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Resumen (media cuartilla).

El sobrepeso y la obesidad son los principales factores modificables de muerte prematura
en humanos a nivel mundial, estas condiciones aumentan la probabilidad de que se
desarrollen uno o varios elementos asociados al sindrome metabdlico, como son:
resistencia a la insulina y posteriormente su evolucién a la diabetes mellitus tipo 2 (T2D) *.
Aproximadamente a nivel mundial mueren 4 millones de personas cada afio por
complicaciones relacionadas con la obesidad 2. La T2D se desarrolla progresivamente a lo
largo de varios afios en los individuos pre-diabéticos. El diagnéstico y tratamiento
farmacolégico tempranos, y los cambios en la dieta y el estilo de vida pueden prevenir con
eficacia el desarrollo de la diabetes 3. Por lo tanto, la identificacion de biomarcadores
asociados con prediabetes y T2D es un area de investigacion en desarrollo. En este campo
se han propuesto multiples biomarcadores, dentro de los cuales se incluyen la
determinacién de los niveles de glucosa en ayuno y la hemoglobina Alc glicada (HbA1c)
como herramientas para evaluar el riesgo de diabetes 4°. Si bien son valiosos, estos
biomarcadores no captan plenamente la complejidad del desarrollo de T2D, y tampoco

pueden detectar individuos antes del inicio de la enfermedad. Para avanzar con este
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objetivo se requiere algo mas que la validez predictiva de un Unico biomarcador, y es
necesario determinar un conjunto de marcadores moleculares que aumente la especificidad
y sensibilidad de riesgo al desarrollo de T2D. En consonancia con esta hipoétesis, se hace
necesario justificar la investigacion de otros factores y mecanismos que expliquen la
variabilidad de la T2D. Estos factores incluyen la microbiota intestinal y sus metabolitos,
gue median la comunicacién microbioma-hospedero y se han convertido en importantes
contribuyentes a la salud y la enfermedad en humanos en los Ultimos afios 6. Por otra parte,
la funcién bioquimica y biolégica de los marcadores asociados con el riesgo de desarrollar
T2D en personas obesas a menudo se estudian de forma aislada y no se consideran las
redes de sefializacion y vias biolégicas en las que estan involucradas. Debido a la
complejidad de los aspectos fisiopatolégicos de la enfermedad, la obesidad no puede
considerarse Unicamente un desequilibrio energético entre la ingesta y el gasto calérico ’.
De forma relevante, se observa que no todas las personas con obesidad desarrollaran
resistencia a la insulina a lo largo de su vida, por lo que la regulacion epigenética y la
comunicacion con el microambiente pueden ser algunas de las causas subyacentes de
diferentes resultados clinicos en individuos con obesidad ’.

Adicionalmente, se sabe que los alimentos funcionales contienen ingredientes activos que
pueden estar asociados con el incremento de actividad antioxidante, antiinflamatoria o de
sensibilidad a la insulina, las cuales se consideran funciones integrales en la prevencion y
tratamiento de T2D y su consumo puede traer efectos benéficos a la poblacién en riesgo®.
Dentro de los alimentos con funcionalidad se encuentran los alimentos fermentados, los
cuales adicionalmente a los beneficios mencionados, incluyen grupos de probidticos que
podrian enriquecer la microbiota intestinal y favorecer la eubiosis °1° aunado a sus
beneficios en la salud.

Con base en lo anterior, en este proyecto se propone un estudio multidisciplinario que se
centrara en identificar la estructura y metabolismo de la microbiota intestinal y marcadores
moleculares circulantes novedosos de pre-diabetes y diabetes en la poblacién de adultos
jovenes universitarios que forman la comunidad estudiantil de la UAM Cuajimalpa. Este
serd un ensayo controlado, longitudinal y prospectivo, que incluira un programa de
intervencién nutricional para promover la adhesion de la poblacion joven universitaria a una

dieta sostenible, y evaluar sus efectos en los resultados clinicos y en los cambios en los



perfiles moleculares relacionados con T2D y obesidad. Especificamente, se analizaran las
diferencias en la expresion de un perfil de microRNAs exosomales relacionados con la T2D
y la composicion de la microbiota intestinal en individuos obesos y no obesos que muestren
al menos un marcador estandarizado relacionado con la T2D. Se implementara una
estrategia de intervencion nutricional con alimentos fermentados para determinar su
beneficio en la salud de la poblacion, particularmente se evaluaran los cambios de los
marcadores asociados con la T2D y obesidad después de la intervencién nutricional. Por
otra parte, el estudio también incluird experimentacion in vitro para analizar funcionalmente
los marcadores moleculares identificados en la poblacion y la identificacion de alimentos

funcionales adecuados para este tipo de enfermedades.

