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RESUMEN

“EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE METFORMINA SOBRE LA COMPOSICION
DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN UN MODELO MURINO DE SINDROME
METABOLICO.”

Antecedentes: La microbiota intestinal (MI) varia entre individuos de acuerdo con
factores genéticos, estilo de vida. Recientemente se relacioné con el consumo de
farmacos para el tratamiento de patologias crénicas, como el sindrome metabdlico.

Por lo anterior, resulta importante profundizar el analisis del efecto de farmacos sobre la
MI, entre estos destaca la metformina, farmaco comunmente prescrito para el

tratamiento de Diabetes Mellitus 2.

Objetivo: Analizar el efecto de metformina sobre la abundancia relativa de bacterias de
la microbiota intestinal Bifidobacterium spp, Lactobacillus spp, Bacteroides spp,
Faecalibacterium prausnitzii, Escherichia coli y Clostridioides Difficile en un modelo de

sindrome metabdlico en ratas.

Metodologia: Modelo SM inducido con sacarosa al 30% ad libitum/16 semanas, tratado
con metformina 200 mg/kg /8 semanas. Andlisis: Heces: purificacion de ADN genémico
bacteriano y PCR cuantitativo. Amplificacion del gen 16S de ARN ribosomal como

estandar de abundancia relativa.

Resultados: Se observaron tendencias de cambio sobre la colonizacién,
especificamente disminucion de bacterias del género Lactobacillus spp vy

Faecalibacterium Prausnitzii.

Conclusion: No se observaron cambios significativos sobre la Ml durante el
padecimiento de SM en este modelo murino, sin embargo, la administracién de
metformina promueve tendencias de cambio en la colonizacion de especies

considerados en este estudio.
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1. INTRODUCCION

La microbiota intestinal (MI) es la comunidad de microorganismos que residen en el
tracto gastrointestinal, se ve implicada en procesos del metabolismo nutricional e
inmunidad, se ha comprobado que su composicion varia en cada individuo de acuerdo a
factores genéticos, dieta, consumo de farmacos, etapa de la vida y otros aspectos del
entorno [1], por lo tanto la colonizacion de la Ml de cada individuo estara definida de
acuerdo a sus habitos alimentarios y de estilo de vida. Previamente se ha evidenciado la
existencia de cambios sobre la colonizacion de especies bacterianas residentes en
individuos que presentan obesidad [2], el cual es un padecimiento que se posiciona
como un factor clave en la aparicion y desarrollo de Sindrome metabdlico (SM).

La aparicion de técnicas de secuenciacion ha permitido describir la composicion de la
comunidad bacteriana que habita el tracto gastrointestinal, la mayoria de los miembros
de esta amplia comunidad pertenecen al dominio Bacteria, entre los géneros que
predominan se encuentran: Bacteroides, Faecalibacterium y Bifidobacterium [1].

Especies del género Biffidobacterium spp, Lactobacillus spp y Faecalibacterium
Prausnitzii han sido caracterizadas como bacterias que confieren un efecto benéfico
sobre la salud del huésped, sin embargo, existen géneros o especies que ejercen un
efecto contrario, promoviendo la aparicién de enfermedades, tal es el caso de la especie
Clostridiodes Difficile la cual se ha reportado responsable de cuadros patolégicos como
colitis seudomembranosa y diarrea, también se conoce que algunas especies de
Escherichia podrian ser potencialmente patdgenas [3], por lo que una mayor
colonizacion de estas especies promovera un estado intestinal patologico, que a su vez

influird en el estado homeostatico general del hospedero, esto resulta importante debido



a que existe relacion entre la colonizacion de la Ml y diversos factores como lo son la
alimentacion, la etapa de la vida en la que se encuentra un individuo, su estado de salud
y consumo de farmacos, lo cual cobra importancia debido a que la MI se relaciona
también con el padecimiento y desarrollo del SM, por lo que aquellos organismos que
padezcan este sindrome pueden verse mayormente afectados. EI SM se define como el
conjunto de anormalidades metabdlicas que se consideran un factor de riesgo para el
desarrollo de algunas enfermedades cronicas no trasmisibles (ECNT), como la Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2) y enfermedades del corazon. Los factores que conforman el SM
son de caracter crénico y progresivo lo cual implica que deberan estar presentes un
periodo de tiempo prolongado y deberan realizarse medidas de intervencion que
atenlen su padecimiento, entre estas medidas se encuentran los cambios en el estilo
de vida y alimentacion la administracién de farmacos en aquellos casos en los que no es
suficiente con dichas medidas. Uno de los farmacos recetados con mayor frecuencia
para el tratamiento de DM es la metformina (MET), sin embargo, se ha prescrito también
para tratar el SM pues existe evidencia que apunta que su administracion induce una
mejora sobre los parametros bioquimicos de aquellos individuos que padecen dicho

sindromel[4].

Debido a su relativa seguridad y bajo costo la MET es el farmaco mayormente prescrito
como tratamiento de control de la glucosa periférica basal y posprandial, se ha reportado
que es capaz de inducir cambios sobre la colonizacién de la Ml, estos cambios podrian
contribuir en su efecto antidiabético [5]. Estudios realizados en modelos de sindrome

metabodlico en ratones han reportado que la dicho farmaco induce un aumento de



bacterias del género Biffidobacterium spp, la cuales se considera que ejercen un efecto
benéfico sobre la salud del huésped, sin embargo, también se reporté un aumento de
bacterias que se considera ejercen un efecto patdégeno sobre el estado de salud, tal es el
caso de la especie Escherichia Coli [5], la cual a pesar de ser una bacteria que forma
parte de la MI comun, existen cepas que pueden ejecutar un efecto patdgeno
produciendo diferentes cuadros clinicos de diarrea [6], por lo tanto el monitoreo de la
colonizacion de bacterias patdgenas que colonizan la Ml juega un papel importante
sobre la salud de cada individuo que recibe tratamiento de MET, también existen otras
bacterias que se consideran patdgenas, tal es el caso de la especie Clostridiodes
Difficile, que es responsable de la produccion de dos tipos de toxinas las cuales se
denominan tipo Ay B, se ha reportado que estan involucradas con el desarrollo de un
estado de inflamacién cronica conocido como endotoxemia [7], este padecimiento podria
estar involucrado en la patogénesis de la resistencia a la insulina (RI) [8], el cual se

posiciona como un factor importante en el padecimiento de SM.

En este estudio se procedié a realizar el andlisis del efecto que puede ejercer la
metformina sobre la Ml en modelo de SM en ratas, dicho modelo fue generado mediante

una dieta alta en sacarosa y fueron analizados 3 géneros y 3 especies de bacterias.



2. ANTECEDENTES

La obesidad y el SM se han convertido en problema importante de salud publica a nivel
mundial, por lo tanto el interés por su investigacion ha ido incrementando pues se han
establecido como factores de riesgo importantes para el desarrollo de las ECNT, como lo
son la enfermedad arterial coronaria-cerebrovascular y la DM [9], que hoy se posicionan
como las principales causas de muerte en México, especificamente primera y segunda
causa respectivamente, de acuerdo con el panorama epidemioldgico de salud emitido en
2019 por la secretaria de salud. Con el paso del tiempo se han manifestado cambios
trascendentes en el comportamiento epidemioldgico de las enfermedades, esto aunado
a los cambios ambientales, demogréficos, econémicos, sociales, culturales y a los
avances en el campo de la atencion a la salud han influenciado el perfil epidemiolégico
en la poblacion mexicana [9].

De acuerdo con la OMS, cada afio 2.8 millones de personas mueren por sobrepeso u
obesidad y en nuestro pais se les atribuyen mas de 50 mil muertes por afio. En los
altimos 30 afios la prevalencia de obesidad en México ha incrementado de manera
acelerada, esto ha llevado a nuestro pais a ocupar actualmente el segundo lugar en
obesidad en adultos y el primero en poblacion infantil [11][12], de acuerdo con la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2016 de Medio Camino (Ensanut), la prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad en nifios de cinco a once afos es de 33.2% (3 de
cada 10 nifios), en adolescentes de 36.3% (4 de cada 10 adolescentes) y en adultos de
72.5 (7 de cada 10 adultos), este padecimiento esta asociado con cambios cronicos en
el tejido adiposo causados por hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos, lo cual conlleva

a un desequilibrio en el binomio leptina/adiponectina produciendo inflamacion crénica e



interviniendo en funciones metabolicas, propiciando fallas en el sistema cardiovascular
[13], por lo tanto, es importante aplicar medidas necesarias de prevencion para el
padecimiento de SM y ECNT. De acuerdo con la novena edicion del Atlas de la
Federacion Internacional de Diabetes (IDF) actualizado en 2019, México ocupa el 6to
lugar a nivel mundial en padecimientos de DM2 en la poblacion adulta de 20 a 79 afos,
con un total de 12.8 millones de personas, las cuales necesitaran recibir o actualmente
reciben tratamiento farmacologico [78].

La MET se ha posicionado como el tratamiento farmacolégico mayormente prescrito
para tratar DM e hiperglucemia, e incluso se ha prescrito para tratar algunos otros
padecimientos como el SM y sus factores asociados como la obesidad y control del perfil
lipidico [4] [14], debido a esto es importante estudiar a fondo el impacto que ejerce sobre
la MI, pues se sabe que interviene en diversos procesos metabolicos e inmunoldgicos,
entre los cuales destacan los cambios en la permeabilidad intestinal, endotoxemia,
interrelacion con &cidos biliares, cambios en la proporcion de tejido adiposo pardo y

respuesta inmune [15].

2.1 Sindrome metabdlico

Se considera un estado fisiopatoldgico cronico y progresivo, conformado por un grupo de
factores de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares, los cuales son:
obesidad de distribucion central, disminucion de las concentraciones del colesterol unido
a las lipoproteinas de alta densidad (c-HDL), elevacion de las concentraciones de
triglicéridos (TGC), aumento de la presién arterial e hiperglucemia. El padecimiento de

estos factores dan como resultado dicho sindrome que a su vez funciona como una



herramienta de pronostico de padecimiento de ECNT y la morbimortalidad
cardiovascular [16].

