desarrolla en 3 etapas y en cada una de estas

pueden actuar los antibibticos: etapa citopladsmica (sintesis de precursores de



peptidoglucano), transporte a través de la membrana citoplasmica y la organizacion

final de la estructura del peptidoglucano.3!

La vancomicina, es un glucopéptido triciclico, inhibe la sintesis de los fosfolipidos
de la pared celular bacteriana, asi como la polimerizacion de los peptidoglucanos,
impide la transferencia del disacarido pentapéptido, unido al transportador lipidico
de la membrana citoplasmica, al aceptor de la pared celular. Esto se debe a que
estos compuestos recubren el extremo D-alanin-D-alanina del disacarido-
pentapéptido, evitando la accion de las glucosiltransferasas y transpeptidasas, y con
esto evitan la elongacion del peptidoglucano. Debido al gran tamafio de estas
moléculas no pueden pasar a través de la pared de las bacterias gram negativas,
asi que solo resultan activas frente a gram positivos (y cepas multirresistentes); son
bactericidas frente a Staphylococcus spp., y bacteriostéaticas frente a Enterococcus
spp.3132 Ha adquirido importancia médica por su efectividad contra organismos
multirresistentes como el Estafilococo resistente a la meticiclina, también se usa
para tratar colitis asociada a antibiéticos causadas por Clostridium difficile o

Estafilococos.3?

El genoma bacteriano codifica para sintesis de proteinas y esta informacion se
transmite a través del ARNm (Acido ribonucleico mensajero) producido a partir del
molde de ADN (transcripcion), y finalmente para la sintesis de ARNr (Acido
ribonucleico ribosdmico) que formara parte de los ribosomas bacterianos. La

informacion del ADN debe duplicarse (replicacion) cuando la bacteria se divide para



poder transmitir esta informacion a la descendencia, esto ocurre en varias fases con

ayuda de enzimas y sustratos que es donde actian algunos antibiéticos.3!

Aqui encontramos a las quinolonas, que actian en este tipo de enzimas,
generalmente estos antibioticos no son selectivos en su accion y pueden llevar a
cierta toxicidad para las células eucariontes, la mayoria suelen ser bactericidas
rapidos e independientes del inoculo y de la fase de crecimiento en la que se
encuentre la bacteria. Las fluoroquinolonas, inhiben especialmente la replicacion del
ADN bacteriano e interfieren con la accion de la ADN girasa (topoisomerasa II)
durante el crecimiento y la reproduccién bacteriana. La unién de la quinolona a la
enzima y al ADN forma un complejo en triada que inhibe el paso de reincorporacion,

lo que puede causar muerte celular al inducir la escision del ADN.31:33

El cromosoma bacteriano esta constituido por una doble cadena de ADN que es
1.000 veces mas largo que la propia bacteria, por lo que se encuentra muy plegado
sobre si mismo en una forma superenrollada. Esta configuracién no es accesible
para que pueda realizarse la replicacién y transcripcion del ADN bacteriano, por lo
que debe desenrollarse. Las topoisomerasas son las enzimas encargadas del
superenrollamiento y desenrollamiento del ADN, asi como del corte, union y
separacion de las hebras de ADN, necesarias para los procesos de sintesis de ADN.
Las quinolonas ejercen su accion bloqueando las topoisomerasas Il (ADN-girasa) y
IV, estas, se acoplan al ADN, provocan un pequefio corte en las hebras de ADN que
después es reparado, y quedan de nuevo libres. Las fluoroquinolonas, se unen al

ADN roto y a la topoisomerasa formando un complejo ternario quinolona-ADN-



topoisomerasa de forma irreversible, impidiendo que el proceso de transcripcion o

replicaciéon contintien.3!

Las quinolonas son los antibidticos de mayor uso, los hay de generaciones
dependiendo de su espectro de actividad y propiedades farmacocinéticas. El
ciprofloxacino pertenece a los de tercera generacion y tiene mejor actividad frente
a grampositivos (S. aureus), gramnegativos (Gonococo, Meningococo, H.
influenzae, H. ducreyl, M. catarrhalis y organismos fastidiosos, por sus propiedades
farmacocinéticas permiten su empleo sistémico, también actia sobre
Enterobacteriasceas gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa. Este es
bactericida contra E. coli, Salmonella sp, Shigella sp, Enterobacter sp,
Campylobacter sp y Neisseria sp. Su mecanismo de accién también incluye la

desintegracion de la membrana celular.3%33

Los nitroimidazoles, por ejemplo, el metronidazol, altera el metabolismo o la
estructura de los acidos nucleicos, penetran en el citoplasma con facilidad por
difusién pasiva y ahi el grupo NO2 del anillo imidazdlico, que se comporta como
aceptor de electrones, se reduce por nitroreductasas bacterianas del metabolismo
anaerobio, liberdndose radicales nitritos que dafian el ADN por oxidacion. Tienen
actividad frente a Clostridium spp., microorganismos gramnegativos anaerobios y
microorganismos microaerofilicos (Helicobacter pylori, Campylobacter spp.,
Gardnerella vaginalis) y protozoos (tricomonas, giardias, amebas, Balantidium

coli).3!

1.6.2 Probidticos



La Palabra “Probiotico” proviene del griego y significa “para la vida”, son muchas las
definiciones que se han dado a lo largo de los afios, pero de forma general se
consideran como una preparacion o producto que contiene microorganismos
definidos, viables, inocuos y en cantidades suficientes, que modulan la microbiota
en el huésped y ejercen efectos benéficos en su salud a través del tubo intestinal,
fueron descritos por primera vez por Metchinkoff en 1908, pero los efectos benéficos
de estos, se conocen desde tiempos antiguos, los romanos y griegos ya usaban

diversas recetas de leche fermentada®34.

Para seleccionar una cepa probiética, la OMS, FAO y EFSA (Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria) sugieren que se deben tomar en cuenta dos principales

criterios: seguridad y funcionalidad.

La seguridad se define por su origen, por la ausencia de asociacion con cultivos
patogenos y el perfil de resistencia a antibiéticos; la funcionalidad esta definida por
su supervivencia en el tracto gastrointestinal (resistencia a la sales biliares y
enzimas, al pH bajo del estbmago), competitividad con respecto a la microbiota que
habita en el ecosistema intestinal y su efecto inmunomodulador; en cuanto al
aspecto tecnolégico se sugiere que sea capaz de sobrevivir y mantener sus

propiedades tanto en su proceso de almacenamiento como de distribucién3435,

Los productos probidticos pueden contener una 0 mas cepas microbianas, la

mayoria pertenecen a los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus,



Streptococcus, Enterococcus; de cepas gram-positivas los géneros que mas se

utilizan son Bacilo y algunas cepas de levaduras como Sacharomyces3436:37,

Su uso se ha visto ampliamente utlizado en patologias principalmente
gastrointestinales como: diarrea aguda, intolerancia a la lactosa, gastroenteritis,
enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome de intestino irritable, constipacion, etc.
También se ha visto que tiene efectos inmunomoduladores y alergias, candidiasis,
caries dental, son productores naturales de vitaminas del grupo B, mejoran la
absorcion de vitaminas y minerales, estimulan la generacién de acidos organicos y
aminodcidos; otra funcion que se ha encontrado es que son capaces de producir
enzimas como esterasa, lipasa y coenzimas; algunos productos de su metabolismo
también pueden mostrar actividad antibidtica (acidofilina, bacitracina, lactacin),

anticancerigena y propiedades inmunosupresoras®36-37,

Los probiéticos tienen varias ventajas, la principal es que tiene efecto sobre el
desarrollo de la microbiota que habita en el organismo, lo cual asegura un equilibrio
entre bacterias patégenas y las benéficas, también reestablece la microbiota natural
después de la terapia con antibioticos y contrarresta la actividad de la microbiota
intestinal patégena que se introduce por alimentos contaminados o del medio
ambiente. Asi pues, los probidticos pueden impedir el desarrollo de bacterias
patogenas como: Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Salmonela
enteritidis, Escherichia coli, varias especies de Shigella, Staphylococcus y Yersinia,

evitando con esto intoxicacion alimentaria34-38.



Existen algunos mecanismos por los que los probiéticos son benéficos:

e Antagonismo mediante produccion de sustancias antimicrobianas que
ayudan a la profilaxis y tratamiento de infecciones, por ejemplo L. reuteri,
que produce reuterina que elimina directamente microbios nocivos e
promueve la respuesta inmune.

e Disminuyen la permeabilidad del epitelio intestinal.

¢ Mantenimiento del balance de la microbiota, esta capacidad conduce a la
formacion de una barrera mucosa que evitan colonizacion de bacterias
patdgenas.

e Aumento en la produccion de anticuerpos del tipo IgA y la reduccion de la
inflamacion del intestino.

e Se pueden adherir a las células epiteliales, bloqueando a los patdgenos, esto
puede activar una cascada de sefalizacibn que modulara a el sistema
inmune.

e Inhibicién en la produccién de toxinas bacterianas, esto puede ser por
inhibicion de la adsorcion ya que algunas cepas pueden unir su pared a
toxinas. El nutriente esencial para casi todas las bacterias, excepto las acido-

lacticas, es el hierro3°37,

Se han visto beneficios también a nivel dental, de infecciones del tracto urinario,
enterocolitis necrosante, reduccién en el colesterol total y en LDL, mejora el nivel

de glucosa en ayunas de pacientes con DMT2, HbA1l y reduccién del riesgo



cardiovascular, asi como de la concentracién de insulina y aumento en la tasa de

curacioén a corto plazo en mujeres con candidiasis vulvovaginal.?®

Por su lado, se ha visto que la administracion de Akkermansia muciniphila, conduce
a la restauracion de la barrera intestinal, puede prevenir o tratar varios problemas
metabdlicos y en estudios en ratones se ha visto que puede reducir la inflamacion
metabdlica que ayuda a disminuir peso y masa grasa, ademas se ha manejado
como un sensor de energia, pues aumenta cuando disminuyen las calorias y
disminuye cuando hay energia extra y permite la absorcion de energia cuando esta

disponible.?®

En cuanto a la respuesta inmune, se ha visto que los probioticos la pueden modular
no solo a nivel a de mucosa intestinal, sino a nivel sistémico, por lo anterior se esta
investigando su implicacion como profilactico y terapéutico de enfermedades
infamatorias. Su consumo podria beneficiar en algunas situaciones que alteran el
balance de la microbiota y la respuesta inmune, por ejemplo, alimentacion con
féormula lactea, tratamiento con antibiéticos, envejecimiento, enfermedades
gastrointestinales, estrés, entre otras. El mecanismo podria ser, en el caso de las
bacterias acido lacticas, que pueden ser captadas por las células M que estan en el
epitelio, y asi facilitar la estimulacion del tejido linfoide asociado a mucosa intestinal;
las células dendriticas capturan bacterias probidticas por sus prolongaciones
citoplasmaticas que acceden al espacio luminal; dependiendo la cepa de probidtico,

es la accion que se dard, ya sea de inhibicion o de estimulacion en la produccion de



citoquinas IL-10 e IL-12, lo que influira al final en la tolerancia o una respuesta

inmune Thil, respectivamente3>36,

Las células epiteliales se estimulan cuando interactian con bacterias probidticas,
se ha visto que la mezcla de varias cepas , induce la produccion de TNF-a y activa
vias de sefalizacion; otra accion favorable de los probidticos es la produccion de
inmunoglobulina A y M, asi como de interferén, modula produccion de citoquinas de
respuesta adaptativa, liberacién de quemoquinas, activacion de células NK (natural
killer), desarrollo de células T reguladoras y aumento de la actividad fagocitica de
monocitos o neutrofilos en individuos sanos. También se ha visto que aumentan la
inmunidad en lactantes y reducen el riesgo de diarrea inducida por rotavirus; otro
beneficio que se ha visto en modelos animales con diabetes fue que mejora los

sintomas de esta®36.

En las alergias, se ha contemplado la opcién de usar probiéticos también, aunque
son pocos los estudios que han encontrado efectos positivos especialmente en
nifios, y se debe tomar en cuenta que el efecto que pueden tener a este nivel
depende de la cepa administrada, tipo de intervencion, tipo de enfermedad y
combinacion con otros suplementos, se cree que el periodo ideal de administracion

de probidticos es el prenatal®6:37.

En la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, se encuentra un desbalance entre
bacterias patdgenas y protectoras (disbiosis), asi pues, lo que se busca al

suplementar con probioticos es colonizar el intestino con cepas que mejoren la



respuesta inmune protectora, esto se logra mediante la produccién de citoquinas

antiinflamatorias34:36:38,

En la constipacion se ha visto gran efecto de algunas cepas especificas que mejoran
tanto el nimero como la consistencia en las deposiciones, asi como disminucion del
dolor, las cepas mas estudiadas en dicho efecto pertenecen principalmente al filo
Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque también se ha visto que la mezcla de
muchos de ellos genera reduccién mas significativa de sintomas relacionados con

el estrefimiento, y el beneficio aumenta si se adiciona fibra dietaria36-38,

En el sindrome de colon irritable, que existe dolor abdominal, defecacién alterada,
consistencia de heces modificada, flatulencias e inflamacién, se ha visto que ciertas
cepas de probidticos han mejorado estos sintomas, esto se logra principalmente

reestableciendo el balance de la microbiota34-35,

En la intolerancia a la lactosa, caracterizada por dolor abdominal, diarrea, nduseas,
flatulencias y/o distencion abdominal, el uso de probioticos redujo los sintomas,
aunque de manera general lo que se concluye con mas peso es que el Unico

sintoma que mejora es el meteorismo3436.

Se ha estudiado mucho el efecto que tienen los probidticos en los niveles séricos
de colesterol y lipoproteinas de baja densidad y también del metabolismo de la
glucosa, esto ha sido tanto en animales como en humanos, el mecanismo no esta
del todo claro, pero algunos lo atribuyen a la supresion de la reabsorcion de acidos

biliares en la circulacién enterohepatica y aumento en la excrecion de esteroides



acidicos en las heces, asi pues se cree que es producto de la precipitacion del
colesterol con &cidos biliares libres formados por las hidrolasas de las bacterias;
también se ha observado que pueden disminuir la enzima HMG-Coa reductasa en
el higado que participa en la sintesis de colesterol. Otro mecanismo es que se
pueden unir al colesterol en el intestino, o bien tienen la capacidad de convertir el

colesterol en coprostanol para ser excretado en las heces3#437:38,

El consumo de probidticos se ha asociado con cambios en el perfil de
microorganismos, se ha visto que con su uso aumenta la concentracion de bacterias
gram-positivas y disminuyen las gram-negativas en las heces, esto a su vez hace
gue reduzca la endotoxemia pues los niveles circulantes de LPS también bajan,
disminuyendo el riesgo de presentar obesidad y diabetes. También se ha
encontrado que en ratones la administracibn de preparados con cepas de
probioticos tipo Lactobacilus, Bifidobacterium y Streptocossus mejoro la esteatosis

y resistencia a la insulina inducida por una dieta rica en grasa2°2>,

La ingestion de Lactobacillus casei retrasé el inicio de diabetes en ratones
diabéticos no obesos, asi como en ratones con diabetes inducida por aloxano. Se
ha visto que el prondstico de la diabetes por inyeccion neonatal de STZ puede
mitigarse alimentando a las ratas con pienso al que se le agreg6é Lactobacillus
rhamnosus, también se ha visto que la administracion de un producto lacteo que
contiene Lactobacillus acidophilus y L. casei, en ratas tratadas con STZ mejoro la
tolerancia a la glucosa, disminuyo colesterol LDL y VLDL totales y también los

triglicéridos?26.