Antecedentes

De acuerdo con la Federacion Mundial de la Obesidad (https://www.worldobesity.org/), en
el afio 2022, México ocupb el quinto lugar en obesidad en el mundo y se estima que la cifra
aumente a 35 millones de adultos para la siguiente década. Se estima que para el afio
2035, los recursos invertidos en atender esta probleméatica representaran mas del 2.9 % del
PIB que rondara entre los 1634 billones de délares 1. El sobrepeso y la obesidad son los
principales factores modificables de muerte prematura en humanos a nivel mundial, y
aumentan la probabilidad de que se desarrolle el sindrome metabolico. La obesidad es una
enfermedad multifactorial caracterizada por acumulacion excesiva de grasa corporal que
conlleva el desarrollo de comorbilidades metabdlicas como hipertension arterial,
enfermedad cardiovascular, dislipidemias, resistencia a la insulina, T2D y otros
padecimientos crénicos. La prevalencia mundial del sobrepeso y la obesidad en adultos ha
sido del 39% y el 13%, respectivamente ’. La T2D es la patologia mas relacionada con la
obesidad. Segun el informe de la OMS del 2013, el 44% de la carga de T2D es atribuible al
sobrepeso y la obesidad. Un estudio reciente ha demostrado que el sobrepeso y la obesidad
representan el 85.8% de los casos de T2D. Se espera que la prevalencia de obesidad-
diabetes se duplicara a 300 millones en 2025. Por lo tanto, es de gran importancia entender
la patogénesis de la T2D relacionada con la obesidad. Ademas, en el caso especifico de
México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2021, sefialé6 que 12

millones 400 mil personas padecen diabetes. De ésta, la T2D es la mas comun en personas



mayores de 60 afios. En los ultimos 10 afios la incidencia de T2D incrementd un punto
porcentual, al pasar de 9.2 % a 10.2 %, con mayor proporcion en mujeres. La T2D es una
epidemia de crecimiento alarmantemente rapido en la que los pacientes desarrollan
hiperglucemia como resultado de niveles inadecuados de insulina plasmética para
mantener la homeostasis de la glucosa. Segun su fisiopatologia, la diabetes se puede
clasificar como diabetes tipo 1 (T1D), T2D, hiperglucemia en el embarazo (diabetes
gestacional) y diabetes que tiene una etiologia especifica (incluyendo genética o secundaria
a medicamentos, factores pancreéticos u otras enfermedades) %13, Las dos formas mas
comunes de diabetes son la T1D y T2D. La T1D, representa del 5% al 10% de todos los
casos de diabetes, es una enfermedad autoinmune que resulta en la destruccion de células
®-pancredticas. La T2D representa mas del 90% de todas las formas de diabetes, por lo
gue es la mas comln en la poblacién y esta altamente asociada con la obesidad 4. En
términos de la fisiopatologia, la T2D se caracteriza por la hiperglucemia resultante de
defectos en la produccion y secrecion de insulina por células B-pancreaticas y/o el
desarrollo de resistencia a la insulina en tejidos periféricos, incluyendo higado, tejido
adiposo y musculo *°. Mas de la mitad de las personas con diabetes, principalmente T2D,
no se diagnostican tempranamente, y el diagnéstico se presenta hasta que aparecen
complicaciones graves. En este sentido, el diagnostico precoz puede frenar el aumento de
la incidencia de la T2D y sus complicaciones'®. En los pacientes diagnosticados con T2D,
la progresion de la enfermedad puede ser acelerada por factores agravantes como son la
falta de monitoreo glucémico riguroso, el tratamiento insuficiente, la adherencia inadecuada
al tratamiento y la omisién a los cambios en el estilo de vida (dieta y ejercicio) /. Debido a
gue la diabetes temprana es en gran parte asintomatica, muchos pacientes estan en riesgo
de desarrollar complicaciones potencialmente mortales debido a la hiperglucemia. En los
paises de ingresos bajos y medios, los pacientes presentan un riesgo aun mayor de
complicaciones debido a una mala alimentaciéon y a una atencion sanitaria inadecuada y
deficiente 8. La resistencia a la insulina cominmente se relaciona con el desarrollo de T2D
asociada con la obesidad. En pacientes obesos, una reduccién en la sefalizacion de
insulina puede resultar de cantidades elevadas de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, TNF-a,
entre otras), disfuncibn mitocondrial, disfuncion endocrina, metabolismo lipidico