La resistencia a la insulina (RI) y la obesidad han sido reconocidos como el eje central
de la fisiopatologia del SM, pues su padecimiento a largo plazo favorece la agregacion
del resto de los componentes del mismo [17].

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010 para la prevencion,
tratamiento y control de la DM, el SM se define como “La constelacion de anormalidades
bioquimicas, fisiolégicas y antropomeétricas que ocurren simultdaneamente y pueden dar
oportunidad o estar ligadas a la resistencia a la insulina, por lo tanto incrementa el riesgo
de padecer DM2 , enfermedad cardiovascular o ambas, entre estas anormalidades se
encuentran: obesidad abdominal, intolerancia a la glucosa, hipertension arterial y

dislipidemia” [79] (tabla 1).

Diversas  organizaciones han propuesto criterios de diagndstico para el SM, a
continuacion se cita un conjunto de criterios unificados los cuales fueron tomados de
diferentes organizaciones entre estas la Federacion Internacional de Diabetes; Instituto
Nacional del Corazoén, los Pulmones y la Sangre; Asociacion Americana del Corazon;
Federacion Mundial del Corazén; Sociedad Internacional de Aterosclerosis; y Asociacion
Internacional para el Estudio de la Obesidad. Se acordo que la obesidad abdominal no
deberia ser un requisito previo para el diagnostico, sino que es uno de los 5 criterios, por

lo que la presencia de 3 de los 5 factores de riesgo constituye un diagndéstico de SM [18].



Tabla 1. Criterios diagnosticos para SM [18].

Parametro Puntos de cohorte categérico
Circunferencia de cintura Definiciones especificas de poblacion y pais.
aumentada
Triglicéridos en sangre =150 mg/dL
elevados
c-HDL reducido <40 mg/dL en hombres

<50 mg/dL en mujeres

Presion arterial elevada Sistolica= 130 mm Hg

Diastolica= 85 mm Hg

Glucosa en ayuno elevada =100 mg/dL

*De acuerdo con la secretaria de salud en México los puntos de cohorte son: Hombres >90 cm y
mujeres >80 cm.

2.1.2 Dieta y Sindrome metabdlico

Actualmente existe evidencia del papel que pueden ejercer los habitos alimentarios
sobre la patogénesis del SM y la obesidad [19][20], el cual es un factor clave en su
padecimiento. La obesidad es un estado patolégico que resulta en la acumulacion de
tejido adiposo, las alteraciones moleculares implicadas en esta condicién incluyen la
capacidad oxidativa mitocondrial alterada, el estado redox celular desregulado y
sefalizacion alterada de la insulina, lo cual da como resultado un transporte de glucosa
deficiente y una lipdlisis desregulada, conduciendo a un metabolismo alterado de los

lipidos e hidratos de carbono [21][22] con llevando al padecimiento de obesidad.



Referente al patron alimentario, algunos estudios han relacionado una mayor ingesta
dietética de cereales integrales, es decir, aquellos con un mayor contenido de fibra con
una menor prevalencia de SM. Por otro lado, la evidencia es menos consistente para el
consumo de granos refinados, es decir, aquellos que poseen un menor contenido de
fibra, ademas han sido asociados positivamente con SM [23]-[26], consumo de frutas y
verduras también se ha asociado con un menor riesgo de SM [27], es importante
mencionar que la ingesta de refrescos y bebidas azucaradas ha sido asociada

positivamente con SM [28], [29].

Los cambios en el patrén alimentario anteriormente mencionados, el sedentarismo vy el
constante cambio en el estilo de vida que conlleva al aumento de un ambiente
obesogénico, aunado a la constante demanda y disponibilidad de alimentos no

saludables, han generado como resultado un aumento del riesgo de padecer SM.

2.3 Microbiota intestinal y sindrome metabdlico

Actualmente se ha logrado reportar la existencia de un vinculo entre la colonizacion de la
Ml y el padecimiento SM, esto ha derivado de estudios desarrollados en grupos de
individuos o ratones que padecen obesidad, al realizar la caracterizacion de la Ml por
medio del andlisis del genoma intestinal aplicando métodos de secuenciacion masiva.
Un estudio pionero en informar la existencia de dicha relacién fue elaborado por
Turnbaugh y colaboradores [30], en el cual se reportd una disminucién del 50% en la
abundancia relativa del filo Bacteroidetes y un aumento proporcional del filo Firmicutes

en ratones que padecian obesidad. Con el paso del tiempo otros estudios han reportado



resultados similares a estos [31]-[34], por lo tanto, se ha dado lugar a un modelo de M
caracteristico del padecimiento de obesidad y SM, en el cual se propone que el perfil
presenta un aumento en la abundancia relativa de especies bacterianas pertinentes al
filo Firmicutes y una disminucién en el filo Bacteroidetes, sin embargo, es importante
mencionar que existe una gran variabilidad en los resultados, lo cual no permite
establecer un perfil bacteriano completamente certero de este padecimiento,
nuevamente, esto se debe a la existencia de multiples factores que intervienen en la
colonizacion de la MI, lo cual resulta complicado a la hora de controlar estas variables en

los grupos de estudio.

La importancia de los cambios en la MI radica en la influencia que ejerce sobre la
recoleccion de energia, lo cual podria intervenir en el equilibrio energético conduciendo
al padecimiento de obesidad. Turnbaugh y colaboradores reportaron esto al demostrar
que la MI de ratones con obesidad era mas eficiente para recolectar energia, lograron
comprobarlo al realizar trasplante fecal de ratones obesos a ratones libres de gérmenes,
posterior al trasplante aquellos ratones con una MI previa libre de gérmenes presentaron
un aumento de peso [35], lo cual significa que la Ml esta fuertemente implicada en la

patogénesis de la obesidad.

2.4 Metformina y sindrome metabdlico
La MET forma parte de la familia de las biguanidas, un grupo de medicamentos derivado
de Galega officinalis, planta que ha sido usada desde la época medieval para el

tratamiento de diabetes mellitus, se introdujo a finales de la década de 1950
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prescribiéndose como tratamiento de eleccion de la DM2 [36], a lo largo de mas de 50
afios de administracion se ha convertido en el antidiabético oral recetado con mayor
frecuencia en México y nivel mundial, formando parte del esquema basico de
tratamiento [37], cabe mencionar que su administracion no se ha limitado al tratamiento
de SM y obesidad, también ha sido aplicada como tratamiento contra el cancer.

Un estudio realizado en grupo de individuos con padecimiento de SM reporté que el
tratamiento con MET indujo cambios favorables sobre su perfil bioquimico al generar
aumento del colesterol c-HDL, disminucion de glucosa basal y una disminucion del
colesterol c-LDL, por lo que la incidencia de DMZ2 disminuy6é considerablemente,
conllevando una reduccién de riesgo cardiovascular y padecimiento de ECNT [4].

El mecanismo exacto por el que la MET funciona adn no se ha esclarecido; sin embargo,
se conoce que su efecto ocurre por la inhibiciobn en la cadena respiratoria,
especificamente en el complejo |, sin afectar a los demas complejos, esto induce
disminucion en la oxidacion del dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADH)
interviniendo en el paso de los protones a través de la membrana interna de la
mitocondria y del indice de consumo de oxigeno, todo esto lleva a la reduccion del
gradiente de protones y por ultimo, a la regulacién de la sintesis de ATP a partir de ADP,
con lo cual se estimula la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK), la cual funciona
como un sensor regulatorio del balance energético intracelular [38], AMPK activa cambia
a las células de un estado anabdlico a uno catabdlico, cerrando las vias de consumo de
ATP y restaurando el equilibrio energético. Como resultado de esta activacion, AMPK es

capaz de regular las sintesis de glucosa, lipidos y proteinas, asi como el crecimiento
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celular, mientras que se estimula la oxidacion de acidos grasos y el consumo de glucosa

[37].

2.5 Colonizacién de la Microbiota intestinal

El tracto intestinal humano contiene un grupo Unico de microorganismos denominado
microbiota intestinal (MI) que se conforma de numerosas bacterias, se ha estimado que
son mas de 1,000 especies diferentes, principalmente bacterias anaerobias. En los
altimos afos diversas técnicas de secuenciacion de alto rendimiento y amplificacién de
genes han permitido comprender su diversidad [39]. La MI comparte una relacion de
tipo simbiotica con el huésped, esta a su vez se subdivide en tres tipos de interacciones
las cuales son: a) mutualismo: cuando ambos organismos se ven beneficiados, b)
comensalismo, cuando un solo organismos se ve beneficiado sin afectar al otro, y )
parasitismo implica que un organismo se ve beneficiado a expensas del bienestar del
otro. Las bacterias presentes en nuestro organismo se consideran a menudo
comensales y mutualistas, aunque existen también bacterias consideras como
microorganismos oportunistas que ejercen una relacion de tipo parasitismo, esto quiere
decir que dichos microorganismos logran colonizar en condiciones que les son
favorables, por ejemplo, durante la inmunosupresién logrando ejecutar su potencial
patégeno, las bacterias con esta capacidad son consideradas como “patobiontes”, por
otro lado, los denominados “simbiontes” son aquellas especies con efecto contrario al

efecto de los patobiontes, es decir, un efecto benéfico [40].
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Cada individuo posee un MI autoctona que difiere entre otros individuos, para
comprender el andlisis de esta diversidad en la colonizacion es necesario considerar el
entorno y otros factores del estilo de vida del huésped, principalmente la dieta, edad,
estado fisiologico y consumo de farmacos [41], por lo tanto, la relacion existente entre la
MI, la salud y la enfermedad se relaciona con los diferentes patrones alimentarios, dado
gue las bacterias se especializan en la fermentacion de sustratos especificos, las dietas
pueden proporcionar un factor de crecimiento e inhibicion para cada especie, filo o
género caracteristico, colocando este aspecto como un contribuyente del beneficio
implicado para la salud [42]. Cuando se altera el ecosistema microbiano pueden
colonizar diferentes bacterias que en situacion normal no son predominantes, lo que
desencadena un estado que con mayor frecuencia es de caracter patologico, el término
“disbiosis” hace referencia a este desequilibrio de la homeostasis bacteriana.
Numerosos estudios realizados en modelos animales, han demostrado que la MI podria
considerarse como un factor importante en el desarrollo de la obesidad [39], patologia
de interés, pues representa uno de los principales problemas de salud publica a nivel

mundial debido a su estrecha relacion con la aparicion de SM y ECNT.