En general los productos probiéticos contienen al menos 10%-107 UFC, altas dosis
son mas efectivas ya que una gran cantidad muere en el estbmago antes de llegar

al colon.?8

Como ya se menciond, las bacterias probiéticas generalmente son gram-positivas,
las mas comunmente utilizadas como probidticos son Lactobacillus vy
Bifidobacterium. Son llamadas BAL, por su facultad de convertir en acido lactico los

hidratos de carbono?°.

Lactobacillus rhamnosus HNOO1

Las bacterias del género Lactobacillus, son bacterias acido-lacticas, anaerobios y/o
tolerantes a condiciones aerobias; pueden ser homo o heterofermentativos basado
en el producto final de su fermentacién (acido lactico, acetato, etanol y CO2) y
pueden ser mesofilicos o termofilicos, dependiendo su temperatura 6ptima de
desarrollo, también tienen la facultad de adherirse a la mucosa y producir
bacteriocinas que son moléculas con estructura tipo péptido con accion

bactericida“°.

Lactobacillus rhamnosus HNOO1 también es llamado DR20, es una cepa aislada por
primera vez en Nueva Zelanda del queso Cheddar, se considera dentro del grupo
BAL, sobrevive al transito gastrointestinal, pues es resistente a la bilis, al pH bajo y
a las enzimas digestivas, ademas se ha observado que es capaz de adherirse al
epitelio intestinal. Se ha visto que interfiere con bacterias patbgenas como

Salmonella o E. coli enterotoxigénico. Su mayor efecto comprobado ha sido el de



reforzar las defensas, esta modulacion de la inmunidad resulta en un efecto
antiinflamatorio, especialmente en sujetos inmunodeprimidos; se sabe que estimula
la actividad citotoxica de las células NK (Natural Killer) involucradas en la defensa
del organismo tanto frente a infecciones como a tumores, principal mente en adultos
mayores, asi también se ha asociado a aumento de IgA lo cual demuestra su

capacidad de estimular el sistema inmune local®..

Bifidobacterium longum BB536

Las bifidobacterias por su parte son habitantes naturales del tracto gastrointestinal,
es mas abundante en infantes que en adultos y juega un papel importante en el
balance microbiano intestinal y modulacién del sistema inmune; los efectos mas
importantes de este género radican en prevencion de enfermedades diarreicas y
proteccion cancerigena en el colon. Este género puede sobrevivir a las condiciones
extremas de acidez en el estbmago, asi como a la presencia de sales biliares en el
duodeno*?. Producen enzima B-galactosidasa que ayuda en casos de intolerancia
a la lactosa, y un aumento en su concentracién en la microbiota intestinal,
incrementa la conversion de hidratos de carbono en acidos organicos como el
lactico y el acético, otra funcién que tienen es que estimulan el peristaltismo y

normalizan el transito intestinal cuando es lentos°.

Bifidobacterium longum BB536, tiene buena resistencia al medio acido, es una cepa
anaerobia con buena capacidad de crecimiento, asi como buena capacidad de

adhesion con bacterias patdgenas. Es la especie que predomina en las heces



humanas y es la mas utilizada a nivel industrial; también se ha visto que su principal
beneficio en el organismo es reprimir la proliferacion de bacterias dafiinas como
Escherichia, Clostridium y Eubacterium que finalmente resulta en la inhibicién de la
sintesis de productos toxicos como el amoniaco y aumento de los niveles de AGV,
todo esto contribuye a que se genere un ambiente colénico mas sano3. Otra accion
gue se ha encontrado de esta cepa es la modulacion del balance de linfocitos Th,

mediante la activacién de la inmunidad innata TLR9 (Toll Like Receptor)°.

También se ha comprobado su efectividad en la reduccion de colesterol total,
colesterol LDL, colesterol VLDL y el indice aterogénico en ratas alimentadas con
una dieta rica en colesterol, este efecto aumenta cuando esta acompafiado de un
prebiotico, en otros estudios se ha visto incluso aumento de colesterol HDL, la
posible explicacion de su efecto hipocolesterolemiante es que las bifidobacterias al
fermentar hidratos de carbono y con esto producir AGCC son capaces de reducir la
sintesis de colesterol hepético, otros autores han encontrado que los probidticos
son capaces de inhibir la absorcion intestinal de colesterol por su unién con los
acidos biliares, ademas favorecen la excrecion de este a través de las heces por
medio de interacciones peptidicas electrostaticas e hidrofébicas*4. La
administracion dietética de B. longum disminuyd0 de manera significativa la
incidencia de tumores en colon, asi como su volumen, y se observd que al

suplementar ejercia actividad antitumoral®.

1.6.3 Prebidticos y simbioticos



Los prebidticos se definen como componentes de fermentacion selectiva que
causan cambios especificos en la actividad o estructura de la microbiota intestinal y

con esto benefician al huésped.?®

Son carbohidratos no digeribles, oligosacaridos o polisacaridos cortos como la
inulina, oligofructosa, galactofructosa, galacto-oligosacaridos y xilo-oligosacaridos.
Estos deben ser capaces de resistir los acidos gastricos pero aun asi ser
degradados por las enzimas digestivas y ser absorbidas por el tracto superior del
sistema digestivo, deben fermentarse por la microbiota y estimulan el crecimiento y
la actividad metabdlica de una sola bacteria 0 un nimero limitado de bacterias

beneficiosas en el colon, es decir, tiene actividad selectiva.?®

Las principales especies objetivo de los prebidticos son los Lactobacillus y
Bifidobacterias y su principal efecto radica en aumentar la produccion de AGCC y
disminucién del pH. Un ejemplo del beneficio que confieren los prebidticos es por
ejemplo, la inulina y la oligofructosa que benefician al organismo aumentando las
bacterias gram-positivas y disminuyendo a su vez los niveles de LPS y su

consecuente endotoxemia, normalizando asi el tono inflamatorio®:28:35.,

Otro efecto benéfico de la inulina es que ayuda en la prevencion de efectos nocivos
de las dietas ricas en grasa sobre la capa mucosa y las funciones metabdlicas, es
decir, la dieta occidental baja en fibra causa debilitamiento de la barrera mucosa del
colon y esto conduce a un crecimiento de la microbiota que hace susceptible al

huésped a patdégenos e inflamacion; por otro lado la mezcla de galacto-



oligosacaridos y fructo-oligosacaridos son capaces de aumentar Bifidobacterias y
disminuir Clostridium en el intestino mientras que los galacto-oligosacaridos solo

aumentan los Lactobacillus.28

Los criterios para seleccionar un prebidtico son los siguientes: resistencia a la
digestion en la parte superior del tubo digestivo, fermentacién por la microbiota
intestinal, que tenga algun beneficio para el huésped y que estimule de manera
selectiva. Los prebidticos pueden ser utilizados como alternativa a los probidticos o
como soporte adicional para ellos; estos oligosacaridos, causan una reducciéon de
pH intestinal y mantienen la retencion osmoética de agua en el intestino, es
importante tomar en cuenta que una dosis excesiva de estos puede llevar a

flatulencia y diarrea que los probiéticos no causan343%37,

Los prebiéticos pueden ser fibra dietética, pero la fibra no siempre es un prebidtico.
Son considerados fibra dietética los siguientes polisacaridos no amilaceos: celulosa,
hemicelulosa, pectina, gomas, sustancias obtenidas de algas marinas, lactulosa,
oligosacaridos de soya, inulina, fructooligosacaridos (FOS), galactosacaridos
(GOS), xilooligosacéridos (X0S9), transgalactooligosacéaridos (TOS)
isomaltooligosacaridos (OMI) y oligosacaridos de soja (SBOS). Segun el nUmero de
monomeros los prebidticos se clasifican en disacaridos, oligosacaridos (3-10
mondmeros), y polisacaridos, pero los criterios para clasificar los prebioticos mas

usados son los oligosacaridos3+3,



Los prebidticos estan presentes en productos naturales, pero también pueden ser
afiadidos a los alimentos, esto se hace con el fin de mejorar su valor nutricional. Asi
pues, el objetivo principal de los prebidticos es estimular el crecimiento y la actividad
de bacterias benéficas en el tracto gastrointestinal, los productos finales del
metabolismo de los hidratos de carbono son en su mayoria AGCC que son utilizados
como fuente de energia. EI consumo de prebidticos se ha visto que beneficia en
varias condiciones patoldgicas, por ejemplo se ha visto menor frecuencia de
carcinoma colorrectal en personas que comen frutas y verduras, este beneficio se
atribuye principalmente a la inulina y la oligofructosa, también se ha visto mejoria
en parametros como LDL (lipoproteinas de baja densidad), estimulacion del sistema
inmune, aumento en la absorcion de calcio, mantenimiento de pH intestinal, alivio
de las ulceras pépticas y en micosis vaginal; estudios en ratas han demostrado que

también su consumo ayuda a una reduccién de niveles de triglicéridos3*3.

Los simbidticos son utilizados tanto para mejorar la supervivencia de
microorganismos benéficos como para estimular la proliferacion de cepas de
bacterias especificas nativas del tracto gastrointestinal, para elegir los componentes
de un simbiético se debe seleccionar un probiotico y prebiético apropiado, de forma
que separados, tengan un efecto benéfico para la salud, la combinacion de
Bifidobacterium o Lactobacillus con fructooligosacaridos es la combinacion mas

popular3435:38,

Lo beneficios que se han encontrado en humanos al consumir simbioticos son:

incremento del recuento de Lactobacillus y Bifidobacterium y mantenimiento del



equilibrio de la microbiota intestinal, mejora de la funcidén hepéatica en pacientes con
cirrosis, inmunomodulacion, prevencion de la translocacion bacteriana y reduccion
de la incidencia de infecciones nosocomiales en pacientes posquirdrgicos. La
translocacion de productos del metabolismo bacteriano como LPS, etanol y AGCC,

pueden llevar a esteatosis hepatica3437:38,

Estudios en ratas, han demostrado que hay un aumento de IgA después del
consumo de un simbidtico compuesto por: Lactobacillus rhamnosus vy
Bifidobacterium lactis, inulina y oligofructosa, este les redujo el colesterol y la

presion arterial®*3,

Se ha visto que, al fermentarse la oligofructosa produce &cido butirico, que
promueve la diferenciacion de células L en el colon proximal y aumenta asi la
sintesis de GLP-1 que participa en el metabolismo de la glucosa y favorece la
sensacion de saciedad. Asi pues, se ha observado que las fibras solubles pueden
retrasar el vaciado gastrico, retardar la entrada de glucosa al torrente sanguineo y
disminuir la glucosa postprandial. Los efectos observados al consumir oligofructosa

explican la disminucién posprandial de la glucemia en sujetos sanos®.

Se ha demostrado que el consumo de prebidticos mejora la diabetes inducida por
dietas ricas en grasa en ratones, esto se observo administrando oligofructosa, pues
mejoro la tolerancia a la glucosa, redujo los niveles de citoquinas proinflamatorias

IL-6 e IL-12.



A pesar de todos los hallazgos favorables encontrados en cuanto al control de la
glucosa y mejora de los lipidos en sangre, los probidticos, prebioticos y simbioticos,
no pueden ser prescritos como medicina alternativa para los pacientes con diabetes
mellitus, pero si se pueden sugerir como complemento, ademas de la medicina y

modificacion en el estilo de vida3®.

1.6.4 Trasplante de microbiota fecal (TMF)

Como se mencion0 anteriormente, la alteracion del ecosistema bacteriano intestinal
(disbiosis) o cualquier cambio en la ecologia microbiana intestinal juega un papel
importante en la patogénesis de muchas enfermedades, tanto intestinales,
autoinmunes como metabdlicas. Existen varios estudios que demuestran que al
recuperar la normalidad de la microbiota mediante transferencia directa de esta
desde un donante sano, es muy efectivo para tratar o mejorar ciertas condiciones

patolégicas.*6

A este procedimiento que consiste en la administracién de contenido fecal desde un
individuo sano al paciente con el fin de restaurar la microbiota intestinal protectora,

se le ha llamado trasplante de microbiota fecal (TMF).46

El TMF o también llamado bacterioterapia fecal, tiene varias vias de aplicacion , por
ejemplo, puede ser via nasogastrica, nasoyeyunal, nasoduodenal, por
colonoscopia, endoscopia, sigmoidoscopia 0 enema de materia fecal mezclada en

solucion salina u otra sustancia, aun no existe un consenso de qué via es la mejor



para realizarlo®l. También se han usado capsulas con recubrimiento entérico y

capsulas con heces o con bacterias liofilizadas (Figura 5)%28,

Capsulas

"4

Sonda nasogastrica

4————— Sonda nasoyeyunal
\ Sonda nasoduodenal

Enema
- Colonoscopia

Figura 5. Vias de administracién de trasplante de microbiota fecal conocidas hasta el momento.
Fuente: Hassan N, et al. (2019)%8,

Independientemente de la ruta, existe suficiente evidencia de que es una opcion
eficiente y terapéutica para varias enfermedades intestinales, pues restaura la
composicion y funcion de la microbiota intestinal haciéndola similar a la del donador,
actualmente el problema de seguridad del trasplante es un obstaculo principal para
usarlo en mas pacientes debido a la complejidad de la comunidad microbiana de las

heces.28

El procedimiento de TMF data del siglo IV en China, Ge Hong describio el uso de

materia fecal humana por via oral para pacientes con intoxicacion alimentaria o

51



diarrea grave, y era conocido como “sopa amarilla”; ya en el siglo XVI, Li Shizhen
describi6 el uso de soluciones fecales fermentadas, suspensiones fecales frescas,
heces secas o0 heces de infantes para el tratamiento de trastornos
gastrointestinales*49, En el siglo XVII, se utilizé6 mucho en el area veterinaria ya sea
via oral o rectal, a este procedimiento se le llamé “transfaunacion”; en muchos
paises es una practica comun, y lo hacen recolectando heces de la madre y
administrandolas a su hijo para poblar de bacterias benéficas el intestino del bebé.
Se registra el primer caso de esta practica en 1958 a 4 pacientes con enterocolitis
pseudomembranosa, y a partir de ahi ya hay mas de 700 casos reportados con una

tasa alta de éxito47:48,

El TMF ha sido muy estudiado y se ha demostrado que las heces son un conjunto
complejo biolégicamente activo de organismos vivos con mucho potencial
terapéutico, asi pues, la microbiota intestinal es este componente activo de las
heces, y por lo anterior, su transferencia de un donante sano a una persona que
sufre una patologia fisica o sintomas de esta se le ha denominado trasplante de

microbiota fecal“8.

Se considera que el TMF regenera la microbiota del individuo con una gran
diversidad de bacterias que por competencia excluyen a Clostridium difficile; esta
infeccion nosocomial es por bacterias gram-positivas y es en la que mas se ha
aplicado este procedimiento; al recibir antibidticos, el ecosistema se altera porque

se elimina incluso las bacterias benéficas, o que hace que C. difficile crezca pues



Sus esporas son resistentes a los antibidticos y genera toxinas que pueden provocar

diarrea, dolor abdominal y fiebre4748.49,

El TMF se ha estudiado mas alla de afecciones gastrointestinales (Enfermedad
inflamatoria intestinal, sindrome de intestino irritable), pues se ha contemplado
como estrategia terapéutica para otras enfermedades como sindrome metabdlico,
obesidad, DM2, resistencia a la insulina, hipercolesterolemia, esteatosis hepatica,
afecciones neuropsiquiatricas, enfermedades autoinmunes, cancer de colon,
inmunidad antitumoral, sindrome de fatiga cronica, infecciones resistentes a

medicamentos, encefalopatia hepatica, alergias y otras*’.