deteriorado, estrés del reticulo endoplasmico e hipoxia del tejido adiposo ° 2°, Una red



altamente compleja de comunicacion entre érganos juega un papel clave en la regulacion
de la sefializacion de insulina, involucrando un escenario complejo de mediadores de
comunicacion celular como nutrientes metabolitos, vesiculas extracelulares, péptidos y
proteinas 2. Los nuevos enfoques en andlisis masivo de moléculas como la gendmica,
metabolémica y prote6mica aunado al desarrollo de la bioinformética y la biologia de
sistemas se han utilizado para identificar los biomarcadores prometedores para la deteccion
temprana y el manejo de la obesidad y T2D 2% 13 23, En este sentido, la T2D se considera
una enfermedad metabdlica multifactorial, crénica y compleja, en la que los antecedentes
familiares, edad, estilo de vida, dieta, genética y factores ambientales juegan un papel
relevante en su fisiopatologia. Los sintomas iniciales pueden ser polidipsia (sed excesiva),
poliuria (mayor necesidad de orinar), polifagia (hambre excesiva), y finalmente, la pérdida
de peso. Ademas, existe una multitud de complicaciones gastrointestinales atribuidas a la
T2D. Por ejemplo, el 75% de los pacientes experimentan sintomas gastrointestinales,
generalmente en el contexto de una neuropatia autonémica 24. También se ha reportado
gue las mujeres con T2D tienen una mayor probabilidad general de experimentar sintomas
gastrointestinales en comparacién con los hombres 2°. En este contexto, los sintomas
gastrointestinales a menudo, pero no siempre, se correlacionan con el control glucémico,
asi como con el tiempo que tenga el paciente con la T2D. De manera especifica, se puede
presentar una condicién de diarrea cronica acuosa, la cual es uno de los sintomas mas
debilitantes de la T2D y se denomina diarrea diabética %6. De manera adicional, la T2D
desencadena una serie de complicaciones con un alto grado de morbilidad y mortalidad, lo
gue resulta en un alto nimero de consultas médicas, hospitalizaciones, discapacidades, y
muertes. Ejemplos de estas complicaciones multi-sistémicas incluyen eventos micro-
vasculares como retinopatia, nefropatia, neuropatia, y eventos macro-vasculares,
incluyendo cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular y enfermedad vascular
periférica 1°. Las estrategias de deteccion temprana de la T2D tienen un impacto positivo
en la calidad de vida y reduccion de los costes sanitarios, ya que reducen la generacién de
sus complicaciones sistémicas 6. Por lo tanto, desarrollar estrategias centradas en el
diagnéstico, control y tratamiento seran una prioridad en los préximos afios. Las personas
con T2D requieren atencion médica continua, incluyendo la intervencion farmacolégica, asi

como los cambios en el estilo de vida y la dieta. La T2D ocurre con mas frecuencia en



adultos de mediana edad y ancianos, y su causa es multifactorial. Sin embargo, su
incidencia ha aumentado en nifios y adultos jovenes debido a la obesidad, el estilo
de vida sedentario y la nutricion inadecuada. Esta alta incidencia también esta
acompafiada de una prevalencia estimada de mas del 50% en todo el mundo. La
implementacion de estrategias exitosas, rentables y sostenibles para la deteccion
sistematica de la T2D es imprescindible para asegurar la deteccién temprana, reduciendo
el riesgo de los pacientes de desarrollar complicaciones de enfermedades potencialmente
mortales. Por lo tanto, es esencial identificar nuevos biomarcadores para la T2D en
poblacién con alto riesgo de desarrollarla como son los jovenes adultos que padecen

obesidad.