2.6 Especies y géneros bacterianos

A continuacion se muestra una tabla donde se menciona el tipo de relacién que
comparte con el ser humano el género o especie de bacteria contemplados en este

estudio.
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Tabla 2. Caracteristicas y clasificacion de las bacterias contempladas en este

estudio.
Clasificacion Nicho ecolégico Tipo de relacion con
humanos
Género Filo: Tracto intestinal y cavidad mutualismo
Bifidobacterium spp Actinobacterias bucal en humanos,
Familia: mamiferos, aves e insectos,
Bifidobacteriaceae | asi como aguas residuales
[43] [44].
Género Filo: Tracto intestinal y cavidad mutualismo
Lactobacillus spp Firmicutes vaginal en humanos, vy
Familia: ciertos alimentos como
Lactobacillaceae | carne, leche y algunas
plantas. [45] [46]
Género Filo: Tracto intestinal humano. mutualismo
Bacteroides spp Bacteroidetes [47] [48].
Familia:
Bacteroidaceae
Especie Filo: Tracto intestinal, tracto mutualismo
Faecalibacterium Firmicutes urogenital, tracto respiratorio
prausnitzii Género: superior 'y boca de
Faecalibacterium | humanos y algunos
Familia: animales [49] [50][51].
Ruminococcaceae
Especie Filo: Tracto intestinal humano Generalmente ejerce
Escherichia coli Proteobacteria (principalmente intestino una relacion de tipo
Género: delgado y grueso) [6] [52]. mutualista, sin embargo,
Escherichia algunas cepas pueden
Familia: ejercer un efecto
Enterobacteriaceae patégeno.
Especie Filo: Intestino de una pequefa Parasitismo
Clostridioides Firmicutes proporcion de individuos ( de tipo oportunista)
difficile Género: sanos y superficies en
(anteroirmente Clostridioides hospitales. [53] [54],
Clostridium difficile) Familia:

clostridiaceae
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2.7 Homeostasis de la microbiota intestinal

El microbioma intestinal es ampliamente diverso, pues alberga aproximadamente 1,000
especies bacterianas diferentes, principalmente bacterias anaerobias [2], se ha sugerido
que los individuos adultos sanos comparten afinidad de especies abundantes en la
colonizacion de su MI, por ejemplo, E coli puede aislarse de la mayoria de las personas,
sin embargo, estudios de secuenciacion han demostrado una diversidad enorme entre
individuos [55]. LA MI esta conformada por dos principales filos bacterianos, Firmicutes
y Bacteroidetes, representando un 23% y un 64% respetivamente, de la colonizacion
total, seguidos por el filo Actinobacteria que comprende cerca del 3% [50][2]. EI primer
filo mencionado esta conformado por una gran cantidad de géneros bacterianos, entre
los mas importantes se posicionan Clostridium y Lactobacillus spp, el segundo filo
mencionado incluye bacterias que pertenecen al género Bacteroides spp y Prevotella, y
el género bacteriano mas importante del tercer filo mencionado es Bifidobacterium spp
[56].

No existe una definiciébn certera de la colonizacion de la MI, a grandes rasgos se ha
propuesto lo anteriormente mencionado, sin embargo, no debe olvidarse el hecho de
que la MI se encuentra en constante cambio, el cual estarA mediado por diversos

factores, principalmente los habitos alimentarios y el estado fisiol6gico del individuo.

2.8 Microbiota intestinal y metformina

Evidencia reciente ha sugerido que la Ml es un sitio de accion importante para la MET,

por lo tanto actia como mediador de sus efectos antidiabéticos, estudios han



15

demostrado que su administracion farmacolédgica induce cambios sobre la colonizacion
de especies de la MI, un modelo de estudio de SM en roedores generado mediante dieta
alta en grasa e hidratos de carbono reportd6 un aumento significativo del filo
Bacteroidetes posterior al tratamiento con metformina sobre una colonizacion inicial
conformada principalmente por bacterias pertenecientes al filo Firmicutes [57], por lo
tanto, este estudio contribuye a la evidencia sobre la existencia de un vinculo entre la Ml
y la MET, sin embargo, es importante mencionar que dichos estudios fueron realizados
en modelos de dieta alta en grasa e hidratos de carbono, lo cual deriva en la necesidad
de investigar los efectos que ejerce sobre un modelo de estudio generado con una dieta
alta en un solo macronutriente, pues es bien sabido que la dieta juega un papel decisivo
sobre la colonizacion de especies predominantes en la MI. A continuacién, se muestra
una tabla con referencias y resultados obtenidos en diversos estudios realizados en los
cuales se sometio a diferentes grupos de individuos a un tipo de dieta determinado para

observar el efecto que ejercié sobre la colonizacién de la Ml.
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Tabla 3. Efecto de la MET sobre la microbiota intestinal.

Referencia | Condiciones del estudio Resultado
Wu Muestras de ADN fecal de individuos con | En el grupo tratado con metformina
(2017) diagnéstico reciente de DM2 que no recibieron | reporté  un  enriguecimiento  de
[5] un tratamiento previo, asignados de manera | Bifidobacterium y de algunos
aleatoria en dos grupos de los cuales uno | patégenos oportunistas, entre estos E.
recibi6 tratamiento con MET, Coli.
Administracion de metformina durante 4 meses
(1,700 mg/dia.)
Lee Muestras de heces de ratones C57BL | Se observdo una disminucion de la
(2014) sometidos a dieta alta en grasa (HFD) y dieta | diversidad bacteriana durante el
[7] normal (ND) durante 28 semanas para inducir | tratamiento con HFD, especificamente
SM (dieta con 60% Lipidos). el filo bacteroidetes, sin embargo, la
composicion de este filo incrementé
Administracion de metformina durante 10 | después de la administracion de
semanas posterior al periodo de induccién de | metformina.
SM (300mg/kg/dia)
Wang Muestras de heces de ratones C57BL y ratones | Se reportd un aumento de los géneros
(2019) BKSLeprdb (homocigotos para la mutacion | Lactobacillus en el grupo tratado y
[58] espontanea de diabetes), de los cuales se | metformina.
generd6 4 grupos: control sano, DM2 sin
tratamiento, grupo DM2 tratado con metformina
y grupo DM2 tratado con berberina, los 4
grupos fueron alimentados con dieta normal.
-Administracion de berberina o metformina
durante 10 semanas (113,75 mg / kg/dia).
Forslund Se utilizé un conjunto de datos metagendmicos | Se reporté un aumento significativo de
(2015) de DM2 de 3 paises: cohorte Danesa, Sueca y | Escherichia spp en el grupo de
[59] China. pacientes con DM2 tratados con

Se realiz6 un andlisis multivariado el cual
mostr6  diferencias en la composicion
taxondémica intestinal entre pacientes con DM2
tratados con metformina, pacientes con DM2
no tratados con metformina y controles no
diabéticos.

metformina.
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Zhang Muestras de heces de ratas Zucker macho las | Se reporté una mayor colonizacién del
(2019) cuales son obesas genéticamente, fueron | género Lactobacillus spp en el grupo
[60] sometidas a un periodo de induccion de DM2 | tratado con metformina. También, se

con dieta Purina 5008 (16.7% grasa, 26.8%

observd una disminucion en el filo

prteina y 56. % HC) durante 4 semanas. | Proteobacteria.
Fueron divididas en 4 grupos, un grupo control,
grupo metformina, grupo acarbosa y grupo
sitagliptina, los cuales recibieron administracion
del farmaco correspondiente. .

El grupo administrado con metformina recibi6
215.15mg/kg/dia durante 4 semanas.

2.9 Gen Ribosomal ARN 16S

Anteriormente el estudio de la Ml comprendia su siembra en cultivos bacterianos para
poder aislarlos e identificarlos a partir del tipo de estructura celular y de sus propiedades
fisiolégicas, mediante técnicas de observacion, tinciones y utilizacion de diferentes
sustratos, por lo tanto resulta imprescindible que los organismos presentes en la muestra
de partida se multipliquen en los medios de aislamiento inicial, sin embargo, muchos
microorganismos son anaerobios estrictos lo que resulta en su muerte con solo trazas de
oxigeno, por ejemplo, durante la toma de muestra. El término “metagendmica” se define
como el estudio del material genético de las muestras recuperadas directamente de un
determinado nicho ecoldgico, posteriormente surgid el uso de técnicas genotipicas de
identificacion, de manera que la finalidad sera obtener el material genético de los
microorganismos presentes sin importar que mueran por el contacto con oxigeno pues
los cadaveres aun albergan su composicion genética en este caso el trabajo se centra
en el estudio de determinados genes que son universales en un grupo microbiano y cuya
secuencia aparece conservada en las distintas especies del grupo, en dichos genes

existen variaciones que permiten diferenciar a una especie de otra, de manera que si se
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determina la secuencia de un determinado gen se podra identificar una especie
concreta, el ejemplo mas representativo de gen universal es el correspondiente al 16S
de ARN ribosémico (ARNr 16S), que se encuentra en la subunidad menor del ribosoma
de la célula bacteriana y no aparece en ningun otro tipo de organismo, para su analisis
se extrae el ADN presente en las muestras para amplificar la secuencia correspondiente
al ARN 16S mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y poder identificar o

cuantificar la presencia de este [41].
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3. JUSTIFICACION

Actualmente México se encuentra en la lista de los 10 paises con mayor niumero de
personas que viven con DM, también se posiciona entre los paises con un alto indice de
poblacién que padece obesidad y por consecuencia de padecimientos que componen el
SM, lo que conlleva a la patogénesis de otras complicaciones aumentando el riesgo de
sufrir infarto al cerebro y miocardio responsabilizandose del 30% de la mortalidad de la
poblacién a nivel mundial, por lo que resulta importante estudiar estos factores de riesgo
asi como su tratamiento farmacolégico. La MET se ha consolidado como el tratamiento
farmacoldgico prescrito con mayor frecuencia para tratar el padecimiento de DM2 e
incluso el SM, sin embargo, se requieren realizar mas estudios para analizar el efecto
gue este farmaco ejerce principalmente sobre la MI, la cual esta fuertemente implicada
en procesos de nutricion e inmunidad. Previamente se han realizado algunos estudios
en modelos de DM y SM en roedores y humanos los cuales han sido generados por
medio de dietas altas en hidratos de carbono y lipidos en conjunto o dietas adaptadas a
la zona geogréfica y aspectos culturales del grupo de estudio.