Los cambios que se producen después del procedimiento se mantienen a largo
plazo, y se ha visto también que a los 14 dias después del procedimiento ya se

pueden ver resultados, confirmando una composicién muy similar a la del donante.!?

Como ya se menciond, se ha caracterizado la microbiota de individuos delgados y
obesos y se han encontrado diferencias muy marcadas entre ambos. En ratones
obesos, la microbiota intestinal mostré aumento en la proporcion de Firmicutes a
Bacteroidetes con mayor extraccion de energia de la dieta; la transferencia de
microbiota intestinal de gemelos humanos discordantes de la obesidad a ratones
libres de gérmenes los llevé a mayor adiposidad y masa corporal en los ratones

trasplantados con microbiota obesa?*®5%,

Se ha estudiado el TMF en pacientes con sindrome metabdlico, estos recibieron

microbiota fecal de donantes magros masculinos y tuvieron un notable aumento en



la sensibilidad a la insulina, aumento de la diversidad microbiana y aumento de
bacterias productoras de butirato (Roseburia intestinalis), cambios que en el grupo
control no hubo*’*%, En otro estudio que se hizo en 18 pacientes con sindrome
metabdlico, se les dio infusion de microbiota fecal procedente de personas con IMC
<23, viendo que hubo un aumento significativo de la sensibilidad a la insulina a nivel

hepatico y periférico.'!

Existe la posibilidad de transmitir infecciones al hacer la TMF, es por eso por lo que
se deben hacer rigurosas pruebas para seleccionar al donante. Debido a la relacion
gue se ha encontrado en la variacion de la diversidad bacteriana entre individuos
delgados y obesos, es importante tomar en cuenta también el IMC (indice de Masa
Corporal) al momento de elegir donantes; después de la eleccion se evaltan las

muestras para detectar algiin agente patégeno?850:51,

Los tipos de donantes de microbiota pueden clasificarse en cuanto a su relacién con
el receptor en 4 grupos: familiares de sangre (54%), individuos con contacto intimo
(pareja) (8%), voluntarios sanos sin relacién (25%), donante no especificado
(12%).1%52 En la Figura 6 se presentan los principales criterios de exclusion de

donantes de microbiota fecal.

Se ha propuesto que el monitoreo de los donantes habituales sea con un intervalo

de cada 3 0 4 meses.!



Absolutos
Infecciosos
Infeccian por VIH, hepatitis B y C
Riesgo de trasmision (en los Oltimos 12 meses) de VIH,
hepatitis By C
Conductas sexuales de riesgo
Uso de drogas ilicitas
Tatuajes o piercings en los Gltimos 6 meses
Actual o historia previa de encarcelamiento
Enfermedad transmisible actual
Factores de riesgo de la enfermedad de Creutzfelt-Jakob
Viajes en los Gltimos & meses a paises con enfermedades
diarreicas endémicas o de alto riesgo de diarrea del
viajero
Comorbilidades gastrointestinales
Enfermedad inflamatoria intestinal
Sindrome de intestino irritable, estrefimiento cronico o
diarrea cronica
Antecedentes de neoplasia maligna gastrointestinal o
poliposis
Factores que pueden alterar la microbiota intestinal
Uso de antibioticos en los Gltimos 3 meses
Ulso de medicacion inmunosupresora: glucocorticoides,
inhibidores de la calcineurina, agentes bioldgicos
Uso de tratamiento antineoplasico
Espedificos del receptor
Ingesta reciente de alérgeno al cual el receptor es
alérgico
Relativos
Cirugia mayor previa en el aparato digestivo
Sindrome metabblico, diabetes mellitus tipo 2 L1
Enfermedades autoinmunes tipo esclerosis maltiple,
enfermedades del tejido conectiva
Enfermedades atdpicas (asma, eccema, patologias
eosinofilicas del tracto gastrointestinal)
Sindrames de dolor cronico (fibromialgia, sindrome de
fatiga cronica)

Figura 6. Criterios de exclusién para donar microbiota fecal. Fuente: Garcia A, et al. (2015)11.
Procedimiento

Algunos autores sugieren la utilizacion de un laxante osmaético la noche previa a la
donacion, independientemente de la via elegida. Se ha sugerido como evacuantes
el polietilenglicol en la preparacion del receptor, también el uso de loperamida oral
en dosis unica o multiple (2 mg iniciales seguido de 2 mg cada 2 horas hasta un

total de 8 mg), esto para retener la solucion trasplantada.146

55



En cuanto a antibiéticos, muchos sugieren suspender el tratamiento, entre 1 y 3 dias
antes; para la supervivencia en el tracto digestivo alto se sugiere usar antisecretores
cuando se usa via nasogastrica 0 nasoyeyunal en la preparacion del receptor
(Inhibidores de la Bomba de Protones la noche anterior y la mafiana del
procedimiento) esto para disminuir un posible efecto deletéreo de la secrecion

gastrica en la solucion instilada.!*

Hablando ya de la muestra y su preparacion se ha sugerido la cantidad que va desde
5 hasta 300 g, la mayoria utiliza heces frescas, conservadas en nevera, cuyo tiempo
de donacion trascurrido sea menos a 6 horas y nunca mayor a 24 horas. También
se ha descrito el uso de un crioprotector afiadido a la suspension de heces, para
almacenarla durante 1-8 semana a -80 C hasta su utilizacion, con resultados
similares a los de heces frescas, al hacer el proceso de congelacion se puede
eliminar el olor fecal, reducir el volumen instilado y hasta abrir la posibilidad a futuros

bancos de heces.1!

Dentro de los diluyentes que se han utilizado se encuentran el suero salino
fisiolégico 0.9%, agua, leche o yogurt. El volumen varia entre 50 a 500 cc, para
preparar la soluciéon, las heces y el diluyente se deben homogeneizar en una
batidora hasta alcanzar consistencia liquida y posteriormente debe filtrarse para
eliminar la mayor cantidad posible de productos residuales. Una vez preparada la
solucion puede ser depositada en bolsas para su administracion via enema rectal o

en jeringas para la administracion por via nasogastrica o colonoscopica. Se ha visto



gue a mayor volumen de administracion mayor tasa de resolucion de la infeccion

por C. difficile.11.46

La via digestiva alta (nasogastrica, hasoduodenal, nasoyeyunal) permite la llegada
de bacterias al ileon terminal y a todo el colon, esta demostrada su eficacia pero
presenta el inconveniente de rechazo por parte del paciente, por su parte, la via
digestiva baja por enemas o instilacion endoscépica, sigue siendo la forma mas facil
y barata de efectuarlo con poco riesgo para el paciente, recientemente la
colonoscopia se ha vuelto una opcién atractiva porque ofrece una visualizaciéon
directa de la mucosa colica y puede entregar un gran volumen de materia fecal a lo
largo de todo el colon e incluso en ileon terminal, pero es mas costosa, tardada,
incomoda y con mas efectos adversos como perforacion. El modo de administrar la
solucion que se ha propuesto es instilar toda la solucion o bien de forma gradual

cada 5-10 cm en retirada, pero existe el riesgo de perforacion.t

Algunos autores encontraron que la administracién por via intestinal inferior es mas
efectiva que la que se hace por tracto superior, esto se puede deber a que muchos
tipos de bacterias se afectan por la via de administracién, por ejemplo,
Bacteroidetes que es sensible a los acidos del estbmago y el tracto inferior le ofrece

un ambiente mas suave.6

No existe evidencia para establecer el numero o la frecuencia de TMF necesario

para el éxito terapéutico, pero se han visto resultados desde una sola dosis.



En cuanto al receptor, no hay un consenso que diga cuales son los candidatos
ideales, solo se ha propuesto que se descarten pacientes con inmunosupresion
secundaria a quimioterapia, infecciéon por VIH con recuento de CD4 <240/mm?3 o0 uso
prolongado de corticoides a altas dosis, también se toma como exclusion embarazo,
antibidticos, estar en cuidado intensivos, uso de farmacos vasoactivos, Ccirrosis
descompensada, trasplante de medula 6sea reciente o el uso de anti-TNF. Para
evaluar al receptor hay que entrevistarlo sobre antecedentes, infecciones pre-TMF,

andlisis de sangre con serologia.t

Hay que tomar en cuenta que por mas estrictos que se sea en los requisitos del
donante puede ocurrir la transmision de infecciones, ya sea por norovirus, colitis

ulcerosa, peritonitis.

El TMF se presenta como un procedimiento efectivo con aplicabilidad casi universal,
bajo coste, pero también con ella llega su naturaleza desagradable, esto parece
preocuparle mas al personal de salud que a los pacientes, pues estos Ultimos,
prefieren elegir este procedimiento y evitar todos los sintomas que trae consigo la
infeccién por ejemplo por C. difficile. Asi pues, se puede ofrecer este tratamiento
para pacientes que asi lo requieran e ir abriendo camino en otras indicaciones poco

estudiadas, pero todo cuidando la seguridad ante todo del paciente.1%4®

Los efectos adversos son escasos Yy leves, generalmente es un procedimiento bien
tolerado y seguro, los malestares inmediatos incluyen diarrea, malestar abdominal,
nauseas, distencion abdominal, flatulencias, diarreas, calambres abdominales,

estrefiimiento, vomitos y fiebre transitoria, prurito, malestar rectal, dolores de cabeza



y dolor de garganta, clinica catarral, elevacion de la Proteina C reactiva, ampollas

en la lengua, estos sintomas desaparecen a los 2 dias posteriores*851.52,

Mucho se ha dicho que el TMF supera a los probiéticos, pues al final estos ultimos
contienen bacterias especificas y existen dudas sobre si sobrevive la cantidad
suficiente a los acidos del estbmago y que lleguen viables al intestino; las cepas

probidticas deben superar a la microbiota residente y ocupar un nicho ecolégico.?®

Puesto que la microbiota residente es inherentemente resistente al colonizador
externo, las cepas probidticas pueden no colonizar y funcionar en el intestino,
ademas los probidticos restauran la microbiota durante un periodo intermedio,
mientras que se ha visto que el trasplante entrega muchas bacterias fecales al colon

y causa restauracion permanente de la microbiota.?®

Los probidticos rara vez permanecen en el colon mas de 14 dias después de que el
paciente deja de tomarlos, mientras que los efectos del TMF pueden persistir hasta
24 semanas, lo que quiere decir que este Ultimo puede causar cambios mas

pronunciados.?®
1.7 Modelos experimentales

Los modelos animales resultan valiosos en el estudio de diferentes enfermedades,
ya que en humanos suele ser complejo, sobre todo porque no es posible controlar

todas las variables que influyen en el desarrollo de estas®s.

Los mas utilizados son los mamiferos, sobre todo por la proporcion del tamafio de

sus dérganos respecto a su peso corporal, asi pues, en casi todos, el corazon pesa



de 5 a 6 g/Kg de peso corporal, mientras que la sangre representa comunmente el

7% del peso corporal®,

El raton es el mamifero mejor conocido y caracterizado, por ende, el mas utilizado,
y lo que lo hace ideal es el hecho de que se conoce perfectamente su genoma, por
su tamano es facilmente manejable, es de mantenimiento econémico, tiene un corto
periodo gestacional, alta tasa de reproduccion y alcanzan muy pronto su madurez

sexual®?.

Las cepas exogamicas (outbred strain) son obtenidas por cruzamiento al azar a
partir de una gran cantidad de progenitores lo que hace que tengan gran variabilidad
genética y por ello representan de manera adecuada a la poblacion humana por su
heterogeneidad. El ratébn es un modelo isomorfico, pues presenta sintomas
semejantes a los de los humanos, aunque la causa de la enfermedad difiera entre

estos y el modelo, pues muchas veces o la mayoria, estas causas son inducidas?.

Por su pequefio tamafio son muy susceptibles a cambios ambientales, puesto que
una variacion de la temperatura entre 2 a 3°C, puede afectar su temperatura
corporal y modificar su fisiologia. El tamafio del ratén adulto varia entré 12 a 15 cm
desde la punta de la nariz a la punta de la cola; el largo de la cola es igual al largo
del cuerpo y con un peso aproximado de 30 g, pero depende de la especie. Las
crias al nacer tienen un peso aproximado de 1 a 2 g y gana rapidamente peso
durante la lactancia. Tienen una vida util de 10 al2 meses y se obtiene de ocho a

diez camadas. El peso de un raton macho adulto oscila entre los 20 y 40 g, su



expectativa de vida es de 1.5 a 3 afios, su consumo de agua varia de 15 ml/100

g/dia y de alimento de 12-18 g/100 g/dia, son copréfagos®*+°°.

Su comportamiento es sociable y se mantienen en grupos, pero estos grupos deben
formarse luego del destete, pues los machos comienzan a mostrar agresividad entre
la séptima y décima semana de edad, aun cuando estos grupos se hayan
establecido al destete. En el grupo de machos existe uno dominante que puede ser
muy agresivo. Las hembras generalmente no pelean, incluso cuando se hayan
agrupado siendo ya adultas. El acto de comer es ciclico, con un pico maximo
durante el periodo de oscuridad. EI mayor consumo de agua es durante las horas
de oscuridad. EI consumo de alimento y agua varia entre las cepas de ratones. El
ratdn generalmente divide su caja en areas especificas para dormir, comer, orinary
defecar. Las hembras parturientas construyen un nido y permanecen mucho tiempo

cerca de él o sobre las crias®®.

Para realizar investigacion biomédica en animales que sea éticamente aceptable,
este se tiene que regir por las tres R de la experimentacion humanizada, estas son:
Reducir, Reemplazar y Refinar. El término reducir se refiere a disminuir al maximo
el numero de animales a utilizar en la investigacion; reemplazar nos habla de que
siempre que sea posible sustituir un animal por otro modelo experimental se debe
hacer, a menos que resulte imprescindible el uso de animales; y refinar, que los
meétodos y técnicas utilizadas produzcan el menos sufrimiento y estrés posible en el

animal®4°,



La dieta estandar de un roedor en cuanto a composicion quimica se refiere consiste
en proteina cruda 20%, grasa cruda 9.81%, fibra cruda 2.15%, cenizas 6.38%,

siendo su consumo diario aproximado de 3 a 6 g de alimento y 3-7 ml de agua®®.

1.7.1 Modelos animales para el estudio de la DM2

Los estudios sobre diabetes en humanos resultan dificiles a nivel experimental pues
son muchos los factores que intervienen para que esta se desarrolle ademas de la
predisposicion®3°¢, A pesar de que en la Ultima década ha habido una extensa lista
de informacion sobre factores genéticos y ambientales, falta ain demasiado por
dilucidar, es por eso que los modelos animales tiene un papel fundamental en el
estudio de los mecanismos fisiopatolégicos asi como en la evaluacion, diagnéstico

y tratamiento de la enfermedad®’.

En particular, los ratones cuentan con caracteristicas especiales como rapido
desarrollo de hiperglucemia que los hacen idoneos para el estudio de la diabetes.
En modelos animales la diabetes se puede presentar de manera espontanea como

inducida o ambas®3.

Los modelos espontaneos son cepas que no se alteran y que proceden de animales
en los que se ha detectado la enfermedad de forma espontanea, no siempre son
totalmente espontaneos, sino que se le tienen que hacer modificaciones adicionales

para que desarrollen la enfermedad.