Marcadores diabéticos en la clinica

Segun los "Estandares de Atencion Médica en Diabetes" publicados por la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) ?’ y las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la diabetes puede ser diagnosticada con base en la concentracion de glucosa
plasmatica: 1) glucosa plasmatica en ayunas (GPA), 2) por la tolerancia a la glucosa
plasmatica después de dos horas de la administracion oral de 75 g de glucosa (TG) y 3) la
hemoglobina glicada Alc (HbAlc). El estado pre-diabético es un estado intermediario
hiperglucémico en el que los marcadores glucémicos estan por arriba del umbral
considerado saludable normo-glicémico pero por debajo de los criterios de diagndstico para
la diabetes. En esta condicion, los pacientes pueden presentar, una (IFG, IGT) o las dos
condiciones de pre-diabetes (IFG+IGT) al mismo tiempo. Ademas, este estado constituye
un alto riesgo para el desarrollo de diabetes y complicaciones asociadas con la pérdida de
control glucémico. Los valores diagndésticos de referencia para prediabetes y la diabetes no
se han estandarizado universalmente. Sin embargo, la gran mayoria de las guias clinicas
se basan en los criterios de la OMS y ADA. Referencias: Informe mundial sobre la diabetes.
Diagnostico de la diabetes: normas de atencién médica en la diabetes 2728,

Valores de referencia para el diagndstico de prediabetes y T2D

Valores diagnésticos de referencia:

Pre-diabetes:



ADA: glucosa plasmética en ayunas (GPA): 100-125 mg/dL; hemoglobina glicada (HbAlc):
5.7-6.4%; Prueba de tolerancia a la glucosa (TG), 2 h :140-199 mg/dL. OMS: GPA: 110-
125 mg/dL, HbAlc: No se recomienda

Diabetes:

ADA GPA: 126 mg/dL, HbA1c 2 6,5%, TG, 2 h: = 200 mg/dL

En México, las guias de practica clinica recomiendan establecer el diagnostico de diabetes
cuando los pacientes presentan poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso acompafiada
de una concentraciéon de glucosa en ayunas de 200 mg/dL independientemente del tiempo
transcurrido desde la Gltima comida. Estos sintomas representan un caso tipico de diabetes
con hiperglucemia evidente 2°. Sin embargo, algunos pacientes con riesgo de desarrollar
T2D o con diagnostico de T2D pueden presentar pocos de estos sintomas o pueden ser
completamente asintoméaticos. Segun las recomendaciones del ADA, deben obtenerse dos
resultados anormales de la misma muestra o dos muestras diferentes para confirmar un
diagnostico. Por otra parte, la HbAlc es un marcador mas fiable para evaluar la presencia
y gravedad de la enfermedad. Por lo tanto, la ADA y la OMS recomiendan este método
como prueba adecuada para la deteccion y el diagnostico de la diabetes. El objetivo final
de las directrices para el tamizado, diagnostico y seguimiento de la T2D no debe ser buscar
una concordancia perfecta entre los biomarcadores. Mas bien, su determinacion debe
identificar a los individuos con niveles glucémicos alterados en riesgo de sufrir
complicaciones a largo plazo. La evidencia de estudios que comparan el desempefio de
nuevos marcadores glucémicos como la albumina glicada (GA), la fructosamina (FA) y el
1,5-anhydroglucitol (1,5-AHG) ha demostrado que proporcionan informacion clinica
independiente y pueden mejorar el valor pronéstico de los marcadores convencionales °.
Estudios previos han confirmado que los marcadores de FA, GA y 1,5-AHG estan
fuertemente relacionados con el riesgo de desarrollar diabetes. Estos marcadores
intermedios pueden utilizarse para determinar el riesgo de T2D y sus complicaciones
independientemente de los valores de glucosa en sangre en ayunas y HbAlc.