En 2015 la OMS publicé una nota informativa sobre la ingesta de azucares, y recomendo
gue este consumo no debe sobrepasar el 10% de la ingesta energética, sin embargo, en
la poblaciébn mexicana el 26% del total de la energia consumida por la poblacién
proviene de bebidas azucaradas y productos con alto contenido de grasas saturadas y/o
azucares afiadidos, lo cual resulta importante estudiar, pues el consumo de estos
alimentos se ha vinculado con el padecimiento de obesidad y consecuentemente en el

riesgo de padecer SM. También se debe recordar que el patrén alimentario y consumo
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de farmacos tiene cierta influencia sobre la homeostasis de la MI, es por eso que este
proyecto propone el estudio del impacto que ejerce la administracion de MET en un
modelo de SM generado por una dieta alta en sacarosa, considerado como un
componente relevante en la conducta alimentaria de la poblacion mexicana, con el
propésito de conocer los efectos que ejerce este farmaco en durante su administracion
simultdnea al consumo de una dieta alta en sacarosa con la finalidad es aportar
conocimiento para diseflar futuras medidas de intervencibn que impacten

favorablemente en el estado de salud.
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4. HIPOTESIS

La administracion de metformina favorecera el aumento en la colonizacion de bacterias
benéficas, mientras disminuye la colonizacion de especies que ejercen un efecto

patdgeno sobre la microbiota intestinal en un modelo de sindrome metabdlico en ratas.
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5. OBJETIVOS

a. General

Analizar el efecto de la administracion de metformina sobre la abundancia relativa de las
bacterias de la microbiota intestinal Bifidobacterium spp, Lactobacillus spp, Bacteroides
spp, Faecalibacterium prausnitzii, Escherichia coli y Clostridioides Difficile en un modelo

de sindrome metabdlico en rata generado con una dieta alta en sacarosa.

b. Especificos

e Obtener un modelo de sindrome metabdlico en ratas wistar macho mediante una

dieta alta en sacarosa.

e Determinar la presencia de disbiosis intestinal en un modelo de sindrome

metabdlico en ratas Wistar generado con dieta alta en sacarosa.

e Determinar si la metformina ejerce un efecto sobre la disbiosis intestinal en un

modelo de sindrome metabdlico en ratas.
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6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

2.9 PCR

Es una técnica de biologia molecular que permite obtener millones de réplicas de
cualquier segmento de ADN si conocemos la secuencia de los nucle6tidos que lo limitan,
por ejemplo la secuencia del gen ARNr 16S, como se menciond anteriormente, en este
proceso el ADN humano, el de los protozoos y el de los virus no se amplifica porque no
poseen el gen del ARNr 16S lo que permite la identificar y cuantificar las bacterias que
componen una comunidad [61] [62]. La PCR es una reaccion enzimatica in vitro que
durante varios ciclos dependientes de una temperatura y tiempo copia una secuencia
especifica de ADN, para ello la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN
polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células, se
realiza la amplificacion del ADN en un termociclador, el cual debe ser capaz de
mantener una temperatura uniforme para todas las muestras y ser lo suficientemente
rapido en la transicion de temperaturas de un paso a otro durante cada ciclo. Los
elementos importantes en la PCR son el templado o molde (ADN), la enzima polimerasa,
se usa con frecuencia Taq Polimerasa (TagP) debido a su termoestabilidad, los
desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs) que son las bases nitrogenadas con los que
la TagP construye las nuevas cadenas de ADN, el ibn magnesio que actla como
cofactor enziméatico e influye en la especificidad de la reaccion, un buffer o solucién
amortiguadora, agua libre de nucleasas y los primers que son secuencias iniciadoras de
oligonucledtidos que flanquean y delimitan la secuencia blanco que se desea amplificar y
son complementarios a ésta, generalmente su tamafio oscila entre 15-25 pares de bases

y se emplean dos secuencias diferentes de primers, una denominada “forward” o sentido
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y otra “reverse” o anti sentido; ambas deben estar disefiadas para que hibriden con el

templado y las cadenas de ADN puedan ser extendidas por la enzima TagP en direccion

5’-3, la temperatura y el tiempo requerido para el alineamiento de los primers depende

de la composicidn y tamafo., Todos estos elementos interactian en tres etapas

principales que componen

la PCR convencional (también llamada punto final):

desnaturalizacion, hibridacion y extension (figura 1). A continuacién en la tabla 2 se

muestran las condiciones y fundamento de cada etapa [63].

Tabla 4. Etapas de la PCR punto final

Etapa

Condiciones

Fundamento

Desnaturalizacion

95 °C durante 20-

30 segundos

Las cadenas de ADN son calentadas y
separadas

Hibridacién

Oscila entre 50 a

60°C

Los primers se alinean hacia el extremo 3’ del
templado previamente separado e hibridan
con su secuencia complementaria.

Para formar el complejo templado-primers, es
importante que la temperatura de hibridaciéon
sea la optima.

Extension

72 °C

La Taq polimerasa actia sobre el complejo
templado-primers 'y empieza su funcién
catalitica agregando dNTP’s complementarios
para crear las cadenas completas de ADN. La
extension de las cadenas es en direccién de
la sintesis del ADN, es decir, de 5 a 3’. Al
final del ciclo, se habran formado los
amplicones, es decir, un conjunto de copias
del gen objetivo.
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Figura 1. Representacién grafica de las etapas de la PCR.[64]

2.9.1 PCR cuantitativa

La reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa (QPCR) es un variante de la PCR
convencional cuyo objetivo es detectar y cuantificar las secuencias especificas de acidos
nucleicos mediante el uso de fluoréforos que funcionan como reporteros de
fluorescencia en la reaccion, el principio de la técnica se basa en la PCR punto final, con
una importante diferencia de cémo se detectan y analizan los productos finales. Los
reactivos utilizados son los mismos que la PCR punto final, todos incluidos en una
solucion conocida como “Master mix”, también incluye un sistema reportero de
fluorescencia, generalmente se utiliza SYBR Green, la cual es una molécula cargada
positivamente que mientras esté en solucion sin unirse al ADN de doble cadena

practicamente no emite fluorescencia, normalmente se realizan corridas con un namero
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aproximado de 40 ciclos. El tipo de termocilador utilizado para realizar la reaccion de la
cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR) cuenta con un sistema optico que monitorea
la sefial de SYBR Green para detectar el producto amplificado, pues la sefial de
fluorescencia incrementa de manera proporcional a las moléculas de doble cadena
producidas en la amplificacion, de esta manera se combinan los procesos de
amplificacion y cuantificacién en una sola etapa [65].

El “Threshold point” o ciclo umbral (Ct) es un valor definido para determinar el momento
(numero de ciclo) en el cual la fluorescencia de la reaccion sobrepasa la fluorescencia
basal y se considera como el punto en el cual la reaccién de amplificacion da comienzo
[66], se utiliza este valor como referencia de abundancia de la secuencia del gen

destinada a reportar.
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Figura 2. Representacién de las etapas en un ciclo de la qPCR. [65]
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a. Disefo del estudio

El presente estudio fue experimental de tipo prospectivo.

b. Universo de trabajo y muestra

Fueron empleadas ratas wistar macho sanas (n=15) de 4 semanas de edad, con un
peso de 250 g a 300 g, las cuales se dividieron en tres grupos, fueron adquiridas en el
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional
Autonoma de México, se mantuvieron alojadas en el bioterio de la Torre de Investigacion
del Instituto Nacional de Pediatria en condiciones controladas de temperatura, luz y
oscuridad, fueron alimentados con pellet comercial de dieta tipo estdndar y agua ad
libitum durante una semana como periodo de aclimatacién. El manejo de las ratas se
realiz6 de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y al reglamento

interno del bioterio del instituto

c. Instrumento de investigacion

Metformina

Se utilizé6 metformina marca Glucophage del proveedor Roche®, fueron administrados
200 mg/ kg de peso a cada rata del grupo SM + met, una vez terminado el periodo de
induccion de SM.

Dieta

Fue utilizado el pellet de dieta tipo estandar Autoclavable Rodent Diet 5010 del
proveedor LabDiet® (ver informacion nutrimental en la tabla 5), a su vez se ofrecié agua

con sacarosa al 30% ad libitum a los grupos de SM y SM+MET con la finalidad de
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aumentar la ingesta caldrica en estos grupos y cambiar la dieta de tipo normal a dieta

hipercaldrica.

Tabla 5. Informacion nutrimental del pellet Autoclavable Rodent Diet 5010

LabDiet®
Macronutrimento Composicion
(Racién aproximada: 30 g por dia en ratas
adulto)
Hidratos de carbono 58,2%
Proteinas 28,6%
Lipidos 13,1%

Cuantificacion de ADN
Se realizé la cuantificacion de ADN purificado con ayuda del equipo espectrofotometro

nanodrop nd-1000 Thermo Fisher Scientificscientific ®.

Primers y master mix

Para realizar la gPCR se utilizd el Master Mix SYBR green Reagent del proveedor
Applied BioSystem ® vy oligonucleétidos forward y reverse de Escherichia coli,
Clostridium Difficile, Bifidobacterium spp. y Bacteroides y ARN ribosomal 16S del
proveedor Applied BioSystem ®, y de Lactobacillus spp. y Faecalibacterium prausnitzii
del proveedor T4 Oligo®. En la tabla 6 se muestra el disefio de la secuencia, asi como la

temperatura de hibridacion de dichos primers.



