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RESUMEN

Antecedentes y objetivo: El aumento en la prevalencia de obesidad ha
propiciado la busqueda de regimenes dietéticos eficientes como es el caso de la
dieta cetogénica (DK); no obstante, se han reportado alteraciones en la
composcion de la microbiota intestinal al reducir la ingesta de fibra, con
resultados contraproducentes. El objetivo de esta investigacion fue determinar
los cambios en la composicion de la microbiota intestinal, quimica clinica, 8-
hidroxibutirato y composicion corporal posterior a la administracion de dieta

cetogénica. Material y métodos: se realizé un estudio cuasi-experimental, con
dos grupos: Grupo 1 (n=10) con obesidad IMC =30 kg/m? y Grupo 2 (n=10) peso

normal con indice de masa corporal (IMC) de 18.5-25 kg/m?. Se administr6 DK
isocaldrica durante 4 semanas, se realiz6é un analisis pre y post intervencion de
la composicién corporal, quimica clinica y la composicion de microbiota intestinal
con base en la diversidad alfa. Resultados: Grupo 1 peso inicial 92.12 +7.58 kg,
final 89.80 +8.47 (p=0.044); IMC inicial 33.5 kg/m2, final 32.6 kg/m2 (p=0.05),
glucosa, CT y HDL sin cambios significativos; TGL inicial 103.6 mg/dL, final 91.7
mg/dL (p=0.03); musculo esquelético inicial 25.4 kg final 24.6 kg (p=0.002), masa
grasa sin cambios significativos. Grupo 2 peso inicial 60.6 kg, final 59.4 kg
(p=0.17); quimica clinica y composicion corporal sin cambios significativos. Hubo
aumento significativo de B-hidroxibutirato sin llegar a niveles reportados de
cetosis nutricional. En ambos grupos predominaron 5 phyla: Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteriota y Verrumicrobiota. Los pricipales
geéneros fueron: Bacteroides, Prevotella y Faecalibacterium. La diversidad alfa,
incluyendo el indice de Shannon, diversidad filogenética de Faith y numero de
especies observadas, no se modificé por el tipo de dieta o peso corporal de
acuerdo con modelos lineales mixtos (p>0.05). Conclusién: la pérdida de peso
significativa de los participantes fue a expensas de musculo esquelético, no se
encontraron cambios significativos de la microbiota intestinal asociada al peso o

tipo de dieta de los participantes.
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a) Antecedentes

En las ultimas décadas, la cantidad de publicaciones acerca de la
microbiota ha crecido de forma exponencial, en gran medida debido a la mejora
en las técnicas de extraccion de ADN y las nuevas tecnologias de secuenciacion
masiva. Actualmente, sabemos que el cuerpo humano se encuentra
completamente colonizado por microorganismos. Este conjunto de
microorganismos distribuidos ya sea en cada superficie expuesta a ambientes
externos, como piel y mucosas (Gerritsen et al., 2011), o los expuestos al medio
interno como es el caso de los microorganismos que habitan el tracto digestivo,
(microbiota intestinal) se compone principalmente por bacterias y en menor
proporcion por arqueas, hongos vy virus (Chang & Lin, 2016). Tanto su genoma
(microbioma) como los productos de su metabolismo (metaboloma) (Clarke et
al., 2014) han sido importante objeto de investigacion al estar asociados al
desarrollo de enfermedades metabdlicas como obesidad (Gomes et al., 2018),
diabetes mellitus, sindrome metabdlico e higado graso no alcohdlico (Lau &
Wong, 2018).

Las funciones de la microbiota intestinal incluyen proteccion contra
patdgenos, por mecanismos como resistencia a la colonizacién y produccion de
compuestos antimicrobianos (Gerritsen et al., 2011); nutricional, al extraer
energia de polisacaridos no absorbibles, sintesis de vitamina B12, vitamina Ky
acido folico; e inmunologica que comprende desarrollo, maduracién y
mantenimiento del sistema inmune asociado a mucosas. La funcién de mayor
interés es la metabdlica, ya que los microorganismos producen numerosos
compuestos quimicos que son liberados al torrente sanguineo y actuan en sitios
distales, similar a lo que ocurre en 6rganos endocrinos. La microbiota, incluso,
produce neurotransmisores que actuan en el sistema nervioso central, como el
caso del acido gamma amino-butirico (GABA, por sus siglas en inglés) un potente
neurotransmisor inhibitorio que se produce por algunas especies de lactobacilos
(Barrett et al., 2012).
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Por otro lado, la prevalencia de obesidad (IMC 230kg/m?) (OMS, 2020) se

ha incrementado de forma alarmante a nivel mundial y particularmente en México.
Es una enfermedad que se caracteriza por un estado inflamatorio de bajo grado
(Cox et al., 2015) y un importante factor de riesgo para el desarrollo de patologias
como diabetes tipo 2, hipertension arterial e higado graso (Lau & Wong, 2018).
Por tal motivo, el uso de estrategias nutricionales con una rapida pérdida de peso
se han popularizado recientemente, tal es el caso de la dieta cetogénica en la
cual el consumo minimo de carbohidratos y en mayor proporcion grasa y
proteinas confiere pérdida de peso acelerada y mayor saciedad (Johnstone et al.,
2008) .

Durante afos, una de las principales indicaciones para uso el de la dieta
cetogénica fue para el control de epilepsia refractaria a tratamiento (Xie et al.,
2017), por su efecto sobre la sintesis de GABA,; en la actualidad, se utiliza con
mayor frecuencia en obesidad (Muscogiuri et al., 2019). Sin embargo, se ha
reportado un efecto deletéreo sobre la microbiota intestinal y su produccion de
metabolitos “protectores” como los acidos grasos libres de cadena corta (Russell
et al., 2011), entre ellos acetato, propionato y butirato, productos de la
degradacion de fibra dietética y algunos almidones (Canfora et al., 2015).
Durante la dieta cetogénica la cantidad ingerida de carbohidratos disminuye, por
lo tanto, el sustrato para la formacién de estos metabolitos es menor, que sumado
al estado proinflamatorio de la obesidad conduce a mayor permeabilidad
intestinal y disbiosis (Chang & Lin, 2016; Coppola et al., 2021).
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Desde la década de los 70°s los especialistas recomiendan reducciéon en
el consumo de grasa, debido a su asociacién con enfermedades metabdlicas
como obesidad, diabetes e higado graso; no obstante, la evidencia actual ha
demostrado que existe un efecto deletéreo cuando se consumen carbohidratos
altamente procesados. Este efecto se observo en paises occidentales donde en
la expectativa de vida disminuyé a la par del aumento en el consumo de
carbohidratos (Ludwig et al., 2018), por lo que las dietas bajas en carbohidratos,
como el caso de la dieta cetogénica, han cobrado relevancia, siendo indicacadas
principalmente en enfermedades neurolégicas como epilepsia (Ludwig et al.,
2018;A. Paoli et al., 2013).

En un estudio realizado por Xie et al. (2017) en 14 pacientes pediatricos
con epilepsia refractaria y 30 controles, aparentemente sanos, se encontré una
diferencia significativa en la diversidad de la microbiota intestinal entre los
pacientes y controles sanos, y una mayor diversidad en el grupo control, después
de una semana con dieta cetogénica. Sin embargo, el objetivo principal del
estudio fue el efecto terapéutico de la dieta sobre la epilepsia. Por otro lado,
Zhang et al. (2018) evalud los cambios en la diversidad de la microbiota intestinal
en 20 pacientes con epilepsia refractaria, posterior a 6 meses de dieta cetogénica
con una relacion 4:1 (grasa:proteina), 70% grasa, al menos un gramo de proteina
por kilogramo de peso, y observaron que los pacientes no presentaron
disminucién del peso corporal pero si se evidencio una reduccion de la riqueza y
diversidad alfa posterior a la dieta cetogénica en este grupo de pacientes. En otro
estudio realizado en 12 pacientes pediatricos con epilepsia resistente a terapia,
se administro dieta cetogénica durante 3 meses pero no encontraron cambios

significativos en la diversidad de la microbiota intestinal (Lindefeldt et al., 2019).

Estudios experimentales realizados en roedores sanos, en los que se les
administré una dieta cetogénica (grasa 75%, proteina 8.6%, fibra 4.8%, 3.2%
carbohidratos) a 9 roedores y se usaron 10 controles. Ambos grupos recibieron
la misma cantidad en gramos totales, cada grupo con diferente proporcion de
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macronutrientes. Los resultados mostraron pérdida de peso y menor nivel de
glucosa sérica, en el grupo de dieta cetogénica, a pesar de que, fueron roedores
sanos. En el analisis de la microbiota intestinal se determin6é una disminucion
significativa de la diversidad alfa, con aumento de especies benéficas como
Lactobacillus y Akkermansia muciniphila, esta ultima relacionada con mejoria en
la sensibilidad a la insulina. De igual importancia, se encontré una disminucion
de Desulfovibrio y Turicibacter géneros de microbiota proinflamatoria asociados
con enfermedad inflamatoria intestinal (Ma et al., 2018).

Un estudio piloto, en 33 pacientes obesos, utilizé un programa comercial
de pérdida de peso, con modificacion de estilo de vida y conducta. Este estudio
consistidé en una primera fase de dieta cetogénica muy baja en carbohidratos (2
meses), incluyendo un alimento estandarizado de proteina con alto valor
bioldgico (600-800 kcal/dia), seguido de una segunda fase (2 meses) con dieta
baja en calorias (800-1500 kcal/dia) y uso de simbidticos. Se evalud la
composicidn corporal y los cambios en la microbiota intestinal encontrandose un
aumento en la diversidad de la microbiota intestinal en la primera etapa, lo cual
se atribuyo directamente a la importante pérdida de peso en los pacientes mas
que al tipo de dieta en si. En la segunda etapa, con dieta baja en calorias y
administracion de simbidticos, las diferencias en la microbiota no fueron
significativas (Gutiérrez-Repiso et al., 2019). Sin embargo, al ser un estudio piloto
se requiere de mayor investigacion en pacientes con obesidad.

Por otra parte, en un estudio reciente, no aleatorizado, donde se evaluaron
tres estrategias nutricionales para el control de la obesidad: dieta mediterranea
hipocaldrica (21 pacientes), dieta cetogénica muy baja en calorias (18 pacientes)
y cirugia bariatrica con manga gastrica (22 pacientes) y cuyo objetivo fue
identificar un patron en la microbiota intestinal posterior a la pérdida de peso,
encontraron que cada régimen dietético tenia un patron distinto. Ademas, y

aunque no fue el objetivo del estudio, observaron un aumenté de la diversidad
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alfa posterior a la estrategia nutricional en los pacientes con dieta mediterranea

hipocaldrica (Gutiérrez-Repiso et al., 2021).

En un estudio realizado sobre dieta cetogénica en personas con peso
adecuado, sin restriccion caldrica, se evaluo el impacto de la misma en un periodo
de 6 semanas sobre la actividad fisica, composicion corporal y parametros
bioquimicos. Un total de 42 pacientes completaron el estudio, y a pesar de
mantener el mismo aporte calorico, se identificd una reduccion estadisticamente
significativa en el peso corporal. En el perfil de lipidos los triglicéridos y C-HDL
se mantuvieron sin cambios significativos, sin embargo si hubo aumento
significativo de C-LDL. También se observé que la actividad fisica no tuvo un
impacto significativo. En dicho estudio no se evalud el impacto de la dieta sobre
la microbiota intestinal (Urbain et al., 2017).

En otro estudio aleatorizado, cruzado, con periodo de lavado de 15
semanas, se evaluo el efecto de una dieta cetogénica en mujeres con peso
normal comparada con su dieta habitual. El objetivo fue evaluar el efecto sobre
el perfil lipidico y riesgo cardiovascular. Completaron el estudio 17 participantes
de 24 que iniciaron el estudio y se encontr6é un aumento significativo de C-LDL y
apolipoproteina B100. En éste estudio tampoco se evalud el impacto de la dieta
sobre la microbiota intestinal (Burén et al., 2021).

b) Justificacion
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La obesidad es uno de los problemas metabdlicos cuya prevalencia
continua en aumento alrededor del mundo (Kelly et al., 2008) (Organizacion
Mundial de la Salud, 2020). Entre los factores de riesgo principales para su
desarrollo encontramos un estilo de vida sedentario y un tipo de dieta con alta
ingesta de alimentos procesados, ricos en grasas saturadas de origen animal y
azucar refinado (Haslam & James, 2005). Dentro de las estrategias para el
manejo de obesidad destacan las intervenciones nutricionales, que son la
primera linea de tratamiento, tales como dietas basadas en restriccion calorica
caracterizadas por una menor ingesta de alimentos que promueve la pérdida de
peso, sin embargo esta dieta se asocia con poco apego por parte de los
pacientes. Cabe mencionar que no existe un consenso sobre cual es el protocolo
mas efectivo a corto y largo plazo (Pagés-Puigdemont & Valverde-Merino, 2018).
La dieta cetogénica ha tenido un rol terapéutico en epilepsia refractaria y las
enfermedades neurodegenerativas (Xie et al., 2017). En afios recientes, este tipo
de dieta se ha empleado también para tratar la obesidad, debido al bajo consumo
de carbohidratos y a la sensacion de saciedad, secundaria a la alta ingesta de
lipidos y proteinas (Muscogiuri et al., 2019); sin embargo, los estudios realizados
evaluando cambios en la microbiota intestinal son todavia pocos (Gutiérrez-
Repiso et al., 2019) y la mayoria de ellos han sido realizados en pacientes con
enfermedades subyacentes obteniéndose resultados heterogéneos (Xie et al.,
2017)(Zhang et al., 2018). Algunos de estos resultados han mostrado
disminucién de la diversidad en la microbiota, o que, aunado a la disbiosis
causada por la obesidad, pudiera tener consecuencias negativas en estos
pacientes, como el aumento de permeabilidad intestinal, la translocacién
bacteriana que desencadena mayor respuesta inflamatoria, la exacerbacién de
disbiosis y la produccion de metabolitos dafinos (como las nitrosaminas)
asociados a enfermedades cardiovasculares y metabolicas. Por todo esto, se
requiere mayor evidencia que permita a los profesionales de la salud tomar una
mejor decision en qué tipo de poblacion recomendar este régimen dietético (Rohr
et al., 2020).
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El uso cada vez mas frecuente de la dieta cetogénica en todo tipo de
poblacidn, principalmente jovenes sin obesidad y, en la mayoria de los casos, sin
supervision por un profesional en nutricion, crea la necesidad de aumentar la
investigacion y evaluar el efecto que dicha estrategia nutricional tiene en
diferentes poblaciones. Utilizando métodos mas eficientes de extraccién de ADN
a partir de heces fecales y las nuevas técnicas de secuenciacion, se facilita la
caracterizacion de la microbiota intestinal previa y posterior a la estrategia

nutricional, permitiendo determinar los cambios que la dieta provocaria.