Nuevas estrategias de investigacion en T2D

Exosomas celulares



Los exosomas son un tipo de microvesiculas de un tamafio de 50 a 200 nm que estan
compuestas por una bi-capa lipidica, se producen dentro de las células y se liberan al
espacio extracelular a partir de cuerpos multivesiculares 3. En organismos multicelulares,
los exosomas se han aislados de diversos fluidos biolégicos, incluyendo sangre, orina,
saliva, leche materna, liquido seminal, liquido amnidtico, ascitis, liquido cefalorraquideo,
bilis entre otros. La via de secrecion de exosomas inicia con la formacion de vesiculas
intracelulares (endosomas multivesiculares o cuerpos multivesiculares) durante la
diferenciacion de reticulocitos y se liberan por la fusién con la membrana celular. Una vez
liberados de la célula productora, los exosomas son reconocidos e internalizados por su
célula receptora para regular su actividad bioguimica %2. Las proteinas asociadas con
exosomas incluyen proteinas de transporte de membrana como tetraspaninas, proteinas
de choque térmico, flotillinas, anexinas y RAB GTPasas entre otras. Tipicamente, las
proteinas sobre-expresadas en las células suelen localizarse también de forma abundante
en los exosomas . Ademdas de proteinas, los exosomas son caracterizados por su
diversidad lipidica, estos incluyen fosfolipidos, esfingolipidos y colesterol. Generalmente, la
distribucion y composicién de los lipidos exosomales es diferente de la composicion lipidica
de la membrana citoplasmatica de la célula donante 34. Junto con la estabilidad estructural
y la rigidez, los lipidos exosomales participan en varias vias biolégicas y cascadas de
sefalizacion al interactuar con fosfolipasas y prostaglandinas. Ademas de lipidos y
proteinas, los exosomas estan altamente enriquecidos en RNA mensajeros (RNAmM), RNAs
largos no codificantes y microRNAs (miRNASs), los cuales juegan un papel clave en la
regulacion de la expresion genética a nivel transcripcional y epigenético, y en la produccion
de proteinas °. De manera relevante, los RNAs exosomales regulan diversas vias de
sefalizacion en las células receptoras. Los contenidos exosomales son representativos del
tipo y el origen de las células que los biosintetizan, porque pueden considerarse como la
huella dactilar de las células 3637, En conjunto, las biomoléculas contenidas en un exosoma
se denominan moléculas cargo. Por todo lo anterior, los exosomas y sus moléculas cargo
pueden utilizarse como biomarcadores para el diagnéstico, el prondstico y la respuesta a
tratamientos en diversas enfermedades. Adicionalmente, la especificidad de sus moléculas
cargo permiten regular procesos fisiolégicos y patolégicos en las células receptoras,

haciendo asi a los exosomas blancos terapéuticos ideales .
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Los exosomas juegan un papel importante en la comunicacién intercelular autdcrina,
paracrina y enddcrina en diversas patologias humanas incluyendo a la T2D 3. Los
exosomas derivados de diversas fuentes celulares tales como tejido adiposo, higado y
musculo esquelético contribuyen al desarrollo de la resistencia a la insulina en la
obesidad®. Los exosomas también sirven como mediadores circulantes en la T2D a través
de transferir moléculas cargo funcionales para la fisiopatologia sistémica /4%, En la
obesidad, el estudio de moléculas cargo de exosomas derivados de adipocitos, orina y
plasma han permitido entender su patogenia y las enfermedades relacionadas con la

obesidad, incluyendo la diabetes.