Tabla 6. Disefio de primers y temperatura de hibridacion

E.coli

(340bp,61°C)

F:5-GTTAATACCTTTGCTCATTGA-3’
R: 5-ACCAGGGTATAATCCTGTT-3’

Clostridium difficile
(157bp, 61°C)

F: 5-TTGAGCGATTTACTTCGGTAAAGA-3’
R: 5-CCATCCTGTACTGGCTCACCT-3’

Bifidobateriumspp
(243bp,58°C)

F:5-TCGCGTC(C/T)GGTGTGAAAG-3’
R: 5-CCACATCCAGC(A/G)TCCAC-3’

Bacteroides
(140bp,68°C)

F: 5-GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT-3
R: 5-CGGA(C/IT)GTAAGGGCCGTGC-3..

Lactobacillus spp
(341bp, 61°C)

F: 5AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’
R: 5- CACCGCTACACATGGAG -3’

prausnitzii

Faecalibacterium

(158 bp, 58°C)

F: 5-CCCTTCAGTGCCGCAGT -3’
R: 5-GTCGCAGGATGTCAAGAC -3’

Termociclador
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El equipo utilizado para realizar la gPCR fue el termociclador Step one 7500 de Applied

BioSystem®. En la tabla 7 se observan las condiciones de temperatura y tiempo para la

corrida de la gPCR.

Tabla 7. Condiciones de la corrida de qPCR.

Paso Condiciones
Step 1 95°C - 5 min
Step 1 95°C-15 seg
Step 2 50-70°C- 20 seg
Step 72°C — 45 seg
Step 72°C —=5min




30

Glucometro

Para realizar la prueba de medicién de glucosa basal y curva de tolerancia a la glucosa
se utilizé el glucometro FreeStyle Optium de abbott®.

Medidor de triglicéridos

Para realizar la prueba medicidn de triglicéridos se utilizo el equipo y lancetas Accutrend

GCT,; del proveedor Roche®.

d. Desarrollo del proyecto

d1. Distribucion de grupos

Al concluir el periodo de aclimatacion de las ratas se dividieron aleatoriamente en 3
grupos para generar un grupo control n=5 (Ctrl), un grupo que representara un modelo
de sindrome metabdlico (SM n= 5) y un grupo representativo de sindrome metabdlico
que sera tratado con metformina (SM+Met n=5). Los grupos se nombraron y clasificaron

como se muestra en la siguiente tabla.
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Tabla 8. Lista de ratas y grupo asignado.

Rata Grupo
1 18 C1 Control
2 18 C2 Control
3 18 C3 Control
4 18 C4 Control
5 18 C5 Control
6 18 S1 Sacarosa
7 18 S2 Sacarosa
8 18 S3 Sacarosa
9 18 S4 Sacarosa
10 18 S5 Sacarosa
11 18 M1 Sacarosa + Metformina
12 18 M2 Sacarosa + Metformina
13 18 M3 Sacarosa + Metformina
14 18 M4 Sacarosa + Metformina
15 18 M5 Sacarosa + Metformina

d2. Dieta alta en sacarosa

Previo al comienzo de la dieta alta en sacarosa se procedi6 a realizar medicién de peso,
triglicéridos, glucosa basal y curva de tolerancia a la glucosa e insulina. Se ofreci6 pellet
de dieta estandar, de la cual se mencioné anteriormente el aporte nutrimental en la tabla
4, a su vez, se ofrecié agua ad libitum para los 3 grupos, aunque a diferencia del grupo
control a los grupos SM y SM+MET le fue afiadida sacarosa al 30% con la finalidad de
implementar una dieta de tipo hipercalérico, este modelo de dieta alta en sacarosa se
mantuvo durante 16 semanas, pues de acuerdo a estudios realizados en laboratorio de
nutricion experimental del Instituto Nacional de Pediatria, se ha comprobado su

efectividad para generar SM [67], sin embargo, durante la semana numero 16 fueron
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medidos los parametros de triglicéridos, glucosa basal y curva de tolerancia a la glucosa

e insulina, y peso para confirmar la veracidad del modelo.

d3. Tratamiento con metformina

Al finalizar la semana nimero 16 de administracion de sacarosa en el agua para beber
se procedié administrar durante 8 semanas el tratamiento con metfomina al grupo Sac+
met, se administraron 200 mg por kilogramo de peso por via oral mediante una canula,
mientras los dos grupos restantes continuaron el periodo temporal con tratamiento con
sacarosa en agua para beber hasta el momento del sacrificio durante la semana nimero
25.

d4. Obtencién de muestras bioldgicas

Una vez terminado el periodo de tratamiento con metformina se llevé a cabo la eutanasia
de los animales de experimentacion por medio de sobredosis de pentobarbital sodico
(PiISA®) via intraperitoneal (50 mg/kg), posterior al sacrificio se realizd extraccion del
intestino delgado con ayuda de material quirdrgico adecuado, se colocé en solucion
salina para retirar cuidadosamente las heces y depositarlas en microtubos de 1.5 ml
previamente etiquetados para ser colocados inmediatamente en nitrégeno liquido con la
finalidad de preservar su integridad y transportar para su almacenamiento a -70°C hasta
el momento de su utilizacion.

Fueron recolectadas un total de 14 muestras ya que hubo un deceso de una rata
perteneciente al grupo SM+MET, lo cual imposibilité la toma de muestra al finalizar el

periodo de tratamiento.



33

d4. Extraccion de ADN gendmico fecal

Se pesaron 180-220 mg de heces fecales en un microtubo de 2 ml y se realizd
extraccion y purificacion del ADN gendmico de acuerdo al protocolo del kit: “Kit DNA
Stool mini (50)” del proveedor QIAGEN. Una vez obtenido el ADN se almacend en

microtubos de 1.5 ml a -20°C.

d5. Cuantificacion y dilucién del ADN
Se procedié a cuantificar la muestra en un espectrofotometro y posteriormente se
realizaron los calculos correspondientes para hacer diluciones en agua libre de

nucleasas y almacenar en alicuotas de 20 pl a -20°C para su posterior uso.

d6. gPCR

Para realizar gPCR se utilizé el Master Mix SYBR Green del proveedor ThermoFisher
Scientific ®, agua libre de nucleasas, y los primers forward-reverse de cada bacteria. Los
datos sobre condiciones de temperatura, tiempo fueron consultados en un estudio previo

[68] y sometidos a una prueba de estandarizacion.

Se usaron placas de 96 pozos Applied Biosystems ®, se afiadi6 a cada pozo 1 ul de
ADN, 5 pl de Master Mix SYBR Green ®, 1pl de primer foward, 1ul de primer reverse y 2
pl-de agua libre de nucleasas, para obtener un volumen final de 10 pl. Se cargaron
muestras por duplicado y control negativo. La corrida consistio de 40 ciclos.

La eficiencia de la reaccion de la PCR se calculé utilizando una “curva estandar” la cual

es generada realizando amplificaciones a partir de diluciones seriadas del ADN
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genomico de cada bacteria con una concentracion conocida, se realizaron 5 diluciones
con una las siguientes concentraciones: 0.01, 0.001, 0.0001, 0.00001, 0.000001 ug/uL,

cada una fue cargada por duplicado.

d7. Anédlisis estadistico

Se utilizo el valor del umbral de cliclo (Ct) para referenciar la expresion del gen estudiado
y por lo tanto establecer la abundancia de dicha especie o género bacteriano, este valor
se compar6 contra el Ct del gen ARN 16S el cual representa la abundancia total de
bacterias presentes en la muestra de heces fecales estudiada.

También se realizé el analisis correspondiente para identificar la abundancia relativa de

cada género o especie en funcién de la curva de calibracion o eficiencia de la reaccion.

e. Disefio del analisis estadistico
Se realizdé una prueba U Mann-Withney con un intervalo de confianza del 95% vy se
considerd significancia estadistica cuando p<0,05. Fueron empleados una hoja de

calculo de Microsoft Excel y el software estadistico GraphPad Prism version 5.



7. RESULTADOS

Evaluacion del modelo de Sindrome metabdlico.

Tabla 9. Caracteristicas del modelo.
Ratas wistar macho alimentadas con sacarosa al 30% en agua su para beber y alimento
estandar durante 16 semanas. Prueba t de student, los valores son representados como
media y desviacion estandar, valor p<0.05.

35

Grupo Peso Peso P Glucosa Glucosa P Triglicéridos Triglicéridos P

1 2 1 2 1 2
Sac 312 + 670 + 0.007* 92 + 129.80+ O* 218.80 + 379.60 + 0.001*
n=5 60.99 151.16 12.55 14.85 42.88 55.45
Sac + 347.50 675 + 0.022* 77 + 78 + 0514 292+66.19 254.25 + 0.538
Met * 181.38 6.78 7.74 68.49
n=4 117.01
Ctrl 328 + 642 = 0.001* 6840 * 73.80 += 0.356 111.80 + 174.00 + 0.187
n=>5 106.16 73.95 7.40 13.71 66.88 179.43
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Cambios sobre la Ml en SM y efecto de la metformina

Figura 3. Cambios en la abundancia relativa del gen de Lactobacillus spp.

Se muestra la abundancia del género Lactobacillus spp en los grupos Ctrl (n=5), SM
(n=5) y SM+Met (n=4). Prueba estadistica U Mann-Withney, los valores son
representados como media y desviacion estandar, valor p<0.05.
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En la figura 3 se puede observar que no hubo cambios estadisticamente significativos en
la expresion de genes del género Lactobacillus spp al comparar los grupos Ctrl y SM,
sin embargo, los valores de la expresion para el grupo que recibié metformina, SM+Met

fue significativamente menor comparado con los grupos SM o Ctrl.
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Figura 4. Cambios en la abundancia relativa del gen de Bifidobacterium spp.