El disefio de una dieta cetogénica personalizada y basada en el
requerimiento calorico de cada participante, permitira mayor apego a la misma.
Teniendo en cuenta que el objetivo de la investigacion no es la pérdida de peso,
es importante realizarla en poblacion con peso normal, ya que se esperaria que
esta poblacion tuviera eubiosis, pues la dieta cetogénica pudiera ser un factor de
riesgo para desencadenar disbiosis. Por otro lado, es importante aumentar la
investigacion en poblacion con obesidad, ya que, hasta la fecha, los resultados
de los pocos estudios realizados han sido discrepantes, por lo que se requiere
mayor informacion que sustente su uso en este tipo de pacientes, o bien, que los

datos sean contundentes para evitar su recomendacion.

c) Hipotesis

Después de un mes de consumo de dieta cetogénica, se presentara
disminucion de diversidad de especies bacterianas intestinales y variacion en la
composicidn corporal, valores en glucosa sérica y perfil lipidico, en pacientes con
y sin obesidad.

d) Objetivo General
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- Evaluar el efecto de una dieta cetogénica isocalérica administrada
durante 4 semanas, sobre la composiciéon corporal, la composicion de la
microbiota intestinal, la concentracion de glucosa y el perfil de lipidos en sangre,
en pacientes con obesidad y sin obesidad.

Objetivos Especificos:

En dos grupos de voluntarios uno con IMC de 18.5 kg/m? — 25 kg/m? y otro con
IMC > 30kg/m?.

- Cuantificar la concentracidn de beta-hidroxibutirato sérico a través
de un ensayo de ELISA, previa y posterior a la administracion de dieta cetogénica
isocaldrica para determinar la generacion de cuerpos cetdnicos como producto
de la estrategia nutricional.

- Determinar los cambios en la composicidn de la microbiota
intestinal después de 4 semanas de dieta cetogénica isocalorica, para observar
los cambios de diversidad de la microbiota intestinal mediante la extraccidén de
ADN bacteriano de muestra de heces, seguido de secuenciacion ARNr 16S,
antes y después de la dieta cetogénica.

- Realizar mediciones antropométricas clinicas y por bioimpedancia
(SECA), antes y después a la administracion de la dieta cetogénica isocaldrica
durante cuatro semanas para determinar la composicién corporal.

- Analizar los cambios en glucosa sérica y perfil lipidico incluyendo
colesterol total, triglicéridos, C-HDL, C-LDL, para determinar los cambios en la
bioquimica clinica de los pacientes antes y después de la intervencion con dieta

cetogénica isocaldrica durante cuatro semanas.
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CAPITULO Il
TEORIA GENERAL
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a) Microbiota generalidades

El estudio de la microbiota en términos generales es una de las areas de
la Biologia que ha tenido un crecimiento exponencial en los ultimos afos, siendo
un tema de interés para diversas disciplinas. Todo ello ha sido posible gracias a
la mejora en las técnicas de secuenciacion y extraccion de ADN. Para el estudio
del tema, es necesario definir algunos términos como microbiota, microbioma y
metaboloma. El microbioma se refiere a la poblacion de microorganismos vivos
en un nicho en particular, en nuestro caso a nivel intestinal; el microbioma se
refiere al genoma completo de la microbiota y el metaboloma consiste en el
conjunto de metabolitos que pueden ser sintetizados o incorporados, en este
caso, por la microbiota (Lavelle & Hill, 2019).

El rol de la microbiota intestinal en el huésped es esencial y ha sido
demostrado en diversos estudios en animales no colonizados, es decir, libres de
microbiota, en comparaciéon con animales colonizados, donde las principales
funciones de la microbiota son su contribucion a la digestion. En estos estudios
se ha observado que los animales libres de gérmenes requerian un mayor aporte
caldrico, haciendo evidente que la microbiota extrae micro y macronutrientes de
la dieta que las células intestinales no tienen la capacidad de absorber. Se han
documentado ademas cambios en la fisiologia, como alteracion en la motilidad
intestinal, observandose que se encontraba mayormente disminuida en los
animales no colonizados, ademas se han descrito cambios anatémicos que
incluyen mucosa y capas musculares mas delgadas, menor vascularidad vy, lo
mas relevante, un sistema inmune inmaduro en los animales libres de gérmenes,
lo cual los hace susceptibles a contraer un mayor numero de enfermedades (Ba
et al., 2007).
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Factores prenatales: Factores Natales: Factores Postnatales:

Placenta

Tipo de parto Antecedentes familiares

Edad gestacional Dieta materna
Area geografica
Ablactacion

Figura 1. Colonizacion del tracto digestivo por microbiota intestinal.

Adaptada de Milani et al; The First Microbial Colonizers of the Human Gut: Composition,
Activities, and Health Implications of the Infant Gut Microbiota (Christian Milani, Sabrina Duranti,
Francesca Bottacini et al., 2017)

La colonizacion del intestino humano por la microbiota inicia posterior al
nacimiento, interviniendo diversos factores que contribuyen a la formacion de un
microbioma especifico para cada individuo y dinamico a lo largo de la vida. Entre
estos factores se encuentran los perinatales, como el tipo de parto, que
contribuye a la composicion temprana de la microbiota. Si el parto es por via
vaginal se tiene mayor contacto con la microbiota de la madre, tanto vaginal como
fecal, en comparacion con el parto por cesarea en los que la colonizacion es
principalmente por la microbiota de la piel de la madre e incluso hospitalaria. La
edad gestacional al nacimiento se ha considerado durante afios como el principal
determinante para desarrollo de microbiota en la edad adulta, sin embargo, se ha
descartado, aunque sin dejar de ser un factor relevante, pues la mayoria de los

neonatos prematuros poseen una microbiota compuesta de bacterias
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predominantemente gram positivas, y presentan riesgo de desarrollar
complicaciones severas como colitis necrosante. El tipo de alimentacion es de
suma importancia en la colonizacion temprana del intestino, la alimentacion con
leche materna provee una mezcla de nutrientes, agentes pro y antimicrobianos
esenciales en la funcion gastrointestinal; por otro lado, los lactantes que son
expuestos a las formulas lacteas tienen una composicion totalmente distinta. La
ablactacion es el factor mas importante para el cambio de microbiota que se
asemeja a la microbiota de adultos, con un cambio total a los 3 anos de edad
(Figura 1) (Lavelle & Hill, 2019; Yatsunenko et al., 2012).

b) Microbiota normal

Es dificil una definicion de “microbiota intestinal normal” puesto que la
microbiota es diferente en cada ser humano y es altamente dinamica,
presentando una variabilidad que puede ser inherente al huésped o dependiente
de factores ambientales. Con las nuevas técnicas de secuenciacion de acido
desoxirribonucleico ribosomal (ADNr) y el enriquecimiento de las bases de datos
de microbiomas se ha producido un gran avance, pudiéndose caracterizar la
microbiota en un gran numero de sujetos sanos y evidenciando las diferencias
entre ellos. Actualmente se reconoce que la riqueza de especies y su diversidad
son las caracteristicas principales en sujetos sanos. Ambas particularidades se
determinan mediante indices de biodiversidad alfa como el indice de Shannon
que evalua la riqueza y abundancia de una especie en un nicho ecoldgico
determinado y el indice de Chao que evalua la representatividad de las especies.
(del Campo-Moreno et al., 2018; Flores, 2012). En adultos la cantidad de
bacterias oscila entre 10" y 10" por gramo de heces, y se pueden encontrar
entre 500 y 1000 especies, dominando los phyla Bacteroidetes cerca de 25% y
Firmicutes alrededor de 60%. En menor proporcion se encuentran
Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Cyanobacteria y
Spirochaetes. La microbiota cambia significativamente de acuerdo a la regidn
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geografica, y ya ha sido demostrado que la poblacion que consume mayor
cantidad de proteinas y alimentos industrializados presenta una disminucion de
la diversidad y diferentes especies (Yatsunenko et al., 2012). En pacientes
obesos, la proporcion Firmicutes-Bacteroidetes se ha reportado alterada en
algunos estudios, encontrando una alta abundancia de Firmicutes. Diferentes
especies de Bacteroidetes se encargan de la digestién de almidones y fibras para
la produccion de energia, por lo tanto, los habitos alimenticios de pacientes
obesos son en gran medida la causa de la disbiosis. En estudios realizados en
roedores se encontrd que la microbiota con fenotipo de obesidad fue transmitida
con facilidad entre los roedores que vivian juntos. Ademas se vio que al
trasplantar microbiota fecal de roedores obesos a roedores con peso normal
estos ultimos desarrollaban obesidad y que la misma cantidad de alimentos en
ambas cohortes provocaban obesidad en el grupo de roedores con fenotipo de
obesidad, concluyendo que el tipo de microbiota tiene la capacidad de extraer y
proveer mayor energia al huésped en comparacion con los que tienen microbiota

normal (Torres-Fuentes et al., 2017).

c) Obesidad

La prevalencia de sobrepeso y obesidad ha crecido de forma alarmante
en las ultimas décadas, frecuentemente subestimada, tanto por profesionales de
la salud, como de las mismas personas que la padecen. Las causas de la alta
prevalencia de obesidad son diversas y van desde las politicas de salud en cada
pais, con programas ineficientes de prevencion y tratamiento, falta de recursos
humanos e insumos, al poco interés de los pacientes, por desconocimiento de
que es un problema médico, asi como por la apariciébn tardia de las
complicaciones o bien, la falta de reconocimiento oportuno por parte del personal
médico (Haslam & James, 2005). Estudios epidemioldgicos han citado al
sobrepeso y a la obesidad como factores de riesgo para el desarrollo de diabetes,
hipertension arterial, enfermedades cardiovasculares, cancer y muerte
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prematura, convirtiéndose en un problema de salud publica a nivel internacional,
por lo que el mantenimiento de un peso saludable es el principal objetivo en la
prevencion (Guh et al., 2009).

El beneficio de la actividad fisica vigorosa principalmente en la salud
cardiovascular es conocido desde la década de los 50 (Halle, 1953).
Posteriormente se han descrito multiples beneficios del ejercicio fisico desde
psicologicos a fisicos que contribuyen principalmente al mantenimiento del peso
corporal, sin embargo, para pérdida de peso el beneficio es modesto 5-10%,
convirtiendo a la dieta en el principal factor, dato conocido desde hace varias

décadas y el cual ha permanecido sin cambio (Erlichman et al., 2002).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), define sobrepeso y obesidad
como la acumulacion excesiva o anormal de grasa en el cuerpo, secundario al
desequilibrio entre las calorias ingeridas y su gasto. Dentro de los indicadores
para definir el sobrepeso, el indice de masa corporal (IMC) es el mas utilizado y
se calcula al dividir el peso de una persona (expresado en kilogramos) por la talla
al cuadrado (expresada en metros), kg/m2. En adultos de acuerdo con la OMS,
la obesidad corresponde a un IMC >30 kg/m?, el sobrepeso a un IMC 25-30 kg/m?
y el IMC normal <25 kg/m?. La prevalencia de obesidad en 2016 fue de 13% a
nivel internacional, para poblacién adulta mayor de 18 afos (Organizacion
Mundial de la Salud, 2020).

En un estudio realizado en el afio 2005 con muestras de 106 paises y una
representacion de 88% de la poblacion global, se encontrdé una prevalencia de
sobrepeso en el 23.2% y obesidad en el 9.8% (396 millones) de la poblacion
adulta y se proyectd que en el 2030 habria 573 millones de obesos y de no
contarse con programas de salud publica adecuados la cifra podria superar el
billon de casos (Kelly et al., 2008)

En México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de
2018 (ENSANUT), la prevalencia en adultos de 20 afios y mas con sobrepeso y
obesidad es de 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad), aumentando con
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respecto a lo reportado en 2012 en un 71.3 % (Instituto Nacional de Salud
Publica, 2019).

Microbiota intestinal y obesidad

La relacidn entre microbiota intestinal y obesidad ha sido descrita en
diversos estudios experimentales realizados en roedores libres de gérmenes, los
cuales se colonizaron con microbiota proveniente de roedores obesos y otro
grupo con microbiota de roedores con peso normal. Al alimentar de la misma
manera a ambos grupos, los colonizados con microbiota proveniente de roedores
con obesidad, desarrollaron obesidad, destacando la capacidad de extraccién de
energia por parte de la microbiota, independientemente de la dieta (Ba et al.,
2007).

Los microorganismos y su funcion son objeto de estudio en diferentes
disciplinas, sin embargo, al estar estrechamente ligados con la alimentacion y
debido al alto impacto en salud publica, tanto la obesidad como sindrome
metabdlico, son prioridad en materia de investigacion. Los metabolitos que
producen a partir de alimentos pueden ser benéficos o dafinos, dependiendo del

tipo de alimentacion del huésped (Turnbaugh et al., 2006).

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) como el butirato, propionato y
acetato, son resultado de la fermentacién de carbohidratos no digeribles, como
la fibra dietética y almidones, que al permanecer en el intestino son accesibles
para la microbiota y representan la mayor fuente de carbono proveniente de la
dieta (Figura 2). La relacion entre la ingesta dietética, y la diversidad de la
microbiota, entender su funcidn y significancia en la salud humana es un area de
investigacion muy activa en la actualidad. Las funciones atribuidas a los AGCC
oscilan desde locales hasta sistémicas. Localmente el butirato es un sustrato para
el mantenimiento de la integridad de la mucosa colonica y una fuente importante

de energia utilizada por los coloncitos; otra funcion atribuida es la integridad de
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las uniones intercelulares estrechas en la barrera intestinal, junto con las
proteinas de unién, lo cual representa una importante via de comunicacién entre
el lumen intestinal y el sistema portal sistémico. El incremento de la permeabilidad
intestinal, cuando estas barreras se pierden, permite la translocacién bacteriana
y/o componentes de la pared celular de bacterias como lipopolisacaridos (LPS),
desencadenando la cascada inflamatoria con activacion de macréfagos y
produccion de citocinas inflamatorias e infiltracion por neutréfilos, situacion
conocida como inflamacion de bajo grado que ha sido asociada a obesidad y
resistencia a la insulina, con sus complicaciones a largo plazo como son la
Diabetes Mellitus y el Sindrome Metabdlico. (Morrison & Preston, 2016, Antonio
Paoli et al., 2019).

La cuantificacion de AGCC en heces humanas no han mostrado
resultados concluyentes ya que la cuantificacién por esta via no es apropiada
para estimar la produccién en el colon proximal. Por lo tanto, se sugiere el estudio
de la microbiota intestinal. La produccién de propionato a pesar de estar
distribuida en un gran numero de phyla es dominada por pocos géneros
bacterianos. Dentro de las especies mas reconocidas se encuentra Akkermansia
muciniphila identificada como un productor clave de propionato y mucina
degradadora de microorganismos. Por otro lado, pocas especies han sido
identificadas como productoras de butirato y se encuentra dominada por
Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale, Eubacterium halii y R. bromii.
En patologias autoinmunes, como artritis psoriasica y enfermedad inflamatoria
intestinal, se ha identificado disminucion de la diversidad bacteriana, menor
abundancia de F. prausnitzii y pérdida de la produccion de butirato con dafio al
epitelio intestinal (De Vadder et al., 2014). Este fendomeno de pérdida de
diversidad microbiana se conoce como disbiosis. Existen factores de riesgo
conocidos para el desarrollo de disbiosis como son el uso de antibidticos, los
trastornos metabdlicos y la obesidad. No obstante, la dieta occidental alta en
carbohidratos y grasas, con baja cantidad de fibra, se ha asociado también con
una reduccion en la produccién de AGCC, producto del crecimiento bacteriano
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relacionado a inflamacion cronica entre los que destacarian géneros anaerobios
como Escherichia, Proteus y Klebsiella (Rinninella et al., 2019). De forma similar,
en paises desarrollados, las tasas de obesidad, enfermedades cardiovasculares
y cancer son mayores que en paises en desarrollo, lo cual se ha asociado con el
tipo de dieta (Dao & Clément, 2018).