Los modelos inducidos, permiten reproducir manifestaciones clinicas de la DM2; la
induccion de la enfermedad puede ser por 3 mecanismos principales: induccién
hormonal, en la que se administran corticoides, somatostatina, glucagon,
catecolaminas y tiroxina; manipulacién genética, esto permite conseguir modelos
gue sobreexpresen o carezcan de cierta proteina por ejemplo implicada en el
metabolismo de la glucosa; y por ultimo administracion de farmacos, que resultan
toxicos para las células beta, ejemplo de estos farmacos son el aloxano y la

estreptozotocina (STZ)%3.

El aloxano, altera la permeabilidad de la célula beta, es un derivado de la urea causa
necrosis selectiva, provocando DM1, su accion toxica inicia a través de radicales
superoéxido o peroxido de hidrogeno, puede afectar otros 6rganos internos y produce
diabetes grave®. La STZ es un derivado de la nitrosourea aislado del Streptomyces
achromogenes con actividad antibiética y antineoplasica de amplio espectro®®°, Es
un agente alquilante, que interfiere con el transporte de la glucosa (utiliza el
transportador GLUT2) y la funcién de la glucoquinasa, actia especificamente sobre
las células beta del pancreas e induce multiples puntos de ruptura en la doble hélice
del ADN causando dafio y muerte por la polirribosilacién y generacion de radicales
através de la via xantina-oxidasa®8°. El tipo de diabetes que induce es dependiente
de la dosis administrada tanto en cantidad como en frecuencia, pues se ha visto que
a dosis bajas provoca DM2%:69 La STZ es utilizada por su mayor estabilidad y
efectividad respecto a otros®’. Ademas de que tiene una vida media mas larga (15

minutos) y la hiperglucemia que induce es mas sostenida®®.



1.7.2 Composicidn de la microbiota del raton
Como sabemos, las ratas y los ratones son de los animales mas utilizados para el
estudio de la microbiota, esto se debe a sus similitudes tanto fisiolégicas como

anatomicas a nivel de 6rganos, tejidos y células.

La utilizacion de ratones en lugar de ratas supone ciertas ventajas, una de ellas es
como ya se mencion0, el tamafio, el costo de alojamiento bajo y disponibilidad de
cepas de ratones transgénicos bien establecidos como modelos para ciertas
enfermedades humanas, ademas los animales libre de gérmenes presentan un
elevado uso como receptores de trasplantes de microbiota, pues pueden
reconstituirse eficientemente con comunidades microbianas aisladas de otras
especies, incluidos los humanos, haciendo que las caracteristicas del donante se
reproduzcan en el receptor, cuando se ha hecho este procedimiento con muestras
de heces de sujetos obesos o desnutridos, ha sido suficiente para fenocopiar estas
caracteristicas, por ejemplo de recoleccién de energia, esto demuestra que a pesar
de la diferencia entre especies, el modelo murino es una herramienta valiosa para

estudiar microbiota intestinal humana.2°:61

La microbiota intestinal del ratdn se caracteriza por su gran estabilidad, al igual que
el humano, ciertos cambios en la dieta o factores como el estrés afectan su
composicién, estas similitudes permiten que los hallazgos encontrados se puedan
extrapolar hasta cierto punto a los seres humanos. Hablando ya de un modelo
experimental, en especial libre de patdgenos, se encuentra una microbiota menos

compleja que en los humanos, encontrando géneros especificos en cada region, La



mayor parte de su microbiota intestinal se encuentra en ciego y colon, (10%°
bacterias/g); en el ciego los géneros mas prevalentes son Bacteroides, Clostridium,
Enterobacteriaceae y Eubacterium, asi como E. coli en el colon en cambio
predominan los microorganismos anaerobios. El grupo de bacterias que se

encuentra en mayor nimero es el Lactobacillus®?.

En un articulo publicado en 2018 por Hart y colaboradores, se realizaron
transferencias de microbiota de ratones de la cepa CD1 a cepas diferentes, y se
encontré que a pesar de ser diferente el perfil de cada uno de los 4 grupos
experimentales que se formaron, el patron se mantuvo durante 9 generaciones, esto
demuestra la estabilidad de la microbiota aun con diferencias tanto en composicién
como en complejidad, esto hace del ratdn, un recurso experimental invaluable que
puede sin problema usarse para investigar efectos de la microbiota en el fenotipo
del modelo de raton, un ejemplo de esto en donde se pueden emplear estos
modelos son en enfermedades gastrointestinales, cancer colorrectal y obesidad,
gue son patologias que se han asociado con alteraciones en taxones como
Clostridiaceae, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae y/o Rikenellaceae, haciendo

que se puedan usar para estudios especificos de microbiota complejos.%?

En el estudio mencionado, se encontro cierto perfil de abundancia en la cepa CD1
y se observo que predominan las familias Rikenellaceae, Porphyromonadaceae

(Bacteroidetes) y grupo Clostridiales vadin (Firmicutes) en comparacién con otros.%3



2. JUSTIFICACION

El uso de nuevas intervenciones encaminadas a mejorar la composicion de la
microbiota intestinal han demostrado tener un impacto positivo sobre las
alteraciones metabdlicas como lo es la diabetes. El control de la DMT2 es problema
imperativo de tratar, su alcance afecta cada vez mas a grupos poblacionales
jovenes, debido a los malos hébitos alimenticios y a diversos factores ambientales
entre ellos la microbiota que particularmente en la DM2 se encuentra alterada. Por
lo que conocer los mecanismos por los cuales la microbiota participa en esta
enfermedad, resulta importante tanto para incidir de manera temprana como
profilactico, o bien, como terapéutico para un mejor control glucémico y disminucion
de complicaciones que a la diabetes acompafian. Intervenir a este nivel ayudaria a
disminuir la aparicion de la enfermedad ademéas de reducir sus complicaciones

incluyendo enfermedad cardiaca.

La incorporacién de probiéticos a la dieta puede ser la pauta inicial para mantener
la homeostasis de la microbiota intestinal previniendo alteraciones y estimulando
mecanismos que tienen que ver con el control del apetito y saciedad, que al final
desembocaran en disminucién del riesgo de apariciéon de obesidad y diabetes, por
todo lo anterior se ha considerado a la microbiota como un érgano mas. Otra
alternativa para volver al equilibrio de la microbiota intestinal, es trasplantar una
microbiota en equilibrio, es decir proveniente de pacientes sanos, aungue no es una
practica médica aprobada en México para enfermedades metabdlicas, este

procedimiento se ha llevado a cabo en padecimientos como la colitis



pseudomembranosa y otros trastornos gastrointestinales. Sin embargo, no se sabe
a ciencia cierta el impacto sobre el metabolismo del individuo y los riesgos que
pueda implicar en la salud del receptor, aunque se podria inferir un impacto benéfico

al reestablecer el equilibrio en las poblaciones bacterianas.

En el presente trabajo proponemos comparar el uso de probiéticos comerciales que
contienen las cepas de Lactobacillus rhamnosus HNOO1 y Bifidobacterium longum
BB536 en el control glicémico, peso y estado en general de ratones diabetizados y
de ratones sanos, consideramos que el uso de probibticos es suficiente para la
mejora metabdlica en la DM2 inducida en el modelo murino, y que ademas tendra
un efecto sobre el control glicémico en ratones sanos evidenciando el beneficio del
consumo de los probidticos. Ademas de la administracion regular de probidticos,
decidimos evaluar el trasplante de microbiota sana total a ratones diabetizados, esto
con la finalidad de determinar si la administracién de una o dos cepas de bacterias
es suficiente o si se requiere de trasplantar todo el ambiente de la microbiota, pues
hay otros factores como, metabolitos y algunos bacteriéfagos que pueden participar

también en el establecimiento del equilibrio en el intestino.



3. HIPOTESIS

La administracién de probioticos comerciales Lactobacillus rhamnosus HNOO1 y
Bifidobacterium longum BB536 disminuyen el nivel de glucosa en sangre en ratones
diabetizados, ademas el trasplante de microbiota sana en ratones diabetizados

tiene un impacto positivo sobre los niveles glicémicos en sangre periférica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion de probioticos (Lactobacillus rhamnosus
HNOO1 y Bifidobacterium longum BB536) y del trasplante de microbiota de ratones

sanos sobre el nivel glucémico en ratones diabéticos y sanos.
4.2 Objetivos especificos

Evaluar el nivel de glucosa en ratones diabéticos y sanos a los cuales se les
administrara probio6ticos (Lactobacillus rhamnosus HNOO1 y Bifidobacterium longum

BB536) durante 21 dias.

Evaluar el nivel de glucosa en ratones diabéticos y sanos trasplantados con

microbiota proveniente de ratones sanos en tres dosis.

Comparar el efecto en el control glucémico de ratones diabéticos del trasplante de

microbiota sana, administracion de probiéticos versus grupo control.



Comparar el efecto en el control glucémico de ratones sanos del trasplante de

microbiota sana, administracion de probidticos versus grupo control.

5. METODOLOGIA

51 Animales de laboratorio

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD1 libres de patdgenos especificos de 8
semanas de edad, en los cuales el peso oscila entre 40-50 gramos, suministrados
por el Bioterio del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Autbnoma de México.
Los animales se mantuvieron en un estante ventilado aislado en condiciones
asépticas, a una temperatura de 24 °C y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas.
Los ratones fueron alojados en grupos de 3 en cajas de policarbonato con cama de
viruta con alimento balanceado y agua ad libitum estériles. Estos estudios se
realizaran de acuerdo con las directrices que marca la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso

de los animales de laboratorio®4.

5.2 Induccion de diabetes experimental

La diabetes se inducira utilizando el método descrito por Bequer et al (2016), con
algunas modificaciones incorporadas por nuestro equipo de investigacion®’. Los
animales fueron sometidos a un periodo de ayuno de 4 horas, después del cual se
procedi6 a la administracion de 40mg/kg de peso de un liofilizado de
estreptozotocina STZ (Goldbio, EE. UU.) disuelta en 2 ml de solucién tampon de

citrato (pH 4.5)%’. La administracién se realizé por via subcutanea introduciendo una



aguja en el pliegue cutaneo dorsal del cuello y se realiz6 durante 3 dias

consecutivos.

Después de 10 dias se tom¢ la glucosa en ayuno para comprobar el diagnostico de
diabetes (glucemia >200 mg/dL)%8. A partir de este momento se tomé de manera
semanal la glucemia y peso de cada raton; también se tomara muestra sanguinea

al inicio y final de la intervencién durante 10 semanas.

5.3  Curva de tolerancia a la glucosa (CTOG)

Se tomo su peso de manera semanal con una bascula analitica marca Scout Pro

(OHAUS) durante 10 semanas, también fueron marcados para su identificacion.

Se realizé una curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG) tomando una medicién
inicial después de 4 a 5 horas de ayuno con un equipo One Touch Ultra® de
LifeScan, posteriormente se administré una sobrecarga de dextrosa monohidratada
(80 mg/kg) en un volumen de 200 uL con una canula gastroesoféagica para roedor
y se tomé la concentracion de glucosa en el tiempo 15, 30, 60, 90 y 120 minutos

posteriores a la descarga.

Se colectaron heces de los ratones antes del proceso de diabetizacion, esta se
realizé usando tubos falcon graduados de 15 ml, a los cuales se les agregara el
doble de volumen de glicerol al 20 %, esta muestra sera guardada a -70°C para su

conservacion y posterior uso.

5.4 Control de ingesta de alimento y agua



La ingesta de la cantidad de alimento fue tomada en cada experimento dejando la
cantidad preestablecida de 200 gr de alimento por caja y pesando semanalmente el
alimento sobrante. Este valor fue restado al valor inicial y con la diferencia se calculo

el promedio de ingesta por raton tanto de agua como de alimento.

5.5 Control de peso

Los animales fueron pesados antes de cada procedimiento mediante el uso de una
balanza analitica marca Scout Pro (OHAUS). Los ratones fueron colocados en un
recipiente previamente tarado y posteriormente se registraba el peso. Los pesos

fueron tomados semanalmente tanto a ratones diabetizados como sanos.

5.6 Eliminacion de microbiota nativa con antibiéticos

Con el fin de eliminar la microbiota intestinal nativa, y para que este sea un medio
apto para el trasplante de microbiota fecal, se administré por via intraperitoneal a
cada raton 300 pL de un coctel de antibiéticos que consistio en 5 mg/kg de
metronidazol (Novag, México), 25 mg/kg de ciprofloxacino (Senosiain, México), y 50

mg/kg de vancomicina (PiSA Farmacoldgica) durante 3 dias consecutivos.??:29:30-33,

5.7 Trasplante de microbiota fecal en ratones

Después de 2 dias del término de esquema de antibidticos, se realiz6 el trasplante
de microbiota fecal, este se llevé a cabo después de 5 horas de ayuno.*6

Para iniciar el procedimiento, se administrd por via gastroesoféagica una solucion de

200 pL de Bicarbonato de Sodio al 1.33%, esto con la finalidad de disminuir los



niveles de acidez estomacal. Posteriormente se anestesio a cada raton con 200 pL
de Pentobarbital sédico (PiSA Agropecuaria, México), este se prepar6 con 1 ml de
Pisabental® aforado a 10 ml con PBS, el procedimiento se realiz6 por via
intraperitoneal en posicion decubito supino®®.

Una vez comprobado que los ratones estan bajo efecto de la anestesia se procedio
a administrar por via gastroesofagica 300 pL de solucién de heces utilizando un
catéter I.V. 17 G x 1 Y2, esta solucion se prepar6 a partir de la muestra recolectada
y almacenada previamente, luego se procedi6 a aforar con 10 ml de PBS (Buffer
fosfato salino) como vehiculo y se agitd en vortex para homogenizar la mezcla; la
solucion final fue la administrada y el procedimiento se repitié durante 2 dias

consecutivos.

5.8 Administracion de probiéticos en ratones

Los probioticos utilizados en este estudio fueron suministrados por Alfa
Wassermann S.A. de C.V. (ltalia): Lactobacillus rhamnosus HNOO1l vy
Bifidobacterium longum BB536. Se suspendieron en agua potable en dos diferentes
concentraciones, las cuales se detallan mas adelante y fueron administrados el
mismo dia de su preparacion. Los probioéticos fueron administrados mediante sonda
gastroesofagica al grupo correspondiente durante 21 dias en una concentracion de
4 mil millones UFC de Bifidobacterium longum BB536 y 1 mil millones UFC de

Lactobacillus rhamnosus HNOO1.



En la primer concentracion se calculo la dosis mediante formula de acuerdo al peso
corporal de los ratones y tomando como referencia el peso promedio de un humano,
asi pues, lo que correspondié a cada raton fue 264 mg/Kg de peso corporal,

guedando al final 11.88 mg por cada ratén.

Se decidié administrar para este experimento 2.5 veces la dosis calculada quedando

en 30 mg por cada ratén, el volumen final inoculado fue de 300 pL>4.

Formula para dosis en ratones:

-.25

W,

Dosisi1= Dosis2 W,

Donde:

W1: Peso corporal, en gramos, del animal cuya dosis se quiere calcular
W2: Peso corporal, en gramos, del animal cuya dosis se conoce
Dosisi: Dosis desconocida, en mg/Kg, que corresponde a W1

Dosis2: Dosis conocida, en mg/Kg, que corresponde a W>

En la segunda concentracion se calcul6 la dosis que se administraria a cada raton
haciendo pruebas de dilucion del liofilizado en agua potable y asi dar lo maximo
posible del producto sin exceder el volumen gastrico, asi pues lo que correspondio
a cada raton fue 150 mg, que contenian un aproximado de .25 billones de UFC, al

grupo control se administrd solo agua potable, el volumen final inoculado fue de 300

ML.