microRNAs exosomales en obesidad y diabetes

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA no codificantes. Los miRNAs funcionan en
la regulacion post transcripcional de la expresion génica al promover el silenciamiento de
los RNAm para evitar la produccion de proteinas 41. Muchos miRNAs, como son let-7, miR-
223, miR-29, miR-103 y miR-107, regulan desérdenes metabdlicos a través de la alteracion
de diversas vias moleculares que participan en el metabolismo de lipidos o de la glucosa,
gluconeogénesis del higado, la secreciéon de la insulina y autofagia*’. Los miRNAs
contenidos en exosomas funcionan de manera muy eficiente en tejidos distantes. De esta
forma, algunos mMiRNAs exosomales son factores patolégicos en T2D regulando
negativamente la produccion de proteinas que participan en la sensibilidad a la insulina. Por
ejemplo, la insulina unida a su receptor (IRS-1) estimula la via de sefializacion PKB/AKT.
La fosforilacion de AKT en la serina 473 promueve la translocacion del transportador de
glucosa-4 (Glut4) del citosol a la membrana para la absorcion de glucosa*®. Katayama y
colaboradores reportaron que el miR-20b-5p exosomal es muy abundante en pacientes con
T2D. Se demostrd que el miR-20b-5p exosomal regula negativamente a la proteina AKTIP
gue interactia y controla la actividad de AKT mejorando la fosforilacion de los sitios
reguladores de AKT. Por este mecanismo, miR-20b-5p exosomal reduce la acumulacién de
glucégeno en el musculo esquelético humano primario, o que resulta en resistencia a la
insulina 44. Otro estudio demostré que los exosomas derivados de células tumorales
pancreaticas inhiben la sefializacion de la insulina via PI3K/ Akt en miotubos C2C12. Los

exosomas evitan la translocacion nuclear del factor de transcripcion FoxO1 inducida por
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insulina, afectando el trafico de Glut4. En este estudio revelaron que los miRNAs
exosomales miR-450b-3p y miR-151-3p probablemente desempefian papeles clave en este
proceso “°. Ademas, el miR-155 exosomal derivado de los macréfagos del tejido adiposo
en ratones diabéticos inducidos por obesidad causa intolerancia a la glucosa y resistencia
a la insulina al regular negativamente el factor de transcripcion PPARYy, un regulador clave
del metabolismo lipidico. Otro elegante experimento demostrd que los exosomas de ratones
obesos podrian inducir intolerancia a la glucosa en ratones no obesos 4°. En este estudio,
los autores transfectaron miRNAs exosomales que estan aumentados en ratones obesos
(miR-192, miR-122, miR-27a-3p y miR-27b-3p) y se demostré que los ratones no obesos
desarrollaron intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. Ademas, los datos
mostraron que los mMiRNAs exosomales indujeron diabetes en ratones no obesos regulando

el factor de transfeccion PPARa en tejidos adiposos .

Dieta sostenible y alimentos con funcionalidad: los alimentos fermentados

De acuerdo a la definicion de la FAO (FAO, 2010
https://www.fao.org/documents/card/en/c/ca6640es), las dietas sostenibles tienen bajo
impacto ambiental, contribuyen a la seguridad alimentaria y nutricional y a la vida sana de
las generaciones presentes y futuras. Por otro lado, los alimentos funcionales son aquellos
gue se les ha afiadido o eliminado algun componente, o modificado su biodisponibilidad
favoreciendo que cumpla una funcién positiva en el cuerpo, asi como brindando
propiedades fisiologicas o psicolégicas cuando se le afiaden nutrientes o componentes que
usualmente no se encuentran en dicho alimento 8. Los alimentos fermentados como yogurt,
kéfir o kombucha, son alimentos funcionales donde los microorganismos presentes han
transformado el alimento o bebida original proporcionando los beneficios de dicho alimento
funcional >0, La kombucha es una bebida tradicional de origen asiatico fermentada por un
consorcio de bacterias y levaduras embebidas en una biopelicula llamada SCOBY (por sus
siglas en inglés). Esta bebida es a base de té negro, no alcohdlica, refrescante, ligeramente
dulce y acida. En ella se encuentran probiéticos, vitaminas, polifenoles y acidos organicos
con efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antibiéticos 6. El kéfir es una bebida a base
de leche, parecida al yogurt y fermentado por un consorcio de bacterias lacticas y levaduras

agrupadas en nodulos de polisacaridos conocidos como bulgaros. Sus propiedades
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probidticas son conocidas por fortalecer la microbiota intestinal mejorando los procesos
digestivos 4’. Los alimentos fermentados tienen un potencial funcional que podria apoyar
en tratamientos y prevencién de T2D enriqueciendo la microbiota intestinal y aportando
nutracéuticos ad hoc #8. Adicionalmente, los alimentos fermentados elaborados en regiones

cercanas donde seran consumidos, abonan a las dietas sostenibles y saludables.