Dieta occidental
Alta en azlvar y grasa
Baja en fibra

Dieta mediterranea/Vegetariana/ Vegana

Aumento de fibra -
Higiene

Efecto positivo Efecto Negativo

Pre/Probioticos Antibioticos

Tabaquismo

Alimentos fermentados .
Alcoholismo

Figura 2. Factores que promueven o inhiben la formacion de acidos grasos de cadena corta.

Adaptada de Coppola et al; The Protective Role of Butyrate against Obesity and Obesity-
Related Diseases. (Coppola et al., 2021)

d) Dieta cetogénica

La dieta cetogénica se ha utilizado principalmente para el control y
tratamiento de la epilepsia refractaria. EI mecanismo por el cual funciona se debe
a la estimulacion del crecimiento de bacterias con capacidad de produccién de
compuestos neuroactivos como el acido gamma-amino-butirico (GABA), el
principal neurotransmisor inhibitorio en mamiferos. Asimismo, la exclusién de
esta dieta de alimentos como la fibra, puede impactar de forma negativa a la

microbiota intestinal. Algunos estudios realizados en pacientes con epilepsia y
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uso de dieta cetogénica han mostrado una disminucion significativa en la
diversidad microbiana, similar a lo que ocurre en enfermedad inflamatoria

intestinal o enfermedades metabdlicas como diabetes (Antonio Paoli et al., 2019).

La caracteristica que define la dieta cetogénica es la reduccién en el
consumo de carbohidratos, de una ingesta promedio de 50% de las calorias
totales, hasta un 5% de las calorias ingeridas y como principal macronutriente
grasa = 70% (Figura 3). Al ser reemplazados los carbohidratos por lipidos, los
picos posprandiales de glucosa e insulina sérica disminuyen, incrementa la
concentracion de glucagon, permitiendo la obtencidn de energia mediante
oxidacion de las grasas. Ese cambio metabdlico se asocia a menor estrés
oxidativo y respuesta inflamatoria por la dieta, reduccion de la resistencia a la
insulina y mejoria del sindrome metabdlico. Este fendmeno es conocido como
cetosis nutricional, en la que los cuerpos cetdnicos producto de estrés oxidativo
aumentan sus concentraciones séricas, en el caso de B-hidroxibutirato los niveles
séricos en condiciones normales se encuentra por debajo de 0.1mM y en cetosis
nutricional aumenta de 0.5 mM a 5 mM; lo cual difiere con la cetoacidosis
diabética cuya concentracion se encuentra por arriba de 10mM (Ludwig et al.,
2018). Los niveles de cetonas en general durante la cetosis nutricional oscilan
entre 7-8 mM (A. Paoli et al., 2013).

Al mismo tiempo, se ha investigado sobre el efecto de la dieta cetogénica
en los niveles séricos de lipidos, puesto que al aumentar la proporcidn ingerida
de grasa pudiera esperarse un aumento de estos. Sin embargo, algunos estudios
han encontrado aumento no significativo de C-LDL y por otro lado, los niveles de
colesterol y triglicéridos han permanecido estables (Urbain et al., 2017, Burén et
al., 2021).
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Figura 3.Dieta cetogénica: = 70% de grasa, 25% proteina, 5% carbohidrato.

Adaptada de https://www.biocyte.com/en/content/185-keto-diet

Dieta cetogénica y microbiota

Las alteraciones que sufre la microbiota intestinal posterior a la dieta
cetogeénica y su investigacion ha crecido a la par que los nuevos métodos en la
caracterizacion de la microbiota. Cabe senalar que la mayoria de las
investigaciones se centran en pacientes con enfermedades neuroldgicas, donde
el régimen dietético tiene una indicacion clara. En dicha poblacion algunas
investigaciones muestran que hay una disminucion de la diversidad bacteriana
secundario a la disminucién en la ingesta de carbohidratos, con menor numero
de bacterias que producen energia a partir de los carbohidratos accesibles a
microbiota. Sin embargo, metabolicamente se ha registrado la disminucién de

glucosa sérica y niveles de insulina. Las especies bacterianas encontradas en
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mayor numero son Akkermansia muciniphila y Lactobacillus, ambas productores
de AGCC, lo que supondria un efecto benéfico para el organismo, no obstante,
los resultados no han sido consistentes y existe una carencia de estudios
aleatorizados con una muestra representativa (Reddel et al., 2019).

Mas alla de las enfermedades neuroldgicas, el interés sobre la dieta
cetogénica en el contexto de sobrepeso y obesidad ha crecido de forma
importante, debido a que provoca una subita pérdida de peso al disminuir la
ingesta de carbohidratos. Los resultados de muchas dietas en el control de peso
de forma cronica no son alentadores debido a la baja adherencia, sin embargo,
esta estrategia nutricional se ha llevado a cabo con personas con peso adecuado
e incluso en atletas que desean mantener un peso saludable. Los estudios en
pacientes con peso adecuado y dieta cetogénica se han enfocado en las
alteraciones metabdlicas y la mayoria no han incluido el estudio de la microbiota
intestinal. Por lo que, se desconoce si el uso de dieta cetogénica en poblacion
sana pudiera desarrollar disbiosis.

Adherencia a la dieta

La principal estrategia para el manejo de la obesidad es dietética pero la
escasa motivacion y discreta pérdida de peso conducen a una falta de apego. En
general una adherencia al régimen dietético se considera satisfactoria en 80%
(Haslam & James, 2005). Para la valoracién de la adherencia, tanto a tratamiento
médico como a régimen dietético, existen varios métodos de acuerdo con un
articulo de revision reciente de Pagés-Puigdemont et al. (2018). Estos métodos
los podemos dividir en directos, en el caso de los farmacos, midiendo los niveles
séricos y en indirectos, basados en entrevistas y cuestionarios. De los métodos
indirectos, los autoadministrados han demostrado ser una herramienta adecuada
(Pagés-Puigdemont & Valverde-Merino, 2018), por ser sencilla, facil de aplicar y
barata y en la mayoria de los casos, los cuestionarios son disefiados por los
mismos investigadores (Martinez et al., 2016). Existen diversos estudios que los
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han validado y apoyan su uso, los cuales se han realizado en poblacién con
alimentacion controlada por el investigador y por la noche se les pide a los
participantes que llenen un diario de alimentacion que incluya los alimentos y
bebidas ingeridos, asi como porciones consumidas. Los resultados de este tipo
de estudios han sido satisfactorios y se recomienda minimo un registro de tres
dias a la semana para valorar la asociacion entre lo consumido y lo reportado,
considerandose adherencia adecuada si se cumple un 80% de apego. Cabe
sefalar que dichos diarios tienen una correlacién adecuada con las entrevistas
telefonicas realizadas por el equipo investigador, aunque no son perfectos pues
dependen del participante, sin embargo se consideran una herramienta util por
su factibilidad y bajo costo (Kirkpatrick et al., 2014; Rosa M. Ortega et al., 2015).

e) Composicién corporal

Mas alla de la antropometria y del céalculo de IMC, la evaluacion de la
composicidon corporal mediante técnicas validadas como impedancia bioeléctrica
y pletismografia con desplazamiento de aire han cobrado importancia debido a
su mayor exactitud, ya que algunos pacientes con un IMC similar presentan
distinto porcentaje de tejido graso. Ambas son técnicas validadas en poblacion
mexicana y tienen la ventaja de ser no invasivas, son faciles de realizar, rapidas
y sin exposicion a radiacion (Macias et al., 2007). La impedancia bioeléctrica
consiste en administrar una corriente eléctrica de muy baja intensidad, mediante
electrodos tactiles tetrapolares. El alto contenido de agua en musculo, hueso y
vasos sanguineos permite la conduccion eléctrica. Por otro lado, la baja
conductividad eléctrica en tejido graso permite la estimacion de masa grasa y
masa libre de grasa, como el musculo esquelético. El sistema cuenta con un
software que realiza la estimacién del volumen corporal total y la proporcion de

agua corporal, tejido graso y tejido libre de grasa (Hailee L. Wingfield et al., 2014).
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Figura 4. Niveles de composicion corporal. Adaptada de Wang et al; 1992.

35



CAPITULO 1l
PARTE EXPERIMENTAL
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a) Diseiio del Estudio
Cuasiexperimental
b) Poblaciéon

Se reclutaron voluntarios invitados mediante redes sociales y pacientes
que acudieron al Centro de Atencion Integral en Salud (CAIS) en el periodo
comprendido entre agosto de 2021 y mayo de 2022, dentro de las instalaciones
de la Universidad Autbnoma de Baja California Campus Tijuana.

1. Muestreo

Se realizé un muestreo no probabilistico, por conveniencia, con un total de
20 participantes, distribuidos en dos grupos de acuerdo con el indice de masa
corporal. Todos los participantes cumplieron los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:
Edad: 18-60 afios
indice de masa corporal 18.5 a 25 kg/m? y >30 kg/m?

Los participantes no presentaron ninguna condicion congénita o adquirida que
por su naturaleza alterase las caracteristicas de la microbiota intestinal, como
enfermedades cronico-degenerativas o el uso de antibidticos o probidticos,
descritas en el ANEXO 1.

Criterios de exclusion:

Personas que se encontraron bajo un régimen alimenticio especifico como dieta

libre de gluten, vegana, vegetariana, ayuno intermitente.
Glucosa mayor de 126 mg/dL detectada en estudios basales
Uso de diuréticos

Colesterol sérico total >220mg/dL detectado en estudios basales.
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Criterios de eliminacion
Pacientes con uso de antibidticos durante el estudio.

Presencia de diarrea aguda, definida como tres o mas episodios de

evacuaciones disminuidas en consistencia, bristol 7, durante el estudio.

Falta de adherencia a la dieta, evaluada mediante recordatorio de 24
horas, con base en llamadas telefonicas realizadas dos dias entre semana y una
en fin de semana, de manera aleatoria. Con los datos obtenidos se calcularon
equivalentes de carbohidratos y se eliminaron los participantes que ingirieron una
proporcion >20% de carbohidratos.

Los voluntarios que cumplieron los criterios de inclusion recibieron
informacion completa sobre el estudio y otorgaron su consentimiento por escrito,
de acuerdo con los lineamientos del Comité de Bioética de la Facultad de
Medicina y Psicologia de la Universidad Autbnoma de Baja California (ANEXO
2).

2. Asignacion de grupo
Los participantes que aceptaron participar se asignaron a uno de los dos
grupos de acuerdo con el indice de Masa Corporal (IMC).
Grupo 1
Pacientes con obesidad de acuerdo con la definicibn de la OMS
(Organizacién Mundial de la Salud, 2020) IMC> 30kg/m?
Grupo 2

Voluntarios sin obesidad con IMC 18.5- 25 kg/m?
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c) Intervencion.
1. Historia clinica y antropometria

Se realiz6 una historia clinica a cada uno de los participantes (ANEXO 6),
ademas los voluntarios llenaron un informe sobre el promedio mensual de

consumo de carbohidratos, grasas y proteinas (ANEXO 4).
2. Peso, talla, indice de masa corporal (IMC) y circunferencia de cintura

La medicion se realizé de acuerdo con estandares internacionales. Para
el peso corporal se utilizd una bascula portatil electronica marca Tanita, el
participante portd la menor cantidad de ropa posible y sin zapatos, se le pidi6 que
subiera a la bascula colocando los pies paralelos en el centro, de frente al
examinador. El participante se mantuvo erguido, con la vista hacia el frente, sin

moverse y los brazos con caida natural hacia los lados.

La talla se midid usando un estadimetro portati marca Seca. El
participante se colocé de pie con los talones juntos y los pies formando un angulo
de 45 grados. Los talones, gluteos y region occipital estuvieron en contacto con
la superficie vertical del estadimetro, metiendo la cabeza en el plano de Frankfort
(Madden & Smith, 2016).

El calculo de indice de masa corporal (IMC) se realizé de acuerdo con la
siguiente férmula IMC= peso expresado en kilogramos dividido por talla
expresada en metros al cuadrado (IMC=kg/m?).

La circunferencia de cintura se midi6 con cinta antropométrica marca
Seca, modelo 201, con el paciente en posicion de pie, al final de la espiracion,

sobre la linea axilar y en el punto medio entre el reborde costal y la cresta iliaca.

Las mediciones se realizaron de forma basal y posterior a inicio de
intervencion en los dias 7, 14, 21 y 28.
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3. Composicién corporal

Se determiné composicion corporal a todos los participantes mediante
bioimpedanciometria eléctrica, con equipo SECA mBCA 525 (medical Body
Composition Analyzer), de acuerdo con el protocolo recomendado por el
fabricante (ANEXO 3). Se registro el porcentaje de masa grasa, indice de masa

grasa y masa de musculo esquelético.

La medicidn se realiz6 de forma basal y al terminar los 28 dias de

intervencion.
4. Recoleccion de muestra de sangre venosa y quimica clinica

En ayuno de 12 horas, se tomaron muestra de sangre venosa a primera
hora de la mafana, 10 mL para determinar glucosa sérica, perfil de lipidos que
incluyo colesterol total, triglicéridos, C-HDL, C-LDL y beta hidroxibutirato sérico.

La sangre venosa se centrifugd para separar el suero el cual se dividi6 en
varias alicuotas. De forma inmediata se realiz6 la medicion de glucosa sérica y
perfil lipidico incluyendo colesterol total, triglicéridos, C-HDL y C-LDL utilizando

técnicas colorimétricas automatizadas (Mindray BS-200).

-  Glucosa sérica

Tabla 1. Glucosa sérica. Rangos de referencia

Nivel Rango de referencia
Adulto Sano 74-110 mg/dL

- Colesterol total, C-HDL y C-LDL

La determinacion cuantitativa de colesterol total se realiz6 mediante
espectrofotometria, para la cual se utilizo el kit comercial Spinreact, el cual incluye
los reactivos que contienen las enzimas colesterol esterasa (CHE), colesterol
oxidasa (CHOD), peroxidasa (POD) y fenol.
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El principio del analisis es la accion combinada de dichas enzimas para

dar un producto final coloreado, con absorbancia maxima a 505 nm. La relacién
absorbancia/concentracién es lineal hasta concentraciones de colesterol de 750
mg/100 mL. Mediante el procedimiento se obtiene CT, C-HDL. C-LDL.

1. Lacolesterol esterasa (CHE) hidroliza los ésteres de colesterol a colesterol
y acidos grasos libres.

2. La colesterol oxidasa (CHOD) oxida todo el colesterol a colestenona y
peréxido de hidrogeno

3. El peroxido de hidrégeno es sustrato de una peroxidasa (POD) que junto
con 4-aminofenazona da lugar a la formacién de una quinona roja. La
cantidad de esta quinona (505 nm) es proporcional a la concentracién de

colesterol de la muestra.
Material

-Pipetas y puntas

-Espectrofotometro

-Centrifuga y tubos eppendorf

-Tubos de ensayo

Tabla 2. Colesterol total. Rangos de referencia

Nivel Rango de referencia
Deseable <200mg/dL
Moderadamente alto 200-239 mg/dL
Elevado >240 mg/dL

HDL Colesterol
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Tabla 3. Colesterol HDL. Rangos de referencia

Nivel Valor de referencia
Normal Mujer >45mg/dL
Normal Hombre >35 mg/dL mg/dL
Triglicéridos

La determinacion cuantitativa de triglicéridos (TGL) se realizdé mediante un
kit comercial Wiener Lab que contiene las enzimas y sustratos necesarios para

cuantificar mediante técnicas colorimétricas la cantidad de TGL en la muestra.