Se muestra la abundancia del género Bifidobacterium spp en los grupos Ctrl (n=5), SM
(n=5) y SM+Met (n=4). Prueba estadistica U Mann-Withney, los valores son
representados como media y desviacion estandar, valor p <0.05.
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En la figura 4 se observa que no hubo cambios estadisticamente significativos en la
expresion de genes del género Bifidobacterium spp al comparar los grupos Ctrl y SM, sin
embargo, los valores de la expresion para el grupo que recibié metformina, SM+Met fue

significativamente menor que el grupo SM.
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Figura 5. Cambios en abundancia relativa del gen de Faecalibacterium Prausnitzii.
Se muestra la abundancia de la especie Faecalibacterium Prausnitzii spp en los grupos
Ctrl (n=5), SM (n=5) y SM+Met (n=4). Prueba estadistica U Mann-Withney, los valores
son representados como media y desviacion estandar, valor p<0.05.
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De acuerdo a la figura 5 no se observaron cambios estadisticamente significativos en la
expresion de genes de la especie Faecalibacterium Prausnitzii al comparar los grupos
grupos Ctrl y SM, sin embargo, se observa que los valores de la expresion para el grupo
que recibi6 metformina, SM+MET fue significativamente menor que el grupo SM o

Control.
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Figura 6. Cambios en la abundancia relativa del gen de Bacteroides spp.

Se muestra la abundancia del género Bacteroides spp en en los grupos Ctrl (n=5), SM
(n=5) y SM+Met (n=4). Prueba estadistica U Mann-Withney, los valores son
representados como media y desviacioén estandar, valor p<0.05.
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En la figura 6 se puede observar que no hubo cambios estadisticamente significativos en
la expresion de genes del género Bacteroides spp entre los tres grupos de estudio, sin
embargo, se puede observar una sutil tendencia de aumento del valor de genes

expresados para el grupo que recibié metformina, SM+Met.
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Figura 7. Cambios en la abundancia relativa del gen de Escherichia coli.

Se muestra la abundancia de la especie Escherichia coli spp en los grupos Ctrl (n=5),
SM (n=5) y SM+Met (n=4). Prueba estadistica U Mann-Withney, los valores son
representados como media y desviacioén estandar, valor p<0.05.
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En la figura 7 se puede observar que no hubo cambios estadisticamente significativos en
la expresion de genes de la especie Escherichia coli entre los tres grupos de estudio, sin
embargo, aunque la abundancia es menor en el grupo de sindrome metabdlico sin
tratamiento con metformina y el grupo de sindrome metabdlico que recibié metformina,
SM y SM+Met respectivamente, la administracion de metformina no induce cambio

alguno sobre esta especie bacteriana en ratas con SM.
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Figura 8. Cambios en abundancia relativa del gen de Clostridioides difficile.

Se muestra la abundancia de la especie Clostridioides difficile spp en los grupos Citrl
(n=5), SM (n=5) y SM+Met (n=4). Prueba estadistica U Mann-Withney, los valores son
representados como media y desviacion estandar, valor p<0.05.
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En la figura 8 se puede observar que no hubo cambios estadisticamente significativos en
la expresion de genes de la especie Clostridioides difficile entre los tres grupos de
estudio, sin embargo, aunque la abundancia es menor en los grupos de sindrome
metabdlico sin tratamiento con metformina y el grupo de sindrome metabdlico que
recibi6 metformina, SM y SM+Met respectivamente, se puede observar que no hay

cambios en el valor de genes expresados entre ambos grupos.
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Eficiencia de lareaccion PCR.

Curvas de calibracion

Con el fin de obtener resultados mas precisos se realizé una curva de calibracion para
determinar las concentraciones tomando en cuenta la eficiencia de cada reaccion, a
continuacion se muestran las curvas obtenidas.

Figura 9. Curva de calibracién.

Se muestra la pendiente lineal de los resultados obtenidos en funcién del logaritmo de la
concentracion y el umbral de ciclo (CT) de la gPCR realizada con ADN gendémico de los
género Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp, de la especie Clostridioides Difficile y del
gen ARN 16S.
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Se puede observar que cada una de las pendientes resulta con un valor aceptable al

superar el valor del coeficiente de determinacion (r2) minimo, el cual es 0,98. Estos
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resultados se utilizaron para interpolar los valores de CT para cada muestra y de esta

forma obtener las cantidades de DNA en picogramos (pg).

Abundancia relativa en pg de ADN

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la expresion de genes mediante
el ajuste de las curvas de calibracion representado la abundancia relativa en pg de DNA

de cada género y especie.

Figura 10. Cambios en la abundancia relativa en pg de ADN del gen de
Lactobacillus spp.

Se muestra la abundancia relativa en pg de ADN del género Lactobacillus spp en los
grupos Ctrl (n=5), SM (n=5) y SM+Met (n=4). Prueba estadistica U Mann-Withney, los
valores son representados como media y desviacion estandar, valor p<0.05.
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En la figura 10 se observa que hubo no hubo cambios estadisticamente significativos
sobre la abundancia relativa al comparar la expresion de genes del grupo control y el
grupo SM, sin embargo, los valores de la expresion para el grupo que recibid
metformina, SM+Met fue significativamente menor que los grupos SM o Cirl,

Figura 11. Cambios en la abundancia relativa en pg de ADN del gen de
Bifidobacterium spp.

Se muestra la abundancia relativa en pg de ADN del género Bifidobacterium spp en los

grupos Ctrl (n=5), SM (n=5) y SM+Met (n=4). Prueba estadistica U Mann-Withney, los
valores son representados como media y desviacion estandar, valor p<0.05.
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En la figura 11 se puede observar que no se presentaron cambios estadisticamente
significativos entre los tres grupos de estudio, sin embargo, los valores de la expresion
para el grupo que recibido metformina, SM+Met mostraron una tendencia de disminucion

al compararlos con los grupos Ctrl y SM.
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Figura 12. Cambios en la abundancia relativa en pg de ADN del gen de
Clostridioides Difficile.

Se muestra la abundancia relativa en pg de ADN de la especie Clostridioides Difficile en
los grupos Ctrl (n=5), SM (n=5) y SM+Met (n=4). Prueba estadistica U Mann-Withney,
los valores son representados como media y desviacion estandar, valor p<0.05.
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En la figura 12 se puede observar que no se obtuvieron cambios estadisticamente
significativos al comparar los tres grupos de estudio, aunque si se muestra una
tendencia de aumento de esta especie bacteriana en el grupo que recibié metformina, el

grupo SM+Met.
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8. DISCUSION

Actualmente el SM representa un problema importante de salud publica a nivel mundial
por lo que la importancia de su estudio y factores asociados ha ido aumentando, se sabe
gue un patron alimentario inadecuado compuesto por alimentos con alta densidad
energética y deficiente valor nutrimental ha provocado un aumento en el consumo de
energia que supera la demanda energética, esto aunado a un estilo de vida sedentario
son un factor clave en el desbalance sobre la acumulacién de tejido adiposo,
conllevando al padecimiento de obesidad y de manera asociada a la manifestacion de
anomalias en el perfil bioquimico del individuo, impactando de manera negativa en el
estado de salud, por lo tanto surge la necesidad de aplicar medidas de tratamiento, tal
es el caso de la intervencién nutricional por medio de régimen alimenticio, cambios en
los habitos alimentarios y en el estilo de vida, sin embargo, en los casos en los que esto
no es suficiente se opta por un tratamiento farmacolégico, como la administracion de
MET, uno de los farmacos principalmente prescritos como tratamiento de DM2 y también
de SM .

Ha ido en aumento el interés por el estudio del perfil bacteriano de la MI, no solo en
condiciones de salud Optima, sino también durante el padecimiento de diversas
patologias pues la evidencia apunta que ésta puede tener un impacto sobre la salud de
su hospedero, pues esta fuertemente involucrada en procesos de nutricibn y de
respuesta inmune, por lo cual es importante conocer el efecto que puede ejercer el
consumo de farmacos sobre su homeostasis, existe una gran variabilidad en los
resultados reportados pues al depender dicha colonizacion de diversos factores, entre

estos la dieta, el estado fisioldgico, factores genéticos, y etapa de la vida es complicado



47

dar por sentado una colonizacion especifica, sin embargo, no se resta importancia al
hecho de indagar y reportar los cambios que puedan existir. Debido a lo anterior
mencionado en este estudio se utiliz6 un modelo de dieta alta en sacarosa, la cual es
uno de los principales componentes de la dieta en México, pese a que es conocida la
importancia de la disminucién de su consumo se ha reportado poco el efecto que puede
ejercer, principalmente durante el padecimiento de SM o DM de manera simultanea al
tratamiento con metformina, por lo cual es importante identificar los posibles efectos que
pueda generar ya que tendran un impacto sobre la salud.

Es importante iniciar hablando en términos de cambios sobre la MI durante el
padecimiento de SM, se ha observado en estudios previos que efectivamente existe una
relacion entre la Ml y el padecimiento de los factores asociados al SM, principalmente la
obesidad, uno de los primeros estudios en reportarlo concluyé que se observa una
disminucién de bacterias pertenecientes al filo Bacteroidetes y un aumento sobre el filo
Firmicutes [30], con el paso del tiempo méas estudios reportaron resultados similares a
éste, por lo tanto se le ha propuesto como un perfil bacteriano caracteristico de la
obesidad y sus padecimientos asociados. Estos cambios sobre la Ml resultan poco
convenientes tomando en cuenta que se ha asociado al filo Firmicutes con una mayor
recoleccion de la energia, de manera que ayudaria a perpetrar un balance energético
positivo en el individuo, el cual representa un mayor consumo de energia comparado
con el requerimiento energético, provocando una mayor acumulacion de tejido adiposo.
Lo anterior fue evidenciado por un estudio consecuente al primero mencionado [35], en
el cual Turnbaugh y colaboradores realizaron trasplante fecal de un grupo de ratones

que padecian obesidad a un grupo de ratones con un intestino libre de microorganismos,
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posterior al trasplante se pudo observar que los ratones que recibieron dicho trasplante
mostraron una ganancia de peso desarrollando obesidad.