Microbiota intestinal

A pesar de las diferencias interindividuales en la estructura y diversidad del microbioma
intestinal humano, las vias metabdlicas y funcionales microbianas permanecen estables
entre individuos sanos #°. El microbioma intestinal humano codifica al menos 10 veces mas
genes que el genoma humano y la redundancia funcional entre algunos de estos genes
permite que diferentes microbios creen comunidades individualizadas que llevaran a cabo
las mismas funciones para mantener la homeostasis y una relacion simbiotica con el
huésped humano °.

En este sentido, se han reportado diferencias en la composicién de la microbiota intestinal
en humanos que se relacionan con diferentes enfermedades como son: 1) enfermedades
cardiovasculares %, 2) T2D %2, 3) obesidad %3, 4) hipertensién 4, 5) depresion %°, 6) Covid19
56 7) autismo °7, entre otras 8.

Debido a lo anterior existe un creciente interés en estudiar la microbiota intestinal humana
relacionada con las enfermedades, en parte porque parece estar muy influenciada por
intervenciones que mejoran los sintomas o las enfermedades, como los medicamentos, la
dieta y el estilo de vida. Por ejemplo, las personas que comen carne roja exhiben mayores
niveles del metabolito intestinal N-6xido de trimetilamina (TMAO) que los que no comen
carne. Es importante destacar que la TMAO se asocia con una mayor formacion de placa
en las arterias °°. El hecho de que los productos del metabolismo microbiano desempefien
un papel integral en muchas vias metabdlicas del hospedero sugiere que los trastornos
metabolicos complejos pueden beneficiarse de alteraciones especificas en la microbiota a
través de intervenciones dietéticas, farmacoldgicas, de estilo de vida y de ingenieria de
microbiomas °.

Dada la complejidad de las relaciones entre la microbiota intestinal y las enfermedades

metabolicas, como la obesidad y la diabetes, resulta interesante identificar perfiles
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moleculares entre pacientes con obesidad y aquellos sin obesidad, pero con riesgo de
desarrollar T2D. El propésito de esto es detectar tempranamente a individuos en riesgo vy,
al mismo tiempo, comprender la relacién entre la obesidad, la T2D y la microbiota intestinal.
Ademas, es importante destacar que dado que estas patologias (obesidad y T2D) estan
estrechamente relacionadas con la dieta y el estilo de vida, es fundamental llevar a cabo
estudios en diversos grupos poblacionales con distintos patrones dietéticos y estilos de
vida. Por todas estas razones, un analisis de este tipo sera de gran utilidad para abordar un
problema de salud publica en México para el cual, lamentablemente, no se dispone de

informacion suficiente.

Poblacion beneficiada y/o atendida.

Estudiantes jovenes adultos universitarios de la UAM Unidad Cuajimalpa

Hipotesis

1. Los adultos jévenes obesos y no obesos que presentan indices elevados de glucosa,
hemoglobina glicada (HbAlc) y grasa corporal produciran un perfil de miRNAs
exosomales en suero, probablemente asociado con la sefializacion de insulina,
metabolismo de glucosa e inflamacion.

2. Los adultos jévenes obesos y no obesos que muestran indices elevados de glucosa,
HbAlc glicaday grasa corporal presentaran una microbiota intestinal asociada con la T2D.
3. Los adultos jovenes obesos y no obesos que presentan mejoraran sus niveles de
glucosa, HbAlc glicada y grasa corporal después de la intervencion nutricional y el
consumo de la kombucha como alimento funcional.

4. La composicion de la microbiota intestinal y los exosomas circulantes se vera modulada
por el consumo de alimentos funcionales y esto correlacionara con la mejoria del estado
nutricional de la poblacion analizada. Especificamente con las vias de sefalizacion de

insulina, metabolismo de glucosa e inflamacion.

Objetivo general y objetivos particulares

Objetivo general
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Evaluar el efecto de la intervencidon nutricional sostenible a través de la caracterizaciéon de

parametros moleculares circulantes y de la microbiota intestinal en jévenes universitarios

de la UAM Unidad Cuajimalpa propensos a obesidad y T2D.