Los reactivos y enzimas utilizadas fueron: LPL (lipoprotein lipasa), GK
(glicerolcinasa), GPO (glicerol 3 oxidadasa), POD (peroxidasa) con las

reacciones como se muestra enseguida
1) Una lipasa hidroliza los TG generando glicerol y acidos grasos libres.

2) El glicerol formado es sustrato de la glicerolcinasa que en presencia de
ATP lo fosforila a glicerol-3-fosfato

3) El glicerol-3-P es oxidado a dihidroxiacetona-3-P por la glicerol 3-fosfato
oxidasa, generando también peréxido de hidrogeno

4) El peroxido de hidroégeno es el sustrato de una peroxidasa, que en
presencia de clorofenol y 4-aminofenazona forman una quinona roja cuantificable
a 505 nm. Esta quinona formada es proporcional a la concentracion de TG

presente en la muestra.

Tabla 4. Triglicéridos. Rango de referencia

Nivel Rango de referencia
Normal Mujer 35-135 mg/dL
Normal Hombre 40-160 mg/dL
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B-hidroxibutirato

Una de las alicuotas se conservo en congelacion a -20 °C para su posterior
uso Yy determinacidon de B-hidroxibutirato (BHB) mediante ensayo de
inmunoasbsorcion ligado a enzimas, ELISA (Enzime-Linked ImmunoSorbent
Assay, por sus siglas en inglés) para la cual se utilizé Beta-Hydroxubutirate Assay
Kit de Sigma-Aldrich. Posterior a dos reacciones enzimaticas se obtiene un
producto en una escala colorimétrica (450 nm) proporcional a la cantidad de BHB

presente en la muestra.

Este analisis se realiz6 de forma basal y después de 28 dias de

intervencidn nutricional con dieta cetogénica.
5. Recoleccion de muestra de heces

Se entregd a cada participante un kit de recoleccion de heces,
DNAgenotek™ que consta de un tubo de ensayo con estabilizador de ADN y
espatula recolectora. La muestra se recolecté de acuerdo con las indicaciones
del fabricante. Se entregaron instrucciones ilustrativas para la recoleccién y
almacenamiento (ANEXO 7).

6. Diseino de dieta cetogénica isocalérica personalizada

Se realizé para cada uno de los participantes una dieta cetogénica,
isocaldrica, de acuerdo con la ecuacion de Harris-Benedict para el metabolismo
basal. La distribucion de los macronutrientes se realiz6 de la siguiente manera:
5% carbohidratos, 25% proteina, 70% grasa y se entregé una sugerencia de
menu diario con de tres comidas principales y dos colaciones, ademas de una
lista de equivalentes con instrucciones para su correcta utilizacion. La dieta se

disefio por un profesional en nutricion y se llevd a cabo durante 28 dias.

Recordatorio de 24 horas
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Los participantes recibieron tres llamadas telefénicas a la semana, por
parte del equipo investigador; dos llamadas en dias habiles y una el fin de
semana, todas de forma aleatoria. Se interrogd a los participantes sobre los
alimentos consumidos durante el dia de la llamada, se consideré como “apego a
la dieta” a aquellos participantes que ingirieron menos del 20% de carbohidratos,
calculados de acuerdo con la lista de equivalentes. El calculo se realizd por el
entrevistador (ANEXO 5).

7. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico fecal se realizé de acuerdo con las
instrucciones del kit comercial Q/Aamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, EUA).
La muestra se almacend a -20°C hasta su procesamiento para la etapa de
secuenciacion que se realizo en las Instalaciones del Centro de Investigacion

Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE), Ensenada, B.C.

El material y protocolo Q/Aamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, EUA) fue

el siguiente:
Material:
Pipetas de 20 ul y 1000 pl.
Puntas con filtro para pipeta
Tubos eppendorf 1.5 mLy 2 mL.
Microcentrifuga eppendorf
Vortex
Incubadora

Protocolo de extraccion recomendado por el fabricante de kit de
extraccion, QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, EUA) con sus reactivos.

1. Se extrajo 220-250 [I de heces de cada kit de recoleccién

DNAgenotek™ y se coloco en tubo de microcentrifugadora de 2 mL.
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2. Se agrego6 en cada tubo 1 mL del Buffer InhibitEX. Vortex durante 1
minuto hasta homogeneizar la muestra.

3. Se incubd la suspension durante 5 minutos a 95°C y posterior vortex
por 15 segundos.

4. Se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 14,000 rpm.

5. En un tubo de microcentrifuga nuevo de 1.5mL se agregé 15 [l de
proteinasa K.

6. Se agreg6 a la Proteinasa K, 200 (I de sobrenadante proveniente del
paso 4.

7. Se agregd en ese mismo tubo 200 (I de Buffer AL y vértex por 15
segundos.

8. Seincubd a 70°C por 10 minutos

9. Se agreg6 200 (I de Etanol al 100% y vértex por 15 segundos.

10.Se obtuvo 600 (I de lisado de paso 9 y se aplicé cuidadosamente
dentro de la QIAmp spin column cerrando la tapa y se centrifugd
durante 3 minutos a 14,000 rpm. Se coloco la QIAmp spin column
dentro de un tubo colector nuevo de 2mL.

11.Se abrié la QIAmp spin column y se agregaron 500 [l de Buffer AW1
se centrifugd por 3 minutos a 14,000 rpom. Se coloco la Q/Amp spin
column dentro de un tubo colector nuevo de 2 mL. Se descart6 el tubo
con el filtrado.

12.Se abrié la QIAmp spin column 'y se agregaron 500 (I de Buffer AW2
se centrifugd durante 3 minutos a 14,000 rpm. Se descarta el tubo con
el filtrado.

13. Se colocod la QIAmp spin column dentro de un tubo colector nuevo de
2 mL y se centrifug6 durante 3 minutos a 14,000 rpom. Se descarto el
tubo con el filtrado.

14. La QIAmp spin column se transfirié a un nuevo tubo de microcentrifuga

de 1.5 mL y se agregé 200 (I de Buffer ATE cuidadosamente directo
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sobre la membrana de la spin column se mantuvo incubada a
temperatura ambiente durante 5 minutos y posteriormente se

centrifugd a 14,000 rpm durante 3 minutos.

El ADN eluido se mantuvo en congelacién a -20°C hasta la etapa de

secuenciacion.
8. Secuenciacion de microbiota fecal

El ADN genomico obtenido se cuantifico mediante fluorescencia utilizando
el fluorimetro usando Qubit® (Thermo Fisher, EUA) con el reactivo Qubit®
dsDNA HS Assay (Molecular Probes, EUA). La calidad del ADN se visualizo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se prepararon las bibliotecas
de secuenciacion mediante PCR de punto final y usando los oligonucledtidos que
contenian los oligos reportados para la region hipervariable V4 del gen del16S
del rRNA por Caporaso et al. (2010), los indices individuales para identificar cada
muestra y los adaptadores para union a la celda de secuenciacion. El indexado
fue dual como se describe en Kozich et al. (2013). Las bibliotecas fueron
preparadas en el Laboratorio de Metagendmica del CICESE. La secuenciacion
fue pared-end (2 x 150 bp) y se realizé en la plataforma MiSeq de Illumina
(lumina, EUA) que se encuentra en dicho centro, usando el kit MiSeq Reagent
Kit v2 (300-cycles) (lllumina, EUA).

Procesamiento de las muestras

Las secuencias de las muestras se descargaron de la nube de lllumina
BaseSpace™, y todos los analisis posteriores se llevaron a cabo en el software
RStudio v.3.6.2 (R Core Team, 2019). Se utiliz6 la libreria cutadapt (Davis et al.,
2018) para detectar si las secuencias contenian amplicones y, en caso de ser

necesario, eliminarlos.

Las secuencias se procesaron con la libreria DADA2 (Callahan et al.,
2016) siguiendo los procedimientos necesarios para muestras con secuencias
pareadas (paired-end). En general, el procesamiento consistid en los siguientes
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pasos: a) Eliminacion de secuencias con nucledtidos indeterminados, de menos
de 120 pb de longitud y con un numero maximo de errores previstos de 2
(maxEE=2, trunQ=2), b) reduccion de la redundancia, se desarroll6 un modelo de
error probabilistico para eliminar las secuencias erroneas y los duplicados de las
secuencias (dereplicated), c) inferencia de ASVs (ASV, por sus siglas en inglés
(amplicon sequence variants)), realizada con el método pseudo-pooling, que
permite incrementar la deteccion de ASVs poco abundantes y es adecuado para
experimentos longitudinales y d) union de las secuencias forward y reverse y
eliminacién de quimeras (artefactos de PCR). El resultado fue una tabla de las

abundancias de ASVs por muestra.
Asignacion taxonémica

La asignacion taxondmica se realiz6 utilizando la base de datos SILVA 138
(Quast et al., 2013), que ha sido entrenada para la libreria DADAZ2. La asignacion
taxonomica se llevd hasta nivel de especie (assignSpecies), permitiendo
asignaciones multiples (allowMultiple=TRUE) en el caso de que las secuencias

tuvieran varias coincidencias exactas con diferentes especies bacterianas.
Eliminacion de secuencias contaminantes

El programa decontam (Davis et al., 2018), se utilizé para identificar
secuencias contaminantes en las muestras y eliminarlas. El método utilizado
(frequency) se basa en la frecuencia de los ASV y en las secuencias encontradas
en los controles negativos. La tabla final de resultados incluye: la frecuencia de
cada ASV, un valor p (p< 0.05) asociado a la probabilidad de que la secuencia
sea un contaminante y una columna con valores “verdadero o falso”, basada en
la evidencia estadistica de que la secuencia excede el umbral de deteccién de
contaminantes establecido (threshold= 0.1).

Grupo nucleo

La variable “dieta” se utiliz6 como factor de agrupacion para evaluar el
grupo nucleo de los participantes del estudio y los resultados se graficaron en
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diagramas de Venn. Los ASV presentes en al menos el 80% de las muestras se
consideraron parte del grupo nucleo de la microbiota, y la abundancia no se
considerd como factor limitante. Ademas, con la libreria UpSetR v.1.4.0. (Conway
et al., 2017), se construyeron diagramas UpSet para mostrar los ASVs unicos y
compartidos dentro de los grupos de estudio.

Diversidad alfa

En el analisis de diversidad alfa, se eliminaron secuencias con
asignaciones taxonémicas que no fueron de interés y que podrian corresponder
a falsos positivos como: a) asignadas a mitocondrias y cloroplastos, b)
secuencias de phyla con prevalencias menores a 1 y c) phyla sin asignacion
taxondémica. Para conocer si la profundidad de secuenciacion fue éptima para
poder caracterizar la comunidad microbiana, se cre6 una grafica de rarefaccion
basada en la riqueza y el numero de lecturas obtenidas por muestra. Los perfiles
taxonémicos se crearon con las librerias fantaxtic

(https://github.com/gmteunisse/Fantaxtic) y ampvis2 (Andersen et al., 2018).

Las estimaciones de diversidad alfa se calcularon con los conteos crudos
de ASVs con la paqueteria phyloseq (Callahan et al., 2016) y unicamente se
consideraron aquellos participantes que culminaron con el estudio. En
metagendmica, la diversidad alfa se refiere a la riqueza de ASVs en cada muestra
y la uniformidad de su distribucion. Los indices de diversidad alfa empleados
fueron: a) Shannon, b) numero de especies observadas, c) la diversidad
filogenética de Faith (PD), que ademas de considerar el numero de especies

presentes, pondera sus relaciones filogenéticas.

Se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la distribucién de los
resultados obtenidos en cada indice (normalidad) y se evalu6 la homogeneidad
de varianzas mediante la prueba de Bartlett. Debido al disefio experimental, en
donde se tomaron muestras de un mismo participante antes y después de
someterse a una dieta cetogénica, el supuesto de independencia en los datos no
se cumple. Debido a que cada individuo posee una variabilidad natural en su
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microbiota, las respuestas al cambio de dieta de una misma persona no pueden
considerarse independientes entre si. Por lo tanto, para considerar la variabilidad
natural de los participantes, se crearon modelos mixtos en donde se consideré a
los participantes como efectos aleatorios, los indices de diversidad alfa
(Shannon, ASVs observados y PD) como variables dependientes y las variables

“dieta” y “peso” como variables independientes (efectos fijos).

Para analizar si existen diferencias en indices de diversidad respecto a las
variables de interés, se crearon tres tipos de modelos de efectos lineales mixtos.
Estos modelos se compararon con una prueba de ANOVA para determinar cual
de ellos explicaba mejor los resultados de los indices de diversidad alfa. En cada
modelo se consideré como efecto aleatorio a los participantes del estudio:

1) Modelo completo: incluyo la relacion entre la dieta (normal/ cetogénica) y el
peso (saludable/obeso), asi como la interaccion de ambas variables. Como
variable dependiente se considerd el indice de diversidad alfa a analizar
(Shannon, especies observadas o diversidad filogenética).

2) Modelo parcial: incluyé solamente alguna de las variables de interés (dieta o
peso), dependiendo de los resultados del modelo completo. Como variable
dependiente se considerd el indice de diversidad alfa a analizar (Shannon,
especies observadas o diversidad filogenética).

3) Modelo nulo: Solamente se considero la variable dependiente (indice de
diversidad alfa a analizar) y el efecto aleatorio (los participantes).

Las graficas de los resultados se crearon con la libreria ggplot2 (Wickham, 2009).
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Estudio prospectivo, longitudinal, cuasi-experimental

{

Pacientes y voluntarios que acudan al servicio de Nutricién, CAIS, UABC
periodo Marzo 2021 - Mayo 2022

l

Criterios de Inclusién

Ii

Muestreo No Probabilistico por

|

conveniencia

Criterios de Exclusién

Edad: 18-60 afios

IMC 18- 25 kg/m2 y >30 kg/m?

NO condicién congénita o adquirida que por su
naturaleza altere las caracteristicas de la microbiota *
intestinal (ANEXO1)

* Personas con dieta libre de gluten, vegana,
vegetariana, ayuno intermitente.

* Deportistas de alto rendimiento

Glucosa>126mg/dL detectada en estudios basales

I Firma de consentimiento bajo informacién

I Asignacién a uno de dos grupos de acuerdo con el IMC I

GRUPO 1
IMC > 30 kg/m?
N=10

I

GRUPO 2
IMC < 25kg/m?
N=10

Dia 0
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* Resumen dieta
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* Composicién
corporal con
Antropometria e
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* Toma de muestra
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séricos

* Muestra de
heces

Dieta cetogénica isocaldrica
(Harris-Benedict)
5% CH, 70% grasa, 25% proteina
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< > bioeléctrica
* Toma de muestra
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I Secuenciacién |

I Andlisis y Resultados I

Figura 5. Disefio del proyecto

durante el estudio.
* Diarrea aguda.