Para el presente trabajo, se utilizé la amplificacion del gen 16S como medida indirecta
de la cantidad de microorganismos presentes en la muestra de heces y por lo tanto del
contenido intestinal. Dicha metodologia se basa en la amplificacién de una zona del gen
16S bacteriano que es especifica para cada microorganismo y por otro lado también se
amplifica una region conservada del gen 16S comun a todas las bacterias, lo que nos
permite hacer una inferencia indirecta de la cantidad del microorganismo en cuestion y al
mismo tiempo sobre la cantidad total de bacterias presentes en la muestra. Para el
analisis de resultados, se realizaron dos tipos de metodologia. Las graficas iniciales
(figuras 3 — 9) muestran el analisis de la abundancia relativa de la especie o género en
cuestion es decir, realizando una relacién entre el valor del CT obtenido para cada
bacteria y el CT del gen ARN 16S general de la region conservada. Sin embargo, para
resultados mas precisos fue necesario evaluar la cantidad en pg de ADN bacteriano
utilizando curvas estandar especificas para cada microorganismo. Por lo anterior, se
realiz6 una curva de calibracion o curva estandar utilizando ADN gendmico bacteriano
comercial, el cual se vende purificado y cuantificado. Sin embargo, solo fue posible
evaluar dos géneros bacterianos: Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp y una especie:
Clostridiodes Difficile, esta segunda metodologia fue realizada con el fin de evaluar la
eficiencia de la reaccion la cual puede tener un impacto sobre la cantidad de ADN que
se detecta, pues considera el rendimiento de la reaccion de PCR tomando en cuenta
variables del ensayo como las condiciones de la enzima polimerasa y el disefio de los

iniciadores o “primers”, los cuales son factores que producen diferencias en los
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resultados. Posteriormente, se pudo intrapolar el valor de CT de cada muestra en la
curva estandar correspondiente y se obtuvo la cantidad de ADN en pg presente en las
mismas. Se elaboro el analisis estadistico de los nuevos graficos y no se observaron los
cambios significativos, sin embargo, se pudieron observar tendencias de cambio sobre la
colonizacion de algunas bacterias, como fue el caso de los géneros Lactobacillus spp y
la especie Faecalibacterium Prausnitzii, en las cuales se observd una tendencia a
disminuir, cabe mencionar que los resultados para Lactobacillus spp fueron semejantes
en ambos tipos de analisis mostrando la disminucién en la cantidad de las mismas bajo
el tratamiento con metformina.

De acuerdo a lo observado nuestro de modelo de SM no produce cambios significativos
en la colonizacion intestinal por bacterias de los géneros y especies que se considera
ejercen un efecto benéfico sobre la salud, en particular de Lactobacillus spp (Figura 3
Figura 10), el cual se ha reportado actia con un efecto protector sobre la acumulacion
de tejido adiposo, expresion de genes proinflamatorios y una reduccion en niveles de
triglicéridos en modelos de obesidad en ratas [69]. Asi mismo, el en el SM no se
observaron cambios en la abundancia relativa de la especie Faecalibacterium
Prausnitzii, la cual ha sido descrita como benéfica pues se ha reportado como una de las
principales bacterias productoras de butirato un acido graso de cadena corta (AGCC) el
cual funciona como fuente de energia para los colonocitos, ayudando a mejorar la
integridad de la barrera intestinal [70][71]. Por otro lado pudo observarse en el grupo SM
una tendencia de aumento para el género Bifidobacterium spp cuando se analizé
utilizando la curva estandar (Figura 11), lo cual es un resultado interesante pues este

género se considera como bacterias benéficas para la salud, por lo tanto como efecto de
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la disbiosis intestinal ocasionada por el padecimiento de SM lo esperado seria observar
una disminucién en su cantidad, sin embargo, el cambio no es estadisticamente
significativo y la desviacion estandar obtenida en el analisis de abundancia nos indica
una mayor dispersion en los datos. En cuanto a las bacterias consideradas patdgenas se
pudo observar que no hubo cambios significativos al realizar la comparacion, sin
embargo, se observo cierta tendencia de disminucion de Clostridioides Difficile y
Escherichia Coli en el grupo representativo de SM, lo cual resulta interesante pues como
se menciond anteriormente lo esperado radica en obtener un aumento de especies no
benéficas como efecto de la disbiosis intestinal, especialmente de Escherichia Coli, ya
gue se ha reportado que durante el padecimiento de SM se presenta un descenso de las
bacterias productoras de butirato, esto conduce a un aumento de oxigeno luminal
propiciando el aumento en el crecimiento de sus cepas de tipo patdégeno, influyendo de
manera negativa sobre la salud del huésped [72][73].

De manera que los resultados no indican un cambio sobre la Ml en el modelo de SM,
podemos proponer que dicho modelo solo es util para estudiar los cambios patolégicos
derivados de una dieta alta en carbohidratos simples y de esta manera analizar el efecto
aislado de este tipo de compuestos sobre la microbiota aportando nuevo conocimiento,
pues la mayor parte de los estudios realizados han hecho uso de modelos de induccion
del SM mediante un aumento en lipidos o0 un aumento de lipidos e hidratos de carbono
en conjunto, también podria deberse a la diferencia en la temporalidad de la misma,
ejemplo de esto es un estudio que hizo uso de una dieta alta en lipidos durante 28

semanas [7], posterior a ello si se observé un cambio sobre la Ml en el padecimiento de
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SM, por lo que podria realizarse un ajuste en el periodo de induccion siendo mayor a 16
semanas como fue usado en este estudio.

Por otro lado, para observar el efecto del tratamiento con MET se compararon los grupos
SM y SM + MET, observandose algunos cambios estadisticamente significativos.
Particularmente, para Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp, se observé una
disminucién de la colonizacién por ambos géneros una vez que recibieron tratamiento
con MET (Figuras 3, 4 y 10), aunque es importante recordar que los cambios no estan
sujetos a un cambio previo en la Ml durante el padecimiento de SM, por lo que podemos
establecer que el cambio en estas bacterias se debe Unicamente al tratamiento con
metformina. Anteriormente se mencion6 el papel que implica la suplementacién de
Lactobacillus spp sobre la prevencion de obesidad [69], de igual manera la
suplementacion de especies de Biffidobacterium spp ha demostrado que juega un papel
importante en la prevenciéon de dicho padecimiento, también se ha relacionado con una
mejora sobre la resistencia a la insulina [74], de manera que el decremento observado
en nuestro estudio implica una desventaja para la salud del huésped, a su vez nuestros
resultados muestran un contraste con el estudio previo realizado por Wu vy
colaboradores, en el que hicieron uso de muestras de heces fecales de pacientes con
DM2 tratados con MET, en el cual se observd un aumento de Bifidobacterium spp
posterior al tratamiento con el farmaco, indicando que observaron una mejoria sobre la
disbiosis intestinal de los sujetos, estos resultados podrian diferir debido a la influencia
de la dieta, por lo tanto es dificil establecerlo pues se desconocen las caracteristicas de
la dieta de la poblacion de estudio [5], asimismo, se ha reportado que la MET induce un

aumento en la colonizacion de Lactobacillus spp, pues un estudio realizado en ratones
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con mutacion espontanea de diabetes que fueron tratados con MET mostraron un
aumento sobre la colonizacion de dicho género [58]. En cuanto a la especie
Clostridioides difficile la cual fue analizada con ambos tipos de metodologia se pudo
observar una inconsistencia en la expresion de genes, para el analisis de abundancia
relativa no se observaron cambios estaticamente significativos y tampoco pudo
observarse una tendencia de aumento o disminucion, en cambio para el analisis de
abundancia en pg de ADN se observé una tendencia de aumento sobre el grupo tratado
con MET, sin embargo, el cambio no es estadisticamente significativo y se puede
observar que la desviacion estandar es grande, por lo que es complicado establecer si la
administracion de MET tuvo una repercusidon en nuestro modelo, de ser asi, esto
implicaria una desventaja sobre la salud pues se ha relacionado a esta especie
bacteriana con las principales infecciones de tracto gastrointestinal cuyo cuadro clinico
va desde diarrea leve hasta colitis fulminante y megacolon téxico, también se encarga de
la secrecion de dos enterotoxinas, la tipo A y tipo B, las cuales causan disrupcion de la
barrera intestinal y de manera similar a la obesidad desatan una respuesta inflamatoria
sistémica, lo cual se ha propuesto como un mecanismo de la patogénesis de la
resistencia a la insulina, pues al activar respuesta inflamatoria de manera persistente
esto podria interferir sobre sus mecanismos de sefializacion [75][76]. El andlisis de
abundancia en pg de ADN del género Bacteroides y de la especie Escherichia coli nos
indica que no se observaron cambios estadisticamente significativos o tendencias de
cambio, por lo tanto deducimos que la MET no ejercié un efecto en la colonizacion de
este género y de esta especie, sin embargo, lo esperado seria obtener un aumento

sobre la colonizacién de Bacteroides, ya que se ha reportado un aumento sobre su
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colonizacion posterior a la administracion de MET en un modelo de SM generado con
una dieta alta en lipidos realizado en ratones [7]. En cuanto a la especie Escherichia Coli
lo esperado seria observar una disminucion en su colonizacion como efecto de reversion
de la disbiosis intestinal, sin embargo, dos estudios realizados usando muestras de
heces fecales de individuos con padecimiento de DM2, han reportado un aumento sobre
su colonizacion posterior a la administracion de MET, debido a esto es dificil suponer la
razon de dicho cambio, pues las caracteristicas de la dieta de este estudio realizado no
se especifican lo cual podria sesgar el vinculo entre ambos estudios ya que dicho
estudio utiliza 3 tipos de cohorte pertenecientes a los paises de China, Suecia y
Dinamarca, los cuales cuentan con habitos alimentarios completamente diferentes y
resultados de abundancia de especies diferente, ya que la colonizacién de la Ml esta
fuertemente asociada a la dieta, esto podria intervenir [5][59]. Finalmente el analisis de
abundancia absoluta de la especie Faecalibacterium Prausnitzii nos indica un cambio
estadisticamente significativo al observarse una disminucion en el grupo tratado con
MET, debido al papel benéfico que implica a la salud esta especie podria considerarse
que el farmaco no ayuda a revertir la disbiosis intestinal, sin embargo, al igual que en el
resto de comparaciones es importante recordar que no se presentaron cambios
significativos sobre la Ml durante el padecimiento de SM por los tanto es importante
seguir realizando estudios para poder establecer un perfil bacteriano especifico de dicho
padecimiento en el que la dieta sea monitoreada para evitar posibles sesgos debido a su

influencia.
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9. CONCLUSION

En este estudio no se observaron cambios significativos sobre la MI durante el
padecimiento de SM en un modelo murino.