5.3 Disefio experimental

Los animales se distribuyeron de modo aleatorio en diferentes grupos (Figura 7 y 8)

Grupo CONTROL

Diabetizados sin probidticos
ni trasplante

Grupo 2 PROBIOTICOS
Diabetizados con
administracion de
probidticos

Grupo 3 TRASPLANTE

Con Antibidtico y trasplante
de microbiota fecal de ratén
sano

Figura 7. Disefio experimental de intervencién con probibticos y trasplante de microbiota fecal

P PO P

) &

Agua corriente 21 dias

» ( >Q PO Probidtico 21 dias

Lo Cow) (o)

) (\ ) ( /) (\

O DR

3 dias

proveniente de ratén sano en ratones diabetizados con STZ.

Grupo 1 CASP

Con Antibiotico Sin
Probidtico

Grupo 2 CACP

Con Antibidtico Con
Probidtico

Grupo 3 SASP

Sin Antibictico Sin Probidtico &

Grupo 4 SACP
Sin Antibidtico Con
Probidtico

Grupo 5 CACT

Con Antibidtico Con
Trasplante

QPO PO PR
0. 00 «..‘ 0.‘

g™ g™

Antibidtico 3 dias + Agua corriente
21 dias

Antibidtico 3 dias + Probidtico 21
dias

Agua inyectable 3 dias + Agua corriente
21 dias

Agua inyectable 3 dias + Probidtico
21 dias

Antibidtico 3 dias + Trasplante 3 dias

Figura 8. Disefio experimental de intervencion con probidticos y trasplante de microbiota fecal
proveniente de raton sano en ratones sanos.
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5.4  Analisis estadistico
El andlisis se realiz6 utilizando el minimo necesario de ratones, como lo recomienda
el comité de bioética en experimentacion animal. De acuerdo con el disefio del

estudio, se utilizar 3 y 4 ratones por condicion respectivamente.

Los resultados seran expresados como la media aritmética, desviacion estandar y
error estandar. Para evaluar si los datos se distribuian con normalidad se utilizo la
prueba Shapiro Wilk y la significacion de las diferencias entre los grupos se tomé
cuando la p< 0.05. Se realiz6 el analisis de la varianza (test de ANOVA) seguido del
test de Tukey-Kramer cuando las varianzas eran homogéneas y Games-Howell
cuando estas no eran homogéneas, y como prueba no paramétrica utilizamos

Kruskal- Wallis cuando no se encontré normalidad en los datos.

Para evaluar el efecto antes y después de la intervencion se utilizé T de student y
prueba de signos cuando no se encontré normalidad en las muestras. Se usé el

paquete estadistico IBM SPSS statistics 25.

5.5 Consideraciones éticas
Estos estudios se realizardn de acuerdo con las directrices que marca la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio®.



6. RESULTADOS

6.1 Modelo de diabetizacion con Estreptozotocina

Con la finalidad de estandarizar el modelo de diabetizacion, 20 ratones macho de la
cepa CD1 fueron distribuidos en grupos de tres ratones. A cada uno se les
administré 120 mg/kg de peso de STZ por via subcutanea dividido en tres dosis
diarias de 40 mg/kg, después de 10 dias se tomo la glucosa en ayuno, dando por
hecho la diabetizacion con cifras cercanas de 200 mg/dL, los resultados arrojaron
que el 45% de los ratones sometidos al procedimiento (9 ratones) fueron

diabetizados.

A todos los ratones diagnosticados se les hizo seguimiento de consumo de alimento,

peso corporal y glucosa en ayuno de manera semanal.

Los animales diabetizados mostraron patrones de peso con tendencia a disminucion
comparando el peso inicial con el obtenido después de 5 semanas de seguimiento
(43.97+£2.20 g y 39.92+4 g respectivamente), cabe mencionar que la diabetizacion

se llevo a cabo en la semana 2 del seguimiento. (Grafica 1).
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Gréfica 1. Promedio del peso corporal en ratones diabetizados con STZ. Seguimiento durante 5
semanas. N=9 ratones.

Los ratones mostraron al inicio de la intervencion un promedio de glucosa regular
para la cepa de la que se trata (140£26.85 mg/dL). Posterior a la administracion de
STZ aument6 de manera considerable los niveles glucémicos a alrededor de
342.2+112.13 mg/dL, con tendencia a aumentar en las siguientes mediciones que

se programaron (Grafica 2).
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Grafica 2. Concentracion media de glucosa en ratones diabetizados con STZ, monitoreados durante
4 semanas. N=9

Para conocer el patron de alimentacion de los animales diabetizados a lo largo del
experimento, se monitoreo el peso del alimento consumido de manera semanal y
se encontro un aumento franco en el consumo. El promedio de consumo total inicial
fue alrededor de 12.5+1.3g, resultando al final de las 4 semanas en casi el triple

comparado con el inicial (34.8+5.7 g) (Grafica 3).
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Gréfica 3. Media de ingesta de alimento total de ratones diabetizados durante el monitoreo de 4
semanas. N= 9 ratones.

6.2 Intervencion con probioticos y TMF en ratones diabetizados

Después de estandarizar el modelo de diabetizacién, se inicié la intervencion con
probidticos y trasplante de microbiota fecal proveniente de raton sano, a
continuacion se presentan los resultados de las mediciones que se realizaron en

cuanto a glucosa, peso corporal, consumo de alimento y consumo de agua.

6.2.1 Curva de Tolerancia Oral a la Glucosa (CTOG)

Al realizar la CTOG después de la intervencion en los diferentes grupos
experimentales, se observd que todos los grupos iniciaron esta con niveles
parecidos oscilando entre 230+90 mg/dL y 299+99 mg/dL para el tiempo basal (T0),
sin embargo, al minuto 15 (T15), el grupo al que se le administro probiotico tuvo una
elevacion mayor al resto de los grupos (516+£105 mg/dL) que fue el pico maximo

alcanzado, manteniéndose siempre superior a los otros grupos hasta el minuto 60



(T60) donde logra empatarse con el grupo trasplantado; para el minuto 120 (T120),
los tres grupos parecen terminar en niveles parecidos (grupo control 355+125
mg/dL, grupo probidticos 372+131 mg/dL, grupo trasplante 383+208 mg/dL) sin
embargo cabe mencionar que el grupo control nunca tuvo elevaciones importantes
respecto a su nivel inicial y que ningln grupo recuperé sus concentraciones basales
al final de la prueba (Grafica 4). Se puede observar el comportamiento de un grupo
de ratones sanos, para apreciar las diferencias que se presentan en cuanto a los

niveles comparandolos con ratones diabetizados.

CTOG postintervencién por grupo
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Grafica 4. CTOG en ratones diabetizados realizada en la semana 0 posterior al trasplante de
microbiota sana y administracion de probiéticos. Los 3 grupos experimentales fueron dejados en
ayuno de 4hr, se tomo la glucosa basal, posteriormente se administraron 80mg/kg de dextrosa
anhidra y se volvio a determinar a los 15, 60 y 120 min. N=9 ratones

Al tomar en cuenta la variacién en porcentaje, con base en la glucosa inicial (TO
0)(Grafica 5), se observa con mas claridad la elevacién mas pronunciada en los

grupos con probidtico y trasplantados en compararcién con el grupo control cuyos



cambios fueron de maximo 132%, mientras que el grupo con probidticos alcanzo
hasta un 202 % en el minuto 15 (T15), asi pues, respecto al pico maximo alcanzado,
fue el grupo con probidticos el que mejor se recupero, pasando de un 202% en el

minuto 15 a 146% en el minuto 120 (-56%).
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Graéfica 5. Porcentaje de variacion en el nivel de glucosa en ratones diabetizados con STZ con base
en el tiempo 0 de la CTOG. Los grupos experimentales fueron dejados en ayuno de 4hr, se tomé la
glucosa basal y posteriormente se administraron 80mg/kg de glucosa anhidra y se volvié a
determinar a los 15, 60 y 120 min. El porcentaje de variacién para cada tiempo fue determidado
tomando en cuenta la glucosa al TO como el 100%. N= 9 ratones

6.2.2 Glucosa en ayuno

Se observaron ligeros cambios en los niveles de glucosa en sangre antes y después
de la intervencion en los 3 grupos experimentales, el grupo control practicamente
mantuvo sus niveles de glucosa de 287+125 mg/dL a 289+114 mg/dL ( (p 0.536), el
grupo que recibié trasplante de microbiota de raton sano también mostré una
tendencia modesta a mantenerse, pues sus niveles antes y después de la

intervencién pasaron de 226+20 mg/dL a 230+90 mg/dL (p 0.228), sin embargo en



el grupo que recibi6 probidtico se observé una ligera disminucién que fue de 277+78
mg/dL a 25558 mg/dL (p 0.440), sin embargo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas de este cambio en ninguno de los 3 grupos (Figura

9).

Al hacer la comparacion entre grupos, se observlo que el grupo control presento
niveles en sangre mayores en la medicién hecha antes de la intervencién (2871125
mg/dL), seguido del grupo probiodticos (277+78 mg/dL) y finalmente el grupo
trasplantado inicié6 con niveles mas bajos (226£20 mg/dL), sin embargo, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (p 0.670).

Al comparar los resultados de los grupos después de la intervencién, se encontro
que el grupo control presentd niveles méas elevados, seguido del grupo con
probiético y finalmente el grupo trasplantado fue el que menos nivel de glucosa
presentd (289+114 mg/dL, 255+58 mg/dL y 230+90 mg/dL respectivamente), sin
embargo, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p

0.737) (Figura 9).



Cambio en la concentracion de
glucosa en ayuno
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Figura 9. Cambio en la concentracién de glucosa en ayuno de ratones diabetizados antes y después
de la intervencién con probiético y trasplante de microbiota sana. La medicién preintervencion se
realizé en la semana 4, después de que el modelo de diabetizé y justo antes de iniciar la intervencion,
la medicién postintervencién se realizé en la semana 9 después de la intervencién (la administracion
de probidticos y trasplante se realiz6 en las semanas 5, 6, y 7). El impacto de la intervencion se
calcul6 con la prueba T de student y ANOVA para ver diferencias entre grupos. *p< 0.05. N=9

Al graficar estos datos en porcentaje de variacion con base en la medicion inicial
versus final, se observa la tendencia tanto del grupo control como trasplante a
aumentar la glucosa posterior a la intervencion, mientras que el grupo con probiético

tiende a disminuirla, pero como se mencion6é anteriormente no se encontrd

diferencia estadisticamente significativa en esta tendencia (Gréfica 6).
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Graéfica 6. Porcentaje de variacién de la concentracién de glucosa en ayuno de ratones diabetizados
entre las mediciones antes y después de la administracion de probiéticos y trasplante de microbiota
sana, la medicién preintervencion se realiz6 en la semana 4, la medicion postintervencion se realizé
en la semana 9. El porcentaje de variacion fue determinado tomando la glucosa preintervencion
como el 100%. N=9 ratones.

6.2.3 Evaluacion del peso de los ratones

Las primeras 4 semanas del experimento estuvieron enfocadas a la diabetizacion
de los ratones, una vez conseguido esto, se dio seguimiento al peso corporal, en el
cual se observaron cambios en los 3 grupos después de la intervencion con
probioticos y TMF, el grupo control mostré un aumento sostenido desde la semana
4 hasta la semana 10 de 45.2+1.8 g a 46.2+0.2 g, al igual que el grupo con trasplante
cuyo peso aumentd de 46.4+4.2 g a 48+4.5 g, en cambio el grupo con probidtico
tuvo una tendencia a disminuir para la semana 7 (40.4 2.7 g a 39.4+t1.2 g) y
posteriormente aument6 a 41+2.6 g, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las mediciones tomadas durante las 10 semanas

de seguimiento (Figura 10).
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Figura 10. Cambio en el peso corporal de ratones diabetizados a lo largo de 10 semanas de
seguimiento, las primeras 4 semanas se utilizaron para diabetizar a los ratones, la medicion de la
semana 4 fue tomada antes de la intervencién por lo cual se toma como basal, la de la semana 7 fue
intraintervencion y la de la semana 10 fue postintervencion. (La administracién de probidticos y
trasplante se realizé en las semanas 5, 6, y 7). Para medir el impacto de la intervencién se calculé
con la prueba T de student y para ver diferencias entre grupos ANOVA. *p< 0.05. N=9 ratones.

Al hacer la comparacion entre grupos de intervencién, se encontré en todas las
semanas de seguimiento un patrén de peso en cada uno, el grupo control y
trasplante siempre mantuvieron un peso mayor que el grupo al que se le administré
probidticos (control=45.2+1.8 g, trasplante=46.4+4.2 g y probi6tico=40.4+2.7 g) y
este comportamiento de peso se mantuvo hasta el final, sin embargo no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
intervencion (SEM 4 - p 0.108, SEM 7 - p 0.074 y SEM 10 - p 0.066, esto se

muestra en la Figura 10.

En la Grafica 7 se muestra el comportamiento de peso a lo largo del seguimiento en

porcentaje de variacion, mostrando que tanto el grupo control como trasplante
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tendieron a incrementar su peso, mientras que el grupo con probiéticos lo disminuyo
en la semana 7 y posteriormente lo aumentd, pero como se menciond
anteriormente, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, se

tomé como basal la medicion que se realizo en la semana 4 antes de la intervencion.
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Gréfica 7. Porcentaje de variacién de peso corporal en ratones diabetizados a lo largo de 10 semanas
de seguimiento, las primeras 4 semanas se utilizaron para diabetizar a los ratones, la medicion de la
semana 4 fue tomada antes de la intervencién por lo cual se toma como basal, la de la semana 7 fue
intraintervencion y la de la semana 10 fue postintervencion. (La administracién de probidticos y
trasplante se realiz6 en las semanas 5, 6, y 7). El porcentaje de variacion fue determinado tomando
la semana 4 como 100%. N= 9 ratones.

6.2.4 Evaluacion del consumo de alimento

Cuando se analizé el consumo de alimento, se observo que el grupo al que se le
realizo trasplante lo disminuyo de 5.1+0.4 g/dia a 3.8+0.3 g/dia, sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el transcurso de las
semanas de seguimiento (p 0.250). En el grupo al que se le administré probidticos

se noto una disminucion en el consumo entre la semana 4y 7 de 6.4+1.1 g/dia a



5.841.3 g/dia, sin diferencias estadisticamente significativas (p 0.110),
posteriormente entre la semana 7 y 10 que fue el lapso postintervencion se noté un
importante aumento en el consumo, sin embargo, tampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p 0.140). En el grupo control, hubo una
disminucién en el consumo de alimento, pero esta se present6 entre la semana 4 y
7 (9.31£3 g/dia y 8.3+2.6 g/dia respectivamente) con diferencias estadisticamente
significativas (p 0.016), posterior a esto, se observo un aumento entre la semana 7
y 10 de 9+1.8 g/dia, pero aqui ya no se encontro significancia estadistica (p 0.916)

(Figura 11).
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Figura 11. Cambio en el consumo de alimento de ratones diabetizados a lo largo de 10 semanas de
seguimiento, las primeras 4 semanas se utilizaron para diabetizar a los ratones, la medicion de la
semana 4 fue tomada antes de la intervencion por lo cual se toma como basal, la de la semana 7 fue
intraintervencion y la de la semana 10 fue postintervencidon. Se muestra que tanto el grupo con
probiéticos como el grupo control mostraron cambios en el consumo de alimento. Para medir el
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impacto de la intervencion se calculé con la prueba t de student y para ver diferencias entre grupos
ANOVA. *p< 0.05. N= 9 ratones.