* Uso de antibidticos, esteroides, anti-inflamatorios no
esteroideos, probidticos e inhibidores de bomba de protones

* Falta de adherencia a la dieta de acuerdo con diario semanal
llenado por los participantes. ANEXO 2
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CAPITULO IV

RESULTADOS

51



Reclutamiento y asignacion de grupo

Se realizd una invitacion mediante redes sociales para el reclutamiento de
voluntarios, con un total de n=76 participantes, de los cuales 32 cumplieron los
criterios de ingreso y n=27 decidieron participar, de los cuales 20 completaron las
4 semanas del estudio. En el grupo 1, se incluyeron 10 participantes con obesidad
(IMC > 30 kg/m?), 2 hombres y 8 mujeres. En el grupo con peso normal (IMC 18-
25 kg/m2) se tuvieron 10 participantes, 2 hombres y 8 mujeres (Figura 6).

Voluntarios
n=84

Reclutamiento ’ [

.

N
Cumplieron criterios No cumplieron criterios
n=32 n=52
J

No ingresaron Uso de antibidticos
n=5 n=13

IMC 25-30
Grupo 1. Obesidad. Grupo 2. Peso normal n=17
IMC > 30 kg/m? IMC < 25 kg/m? DM-2 y enfermedad

n=10 n=10 C e
sistemica
n=9

Incompleto
n=7 Examenes clinicos

anormales
n=8

Otras causas
n=5

Figura 6. Reclutamiento de participantes

a) Datos sociodemograficos
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De acuerdo con las caracteristicas sociodemograficas en ambos grupos
predomind el sexo mujer, con una representacion del 80% de los casos en cada
grupo. El 95% de los participantes fueron menores de 40 afnos. En cuanto a
escolaridad mas del 50% concluyo6 un nivel universitario. Se realizé comparacion
de variables categdricas mediante X? y prueba exacta de Fisher, sin encontrar
diferencias significativas por grupo, lo cual indica que ambos grupos cuentan con
caracteristicas similares (Tabla 5).

Tabla 5. Datos sociodemograficos por grupo

Grupo obesidad  Peso normal Total X2
N % N % N % P

Sexo Mujer 8 80 8 80 16 80

Hombre 2 20 2 20 4 20

Total 10 100 10 100 20 100  0.70*
Escolaridad Primaria 1 10 0 0 1

Secundaria 1 10 0 0 1

Bachillerato 2 20 5 50 7 35

Universidad 5 50 4 40 9 45

Posgrado 1 10 1 10 2 10

Total 10 100 6 100 16 100 0.49
Estado civil Soltero 6 60 6 60 12 60

Casado 4 40 2 20 6 30

Uniodn libre 0 0 2 20 2 10

Divorciado 0 0 0 0 0 0

Viudo 0 0 0 0 0 0

Total 10 100 6 100 16 100 0.26
Grupo etario 18 - 30 afios 5 50 6 60 11 55

31 -40 afios 4 40 4 40 8 40

41 - 50 afios 1 10 0 0 1 5

Total 10 100 10 100 20 100

*Se realiz6 prueba exacta de Fisher debido a la presencia de casillas con nimero menor
abs.

b) Datos antropométricos y composicion corporal
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Con respecto a los datos antropométricos, en el grupo obesidad, el
promedio de peso corporal fue 92.15+7.58 kg, con un IMC medio de 33.05 kg/m?;
por otro lado, en el grupo con peso normal el promedio del peso corporal fue
60.69+9.01 kg con un IMC medio de 22.95+1.87 kg/m? (Tabla 6).

Tabla 6. Peso e IMC al ingreso

Grupo
Parametro Obesidad Peso Normal P
n=10 n=10
Media * DE
Peso (kg) 92.15 +7.58 60.69+ 9.01 <0.001
IMC (kg/m?) 33.05+2.38 2295 +1.87 <0.001
CC (cm) 102.2 +6.74 78.3+8.62 <0.001

Asimismo, en la composicion corporal por bioimpedancia en el grupo
obesidad los parametros referentes a tejido adiposo fueron superiores en un
200% con respecto al grupo con peso normal. El promedio de masa grasa en el
grupo obesidad fue de 39.76 + 7.17 kg; en contraste, en el grupo con peso normal,
la media obtenida fue 15.17 + 5.63 kg. Ilgualmente, para el indice de masa grasa
que corresponde a kilogramos de masa grasa por metro cuadrado fue superior
en el grupo con obesidad. A pesar de dichos hallazgos, la masa de musculo
esquelético también fue mayor en el grupo obesidad con diferencias
estadisticamente significativas, de acuerdo con el analisis de t-Student para la
comparacion de medias independientes. El promedio en el grupo obesidad fue
de 25.46 + 3.91 kg; por el contrario, en el grupo con peso normal, la masa de
musculo esquelético fue menor con promedio de 20.83+5.5 kg (p < 0.001) (Tabla
7).
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Tabla 7. Composicion corporal al ingreso

Grupo
Parametro Obesidad Peso Normal P
n=10 n=10
Media * DE
Masa grasa (kg) 39.76 £ 7.17 15.17 £ 5.63 <0.001

Masa grasa (%) 43.16 £ 5.78 2544 +9.42 <0.001
indice masa

grasa (kg/m?) 14.98 + 3.38 7.23+1.10 <0.001
Muasculo

esquelético (kg) 25.46+3.91 20.83+5.52 <0.001
Grasa visceral 3.241.1 1.72+0.67 <0.001
Angulo de fase 6.54+0.76 6.8+1.055 0.463

¢) Quimica clinica

De igual forma se realizé un analisis de quimica clinica en ambos grupos,
para determinar las concentraciones de lipidos, glucosa y p-hidroxibutirato. No se
encontraron resultados estadisticamente significativos entre los dos grupos en lo
que respecta a colesterol total, colesterol de baja densidad, colesterol de alta
densidad y glucosa sérica; no obstante, el nivel de triglicéridos fue
significativamente mayor en el grupo obesidad con una media de 103.60 *
68.20mg/dL mientras que en el grupo con peso normal el valor promedio fue 62.8
+ 30.07 (p=0.004) (Tabla 8).

Tabla 8. Quimica clinica al ingreso

Grupo
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Parametro Obesidad Peso Normal p*
n=10 n=10
Media * DE
CT (mg/dL) 177.40 £ 22.72 175.97 £ 22.56 0.88
TGL (mg/dL) 103.60 £ 68.20 68.2 £ 30.07 0.004
C-LDL (mg/dL) 115.2 £ 27.29 108.0 £ 24.79 0.54
C- HDL (mg/dL) 46.60 £ 7.66 53.50 + 19.66 0.31
Glucosa (mg/dL) 107.83 £ 9.92 9947 +6.11  0.036

*Prueba estadistica con t de Student para muestras independientes.

Grupo obesidad

a) Antropometria en Grupo Obesidad posterior a la intervenciéon

El promedio de peso en el grupo obesidad fue de 92.15 kg al ingreso y

posterior a las 4 semanas de régimen dietético con una dieta cetogénica

isocalorica se encontr6 una media de 89.80 kg (DE+8.47), en el analisis

estadistico mediante t-Student para muestras relacionadas, se encontré una

diferencia significativa con una p=0.044 (Tabla 9).

De igual forma se midieron el IMC y la circunferencia de cintura, mostrando

una disminucidn respecto a la medicion basal, sin encontrar diferencias

significativas (Tabla 9).

Tabla 9. Grupo Obesidad. Antropometria

Parametro Media t

Inicio Final
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Peso (kg) 92.15DE +7.58 89.80 = DE 8.47 2.34 0.044
IMC (kg/m?) 33.50 + DE 2.38  32.65 + DE 2.36 225 0.051

CC (cm) 102.2 + DE6.74  100.90 + DE 6.40 1.85  0.096

*Prueba estadistica con t de Student para muestras relacionadas.

b) Quimica clinica en el grupo obesidad posterior a la intervencién.

Se determind la glucosa sérica y perfil de lipidos, sin encontrar diferencias
significativas, a excepcion del nivel de triglicéridos, que presenté un valor
promedio al inicio de 114.4 mg/dL y al final una media de 103.3 mg/dL, con una
p <0.05 (Tabla 10).

Tabla 10. Quimica clinica al inicio y final de la intervenciéon. Grupo obesidad

Parametro Media t p
Inicio Final

CT (mg/dL) 177.40 £ DE 22.7 171.63+DE15.7 0.79 0.47
TGL (mg/dL) 103.60+DE 14.5 91.70+DE18.2 2.56 0.030
HDL (mg/dL) 46.60+DE 7.66 43.40+ DE 7.9 1.6 0.14
LDL (mg/dL) 115.2 + DE 27.9 118.0 + DE 25.3 -.27 0.79
Glucosa

(mg/dL) 107.83 £+ DE9.9 107.25 £+ DE 10.1 0.25 0.80

c) Composicidon corporal posterior a la intervenciéon en el grupo
Obesidad.
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No se encontraron cambios estadisticamente significativos en cuanto a

tejido graso; no obstante, se encontré una disminucién en la media de musculo

esquelético con un promedio al inicio de 25.46 + 3.91 kg y al final de 24.63 +4.27

kg, con una p < 0.05 en el analisis estadistico.

A pesar de encontrar disminucion significativa en peso corporal, dicha

pérdida fue secundaria a la pérdida de masa muscular, lo cual se explica por el

tipo de intervencidn nutricional basada principalmente en grasa y no en proteina.

Dicha situacion puede ser interpretada de manera erronea en caso de que se

tome en cuenta como objetivo unicamente el peso corporal (Tabla 11).

Tabla 11. Composicion corporal. Grupo obesidad

Parametro Media t P
Inicio Final
Masa Grasa
(kg) 39.76 £t DE7.17 40.84 +DE 6.6 -0.75 0.47
indice de
masa grasa
(kg/m?) 14.32 + DE 2.75 14.97 + DE 2.91 -1.21 0.25
Musculo
esquelético
25.46 + DE 3.91 24.63 + DE 4.27 434 0.002

kg)

Grupo peso normal

a) Antropometria en Grupo con peso normal
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El promedio de peso en el grupo con peso normal fue de 60.69 kg+9.5 kg
al ingreso y de 59.45+9.5 kg posterior a las 4 semanas de régimen dietético. El
analisis estadistico mediante t de Student para muestras relacionadas, no mostro
diferencias significativas, con una p=0.174; de igual manera no hubo significancia
para el IMC y la circunferencia de cintura (Tabla 12).

Tabla 12. Antropometria. Grupo peso normal

Parametro Media t P
Inicio Final
Peso (kg) 60.69 + DE 9.01 59.45 + DE 9.5 1.45 0.174
IMC(kg/m?2)  22.95 + DE 1.87 22.42 + DE 2.28 1.86  0.095
cC (Cm) 78.3 + DE 8.62 77.40 + DE 8.43 1.44 0.182

b) Quimica clinica en el grupo peso normal posterior a la

intervencion.

Se cuantifico el nivel de glucosa sérica y el perfil de lipidos, sin encontrar
diferencias significativas. El colesterol total al inicio fue de 175.97 mg/dL y al
término de la intervencion de 196.56 mg/dL, sin significancia estadistica (p=0.23).
El nivel de triglicéridos al inicio del estudio fue de 68.20 mg/dL y posterior a
régimen dietético se encontré un promedio de 57.30 mg/dL. A pesar de que hubo
una disminucion ésta no fue significativa, con base en la prueba t de Student para

muestras relacionadas (Tabla 10).
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Tabla 13. Quimica clinica. Grupo peso normal

Parametro Media t P
Inicio Final
CT (mg/dL) 175.97 £ DE 22.56 196.56 + DE53.43 -1.28 0.23
TGL (mg/dL) 68.20 + DE 30.07 57.30 £ DE 20.42 1.63 0.13
HDL (mg/dL) 53.50 £ DE 19.66 51.20 £ DE 21.60 0.27 0.79
LDL (mg/dL) 108.00 + DE 24.79 133.00 £t DE55.58 -1.51 0.16
Glucosa (mg/dL) 99.47 £+ DE 6.11 101.83 +DE10.32 -0.95 0.36

c) Composiciéon corporal posterior a la intervencion en el grupo con

peso normal

En todos los parametros evaluados tanto masa grasa como tejido

muscular, no se encontraron diferencias significativas posterior a la intervencion.

Aunque la tendencia en tejido graso fue positiva, la masa muscular, al contrario,

presentd una disminucion. Este resultado fue similar al encontrado en el grupo

obesidad, donde se encontré una disminucién en musculo esquelético (Tabla 14).

Tabla 14. Composicion corporal. Grupo peso normal

Parametro Media t p
Inicio Final

Masa Grasa (kg) 15.15 + DE 5.63 15.36 t DE 546 -0.12 0.906

indice de masa

grasa (kg/m2) 5.81 £+ DE 2.27 589+DE219 -0.12 0.902

Musculo

esquelético (kg) 20.83+DE 5.52 20.47 + DE 5.42 0.50 0.62

Betahidroxibutirato
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Se completd un total de ocho muestras para medicion de B- hidroxibutirato
(BHB) sérico, basal y posterior a la dieta cetogénica. Siete participantes fueron
del grupo obesidad y un participante del grupo peso normal. La media en las
muestras basales fue de 0.012 + 0.006 mmol/L y posterior a las 4 semanas de
dieta cetogénica, la concentracion media de BHB fue de 0.177 £ 0.04 mmol/L,
con un aumento significativo con respecto a la medicion al inicio de la dieta
cetogeénica. No obstante, los niveles necesarios de BHB para considerar cetosis
nutricional se han reportado por arriba de 0.5 mmol/L (A. Paoli et al., 2013;
Gershuni et al., 2018; Ludwig et al., 2018).

Tabla 15 Niveles de Beta-Hidroxibutirato

Niveles de B-hidroxibutirato (BHB)

Mmol/L
8 BHB inicial 0.012 DE + 0.006 p<0.001*
8 BHB final 0.177 DE+ 0.04

*Prueba t de Student para muestras relacionadas

Microbiota intestinal
a) Descripcion general del set de datos

Se conservaron un total de 3 075 565 secuencias después del
procesamiento de las muestras con la libreria DADA2. El programa decontam
detecto la presencia de 4 secuencias contaminantes, las cuales se asignaron a
los géneros Ruminococcus, Prevotella, Butyricimonas y Phascolarctobacterium;

estas secuencias se eliminaron de los analisis posteriores.

La muestra con el mayor y menor numero de secuencias fue “26_1" con
109 206 y “71_1" con 39 768 lecturas, respectivamente. En general, el promedio

de lecturas obtenidas fue 69 899.205 y el numero de secuencias obtenidas entre
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los grupos de dieta fue distinto, siendo mayor en las muestras de dieta cetogénica
(Fig.7A). En promedio, las muestras tuvieron 247.850 ASVs.