La administracion de MET en un modelo de SM generado con dieta alta en sacarosa en
ratas promovié algunos cambios sobre la colonizacion de algunas las especies 0
géneros que fueron considerados en este estudio, sin embargo, se debe considerar que
el numero de especies o géneros utilizados es insuficiente para determinar un perfil
bacteriano preciso, por lo que se recomienda realizar estudios exhaustivos en el que se
puedan analizar un mayor numero de bacterias, esto contribuird a establecer un
enterotipo caracteristico del padecimiento de SM mediado por una dieta alta en sacarosa
y de esta manera identificar los posibles efectos que pueda inducir dicho farmaco, por lo
tanto nuestros resultados nos permiten sugerir que la administracion de MET no ayuda a
revertir la disbiosis intestinal, al promover un aumento en la colonizacién de bacterias
benéficas para salud en un modelo murino de SM generado por una dieta alta en

sacarosa.

10. PERSPECTIVAS

Como se ha mencionado en la conclusién, es importante mencionar que los géneros o
especies bacterianas considerados en este estudio conforman una parte minima del
extenso MI, por lo que seria ideal realizar estudios de secuenciacion masiva que aporten
conocimiento de un mayor numero de especies bacterianas y poder establecer un

enterotipo certero del efecto que puede generar la MET sobre la M, con la finalidad de
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en un futuro poder establecer un tratamiento en el cual la Ml pueda verse beneficiada y a

su vez mejorar el estado homeostatico del individuo.
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pSJ800/HjILIahG3gbAYrnXumxEEjp7q8pnhFxJgeErRCz36i0DgrRHvWOLMOwWOXYMCNGEYLKXxOHX5Q0HYktmhVyLC81XzwGmvR19Xlectx1ngdyXwEKIt7YSkddpRGazZH
2zSmMMXDmQJMQhggs00z4Us5ThVX9InBRIPgmrjaaAalL2kqgSA1Fv2Ld7E2DLFnjltIC/3ksqfSGZ7A==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

QB10OxN8Xg

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/1thSJSGchcAerSSmXNbegNKbDJOﬂ

Una unlverSqufl d 2017-20 o



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/1hQfSJ5G1WccAwrRS5mXNbegNKbDj0j7

FACULTAD DE NUTRICION

Cuernavaca, Morelos, a 07 de junio de 2021.
Asunto: Voto aprobatorio.

MCS. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN
DIRECTORA DE LA FACULTAD DE NUTRICION, UAEM
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que en mi calidad de jurado para examen de grado
de la estudiante REBECA BETZAIRA VELAZQUEZ VILLADA de la Licenciatura en Nutricion,
he leido y revisado la tesis titulada: “EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE METFORMINA
SOBRE LA COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN UN MODELO
MURINO DE SINDROME METABOLICO.”, y considero que ésta cubre los requisitos

sefalados en los lineamientos de Titulacidon de la Universidad para tesis profesional. Por lo

tanto, la estudiante puede continuar con los tramites correspondientes para solicitar fecha de

examen.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE,

Dra. Delia Vanessa Lopez Guerrero
Profesora-Investigadora Tiempo Completo

Calle Iztaccihuatl NGm. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35 / academicanutricion@uaem.mx
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abiril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DELIA VANESSA LOPEZ GUERRERO | Fecha:2021-06-07 22:54:01 | Firmante
mJo6Sx03AIANE/0OBNA9t+SA0I3Y2bRxuxLgZICe8kVDKBVPPAzxq5VWWRNQbAUEAIk2xjJ3r7bJUu+aMNewJNTa3ut/GMdTLACCZdpwOoCW SRbI4GNVANXIswQY4p47LvD8z

5LK98xBxGnUO1cF+I9EOIa+iFjZvMIvumHt7mdU2BJVPzh9dpgZvBN9PbGeMn90IcQ9ebQUTWVYWNO54fQjtIpIx8e UW 2sdtes4Rskb6q4hZk2ThnQWrYUQdUnObP gFJ1P/+hkO
5uvNbaWHk8KNo3sENW7nKTBelC/exOTalgO20l/J5K6wLjgnBduJTAoFNGziFMuYplUXZoUFYw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

g9An65

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Ppa89Qg9dC57jlqlv3rKOkFIIdWHfPOH
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FACULTA
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE NUTRICION

Cuernavaca, Morelos, a 12 de octubre de 2021.
Asunto: Voto aprobatorio.

MCS. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN
DIRECTORA DE LA FACULTAD DE NUTRICION, UAEM
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que en mi calidad de jurado para examen de grado
de la estudiante REBECA BETZAIRA VELAZQUEZ VILLADA de la Licenciatura en Nutricion,
he leido y revisado la tesis titulada: “EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE METFORMINA
SOBRE LA COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN UN MODELO
MURINO DE SINDROME METABOLICO.”, y considero que ésta cubre los requisitos

sefialados en los lineamientos de Titulacion de la Universidad para tesis profesional. Por lo

tanto, la estudiante puede continuar con los tramites correspondientes para solicitar fecha de

examen.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE

Mtra. Ana lvonne Romero Roldan

Calle Iztaccihuatl Num. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35 / academicanutricion@uaem.mx



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ANA IVONNE ROMERO ROLDAN | Fecha:2021-10-12 12:09:04 | Firmante

KWaDZu6iNz2kTxRRVvGyGtdBeZ6KXaYI1v306Y 1/n5ANI7ANIOVz743TChpbWNwWAHLBGLX+xXKdknmoiC5P19aWR)jtx34CDeOzF+8UsObUGpSTEpYBDuUNf/DCgVvpFG8FVW
cgWz4NLwODDub13ylAJpUF+OWrRbXLxfKr+1ulbigMG7d8IDKyh3YXxT/VN4iPOWDp9RO4auEDxkC/Uyo+DpwvPonmBrzEwg6RmZzfgZS/JAkAafNGIU8gSCSfWsXc3W90s8nL
GwUz6NXE1W87HpgtBIN5G6z+1E3rEAVEKMdfarS6nCJp3r4SznQBy43K500NbfJeflubmX32rkscg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

KYDuHzN59

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/hosXIkbchNzV3FNMSTngcnSvmpRGwM
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE NUTRICION

Cuernavaca, Morelos, 20 de octubre de 2021.
Asunto: Voto aprobatorio.

MCS. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN
DIRECTORA DE LA FACULTAD DE NUTRICION, UAEM.
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que en mi calidad de jurado para examen de la
estudiante REBECA BETZAIRA VELAZQUEZ VILLADA de la Licenciatura en Nutricidén, he
leido y revisado la tesis titulada: “EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE METFORMINA
SOBRE LA COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN UN MODELO MURINO DE
SINDROME METABOLICQ”, y considero que ésta cubre los requisitos senalados en los

lineamientos de Titulacién de la Universidad para tesis profesional. Por lo tanto, la estudiante

puede continuar con los tramites correspondientes para solicitar fecha de examen.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE
MCS Liliana Karina Valencia Estanén.

Calle Iztaccihuatl Num. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 31504 35/ academicanutricion@uaem.mx
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

LILIANA KARINA VALENCIA ESTANON | Fecha:2021-10-20 20:27:56 | Firmante
L2fDzxdP9zelL.x92Nksqz8+yEKfyhCwjCIQSU4DSevk58A6tynFrSxKtLVHbKpOH3hILSbQn6Ha+txJU9AAXt3g1viKQWW8aQjheZv8+h60oL9utQjdBFPUEOk9krA9UCZMObSafKsr8
+gK5JNhOf5ZbB2iUqTYve+Un4UyPn1L7T2pBTt5p8rALOP3nLopXfCgz19LeT/CbplC1litUn34NIWgcrX/fuJ+5dxI507fBY950mZB3K3zPLdz6FYnWgIGW+7ipDJYyTKoY9INsSINFX
OcZdi6QtHHZ5gBXRPKVr1NfOSrIRLjAF/8RYeQIiCFnyanDPGgP3WWLgjh4yJkuObw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

cJ8Q1IOXG

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/umX798uEMpw5iy50WZ2m1Uyd1aQkUYRK
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE NUTRICION

Cuernavaca, Morelos, a 08 de septiembre de 2021.
Asunto: Voto_aprobatorio.

MCS. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN
DIRECTORA DE LA FACULTAD DE NUTRICION, UAEM
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que en mi calidad de jurado para examen de grado
de la estudiante REBECA BETZAIRA VELAZQUEZ VILLADA de la Licenciatura en Nutricion,
he leido y revisado la tesis titulada: “EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE METFORMINA

SOBRE LA COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN UN MODELO
MURINO DE SINDROME METABOLICO.”, y considero que ésta cubre los requisitos

sefialados en los lineamientos de Titulacién de la Universidad para tesis profesional. Por o

tanto, la estudiante puede continuar con los tramites correspondientes para solicitar fecha de

examen.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE,

Mtra. Alma Venosa Castanon

Calle Iztaccihuatl Nim. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350
Tel.(777) 32970 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@uaem.mx
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el

27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ALMA MARGARITA VENOSA CASTANON | Fecha:2021-10-14 21:50:28 | Firmante
j86y+yDBxFneuTHbwL5hYImH5tragnipNiyTgRnda9i0RMsVP8N/hsTPvIdKJJISwjCOI+CS3TvDoHGGNDYOabQNqlgND2Rkre9VB54VmOBar3gRIgoKkJyvgaz4z/3Kq30PhIDOWH

NcqjoYA+n/9Ued29GIimuCXSsUdBf/QwXwZRb73GRE4YDRpRI14KBd7C1LDkUCMuU92TRCC1pEQXXtNVU|52yx+7gTJaZyls8QN1Dsa3ciD5ZaqtEIBWOoFYMS1IrG AlcwOV1P
nOeLdAisL/qq3kp1L8YhUIgI9l/pkkuGMal0sZFcl8ZFRIfBEzXi6x1hOVWvyCcJi38XBPtg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica
o escaneando el cddigo QR ingresando la siguiente clave:

NByOghU9whttps://efirma.uaem.mx/noRepudio/2z0sol4JCZZ0A7c7bBjYbcQ3fD4V3tko
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