En la Gréafica 8 se muestra el consumo de alimento a lo largo del seguimiento en
porcentaje de variacion, mostrando que el grupo control tuvo una tendencia a
disminuir su consumo para la semana 7, posteriormente lo aumento ligeramente de
89.2% a 96.8%, sin recuperar su nivel basal de antes de intervenir; el grupo con
probidtico por su parte mostr6é una disminucién para la semana 7 y después de esta,
subi6 entre la semana 7 y 10 de 90.6% a 109.4%; mientras que el grupo trasplante

siempre tuvo una tendencia a disminuir su consumo, llegando incluso a un 74.5%

en la semana 10.
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Gréfica 8. Porcentaje de variacion en el consumo de alimento en ratones diabetizados, las primeras
4 semanas se utilizaron para diabetizar a los ratones, la medicion de la semana 4 fue tomada antes
de la intervencién por lo cual se toma como basal, la de la semana 7 fue intraintervencion y la de la
semana 10 fue postintervencién. (La administracién de probiéticos y trasplante se realiz6 en las

semanas 5, 6, y 7). El porcentaje de variacion fue determinado tomando la semana 4 como 100%.
N=9 ratones.
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Al comparar entre grupos experimentales se encontré que durante los 3 cortes de
medicidn que se hicieron, se mantuvo un patron de consumo, siendo siempre mayor
en el grupo control, seguido del grupo de probiotico y al final el grupo que menos
alimento consumié durante todo el experimento fueron los trasplantados, en estas
tendencias los grupos que presentaron diferencias estadisticamente significativas

fueron el grupo control y trasplante en la semana 10 (p 0.009) (Grafica 9).
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Gréfica 9. Cambio en el consumo de alimento de ratones diabetizados a lo largo de 10 semanas de
seguimiento, las primeras 4 semanas se utilizaron para diabetizar a los ratones, la medicion de la
semana 4 fue tomada antes de la intervencién por lo cual se toma como basal, la de la semana 7 fue
intraintervencion y la de la semana 10 fue postintervencion. (La administracién de probidticos y
trasplante se realizé en las semanas 5, 6, y 7). Se muestra la diferencia entre grupos, con una
tendencia tanto del grupo control como probidtico a aumentar su consumo, mientras el grupo
trasplante mostro una disminucién de este. *p<0.05

6.2.5 Evaluacion del consumo de agua

Al evaluar el consumo de agua en las diferentes semanas de seguimiento, se

encontré que el grupo control tuvo una tendencia a disminuir su consumo entre la



semana 4 y 7 de 31.7£24.5 mi/dia a 21.8+9 ml/dia, posterior a esto presentd un
ligero aumento en la semana 10 hasta llegar a 25.8+15.6 ml/dia, pero no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas; el grupo trasplante mostré
el mismo comportamiento disminuyendo su consumo de 7.2+0.5 ml/dia a 7+1.7
mi/dia entre la semana 4 y 7, pero tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas; por su parte el grupo con probioticos, también
disminuy6é su consumo de agua entre la semana 4 y 7 de 16.9+3.1 ml/dia a
14.5+£10.4 ml/dia sin significancia estadistica, pero entre la semana 4 y 7 presento
un marcado aumento hasta llegar a un consumo de 19.9+12.5 ml/dia, esto con

diferencias estadisticamente significativas (p 0.039) (Figura 12).
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Figura 12. Cambio en el consumo de agua de ratones diabetizados a lo largo de 10 semanas de
seguimiento, las primeras 4 semanas se utilizaron para diabetizar a los ratones, la medicion de la
semana 4 fue tomada antes de la intervencion por lo cual se toma como basal, la de la semana 7 fue
intraintervencion y la de la semana 10 fue postintervencion. (La administracion de probidticos y
trasplante se realizé en las semanas 5, 6, y 7). Se muestra que el grupo con probiéticos fue el Unico
gue tuvo diferencias estadisticamente significativas en su consumo con tendencia a incremento.

89



Para medir el impacto de la intervencion se calcul6 con la prueba T de student y para ver diferencias
entre grupos ANOVA. *p< 0.05.

En la Grafica 10 se muestra el consumo de alimento a lo largo del seguimiento en
porcentaje de variacion, mostrando que el grupo control tuvo una tendencia a
disminuir su consumo para la semana 7 y luego lo aumento ligeramente, pero no
volvio a su consumo inicial de antes de la intervencion, esto mismo sucedio con el
grupo trasplante, sin embargo, en ningin grupo encontramos diferencias
estadisticamente significativas; por su parte el grupo con probidtico mostré una
disminucién en su consumo en la semana 7 y un posterior aumento para la semana
10 que super6 su consumo inicial antes de que comenzara la intervencion llegando
a un 117.8% con diferencias estadisticamente significativas, como se mencioné

anteriormente.
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Gréfica 10. Porcentaje de variacién en el consumo de agua en ratones diabetizados, las primeras 4
semanas se utilizaron para diabetizar a los ratones, la medicién de la semana 4 fue tomada antes
de la intervencién por lo cual se toma como basal, la de la semana 7 fue intraintervencion y la de la
semana 10 fue postintervencién. (La administracién de probiéticos y trasplante se realiz6 en las



semanas 5, 6, y 7). El porcentaje de variacién fue determinado tomando la semana 4 como 100%.
N= 9 ratones

En la Gréafica 11, se muestra que durante los 3 cortes de medicion que se hicieron,
se mantuvo un patron de consumo, siendo siempre mayor en el grupo control con
consumos hasta de 31.7+24.5 ml/dia, seguido del grupo probidtico con consumos
gue no superaron los 19.9+12.5 ml/dia, y al final el grupo que menos agua consumié
durante todo el experimento fueron los trasplantados con microbiota de raton sano
gue se mantuvieron en consumos alrededor de entre 7+1.7 mi/dia y 8.3+2.3 ml/dia,

pero no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los grupos.
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Gréfica 11. Cambio en el consumo de agua de ratones diabetizados durante 10 semanas de
seguimiento, las primeras 4 semanas se utilizaron para diabetizar a los ratones, la medicion de la
semana 4 fue tomada antes de la intervencién por lo cual se toma como basal, la de la semana 7 fue
intraintervencion y la de la semana 10 fue postintervencion. (La administracién de probidticos y
trasplante se realiz6 en las semanas 5, 6, y 7). Se muestra que el grupo control fue el que méas agua
consumié, seguido del grupo con probidticos mientras que el grupo con trasplante consumié menos
agua durante todo el seguimiento. N= 9 ratones

6.3 Intervencién con probidticos y TMF en ratones sanos
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Se realizé la intervencidn con probidticos y trasplante de microbiota fecal
proveniente de ratdon sano, a continuacion se presentan los resultados de las
mediciones que se realizaron en cuanto a glucosa, peso corporal, consumo de

alimento y consumo de agua.
6.3.1 Curvas de Tolerancia a la Glucosa (CTOG) en ratones sanos

Se realizaron 3 CTOG, la primera antes de iniciar la intervencion para tener una
medicion basal, la segunda inmediatamente después de que se termind la
administracion de probioticos y trasplante en la semana 5, y se tomo para evaluar
el impacto de la intervencién a corto plazo; la tercera CTOG, 4 semanas después

gue se termind la intervencion (semana 9) para evaluar el impacto a largo plazo.

En la primer CTOG (Gréfica 12), se aprecia un comportamiento dentro de rangos
normales en casi todos los grupos, iniciando con niveles en ayuno normales que
oscilaban entre 140+28.7 mg/dL y 158+54.5 mg/dL, continuando con una elevacién
en el tiempo 15 y posteriormente un descenso para el minuto 90, a excepcion del
grupo SACP, el cual continué elevandose incluso en la tltima medicién de la curva.
También se observa que el grupo CACP es el que presenté niveles mayores de

glucemia en el tiempo 15 llegando a 268+87.6 mg/dL.
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Grafica 12. CTOG #1 en ratones sanos realizada antes de la intervencion. CASP (grupo con
antibiotico sin probiotico), CACP (grupo con antibiético con probiético), SASP (grupo sin antibidtico
sin probiético), SACP (grupo sin antibiético con probidtico), CACT (grupo con antibiético con
trasplante). TO,T15y T90, se refieren a los minutos en que fue tomada la glucosa durante la curva.
N=20 ratones.

Al tomar en cuenta la variacién en %, con base en la glucosa inicial (tiempo 0)
(Grafica 13), se observa con mas claridad la elevacién mas pronunciada del grupo

CACP alcanzando un 171%.
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Variacion de glucosa CTOG #1 preintervencion

(%)
200
_ 150
§
5
2 100
.0
©
=~ 50
0
TO T15 T90
Minutos
=== CASP CACP ==@==SASP SACP e=@==CACT

Grafica 13. Porcentaje de variacion en el nivel de glucosa con base en el tiempo 0 de la CTOG
realizada antes de la intervencion. El porcentaje de variacion para cada tiempo fue determidado
tomando en cuenta la glucosa al TO como el 100%. CASP (grupo con antibiético sin probidtico),
CACP (grupo con antibiético con probiético), SASP (grupo sin antibiético sin probidtico), SACP
(grupo sin antibiético con probiético), CACT (grupo con antibiético con trasplante). N= 20 ratones

En la segunda CTOG (Gréfica 14), realizada en la semana 5 y con la cual se quiso
evaluar el impacto a corto plazo, se puede observar que el grupo CACP que en la
primer CTOG presentd niveles muy elevados en el tiempo 15, ahora presentd
niveles menores (161+15.6 mg/dL), y que el grupo SACP mejoro sus niveles finales
de la curva (T90), en comparacion con la primer curva en la cual no logro recuperar
sus niveles iniciales, en esta ocasion fue el grupo SASP el que en el minuto 90

continud con niveles elevados de glucosa (183+89.8 mg/dL).
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Gréfica 14. CTOG #2 realizada en ratones sanos a los cuales se les administré probioticos durante
21 dias. La curva se realiz6 3 dias después de la tltima administracion del probiético. CASP (grupo
con antibiético sin probiético), CACP (grupo con antibiético con probiotico), SASP (grupo sin
antibidtico sin probiotico), SACP (grupo sin antibiético con probiético), CACT (grupo con antibiético
con trasplante). TO,T15 y T90, se refieren a los minutos en que fue tomada la glucosa durante la
curva. N= 20 ratones.

Si se hace la variacion en %, con base en la glucosa inicial (tiempo 0)(Gréfica 15),
se puede apreciar que fue el grupo CASP el que ahora presentd niveles mayores
en el tiempo 15 de la curva llegando a 152%, y que el grupo SASP aun en el tiempo
90 continu6 elevandose su glucosa alcanzando un 151% que fue incluso mayor que

el tiempo 15 del mismo grupo.
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Variacion de glucosa CTOG #2 postintervencion
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Gréfica 15. Porcentaje de variacion en el nivel de glucosa en la CTOG realizada en la semana 5, 3
dias después de la ultima administracion del probiético. El porcentaje de variacion para cada tiempo
fue determinado tomando en cuenta la glucosa al TO como el 100%. CASP (grupo con antibiético sin
probiético), CACP (grupo con antibidtico con probidtico), SASP (grupo sin antibiético sin probiético),
SACP (grupo sin antibiético con probiético), CACT (grupo con antibidtico con trasplante). N= 20
ratones.

En la tercer CTOG (Gréfica 16), realizada en la semana 9 (4 semanas después de
que se terminé la administracién de probidtico y el trasplante), se busco evaluar el
impacto de la intervencién a largo plazo, lo que mas llamé la atencion en esta curva
es que el grupo CACT presenté una importantente elevacion en sus niveles de
glucosa en el minuto 90 (161+106 mg/dL), superiores incluso al nivel alcanzado por
el mismo en el minuto 15 (150+65.7 mg/dL). El resto de grupos cursé con un
comportamiento dentro de lo normal, aunque cabe mencionar que ninguno de los

grupos recupero sus niveles basales.
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Grafica 16. Tercer CTOG en ratones sanos realizada 4 semanas después de que termino la
aplicacién de probidtico y trasplante (semana 9). CASP (grupo con antibiético sin probiético), CACP
(grupo con antibiético con probidtico), SASP (grupo sin antibi6tico sin probiético), SACP (grupo sin
antibidtico con probiotico), CACT (grupo con antibiético con trasplante). TO,T15 y T90, se refieren a
los minutos en que fue tomada la glucosa durante la curva. N=20 ratones.

Cuando calculamos la variacion con base en el tiempo basal de la curva (tiempo
0)(Gréfica 17), se puede observar con mayor claridad que casi todos los grupos
presentan el comportamiento normal antes mencionado y que es solo el grupo
CACT el que tiene una tendencia a aumentar sus concentraciones de glucosa en
los dos tiempos posteriores a la carga de glucosa oral, sin presentar en ningun
momento una recurecaion visible, aunque cabe mencionar que nunca tuvo una
elevacion importante en el tiempo 15, pues mientras los demas grupos se elevaban

un 140% en promedio , el grupo CACT solo alcanz6 un 120%.
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Variacion de glucosa CTOG #3 postintervencion (%)
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Graéfica 17. Porcentaje de variacién de glucosa en la tercer CTOG realizada 4 semanas después de
que termind la aplicacion de probiético y trasplante (semana 9). El porcentaje de variacion para cada
tiempo fue determidado tomando en cuenta la glucosa al TO como el 100%. CASP (grupo con
antibiético sin probiotico), CACP (grupo con antibiético con probioético), SASP (grupo sin antibiético
sin probiético), SACP (grupo sin antibidtico con probiotico), CACT (grupo con antibidtico con
trasplante).N= 20 ratones.

6.3.2 Glucosa en ayuno de ratones sanos

Al evaluar y comparar las concentraciones de glucosa en ayuno de todos los grupos
a lo largo de las 9 semanas de seguimiento, se encontraron algunos cambios que
se presentan en la Figura 13. En el grupo CASP se observé una marcada
disminucién en las concentraciones pasando de 140+28.7 mg/dL en la semana 1 a
112419 mg/dL en la semana 9, por su parte el grupo CACP presentdé una
disminucién también de 155+16.5 mg/dL a 122+13.4 mg/dL, el grupo SASP tuvo
una disminucion entre la semana 1 y 5 pero para la semana 9 presentdé un modesto

aumento, El grupo SACP tuvo una disminucién importante entre la semana 1y 5,
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pero posteriormente solo se mantuvo para la semana 9 (158+54.5 mg/dL y 115+15.2
mg/dL respectivamente), por su parte el grupo CACT tendid practicamente a un
mantenimiento entre la semana 1 y 5, pero para la semana 9 bajo ligeramente de
135+26.7 mg/dL a 125+58.6 mg/dL, cabe mencionar que solo fue en el grupo CACP

gue se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p 0.005).

Al hacer la comparacién entre grupos, se observo que el grupo CACP y SACP
fueron los que presentaron niveles de glucosa mas elevados en la medicion
preintervencion (155+16.5 mg/dL y 158+54.5 mg/dL respectivamente), ya en la
semana 5 todos grupos disminuyeron sus concentraciones de glucosa a excepcion
del grupo CACT que fue el tnico que se mantuvo, y en la semana 9 los grupos con
nivel mas bajo fueron CASP y SACP con niveles de 112419 mg/dL y 115+15.2
mg/dL respectivamente, sin embargo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los grupos en ninguna de las 3 mediciones
realizadas (Figura 13).
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Figura 13. Cambio en la concentracion de glucosa a lo largo del seguimiento, la medicion
preintervencion se realiz6 en la semana 1, la segunda medicién se hizo en la semana 5
inmediatamente despues de terminada la administracion de probiético y la dltima medicién se tomé
en la semana 9. La administracion de probidtico y trasplante se realizé en las semanas 2,3y 4. CASP
(grupo con antibiético sin probiotico), CACP (grupo con antibiético con probiético), SASP (grupo sin
antibiético sin probiético), SACP (grupo sin antibiético con probiético), CACT (grupo con antibiotico
con trasplante). Para medir el impacto de la intervencién se calculé con la prueba T de student y para
ver diferencias entre grupos ANOVA. *p< 0.05.