Las 40 muestras que formaron el conjunto de datos final alcanzaron la
asintota en la grafica de rarefaccion (Fig.7B), lo que indica que su profundidad de
secuenciacion fue adecuada para muestrear toda la riqueza microbiana en cada
muestra. Esta grafica, agrupada segun el tipo de dieta, muestra la cantidad de

taxones encontrados en las muestras en funcién al nimero de secuencias

obtenidas.
1.50+06 1 Cetogénica | | Normal
w
©
g 1.00+06 4 S 3004
2 B
8 o 2001
O 500405+ x
QEJ 100+«
]
=z
0.0e+00+ ) i 0 1 v T T v 4 Ly v T v :
Cetogénica Normal 0 300006000090000 0 30000 60000 90000
Dieta Ndamero de lecturas

Figura 7. Descripcion general del set de datos de las muestras de estudio. A) Cantidad de lecturas
obtenidas por tipo de dieta. B) Grafica de rarefaccién por muestra, agrupada por tipo de dieta.

b) Composicion taxonémica de las muestras

En las muestras de estudio se detectaron 1332 ASVs unicos,
representados por siete rangos taxondmicos (desde reino hasta especie). En total
se identificaron: un reino (Bacteria), 11 phyla, 16 clases, 36 6rdenes, 57 familias,
145 géneros y 162 posibles especies. De los phyla identificados, solamente
cuatro tuvieron una alta prevalencia y abundancia, éstos fueron: Actinobacteriota,
Bacteroidota, Firmicutes y Proteobacteria (Fig. 9A).
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Los perfiles microbianos revelaron una alta variabilidad entre los individuos
con el mismo tipo de dieta (Fig. 8), ademas, los taxones de bacterias mas
abundantes representan un porcentaje bajo de la abundancia total.

Cetogénica

Taxones

. Bacteroides vulgatus

0 Prevotella copri

B Prevotella (Género)

W Faecalibacterium cf./prausnitzii
Faecalibacterium prausnitzii

[ Bacteroides caecimuris/fragilis/ovatus/xylanisolvens

B Bacteroides massiliensis

. Bacteroides dorei/vulgatus

[ Alistipes putredinis

B Bacteroides dorei/stercoris

. Bacteroides fragilis/koreensis/kribbi/ovatus

. Bacteroides uniformis

B ucG-002 (Género)

B Agathobacter (Género)

. Christensenellaceae_R-7_group (Género)

. Odoribacter splanchnicus

[ otros

Abundancia relativa

Muestra

Figura 8. Perfil microbiano intestinal de las muestras de pacientes antes y después de someterse
a una dieta cetogénica. Se muestran los taxones mas abundantes, el resto de ellos estan
agrupados en la categoria de “Otros”.

1) Composicion de las muestras con base en el tipo de dieta

En ambos tipos de dieta, se detectaron 5 phyla con una abundancia
relativa mayor al 1%, éstos fueron: Bacteroidota, Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteriota y Verrumicrobiota (Fig. 9A). Los géneros mas abundantes
fueron: Bacteroides, Prevotella y Faecalibacterium (Fig. 9B), siendo B. vulgatus,
P. copriy F. prausnitzii, las especies que se detectaron en mas del 80% de las
muestras de ambos tipos de dieta. El grupo nucleo de ambos tipos de dieta
estuvo conformado por 61 miembros bacterianos que representaron el 35.1% de
la abundancia relativa total (Fig. 9C). El grupo nucleo de los individuos con dieta
cetogénica es menor que aquellos que no poseen una dieta restringida (Fig. 9C).
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Las especies mas abundantes por grupo fueron: Bacteroides uniformis en el
grupo de dieta cetogénica, Prevotella copri en el grupo de dieta normal y
Bacteroides vulgatus en el grupo nucleo compartido entre ambos tipos de dieta.
Las muestras de dieta cetogénica tuvieron el mayor numero de ASVs unicos y
totales detectados y ambos tipos de dieta compartieron 836 ASVs (Fig. 9D).

Cetogénica | [ Normal | Cetogénica || Nomal |
) Bacteroides 25.6 IN2750 |
Bacteroidota 50.8 _ Prevotella- 13.8 17 |
. E—— Faecalibacterium 75 94
Firmicutes - 40.2 37.9 Alistipes 4 IS
, UCG-002- !
Proteobacteria 4.7 5.2 Sutterella- %91 2:.;4
Actinobacteriota 1 1.3 1.2 nggﬁ?ﬁggﬁgr‘fﬁ 1 :g %%
Verrucomicrobiota 1.3 0.7 %eagg%;z%‘i%z ] 1 :g } :g
Lachnospiraceae NK4A136 group- 15 11
Desulfobacterota - 09 0.8 Christensenellaceae R-7 group 1 14
Cyanobacteria{ || 0.8 02 O ehnospira | 2 07
| Akkermansia 1.2 0.6
Otros (4) 0 0.1 Otros (130)1 ~ 16.8 14.8
Abundancia relativa Abundancia relativa
C M Cetogénica Normal Nucleo D

750 A

500 4
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2504 l 211

ol .
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I Cctogénica ([ J

No-nucleo: 1252 (52.2%) 900 600 300 0

ASVs Totales

61 12
(35.1%)  (10.7%)

Conteo ASVs

Figura 9. Composicion taxonémica de personas con dieta “normal” y dieta cetogénica. A) Phyla
y B) géneros bacterianos de mayor abundancia entre los grupos de estudio. C) El grupo nucleo
del microbioma entre especies consistié en ASVs con una prevalencia del 80%. El diagrama de
Venn muestra el nimero de ASVs en cada nucleo. D) Numero de ASV unicos (puntos),
compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) entre los grupos de dieta.

2) Composicion de las muestras con base en el tipo de dieta y peso
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En la combinacion de la dieta y el peso, los phyla de mayor abundancia
fueron Bacteroidota, Firmicutes y Proteobacteria (Fig. 10A). Los géneros mas
abundantes fueron: Bacteroides, Prevotella y Faecalibacterium (Fig. 10B). El
grupo nucleo de todas las posibles combinaciones de dieta y peso estuvo
conformado por 40 miembros bacterianos (Fig. 10C). El grupo nucleo de los
individuos con dieta cetogénica y peso saludable presentaron el mayor numero
miembros bacterianos exclusivos (13), mientras que los participantes con dieta
normal y obesidad tuvieron un grupo nucleo mas reducido (Fig. 10C). Ademas,
los participantes con dieta cetogénica y peso saludable presentaron la mayor
cantidad de ASVs totales; sin embargo, los participantes con dieta cetogénica y
obesidad tuvieron el mayor numero de ASVs unicos (Fig. 10D). En general, los
participantes con peso saludable comparten mas ASVs (142) que aquellos con
obesidad (93). Todas las muestras compartieron 509 ASVs.
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Figura 10.Composicion taxonomica de los participantes de acuerdo a su peso y tipo de dieta.
A) Phyla y B) géneros bacterianos de mayor abundancia entre los grupos de estudio. C) El grupo
nucleo del microbioma entre especies consistio en ASVs con una prevalencia del 80%. El
diagrama de Venn muestra el nimero de ASVs en cada nucleo. D) Numero de ASV Unicos
(punto), compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) entre los grupos de
estudio.

c) Diversidad alfa
1) indice de Shannon

Los resultados obtenidos en el indice de Shannon presentaron una
distribucion normal (Shapiro-Wilk: p= 0.383) y homocedasticidad (Bartlett test:
p=0.603). Se crearon diversos modelos de efectos lineales mixtos con la inclusion

de las variables de interés:
A) Modelo completo

Los resultados del modelo completo demostraron que la variable “peso”
no influye en la diversidad de Shannon. En este modelo que consideré ambas
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variables de estudio, se observd que la variable “Participante” es importante en

el modelo (Estimado -0.307, p= 0.022).

Formula: Shannon ~ Dieta * Peso + (1 | Participante)
Data: alpha_comp

AIC BIC loglik deviance df.resid
61.5 71.6 -24.7 49.5 34

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.7839 -0.4685 -0.0573 ©.5541 1.3051

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Participante (Intercept) 9.22941 0.4799
Residual 0.07612 0.2759

Number of obs: 4@, groups: Participante, 20

Fixed effects:

Estimate Std. Error df t value Pr(GItl)
(Intercept) 3.7493 0.1748 25.5791 21.450 <2e-16 ***
DietaNormal -9.3066 0.1234 20.0000 -2.485 0.0219 *
PesoSaludable 9.1137 0.2472 25.5791 0.460 0.6493

DietaNormal :PesoSaludable 9.2708 9.1745 20.0000

B) Modelo parcial

1.552

0.1364

Debido a que en el modelo anterior la variable “peso” no influy6 en el indice

de Shannon, en el modelo parcial se elimind. Al eliminar esta variable del modelo

se determiné que, si se considera un p< 0.05 como significativo, la dieta no tiene

influencia en los resultados del indice de Shannon (Estimado -0.171, p= 0.079).
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Formula: Shannon ~ Dieta + (1 | Participante)
Data: alpha_comp

AIC BIC loglLik deviance df.resid
60.9 67.7 -26.4 52.9 36

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.85518 -0.40835 0.03289 @.53140 1.33555

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Participante (Intercept) 0.24034 0.4902
Residual 0.08529 0.2920

Number of obs: 4@, groups: Participante, 20

Fixed effects:

Estimate Std. Error df t value Pr(Itl)
(Intercept) 3.80621 0.12760 25.89391 29.829 <2e-16 ***
DietaNormal -0.17121 0.09235 20.00000 -1.854 0.9786 .

C) Modelo nulo

En este modelo se eliminaron las variables de efectos fijos (dieta y peso) y
unicamente se considero a los participantes (variable aleatoria).

Formula: Shanno; ~ (1 | Participante)
Data: alpha_comp

AIC BIC loglLik deviance df.resid
62.1 67.1 -28.0 56.1 37

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-2.02919 -0.26035 0.01845 0.45409 1.48858

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Participante (Intercept) 0.23302 0.4827
Residual 9.09995 0.3161

Number of obs: 4@, groups: Participante, 20

Fixed effects:
Estimate Std. Error df t value Pr(>1tl)
(Intercept) 3.721 90.119 20.000 31.28 <2e-16 ***

La comparacién de los tres modelos anteriores revelé que el modelo
parcial, en donde sdlo se considera la dieta como variable independiente, posee
el valor mas bajo de AIC, indicando que incluir la variable “peso” no mejora el
ajuste del modelo. Sin embargo, no existen diferencias entre los modelos (si se

considera p< 0.05 como valor de rechazo de la hipoétesis nula), por lo tanto, la
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dieta o el peso del participante no influyen en la diversidad de su microbiota

(indice de Shannon).

En todos los modelos se observé que la varianza en los datos se explica
en gran medida por el participante (0.253), por lo tanto, las variaciones
intraespecificas (Fig. 11A) tienen un mayor efecto en la diversidad de la
microbiota del intestino, mientras que la dieta o el peso no tienen influencia en la

diversidad de esta microcomunidad (Fig. 12B).
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Figura 11. Relacion entre la dieta con cambios en la diversidad de la microbiota del intestino
(indice de Shannon). A) Variabilidad individual y B) Resultado global.

2) indice de ASVs observados

Los resultados obtenidos en el indice de ASVs observados presentaron
una distribucion normal (Shapiro-Wilk: p= 0.383) y homocedasticidad (Bartlett
test: p=0.603). Se cre6 un modelo de efectos lineales mixtos que incluyera la
relacion entre la dieta (normal/ cetogénica) y el peso (saludable/obeso). Como
efectos fijos, se tomaron en cuenta las variables dieta y peso (con término de

interaccion) y como efectos aleatorios, se consideraron a los individuos.

A) Modelo completo
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Los resultados del modelo completo demostraron que ninguna de las variables
del estudio (dieta y peso) influye en el numero de ASVs observados. La variable
“participante” explica en mayor medida la varianza del modelo (3791).

Formula: Observados ~ Dieta * Peso + (1 | Participante)
Data: alpha_comp

AIC BIC loglLik deviance df.resid
433.0 443.1 -210.5 421.9 34

Scaled residuals:
Min 1Q  Median 3Q Max
-1.77192 -0.52150 -0.06772 ©.45281 1.81113

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Participante (Intercept) 3791 61.57
Residual 581 24.10

Number of obs: 4@, groups: Participante, 20

Fixed effects:

Estimate Std. Error df t value Pr(>Itl)
(Intercept) 240.90 20.91 22.83 11.521 5.44e-11 ***
DietaNormal -13.90 10.78 20.00 -1.289 9.212
PesoSaludable 25.80 29.57 22.83 0.872 9.392
DietaNormal:PesoSaludable 4.00 15.24 20.00 0.262 9.796

B) Modelo nulo

Debido a que las variables “dieta” y “peso” no fueron significativas en el
modelo anterior, éstas se eliminaron del modelo y unicamente se considero a los

participantes (variable aleatoria).

Formula: Observados ~ (1 | Participante)
Data: alpha_comp

AIC BIC loglLik deviance df.resid
430.2 435.3 -212.1 424.2 37

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.4569 -0.4278 ©.1215 ©.3009 1.9573

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Participante (Intercept) 3947.9 62.83
Residual 653.8 25.57

Number of obs: 4@, groups: Participante, 20

Fixed effects:
Estimate Std. Error df t value Pr(>1tl)
(Intercept) 247.85 14.62 20.00 16.95 2.47e-13 ***

La comparacion entre modelos mostré que incluir las variables “dieta” y
‘peso” no mejoran el modelo y no existen diferencias significativas entre el

modelo completo y el nulo. Incluso el valor de AIC fue menor en el modelo nulo.
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La variacion natural entre los participantes (Fig. 12A) es mas importante
en las diferencias del numero de ASVs observados. La dieta y el peso de los

participantes no influyeron en la riqueza de especies de la microbiota del

intestino.
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Figura 12. Relacién entre la dieta con cambios en la riqueza de la microbiota del intestino
(ASVs observados). A) Variabilidad individual y B) resultado global.

3) indice diversidad filogenética (PD)

Los resultados obtenidos en el indice de diversidad filogenética
presentaron una distribucion normal (Shapiro-Wilk: p= 0.173) y homocedasticidad
(Bartlett test: p=0.858). Se cre6 un modelo de efectos lineales mixtos que
incluyera la relacibn entre la dieta (normal/ cetogénica) y el peso
(saludable/obeso). Como efectos fijos, se tomaron en cuenta las variables dieta
y peso (con término de interaccidn) y como efectos aleatorios, se consideraron a

los participantes.
A) Modelo completo

Al considerar la interaccién de las variables de estudio, los resultados del modelo
completo demostraron que ninguna de las variables del estudio (dieta y peso)
influye en el numero de ASVs observados. La variable “participante” explica en

mayor medida la varianza del modelo (30.274).
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Formula: PD ~ Dieta * Peso + (1 | Participante)
Data: alpha_comp

AIC BIC loglLik deviance df.resid
233.7 243.9 -110.9 221.7 34

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.5606 -0.5597 ©0.0810 0.5302 1.8516

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Participante (Intercept) 30.274 5.502
Residual 3.495 1.870

Number of obs: 40, groups: Participante, 20

Fixed effects:

Estimate Std. Error df t value PrGItl)
(Intercept) 25.5796 1.8376 22.1766 13.920 1.93e-12 ***
DietaNormal -0.7519 0.8361 20.0000 -0.899 9.379
PesoSaludable 2.6910 2.5988 22.1766  1.035 9.312

DietaNormal:PesoSaludable -9.6616 1.1824 20.0000 -0.559 0.582

Debido a que la interaccion entre las variables no fue significativa, ésta se
eliminé del modelo. En este nuevo modelo, ni el peso ni la dieta tuvieron valores
significativos, sin embargo, la variable dieta esta proxima al valor de significancia,

por lo que en el modelo parcial se mantuvo dicha variable.

Formula: PD ~ Dieta + Peso + (1 | Participante)
Data: alpha_comp

AIC BIC loglLik deviance df.resid
232.0 249.5 -111.0 222.0 35

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.63969 -0.49283 0.07972 0.45351 1.92798

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Participante (Intercept) 30.25 5.500
Residual 3.55 1.884

Number of obs: 4@, groups: Participante, 20
Fixed effects:

Estimate Std. Error df t value Pr(>1tl)
(Intercept) 25.7450 1.8141 21.1078 14.192 2.87e-12 ***

DietaNormal -1.0827 9.5958 20.0000 -1.817 0.0842 .
PesoSaludable 2.3603 2.5307 20.0000 ©.933 0.3621

B) Modelo parcial

En este modelo se considero la dieta como variable independiente y la variable
“participante” como variable de efectos aleatorios. En este modelo, la variable
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“dieta” mantiene los mismos valores que en el modelo anterior pero la varianza

explicada por el participante aumenta (31.64).

Formula: PD ~ Dieta + (1 | Participante)
Data: alpha_comp

AIC BIC loglik deviance df.resid
230.9 237.7 -111.4 222.9 36

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.66368 -0.48234 0.04998 0.47905 1.95323

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Participante (Intercept) 31.64 5.625
Residual 3.55 1.884

Number of obs: 49, groups: Participante, 20
Fixed effects:
Estimate Std. Error df t value Pr(GItl)

(Intercept) 26.9251 1.3264 22.1188 20.299 8.64e-16 ***
DietaNormal -1.0827 0.5958 20.0000 -1.817 ©0.0842 .

C) Modelo nulo

En este modelo unicamente se consideré a los participantes (variable aleatoria).

Formula: PD ~ (1 | Participante)
Data: alpha_comp

AIC BIC loglLik deviance df.resid
232 237 -113 226 37

Scaled residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.63905 -0.39346 0.02003 0.47063 2.10904

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.
Participante (Intercept) 31.346 5.599
Residual 4,136 2.034

Number of obs: 49, groups: Participante, 20
Fixed effects:
Estimate Std. Error df t value Pr(>1tl)
(Intercept) 26.384 1.293 20.000 20.41 7.31e-15 ***
La comparacion entre modelos demostré que el modelo que solamente incluye la
variable “dieta” posee un AIC mas bajo y se considera el mejor modelo. Sin

embargo, si se considera un valor p< 0.05 como valor de significancia, no se
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encontraron diferencias entre el modelo que incluye la dieta como variable
predictora y el modelo que no incluye a esta variable (nulo). Por lo tanto, incluir

las variables “dieta” y “peso” no mejora el modelo.

Models:
null.pd: PD ~ (1 | Participante)
par.pd: PD ~ Dieta + (1 | Participante)
full.pd: PD ~ Dieta + Peso + (1 | Participante)
npar AIC BIC 1logLik deviance Chisq Df Pr(>Chisq)
null.pd 3 231.95 237.02 -112.98 225.95
par.pd 4 230.90 237.65 -111.45 222.90 3.0562 1 0.08043 .
full.pd 5 232.04 240.49 -111.02 222.94 9.8515 1 0.35613

La variacion natural entre los participantes posee una influencia mayor en la
microbiota. La dieta y el peso de los participantes no influyeron en la diversidad
filogenética de la microbiota del intestino.
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Figura 13. Relacion entre la dieta con cambios en la diversidad filogenética (PD) de la
microbiota del intestino. A) Variabilidad individual y B) resultado global.
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DISCUSION
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Los regimenes nutricionales para la pérdida de peso corporal, basados en
baja cantidad de carbohidratos, han aumentado su uso en las ultimas cuatro
décadas. Algunos estudios, incluyendo metaanalisis, han concluido que habia
mayor pérdida de peso en dietas con menor ingesta de carbohidratos en
comparacion con una dieta baja en grasa, esto con pérdida de peso acelerada y
manteniéndola hasta por un afio (Nordmann et al., 2006).

En el presente estudio realizado en poblacion obesa y con peso normal en
el cual se administro una dieta cetogénica sin restriccion caldrica se encontro una
reduccion de peso significativa en el grupo con obesidad, no obstante dicha
pérdida fue secundaria a disminucion de musculo estriado, lo cual contrasta con
otros estudios previos (Bazzano et al., 2014; Moreno et al., 2014), en donde la
pérdida de peso fue secundaria a pérdida de tejido graso.

En un estudio realizado por Bazzano et al. (2014) el tiempo de intervencion
con dieta cetogénica hipocalorica fue por 2 semanas, por lo que podria explicar
la pérdida de peso acelerada sin pérdida de musculo, aunque es importante
resaltar que en pacientes con obesidad se pretende lograr un mayor apego al
régimen con resultados a mediano y largo plazo. Asimismo, es necesario contar
con una evaluacion de composicion corporal completa de los pacientes, ya que
una pérdida de peso corporal se puede interpretar errbneamente sino conocemos

a expensas de qué componente es la pérdida de peso.

Por otro lado, algunos estudios tanto en pacientes obesos como en
personas saludables, ademas de la pérdida de peso, han encontrado un aumento
significativo en los niveles séricos de lipoproteinas de baja densidad (Johnstone
et al., 2008; Burén et al., 2021; Urbain et al., 2017). Dicho hallazgo no ha sido
consistente en todos los estudios (Choi et al., 2018; Bazzano et al., 2014). En la
presente investigacion se encontr6 una disminucion significativa en la
concentracion de triglicéridos en el grupo con obesidad, sin aumento en el nivel

de colesterol total, lo cual se explica por la ingesta disminuida de carbohidratos.
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Algunos ensayos clinicos realizados en poblacion sin obesidad han
obtenido resultados heterogéneos. Sjodin et al. (2020) encontré una reduccion
significativa de la actividad fisica, sin alteraciones metabdlicas. En contraste,
Urbin et al. (2017) no encontré6 cambios significativos en actividad fisica; sin

embargo, si hubo un aumento en las concentraciones séricas de lipidos.

Respecto a la investigacidon de la microbiota intestinal los estudios
existentes son heterogéneos ya que depende en gran medida de la dieta regional,
por lo que los hallazgos dificiilmente pueden ser extrapolados a una poblacion
distinta.

En términos generales uno de los parametros mas utilizados es la relacion
entre los dos phyla predominantes Firmicutes/Bacteroidestes (F/B) (Stojanov et
al., 2020). No obstante, la relacidn menor a 1 reportada en poblacion con peso
normal (Koliada et al., 2017) se ha observado también en pacientes con obesidad

en poblaciones similares (Vaiserman et al., 2020; Castaner et al., 2018).

Un estudio realizado en menores de edad en la poblacién mexicana no

encontro hallazgos concluyentes en cuanto a predominio de phyla en correlacion

con el IMC. Interesantemente el phylum predominante fue Firmicutes en menores
con sobrepeso y obesidad el cual se encontr6 en una proporcion 250% y
ligeramente menor en nifos con peso normal sin ser estadisticamente

significativo (Murugesan et al., 2015). Por el contrario en nuestro estudio el

phylum predominante fue Bacteroidetes y mostré una relacion F/B <1 en ambos
grupos. Cabe sefialar que aunque ambos estudios son en poblacién mexicana,
el grupo etario y la region son distintos. Con relacion a la especie Akkermansia
muciniphila se ha asociado a un tipo de microbiota saludable, con pacientes que
tienen mejoria en la sensibilidad a la insulina, entre otras, dicha especie no fue

observada en ninguno de nuestros grupos de estudio.
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Los parametros que pueden explicar con mejor claridad una microbiota
saludable son los tipos de diversidad, términos adaptados de ecologia (Walters
& Martiny, 2020) donde la diversidad alfa y beta nos han ayudado a caracterizar
y comprender mejor la comunidad de bacterias intestinales. En la presente
investigacion se analizo la diversidad alfa basandose en la observacion total de
especies (ASV), indice de Shannon e indice de diversidad filogenético (PD), para
los cuales se crearon modelos de regresion, incluyendo variables como el tipo de
dieta y peso de los participantes. No se encontraron hallazgos significativos mas
alla de la variabilidad individual, esto se suma a la serie de trabajos en donde
regimenes dietéticos parecidos en poblacion distinta no muestran resultados
similares, dicha variabilidad y heterogeneidad de los estudios puede
corresponder a la predisposicion genética de los individuos a desarrollar ciertos
cambios, ademas entendiendo que la microbiota intestinal forma parte de una
entidad mas compleja conocida como el eje cerebro-intestino-microbiota en el
qgue intervienen factores adicionales a la dieta, tales como cambios hormonales,

estado de animo y situacion de estrés (Asadi et al., 2022).

Aunque en la presente investigacion el tipo de muestreo fue por
conveniencia, cabe destacar que se obtuvieron resultados significativos en
algunos parametros principalmente el peso corporal. Es indispensable en
estudios posteriores contar con una muestra representativa con base en la
prevalencia de obesidad en poblacion adulta. Conviene subrayar que la presente
investigacion es pionera en esta region del pais por lo que abre una puerta a

investigaciones futuras.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES
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La dieta cetogénica aun sin restriccidon caldrica conlleva a pérdida de peso
corporal significativa, no obstante, dicha pérdida puede ser secundaria a
disminucién de musculo esquelético, por tanto, debe recomendarse y vigilarse

por un profesional de salud.

Debido a que en el presente estudio se encontr6 una disminucion
significativa de musculo esquelético no se recomendaria dicha estrategia en
pacientes con obesidad sarcopénica y tampoco en adultos mayores.

La dieta cetogénica no se asocidé a desarrollo de dislipidemia, por el
contrario, se encontr6 una reduccion significativa de triglicéridos en los

participantes con obesidad.

Los niveles de glucosa sérica se mantuvieron estables en ambos grupos,
por lo que, esta dieta baja en carbohidratos no se recomendaria en pacientes con

diabetes mellitus como parte del control metabdlico o manejo nutricional.

La microbiota intestinal en ambos grupos previo al inicio de la intervencion

fue similar en cuanto a phyla y especies.

No hubo cambios significativos en la diversidad asociados al tipo de dieta;
sin embargo, la tendencia es una disminucién de diversidad por lo que al
aumentar el numero de participantes en el estudio pudieran obtenerse resultados

significativos.
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Tabla 16. Operacionalizacion de variables

ANEXOS

Definicion conceptual Instrumento de Tipo Escala de | Unidades y/o Analisis
Medicion Medicion | Categoria de Estadistico
Medicién
INDEPENDIENTES

Edad Tiempo transcurrido desde el Referido por Cuantitativa Discreta Afos cumplidos Estadistica
nacimiento de un ser vivo hasta | interrogatorio 18-60 afios descriptiva
el momento concreto cumplidos

Sexo Condicidén organica que Referido por Cualitativa Dicotémica Mujer Estadistica
distingue al macho de la interrogatorio Hombre descriptiva
hembra dentro de una misma
especie

Dietéticos

Dieta Tipo de alimentacidn alta en Porcentaje de Cualitativa Dicotomica Si X?

cetogénica grasa y baja en carbohidratos macronutrientes No
Respecto a las calorias totales Carbohidratos <5%
ingeridas Grasa 70%

Proteinas 25%

Lipidos Grasas presentes en los Recordatorio de 24 Cuantitativa Continua Gramo (g) Comparacion dos
alimentos especialmente en horas Proporcion hasta proporciones
productos de origen animal. (R M Ortega etal., 70% SPSS
Blusqueda MeSH “Dietary Fats” 2015)

Proteinas Proteina obtenida de los Recordatorio de 24 Cuantitativa Continua Gramo (g) Comparacion dos
alimentos. Fuente principal de horas Hasta 25% proporciones
aminoacidos esenciales. SPSS
Blusqueda MeSH “Dietary
protein”

Hidratos de Hidratos de carbono obtenidos Recordatorio de 24 Cuantitativa Continua Gramo (g) Comparacion dos

carbono (HCO) | de los alimentos, engloba horas Hasta 5% proporciones
azucares digeribles, almidones SPSS
y celulosa no digerible.

Principal fuente de energia.
Blusqueda MeSH “Dietary
carbohydrate”

Kcal Cantidad de energia consumida | Recordatorio de 24 Cuantitativa Continua Kcal Comparacion de
durante el dia ingerida o por via | horas medias
parenteral. Busqueda MeSH SPSS
“caloric intake”

Apegoala Cooperacidn voluntaria del Recordatorio de 24 Cuantitativa Ordinal 1=Adecuado (5% ANOVA

dieta participante en la ingesta del horas ingesta HCO) SPSS
plan de alimentacion disefiado 2 =Regular (5%-
de acuerdo con su 20%)
metabolismo basal. (Kirkpatrick 3=Mal apego
etal., 2014) (>20% HCO)

Actividad fisica | Actividad fisica regular con el Referido por Cualitativa Dicotémica 1=Leve (<3 Asociacion de
objetivo de mejorar o interrogatorio dias/semana) variables
mantener el estado fisico. 2=Moderado (3-5 | categdricas
MeSH “physical activity” dias/semana SPSS

DEPENDIENTES

Composicion Numero de UFC/log de los Amplificacién por Cuantitativa Continua UFC/Log Programa Micca

microbiota phylum presentes PCR (Microbial

intestinal Secuenciacién rRNA Community
16S bacteriano Analysis)
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Diversidad alfa Biodiversidad dentro de un indice de Shannon cuantitativa Continua bits/ind. Qiime v 1.9.1

microbiota nicho ecoldgico especifico, (Shannon &

intestinal iniciando con riqueza que se Weaver, 1949)
refiere al nimero de taxones Férmula...
en el nicho. (Flores, 2012)

Antropométricas

Peso Cantidad de masa, volumen o Mediciones Cuantitativa Continua Kg Comparacion de
peso de un individuo expresado | antropométricas medias
en libras o kilogramos. SPSS
Busqueda MeSH “Body weight”

IMC Indicador de la densidad Mediciones Cuantitativa continua Kg/m? Comparacion de
corporal determinada por la Antropométricas medias
relacion entre peso y la altura mediante la SPSS
corporal. MeSH “Body Mass siguiente formula
Index”, 1968 peso (kg)/Talla (m)?

(WHO,2020)

Circunferencia Medicién a nivel del abdomen, Medidas Cuantitativa continua Cm Comparacion de

de cintura por encima de la cresta iliaca, antropométricas medias
se toma posterior a exhalacion. SPSS
MeSH “Waist cirfumference”

2009

Composicion corporal mediante bioimpedancia, SECA

Agua corporal Suma del aguaintray SECA® Cuantitativa continua Porcentaje (%) Comparacion dos
extracelular proporciones

SPSS
Masa Grasa Cantidad de masa grasa, SECA® Cuantitativa continua Kilogramos Comparacion de
expresada en kiligramos medias
SPSS
Musculo Cantidad de masa de musculo SECA® Cuantitativa continua Kilogramos Comparacion de
esquelético estriado medias
SPSS

Bioquimico

b- Es un cuerpo ceténico Mediante técnica Cuantitativo continuo mM Comparacion de

hidroxibutirato | producido en el higado como de ELISA medias
subproducto del metabolismo SPSS
de las grasas

Glucosa sérica Cantidad de glucosa en una Técnicas Cuantitativo continuo mg/dL Comparacion de
muestra sanguinea colorimétricas medias

automatizadas SPSS
Mindray B-200.