Al graficar estos datos en porcentaje de variacion con base en la medicion inicial
(Semana 1), se observa de manera mas clara la tendencia de casi todos los grupos

a bajar sus niveles de glucosa en la semana 5, y después de esto parecen

mantenerse, y solo es el grupo CACT el parece mantenerse en sus niveles en todas

las mediciones (Grafica 18).
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Gréfica 18. Porcentaje de variacion de la concentracion de glucosa en los ratones de las 3
mediciones realizadas, la medicion preintervencion se realiz6 en la semana 1, la segunda medicion
se hizo en la semana 5 inmediatamente después de terminada la administracion de probiotico y la
Gltima medicidon se tomo en la semana 9. El porcentaje fue determinado tomando la glucosa
preintervencién como el 100%. CASP (grupo con antibiético sin probiotico), CACP (grupo con
antibiético con probidtico), SASP (grupo sin antibiético sin probiético), SACP (grupo sin antibiético
con probidtico), CACT (grupo con antibidtico con trasplante).
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Si evaluamos el porcentaje de variacion solo de los grupos a los que se les
administré probioticos versus el grupo control (Grafica 19), se observa que los
grupos a los que se les administro probiotico ya sea con o sin antibiotico (CACP y
SACP), presentaron una mayor disminucion de la glucosa a lo largo del seguimiento,
en cambio en el grupo control (SASP), al que no se administr6 nada, esta

disminucion fue minima.
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Grafica 19. Porcentaje de variacion de la concentracion de glucosa en ratones sanos de las 3
mediciones realizadas, la medicién preintervencion se realiz6 en la semana 1, la segunda medicion
se hizo en la semana 5 inmediatamente después de terminada la administracion de probiotico y la
Gltima medicién se tomé en la semana 9. El porcentaje fue determinado tomando la glucosa
preintervencién como el 100%. CACP (grupo con antibidtico con probiético), SASP (grupo sin
antibiético sin probidtico), SACP (grupo sin antibiético con probi6tico). N=12 ratones.

6.3.3 Evaluacion del peso corporal de ratones sanos

Se observaron cambios en el peso corporal después de la intervencion en algunos

grupos de intervencion, en los que se encontrd una tendencia a bajar en la semana
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5 inmediatamente después de que se terminé la administracion fueron CASP, CACP
y SACP, mientras que los grupos SASP y CACT aumentaron ligeramente su peso,
aungue solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el grupo
CASP (p 0.032). Al evaluar el peso de los grupos en la semana 9, lo que se encontro
es que aquellos que habian disminuido su peso, lo aumentaron hasta recuperar el
peso inicial, incluso CACP y SACP rebasaron por mucho su peso inicial (48.5x4 gy
49.6+3.5 g respectivamente). Por su parte los grupos SASP y CACT tuvieron un
comportamiento muy parecido al presentar una tendencia a aumentar su peso
durante todas las mediciones realizadas, cabe mencionar que solo se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la semana 5y 9 en el grupo SACP

(p 0.047) (Figura 14).
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Figura 14. Cambio en el peso corporal, la medicidn preintervencion se realizé en la semana 1, la
segunda medicion se hizo en la semana 5 inmediatamente despues de terminada la administracion
de probidtico y la dltima medicion se tomo en la semana 9. La administracién de probi6tico y
trasplante se realizé en las semanas 2,3 y 4. CASP (grupo con antibiético sin probiotico), CACP
(grupo con antibidtico con probiotico), SASP (grupo sin antibiético sin probiético), SACP (grupo sin
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antibiético con probidtico), CACT (grupo con antibiético con trasplante). Para medir el impacto de la

intervencion se calculé con la prueba T de student y para ver diferencias entre grupos ANOVA. *p<
0.05. N= 20 ratones.

Al hacer la comparacién entre grupos, se encontré que el grupo que menos peso
presento durante todo el seguimiento fue CASP pues no sobrepaso los 44.2+4.2 g,
mientras que el grupo que mayor peso presentd fue el grupo control (SASP)
alcanzando un promedio de peso en la semana 9 de 50.4+8.3 gr a este siguio el
grupo CACT con un peso de 50.0+2.2 g en la semana 9, sin embargo no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos en ningun

momento de las mediciones (Figura 14).

En la Gréfica 20 se muestra el comportamiento de peso a lo largo del seguimiento
en porcentaje de variacion, mostrando de manera mas clara que el grupo que
menos variacion en su peso tuvo fue el grupo CASP y quedando al final
practicamente igual que su peso inicial, mientras que el mas variacion presenté

alcanzando su méaximo en la semana 9 fue el grupo con trasplante (CACT).
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Graéfica 20. Porcentaje de variacion de peso corporal, la medicion preintervencién se realizé en la
semana 1, la segunda medicién se hizo en la semana 5 inmediatamente después de terminada la
administracién de probiético y la ultima medicion se tomé en la semana 9. El porcentaje fue
determinado tomando la glucosa preintervencién como el 100%. CASP (grupo con antibiético sin
probiotico), CACP (grupo con antibiético con probiético), SASP (grupo sin antibiético sin probiético),
SACP (grupo sin antibiético con probi6tico), CACT (grupo con antibiético con trasplante). N= 20
ratones. N=20 ratones.

Si evaluamos el porcentaje de variacion solo de los grupos a los que se les
administré probioticos (SACP, CACP) versus el grupo control (SASP) (Gréfica 21),
se observa que los grupos a los que recibieron probidtico, disminuyeron su peso
para semana 5, y para la semana 9 incluso rebasaron el inicial alcanzando un 107%
y 104% respectivamente, mientras que se ve de manera clara que el grupo control

en todo momento tuvo una tendencia a aumentar su peso corporal.
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Gréfica 21. Porcentaje de variacion de peso corporal, la medicién preintervencion se realiz6 en la
semana 1, la segunda medicion se hizo en la semana 5 inmediatamente después de terminada la
administracion de probidtico y la Ultima medicién se tom6 en la semana 9. El porcentaje fue
determinado tomando la glucosa preintervencién como el 100%. CACP (grupo con antibiético con
probiotico), SASP (grupo sin antibidtico sin probidtico), SACP (grupo sin antibiético con probiotico).
N= 12 ratones.
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6.3.4 Consumo de alimento en ratones sanos

Cuando se analiz6 el consumo de alimento, se observo que todos los grupos lo
disminuyeron entre la semana 1y 5, siendo el que menor cambio presenté CACT el
cual disminuy6 solo 0.2 g su consumo (de 5.4+0.6 g/dia a 5.2+0.5 g/dia), seguido
de CASP que baj6 de 4.3+0 g/dia a 4.0£0 g/dia, el resto de grupos tuvo una pérdida
mayor, sin embargo en este lapso de tiempo estudiado solo se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el grupo SACP (p 0.028). Por su parte,
el cambio observado entre la semana 5 y 9 fue con tendencia ahora al aumento
también en todos los grupos, y nuevamente el grupo que menos variacién tuvo fue
CACT y el grupo que mayor cambio present6 fue nuevamente SACP pasando de
4.5+0.2 g/dia a 5.2+0.8 g/dia, pero en este caso no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (Figura 15).

Consumo de alimento (g/dia)

*

6.0 Consumo de alimento (g/dia)

SEM 1 SEM5 SEM 9 Valor p

[]
i I

I I I CASP 4.3+0 4.0+0 4.2+0 0.125
CACP 4.0+0 3.60 4.2+0 0.250
SASP 5.0+0.4 4.3+0.5 4.7+0.6 0.250
SACP 5.0+0.1* 4.5%0.2* 52+0.8 0.028*
CACT 5.410.6 5.2+0.5 5.3+0.3 1.000
Valor p 0.009* 0.005* 0.008*
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Figura 15. Cambio en el consumo de alimento de ratones sanos, la medicion preintervencion se
realiz6 en la semana 1, la segunda medicion se hizo en la semana 5 inmediatamente despues de
terminada la administracion de probiotico y la dltima medicién se tom6 en la semana 9. La
administracion de probiético y trasplante se realiz6 en las semanas 2,3 y 4. CASP (grupo con
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antibiético sin probiotico), CACP (grupo con antibiético con probioético), SASP (grupo sin antibiético
sin probiético), SACP (grupo sin antibiético con probidtico), CACT (grupo con antibitico con
trasplante).*p< 0.05. N= 20 ratones.

Al comparar entre grupos experimentales se encontré que durante los 3 cortes de
medicion que se hicieron, se mantuvo un patrén de consumo, siendo siempre este
mayor en los grupos SASP, SACP y CACT superando incluso los 5 g/dia, mientras
qgue los otros grupos (CASP CACP) nunca superaron los 4.3 g/dia, es importante
mencionar que en los tres puntos de medicion siempre se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos.

En la Gréfica 22 se muestra el consumo de alimento a lo largo del seguimiento en
porcentaje de variacion, y se puede apreciar con claridad como el grupo CACP y
SACP, tuvieron practicamente el mismo comportamiento y variaciéon en las 3
mediciones hechas y fueron los Unicos que en la semana 9 incluso rebasaron el
peso con el que iniciaron la intervencion. El grupo que mas variacion tuvo respecto

al consumo de la semana 1 fue el SASP llegando en la semana 5 hasta 86%.
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Gréfica 22. Porcentaje de variacion en el consumo de alimento de ratones sanos, la medicién
preintervencion se realiz6 en la semana 1, la segunda medicién se hizo en la semana 5
inmediatamente después de terminada la administracién de probiotico y la ultima medicién se tom6
en la semana 9. El porcentaje fue determinado tomando la glucosa preintervenciéon como el 100%.
CASP (grupo con antibiético sin probiotico), CACP (grupo con antibiético con probiético), SASP
(grupo sin antibiético sin probiético), SACP (grupo sin antibiético con probiético), CACT (grupo con
antibiético con trasplante).

En la Grafica 23 se muestra el consumo de alimento de los grupos a los que se
administro probidtico ya sea con o sin antibidtico y se compara con el grupo control
(SASP), en esta se puede notar lo antes mencionado que independientemente de
la administracion de antibiotico, ambos grupos con probidtico presentan una
disminucién en su consumo en la semana 5 y un posterior aumento para la semana

9 incluso superando el consumo basal de la semana 1, mientras que el grupo control
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(SASP) disminuy6 su consumo de manera mas pronunciada en la semana 5 y nunca

recupero su consumo basal en la semana 9.
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Gréafica 23. Porcentaje de variacion en el consumo de alimento de ratones sanos, la medicién
preintervencién se realiz6 en la semana 1, la segunda medicion se hizo en la semana 5
inmediatamente después de terminada la administracién de probiético y la Ultima medicién se tomé
en la semana 9. El porcentaje fue determinado tomando la glucosa preintervencién como el 100%.

CACP (grupo con antibiético con probiético), SASP (grupo sin antibiético sin probiético), SACP
(grupo sin antibiético con probidtico).

7. DISCUSION

La DM2 se caracteriza por hiperglucemia desde un fondo de resistencia a la insulina,
cuyas consecuencias pueden llegar a causar complicaciones en los pacientes que
la padecen. Existen algunas evidencias del impacto que tiene tanto el trasplante de
microbiota fecal como la administracion de probidticos en diferentes patologias de
origen metabdlico, tanto en humanos como en modelos experimentales. En el caso

de la DMTZ2, la cual es una enfermedad de alto impacto en nuestra poblacion, el
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estudio de alternativas que permitan mejorar la salud en estos pacientes es de suma
importancia. Sin embargo, el estudio en individuos diabéticos es dificil debido a la
gran cantidad de factores que pueden influir en la microbiota intestinal, que como
ya hemos descrito, puede verse alterada ademas de por la misma patologia, por
factores externos como la dieta, el uso de antibioticos, el consumo de agua clorada,
asi como factores genéticos propios de cada paciente. Por tal motivo, el uso de
modelos animales, particularmente de DT2 en donde se presentan las mismas
caracteristicas que la DMT2 en humanos, incluyendo polifagia, polidipsia, poliuria,
pérdida de peso, deterioro organico, resistencia a la insulina e hiperglicemia,
permiten la evaluacion de la modificacion de la microbiota nativa usando varias
estrategias, una es el trasplante fecal y otra es la administracion de probioticos, para
su implementacion como alternativa complementaria al tratamiento de estos
pacientes.

Si bien, el uso de probiéticos se encuentra asociado con un estado de bienestar en
la salud de los individuos que los consumen, poco se sabe del potencial a nivel
metabdlico en pacientes con DM2, y siendo esta una enfermedad de mayor impacto
en salud publica es importante el desarrollo de modelos animales que permitan la
evaluacion de distintas alternativas terapéuticas complementarias al tratamiento

nutricio y farmacolégico.

En el presente trabajo evaluamos la administracion de probidticos de una
formulacibn comercial compuesta por Lactobacillus rhamnosus HNOO0O1 vy

Bifidobacterium longum BB536, Yy el trasplante fecal de microbiota proveniente de



ratones sanos en un modelo de ratones diabetizados por la administracion de
estreptozotocina, un antibiético el cual posee una accidn citotoxica sobre las células
beta del pancreas. Esta propiedad permite inducir diabetes en los ratones, en este
caso una enfermedad no insulinodependiente, con signos y sintomas similares a los
gue ocurren en los pacientes humanos con DMT2, lo cual lo convierte en un modelo
predictivo de lo que sucede en los pacientes diabéticos.

Los probidticos de ZirCombi fueron administrados en la dosis mas alta posible en
los ratones, siendo esto una limitante, pues probablemente no llegamos al nimero
de bacterias viables en el intestino para generar un efecto mayor en el metabolismo
de los carbohidratos. Cabe mencionar, que esta formulacion es administrada
normalmente en padecimientos gastrointestinales asociados con inflamacion, colitis
o enfermedad de intestino irritable, teniendo diferentes grados de éxito como
coadyuvante en el tratamiento de este tipo de patologias, sin embargo, estas dos
cepas en esta presentacion no habian sido evaluadas en enfermedades
metabdlicas, por lo que los resultados aqui obtenidos servirdn para valorar su
implementacion y/o recomendacion para pacientes con DMT2.

Dentro de las dificultades que se presentaron durante el desarrollo de este proyecto,
fue la variabilidad en la efectividad de la estreptozotocina, en donde con la dosis
recomendada no se lograba la diabetizacion estable de los animales, en donde un
porcentaje de los animales se recuperaban y tenian niveles de glucosa normales,
por lo que se dificulto el continuar trabajando con esta metodologia. Sin embargo,
en los ratones que se lograron diabetizar de manera estable encontramos que existe

una ligera tendencia a disminuir su nivel de glucosa basal, que aunque no fue



estadisticamente significativa, nos da el antecedente de que estos microrganismos
pudiesen tener un efecto sobre la hiperglicemia y la resistencia de la insulina como
lo reportado por Caifeng et al, 2016 quienes reportan que el agente probiotico que
administraron tuvo un efecto modesto sobre el control glucémico, y al analizar la
sensibilidad se encontré que este efecto fue mayor cuando se usaban productos
multiespecie, como nuestro producto, mientras que los que tienen especies
individuales mostraron un efecto menor®. En el mismo estudio se observé que el
impacto para reducir la glucosa en ayuno mejoré cuando los productos fueron
tomados durante menos de 8 semanas, no asi cuando el tratamiento se prolongo a
mas de 8 semanas 8, pues su efecto disminuyd, nosotros administramos de manera
diaria durante 3 semanas los probidticos, cumpliéndose esta condicion, sin
embargo, quiza requeria prolongar un poco mas la intervencion, con dosis mas
altas.