Colesterol HDL | Colesterol de Lipoproteinas de Técnicas Cuantitativo continuo mg/dL Comparacion de
alta densidad, transportan colorimétricas medias
colesterol de los tejidos al automatizadas SPSS
higado.

Colesterol LDL Lipoproteinas de baja densidad Técnicas Cuantitativo continuo mg/dL Comparacion de
colorimétricas medias
automatizadas SPSS

Colesterol Colesterol de lipoproteinas de Técnicas Cuantitativo continuo mg/dL Comparacion de

Total muy baja densidad, producidas colorimétricas medias
en el higado y transportan automatizadas SPSS
triglicéridos y colesterol a los
tejidos

Triglicéridos Ester derivado del glicerol. Técnicas Cuantitativo continuo mg/dL Comparacion de

Principales constituyentes de la
grasa corporal de los seres
humanos

colorimétricas
automatizadas

medias
SPSS
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
MAESTRIA CIENCIAS MEDICAS

ANEXO 1. RECOLECCION DE DATOS

DATOS GENERALES

FOLIO:

NOMBRE: FECHA:
EDAD: FECHA DE NACIMIENTO:

ESCOLARIDAD: DOMICILIO:

OCUPACION: NO. TELEFONO:

ESTADO CIVIL: E-MAIL:

ANTECEDENTES PERSONALES (MARQUE CON “X” DONDE CORRESPONDA)

Marque con una “X” si cuenta con alguno de los siguientes antecedentes SI

NO

(Fuma?

(Toma Alcohol?
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(Usa drogas como cocaina, marihuana, otras?

(Padece Diabetes?

[Padece Hipertension Arterial (Presion alta)?

(Ha tenido cancer anteriormente?

(Padece enfermedades de la tiroides?

(Padece Artritis Reumatoide, Lupus Eritematoso, Fibromialgia?

(Padece epilepsia, crisis convulsivas o enfermedades psiquiatricas como depresion,
esquizofrenia?

(Padece VIH/SIDA?

(Ha sido sometido a cirugia bariatrica para reduccion de peso?

(Padece enfermedad por reflujo gastroesofagico?

[Padece pancreatitis crénica?

(Padece Enfermedad Inflamatoria intestinal como
Colitis Ulcerativa Crénica Idiopatica (CUCI) o
Enfermedad de Crohn?

(Padece Sindrome de Intestino Irritable (Colon irritable o colitis nerviosa)?

(Cirrosis Hepatica?

(Enfermedad Celiaca?

(Hepatitis Autoinmune?

(Estrefiimiento?

(Tiene menos de 3 evacuaciones por semana?

(Usa medicamentos para poder evacuar(hacer del bafio)?
(Cuales?

,Ha usado los siguientes medicamentos en los ultimos 3 meses?

Probidticos

SI

NO

Antibiodticos
(Cuales?

Omeprazol, pantoprazol, esomepraxol, deslansoprazol o medicamento similar
(Por cual motivo?

(Tuvo COVID-19 en los ultimos 3 meses?

En caso de ser mujer en edad reproductiva:
(Se encuentra embarazada?

[Desea embarazarse en los siguientes meses?

(Usa método anticonceptivo?
(Cual?

(Practica algun tipo de deporte o ejercicio?

- (Cuantas horas por semana?

ACTUALMENTE SE ENCUENTRA BAJO ALGUN REGIMEN NUTRICIONAL
COMO:

SI

NO

Dieta libre de gluten

Ayuno intermitente
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Dieta vegetariana, ovolacteo- vegetariana, vegana

DATOS LLENADOS POR ENCUESTADOR:

PESO:
TALLA:
IMC:
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
MAESTRIA CIENCIAS MEDICAS
ANEXO 2. Carta de consentimiento informado
Estimado(a):

El presente documento es una invitacion para participar en un proyecto de investigacion,
el cual ha sido aprobado por el comité de Bioética de la Facultad de Medicina y Psicologia
de la Universidad Auténoma de Baja California (UABC). El titulo es el siguiente
“Cambios en la composicion de la microbiota intestinal, composicion corporal y
perfil de lipidos, posterior a un mes de dieta cetogénica isocalorica, en pacientes con
obesidad y sujetos no obesos, en poblaciéon de Tijuana, BC.”, se realizara dentro de las
instalaciones de la Facultad de Medicina y Psicologia, UABC, a cargo de Blanca Jazmin
Franquez Flores, estudiante de posgrado, para obtencion de grado Maestria en Ciencias
Meédicas. La informacion personal que usted como participante nos proporcione y la
obtenida a través del estudio, asi como el uso de esta para publicacion de uno o varios
articulos cientificos, se realizard con estricta confidencialidad y de conformidad con las
leyes locales, estatales y federales de la Ley General de Salud y de los Articulos 20 al 27
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del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud. Este
proceso se conoce como consentimiento informado siéntase en absoluta libertad de aclarar
todas sus dudas, una vez que haya comprendido en que consiste el estudio y si desea
participar, se le pedira que firme el presente formato.

Justificacion del estudio:

La dieta cetogénica o dieta keto, que consiste en consumir pocos carbohidratos como
tortilla, pan, pastas, cereales y mayor consumo de carne y grasa; se ha vuelto popular en
los ultimos afios, para el control de peso corporal y, frecuentemente, se realiza de forma
no supervisada por un profesional de la salud; existe poca informacion sobre los efectos
que este tipo de dieta puede tener tanto en personas con obesidad como en aquellas que
mantienen peso normal. Con la informacion obtenida de su colaboracion en el estudio,
sera posible tomar una mejor decision ya sea recomendar o evitar esta dieta.

1. El objetivo del estudio es evaluar el efecto de un mes de dieta cetogénica(keto),
para lo cual se realizaran pruebas en sangre y heces fecales, antes y después de
un mes de dieta, asi como toma de peso, talla y circunferencia abdominal de
forma semanal.

2. Enla primer visita con tiempo estimado de 60 minutos, se realizara una historia
clinica que consiste en un interrogatorio sobre antecedentes familiares y
personales, revision por parte de un médico y un nutridlogo que haran una
exploracion fisica y mediciones corporales basicas (abdomen) y por
pletismografia por desplazamiento de aire, que consiste en entrar a una cdmara
cerrada, donde solamente cabe una persona y se encuentra debidamente
desinfectada; tiene la finalidad de estimar el porcentaje de grasa corporal y de
masa muscular; posteriormente se disefiara de forma gratuita una dieta
cetogénica, de acuerdo a sus necesidades, la cual deberd seguir durante un mes
en el que usted no podré consumir alimentos con carbohidratos por ejemplo,
cereales, pan, pastas, alcohol, azicar, entre otros, y se le agendara una cita para
toma de muestras sanguinea y recoleccion de muestra de heces fecales. Debera
acudir de forma semanal a revision médica y nutricional; al final del estudio, se
le tomara nuevamente muestra de sangre, heces fecales y realizacion de
pletismografia con desplazamiento de aire, todo sin ninglin costo para usted.

3. Las molestias que puede presentar durante su participacion son leves y el riesgo
es moderado, debido a la toma de muestra sanguinea de aproximadamente 10 ml
por cada toma, al principio y al final, ya que puede haber moretones, sangrado y
en muy raras ocasiones infeccion del sitio de toma de muestra, lo cual se
resolvera con las medidas e indicaciones otorgadas por el médico.

4. El beneficio que usted puede tener es la realizacion gratuita de todos los estudios,
asi como la consejeria médica y nutricional. De forma general la informacion que
se genere como parte de su colaboracion ayudara a ofrecer una mejor consejeria
para futuros pacientes.

5. Usted tiene la certeza de que recibira una respuesta a cualquier duda o aclaracion
acerca del estudio, riesgos, beneficios o acerca de los procedimientos a realizar
independientemente de que el estudio ya haya iniciado, ademas se le facilitard un
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10.

numero telefonico de un profesional del equipo de investigacion, con el que se
podréa comunicar en caso de requerirlo.

Usted est4 en absoluta libertad de abandonar el estudio en el momento en que asi
lo decida, por las razones que considere pertinentes, sin que esta decision afecte
la atencidn por parte del médico o nutridlogo, y se compromete a informar de
forma oportuna a la persona encargada de la investigacion.

Usted autoriza la publicacion de los resultados obtenidos en el estudio, con la
garantia que sus datos personales, como nombre, edad, antecedentes y resultados
de laboratorio, se mantendran con estricta confidencialidad y bajo secreto
profesional.

Nos comprometemos a proporcionarle informacion actualizada obtenida durante
el estudio, si este fuera el caso, aunque, pudiera afectar su voluntad para
continuar participando.

Durante el estudio usted no recibird compensacion por su participacion, sin
embargo, se le realizaran estudios que no le generaran ningtn costo y de los
cuales recibird una copia al finalizar su participacion, ademas de orientacion
médica y nutricional, sin ningiin costo.

En el remoto caso de requerirse estudios complementarios, el costo sera
absorbido por el investigador o la institucion. Si llegara a presentar elevacion de
colesterol o triglicéridos, recibira consejeria médica, nutricional y de ser
necesario medicamentos por el tiempo que sea necesario.

Declaracion del participante:

Marque con una “X” donde corresponda

SI

NO

He leido completamente esta carta de consentimiento informado

Entendi de que se trata el estudio de investigacion incluyendo el objetivo, los posibles
riesgos y beneficios

Me han permitido hacer preguntas y aclarar mis dudas relacionadas con el estudio

Acepto la realizacion de historia clinica completa con medidas corporales con bio-
impedancia

Acepto la toma de muestra sanguinea, otorgar muestra de orina y de heces fecales,
antes y después de la dieta

Acepto y me comprometo a seguir la dieta que me disefiaron

Me comprometo a conducirme con la verdad en los datos proporcionados al personal
médico

Acepto el uso de mis datos e informacion obtenida en el estudio con el compromiso
de que sean manejados de forma confidencial

Yo,

Con folio acepto participar en el estudio titulado: “Cambios en la

composicion de la microbiota intestinal, composicion corporal y perfil de
lipidos, posterior a un mes de dieta cetogénica isocaldrica, en pacientes con
obesidad y sujetos no obesos, en poblacion de Tijuana, BC.”,

Fecha:
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Firma:
(La firma puede ser sustituida por huella digital en los casos que asi lo ameriten)

Testigo 1(Nombre y firma):

Direccion:

Relacion que guarda con el
paciente
Testigo 2 (Nombre y
firma):
Direccion:

Relacion que guarda con el paciente:

Nombre y firma del Investigador Principal:

Aviso de Privacidad: Blanca Jazmin Franquez Flores, investigador principal de
este estudio, es responsable del resguardo de los datos personales y la informacion
que nos proporcione, los cuales serdn utilizados exclusivamente para lo descrito
en el presente documento. Usted puede solicitar la correccion de sus datos o que
sean eliminados de nuestras bases.

En cualquiera de estos casos le pedimos dirigirse a la investigadora principal en el
siguiente correo electronico: blanca.franquez@uabc.edu.mx

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del
participante en la investigacion y el otro en poder del investigador.

Queda entendido que la Direccion de Investigacion, o los Comités podran requerir
este documento en cuanto lo consideren necesario. Este documento deberd ser
conservado por el investigador responsable durante un minimo de 5 afios.

100



ANEXO 3. Recoleccién datos composicion corporal

Basal

Fecha:

1 semana

2 semana

3 semana

Fecha:

4 final

Talla

Peso

Imc

Circunferencia
Abdominal

Circunferencia
Cadera

indice CINTURA-CADERA

impedancia®

impedancia®

Masa libre de grasa %

Masa libre de

grasa %

Grasa corporal total %

Grasa corporal

total %

Agua corporal total

Agua corporal

total
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BIOQUIMICA BASALDIA O

BIOQUIMICA DIA 28

GLUCOSA GLUCOSA

CT CT

TGL TGL

HDL HDL

LDL LDL

VLDL VLDL
BH-BUTIRATO BH-BUTIRATO

ANEXO 4. Dieta habitual previa al estudio

Margue con una x donde corresponda

Sefiale en el Ultimo mes, las veces por semana que consumio los siguientes alimentos

Alimentos 1-2 3-5 6-7
Dias por Dias por Dias por
semana semana semana
Pan
Tortilla
Pasta
Avena

Quinoa, arroz

Cereal de caja

Leche origen vegetal (almendra, arroz, coco, soya)

Leguminosas
(frijol, lenteja, chicharo, garbanzo, soya)

Leche de vaca

Queso, crema, yogurt

Huevo

Pescado

Pollo

Res

Cerdo
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Camaron y otros mariscos

Almendra, nuez, cacahuate, chia

Miel de abeja

Miel de agave

Endulcolorantes
(stevia, splenda, eritritol, fruta monje)

Azlcar estandar o mascabado

Fruta en general y jugo de fruta natural

Verduras

Frituras (chips, papas fritas, aros de cebolla)

Alimentos capeados o empanizados

Hamburguesas

Refrescos, sodas, jugos o néctar de caja o lata

Cerveza

Vino

Destilados (tequila, mezcal, vodka, wisky)

Café de grano molido

ANEXO 5. Recordatorio de 24 horas

SEMANA 1

Llamada 1

Fecha

Hora

No. llamada | DIETA APEGO
(%)

1

2

3

SEMANA 2
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Llamada

Fecha

Hora

No. llamada

DIETA

APEGO (%)

1

SEMANA 3

Llamada

Fecha

Hora

No. llamada

PORCENTAJE DE CARBOHIDRATQOS
Gramos (%)

APEGO (%)

SEMANA 4

Llamada

Fecha

Hora

No. llamada

PORCENTAJE DE CARBOHIDRATQOS
Gramos (%)

APEGO (%)
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1
2
3
ANEXO 6. Historia clinica para participantes
Numero de expediente: Fecha: Sexo: Hombre () Mujer ( )
Fecha de Nacimiento: Edad:
Escolaridad: Ocupacion actual:
Estado civil:

Antecedentes en Familiares de primer grado (Mama, Papd, Hermanos o Hijos)
Condicién o SI NO éQuién? ¢éEnqué ¢Cuadles?
enfermedad parte del

cuerpo?
DM
HAS
Céancer
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Enfermedades
Autoinmunes

Enf.
Autoinmune

Enf.
Cardiovasculares

Enf. Psiquidtrica

Antecedentes Personales no patolégicos

Tabaquismo. No ( ) Si( ) écudntos cigarrillos por dia?
Alcoholismo No ( ) Si ( ) éCudntas bebidas por dia?
Alérgicos No ( ) Si ( ) ¢cudles?

Toxicomanias No ( ) Si ( ) ¢Cudles?

Antecedentes personales patoldgicos

Quirdrgicos No ( ) Si( ) écudles?
Hemotransfusién No ( ) Si( ) écuando?

éPor semana?

Condicion o Sl NO é¢Desde
enfermedad cuando?

Tratamiento

écuales?

DM

HAS

Cancer

Enfermedades
Autoinmunes

Enf.
Autoinmune

Enf.
Cardiovasculares

Enf. Psiquidtrica

EXPLORACION FISICA
TA: Temperatura: FC:

FR:
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Peso
Talla
IMC
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