Ademas, en otros estudios en animales diabetizados se han probado varias
especies del género Bifidobacterium como B. bifidum, B. longum, B. infantis, B.
animalis, B. pseudocatenulatum, B. breve y que muestran una mejora en la
tolerancia a la glucosa, esto a su vez confirma que este género, ya sea habitando
en el intestino humano o introducido como probidtico desempeifia un papel protector
en la DM2%°. Por otro lado, el género Lactobacillus, también ha mostrado beneficio
en modelos murinos de diabetes inducida con estreptozotocina o alimentados con
un dieta alta en grasas y sacarosa, los efectos observados son que mejora
hiperglucemia, mejora la sensibilidad a la insulina aumentando el transportador

GLUT4 en el musculo y disminuye también marcadores proinflamatorios como IL-6



y TNF-a, las cepas utilizadas son L. plantarum, L. reuteri, L. casei, L. curvatus, L.
gasseri, L. paracasei, L. sakei, L. rhamnosus, y este ultimo parece aumentar el nivel
de adiponectina en la grasa epididimaria, mejorando asi la sensibilizacion a la
insulina, también se ha visto que aumenta la abundancia de Bifidobacterium en el
ciego de ratas, asi pues, algunos microbios pueden afectar la fisiologia del huésped
aumentando otros microorganismos benéficos o por alimentacién cruzada®®7°,

Méas importante adn, la mayoria de estudios sugiere que la combinacion de
Bifidobacterium y Lactobacillus pueden funcionar de manera sinérgica, ambas
producen hidrolasas de sales biliares, que convierten las sales biliares conjugadas
primarias en acidos biliares desconjugados secundarios, estos a su vez activan el
receptor de membrana del acido biliar (TGR5) para producir GLP-1, en general
Lactobacillus es muy diverso y contiene el mayor nimero de OTU (Operational
taxonomic unit) en el intestino humano entre las bacterias potencialmente
probiéticas, sus efectos en la DM2 parecen ser especificos de la espacie o incluso
de la cepa, lo que podria explicar por qué el andlisis a nivel de género carece de
consistencia entre los estudios que usan esta bacteria®. Si bien nuestros resultados
no son concluyentes, podemos sugerir que en nuestro modelo presento limitantes
en cuanto al tiempo y el niumero de ratones diabéticos tratados, y que muy
probablemente esta combinacion de probioticos pueden tener un efecto benéfico en
la resistencia a la insulina y por lo tanto en la hiperglicemia de los ratones enfermos,
ademas de que existen indicios como los que reporta Kecheng et al., 2017 en un
metaanalisis en humanos donde se buscaba evaluar el impacto de probidticos en

los niveles de glucosa y otros parametros metabdlicos de pacientes con DM2, en



donde se encontré que la suplementacion redujo significativamente el nivel de
glucosa y mejoro la resistencia a la insulina, sin embargo, concluyeron que debido
a un alto nivel de heterogeneidad de sus resultados, se necesitan mas ensayos
clinicos aleatorizados con poblaciones mas grandes para confirmar dichos
resultados®®. Kasinska, et al, 2015, en un metaanalisis también encontr6 un efecto
significativo de los probidticos, pero solo en la reduccién principalmente de HbAlc
(Hemoglobina glicosilada), no asi sobre la glucosa en ayunas, insulina y otros
parametros al igual que nuestro estudio®” por lo que no se descarta en futuros
estudios en ratones medir la HbAlc como un pardmetro mas.

Ademas de la intervencién con probioticos, decidimos evaluar los efectos de
trasplantar una microbiota sana en ratones diabetizados, pues en nuestro
laboratorio existe el antecedente de que el trasplante de microbiota en ratones de
la cepa C57 diabetizados presentaron una mejoria notable en la hiperglicemia y en
algunos factores proinflamatorios, sin embargo, los resultados en esta cepa no
fueron concluyentes debido a que son muy resistentes a la diabetizacion, por lo que
en este proyecto se utilizaron ratones de la cepa CD1 mas sensibles al efecto toxico
de la estreptozotocina. Para realizar el trasplante, a diferencia de la administracion
continua de probidticos, se realiza una sola dosis, mediante un procedimiento que
requiere de la administracion previa de antibioticos de amplio espectro que permiten
disminuir considerablemente la microbiota nativa para favorecer la colonizacion de

las bacterias trasplantadas.



En ratones diabetizados se observo que el grupo trasplantado con microbiota
procedente de ratones sanos y ratones diabéticos sin trasplantar, utilizados como
control, mantuvieron sus niveles elevados de glucosa, sin diferencias
estadisticamente significativas, datos que difieren a los anteriormente encontrados
en experimentos con la cepa C57. Existen reportes de que el TMF puede ser exitoso
en humanos tuvo impacto en los niveles sanguineos de glucosa, asi como en la
pérdida de peso, tanto asi que se tuvo que reducir la dosis de medicamento
hipoglucemiantes y este control se mantuvo durante largo tiempo, quiza por el
impacto de la microbiota a través de las diferentes vias, que incluyen endotoxemia,
inflamacion, eje intestino-cerebro, aunque cabe mencionar que este fue estudio de
un solo caso’?, sin embargo, el TMF sigue siendo un tratamiento para enfermedades
como la infeccion con Clostridium difficile, en donde se desarrolla una colitis
pseudomembranosa que compromete la vida de los pacientes, limitando al TMF a
enfermedades de origen infeccioso por la falta de evidencias de sus posibles
beneficios en enfermedades metabdlicas.

Debido a los distintos contratiempos que se tuvieron con los ratones diabetizados,
se decidio utilizar ratones sanos para determinar el posible efecto protector de los
probioticos en el desarrollo de DMT2 o bien a la resistencia a la insulina,
encontrando datos muy interesantes. En este grupo de ratones sanos, se decidio
administrar antibiético como un medio para generar disbhiosis en la microbiota nativa

y observar el efecto protector de los probioticos.



En el experimento de ratones sanos, todos los tratamientos causaron una
disminucién en el nivel glucémico basal, pero fue mas evidente el grupo al que se
administré unicamente antibiético o solo probidtico, sin embargo, el grupo al que se
administré antibiético y probidtico (CACP) fue el Unico que tuvo diferencias
estadisticamente significativas, lo que sugiere que fue el probidtico el que logré este
efecto, ya que en el grupo al que solo administré antibiético no se encontraron estas
diferencias estadisticamente significativas.

Algunos estudios han evaluado el impacto de diversos antibiéticos en el nivel
glucémico en modelos animales, pues se ha sugerido que, por ejemplo, las
quinolonas pueden causar hipoglucemia al aumentar la liberaciébn de insulina
mediante el blogueo de los canales de K* sensibles al ATP en ratas sanas’?>’3. El
ciprofloxacino es de los mas asociados a eventos hipoglucémicos en humanos, sin
embargo, se ha visto que este efecto aparece cuando hay otros factores de riesgo
como son la edad avanzada, alteracion renal o uso concomitante de otros
medicamentos como sulfonilureas’, sin embargo, al ser uno de los antibiéticos
utilizados en nuestros tratamientos, no descartamos su posible efecto, aunque al
parecer este es minimo.

Por otro lado, la administracion de probiéticos ha mostrado mejora en la glucemia y
otros parametros como lo realiz6é en su estudio Lucas et al, 2020, que suplementd
durante 38 dias con Hafnia alvei HA4597 a ratones con hiperfagia inducida’”.
Sabemos que algunas bacterias con capaces de metabolizar polisacaridos
complejos e indigeribles en AGCC, por ejemplo, el butirato, propionato y acetato,

los dos primeros se unen a receptores acoplados a la proteina G GPR41 (FFARS3),



GPR43 (FFAR2) que se expresan principalmente en el epitelio coldnico, tejido
adiposo y células beta pancreéaticas e inducen la secrecion de la GLP1 de las células
L que controla la liberacién de insulina y el apetito”:7578,

También aumenta la secrecién de péptido YY (PYY) que suprime la motilidad
intestinal y retarda el transito, esto a su vez aumenta la absorcion de nutrientes y su
depdsito, contribuyendo por lo tanto a trastornos metabdlicos, entre ellos, la
glucemia y el vaciado gastrico’%7>.

La activacion de GPR43, conduce también a una reduccion de la acumulacion de
grasa mediada por insulina, promoviendo la homeostasis de los lipidos y la glucosa,
también es un potente inhibidor de la respuesta inflamatoria. En ratones, se ha
descubierto que los probidticos que contienen ciertas cepas de Lactobacillus tienen
un impacto antidiabético con una disminucién concomitante de la endotoxemia’™’8,
También se ha visto que el propionato y butirato pueden promover la
gluconeogénesis intestinal, a través de la transcripcion de genes o a través de un
circuito neuronal intestinal cerebral que conduce a una adiposidad reducida y un
mejor control glucémico. El butirato se ha relacionado con mayor integridad de la
pared intestinal, incluso su administracion oral ha reducido los niveles de HbA1C,
citoquinas proinflamatorias y LPS en ratones. Otro sustrato que se genera de la
digestion de la fibra dietética es el succinato que se utiliza también para
gluconeogénesis’™°.

Una bacteria interesante que puede considerarse como probiotico para mejorar el
control glucémico es Akkermansia muciniphila, que degrada la mucina pues se ha

visto que previene muchos trastornos metabdlicos inducidos por la dieta, incluida la



intolerancia a la glucosa, y seria el mas adecuado para este tipo de estudios, no
obstante, su cultivo y formulacién como probiético alin no se encuentra disponible>.
Todo lo anterior sugiere que, las intervenciones realizadas en este estudio
presentan un efecto protector moderado ante la resistencia a la insulina en ratones
sanos, y los probidticos utilizados en el presente protocolo no tuvieron efecto
benéfico significativo en revertir a la DMT2.

Si bien el indice glicémico fue nuestro parametro principal para determinar la mejoria
de los ratones, se evaluaron otros parametros como el porcentaje de ingesta diaria
de alimento para determinar la polifagia, asi como el peso semanal de los ratones
en todas las condiciones. Aunado a lo anterior, se intenté medir el consumo de agua,
pero esto se dificultd y no pudo concretarse ningun resultado.

La polifagia es una caracteristica del modelo de ratdén diabético y esto se debe a
que, al haber una insuficiente utilizacion de glucosa por los tejidos, obliga al cuerpo
a utilizar otros sustratos como son proteinas y lipidos, esto hace que aumente el
apetito, y esto fue observado en el grupo de ratones diabetizados que siempre se
mantuvo con niveles mucho mayores de consumo, en comparacioén con los otros
grupos de intervencion8t9L,

Al evaluar la ingesta de alimento en ratones sanos, se observé que todos los grupos
la disminuyeron durante las semanas de administracion, pero fue solo el grupo al
que se administr6 Unicamente probidtico (SACP) el que tuvo diferencias
estadisticamente significativas, teniendo un efecto también el peso corporal, lo cual

se discute a continuacion.



En cuanto al peso observamos que, el grupo de ratones diabetizados tratados con
los probidticos presentaron una tendencia a disminuir su peso, lo que es congruente
con lo reportado anteriormente en ratones diabetizados y tratados con L.
rhamnosus, donde redujeron su peso corporal, grasa epididimaria, leptina, actividad
de lipasa, etc’®.

También coincide con lo encontrado por Cao et al, 2019, que evalu6 el impacto de
3 cepas de probidticos en ratones con obesidad inducida por una dieta alta en
grasas, y se encontrd6 que solo Bacillus subtilis caus6é una disminucion en la
ganancia de peso y glucosa sérica, las otras cepas (B. licheniformis y mezcla de
Bacillus) redujeron el peso corporal de los ratones, pero no hubo cambio en el
consumo de alimento, al final concluyé que los probidticos basados en B.
licheniformis tienen un papel potencial en el tratamiento de diferentes trastornos
metabdlicos, en nuestro estudio, los cambios en peso observados con tendencia a
disminuir en el grupo de ratones tratados con probidticos no fueron estadisticamente
significativos®

Por otro lado, el grupo de ratones sanos al que se le administré solo antibiético
(CASP) tuvo una tendencia a bajar su peso y luego recuperarlo al final de la
intervencion mientras que el grupo al que se administré solo probidtico (SACP)
presentd un comportamiento similar, sin embargo, al final de la intervencion supero
de manera muy evidente su peso inicial, estos hallazgos si tuvieron diferencias
estadisticamente significativas. Lo que nos lleva a sugerir, que el efecto en el control
del peso corporal ejercido por los probibticos es Unicamente durante la intervencion

y no un efecto a largo plazo.



Los resultados obtenidos durante el presente trabajo refuerzan la importancia de la
microbiota intestinal en el estado de salud en general, pero particularmente sobre el
metabolismo, siendo el consumo de probidticos muy importante como medida
preventiva en el desarrollo de enfermedades metabdlicas como la DMT2 y la
obesidad, sin restarle importancia a la dieta saludable. En el modelo de ratén
diabetizado es un modelo artificial

en el cual es posible evaluar diferentes tratamientos incluyendo los probidticos, que,
en este caso en particular, no fue una formulacion que presentara efectos muy
evidentes, sin embargo, se pueden evaluar otras formulaciones, con otras dosis y
tal vez un consumo mas prolongado y quiza obtengamos una mayor mejoria.
Ademas, este trabajo es el precedente para seguir estudiando alternativas que
reviertan la disbiosis causada por la DMT2, y medir su impacto desde otros aspectos
ademas del metabdlico, como lo seria el sistema inmune, el cual también se ve
afectado en pacientes diabéticos haciéndolos mas susceptibles a infecciones y a
complicaciones.

En cuanto al TMF, es muy probable que sea una alternativa adicional al tratamiento
farmacoldgico y nutricio en el futuro, sin embargo, hoy en dia se sabe de los riesgos
gue conlleva este tipo de intervenciones, la presencia de bacterias o virus patdgenos
lo hacen poco viable para el tratamiento de padecimientos metabdlicos, no obstante,
es un procedimiento que puede seguirse explorando en los modelos animales que

permitan su evaluacion y su viabilidad.
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MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por_Zulema Bueno Hermosa, estudiante de la Maestria
en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10022622, y que lleva por titulo “Efecto de
la administracion de probiéticos y del trasplante de microbiota fecal sobre el nivel glucémico
en ratones diabéticos no insulinodependientes y sanos”, ha sido revisado a satisfaccién, me
permito en mi cardcter como miembro de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el jurado de examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva darle a la presente.
Atentamente

Dra.América Ivette Barrera Molina
SINODAL Suplente .
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DE LA MAESTRIA EN
CIENCIAS DE LA NUTRICION
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Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por Zulema Bueno Hermosa, estudiante
de la Maestria en Ciencias de la Nutricidon, con nimero de matricula 10022622, y
que lleva por titulo “Efecto de la administracion de probidticos y del trasplante
de microbiota fecal sobre el nivel glucémico en ratones diabéticos no
insulinodependientes y sanos”, ha sido revisado a satisfaccion, me permito en
mi caracter como miembro de la Comisidn Revisora comunicar lo siguiente:

l. La tesis se aprueba, dado que relne los requisitos para ser presentaday
defendida ante el jurado de examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva darle a la presente.

Atentamente
Dra.Ollin Celeste Martinez Ramirez
SINODAL Suplente .
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