Objetivos particulares

1.
2.
3.

Generar y caracterizar la cohorte de la poblacion de estudio.
Desarrollar un plan de nutricion para jévenes universitarios.
Incorporar a la poblacion de estudio en una intervencion nutricional sostenible que

incluya un alimento funcional.

. Elaborar y caracterizar el alimento funcional, desde un enfoque bioquimico,

fisicoquimico y microbiologico, asi como analizar su potencial probiotico.

. Determinar y caracterizar la linea base de los biomarcadores séricos de diabetes antes

y después de la intervencion nutricional.

. Analizar los posibles efectos de la incorporacion del alimento funcional en la dieta.

. Caracterizar los exosomas circulantes y evaluar los miRNAs cargo relacionados con el

riesgo de desarrollar T2D en la poblacion de estudio antes y después de la intervencion

nutricional.

. Caracterizar la estructura y composicion de la microbiota intestinal en la poblacion de

estudio antes y después de la intervencion nutricional mediante el uso de

herramientas de la metagendémica.

. Evaluar los acidos grasos de cadena corta en suero y en heces fecales y metabolitos

derivados del alimento funcional.

Descripcion, incluyendo hipotesis y metodologia

Aspectos éticos

Este proyecto tiene como objetivo identificar marcadores moleculares circulantes y de la

microbiota intestinal en la poblacion de adultos jévenes universitarios con obesidad y sin

obesidad clinica que tengan riesgo de desarrollar T2D. Este estudio serd un ensayo

controlado aleatorio de cuatro etapas que incluira un programa de intervencion nutricional

para promover la adhesion de la poblacién joven universitaria a una dieta sostenible, y
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evaluar sus efectos en los resultados clinicos y en los cambios en el perfil molecular
relacionados con T2D y obesidad. Los participantes estaran informados de todos los
detalles del protocolo, del manejo y uso de sus muestras bioldgicas y se preservaran sus
datos personales. En todo momento se trabajara con responsabilidad moral respetando a
las personas participantes, y preservando su salud. Se promovera el cuidado al medio
ambiente a través del manejo y desecho adecuado de los residuos biolégicos de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002. De acuerdo con el Articulo 57
del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
(RLGSMIS), los y las estudiantes, se consideran grupos subordinados, y la subordinacion
es una condicion de vulnerabilidad. Por lo anterior, la invitacion a participar en el estudio
sera difundida mediante un volante electronico distribuido desde los canales oficiales de la
UAM-C, esto es, desde la oficina de difusion universitaria, servicios generales, servicios
escolares o difusion cultural. En ningln momento se invitara a los alumnos y alumnas a
participar desde las aulas o laboratorios por parte del profesorado, de las personas
trabajadoras del Servicio Médico o de algun 6rgano personal. La participacion del alumnado
sera totalmente libre y podran abandonar el estudio en el momento que lo deseen sin ser
sujeto de alguna sancion de ningun tipo. Las personas que deseen participar en el protocolo
deberan firmar la carta de consentimiento informado en materia de investigacion. En ningin
momento los sujetos de investigacion pagaran ninguna de las evaluaciones que se realicen

durante el estudio. Su participacion en este estudio es completamente gratuita.

Etapa 1

Se invitara a una muestra de adultos jévenes mexicanos (18-35 afios) que pertenezcan a
la comunidad Universitaria de la UAM unidad Cuajimalpa. La poblacién sera dividida
(proporcion 1:1) en un grupo de control (sin obesidad clinica) (n = 100) y un grupo
experimental (con obesidad) (n =100). Se evaluaran los marcadores de diabetes (Glucosa
en ayuno y prueba de tolerancia a la glucosa, HbAlc). Posteriormente, la poblacién se
dividira en 4 grupos que consistiran en un grupo control (sin obesidad clinica y marcadores
diabéticos negativos; n = 25), un grupo experimental 1 (sin obesidad clinica y marcadores

diabéticos positivos; n = 25), un grupo experimental 2 (con obesidad clinica y marcadores
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diabéticos negativos; n = 25), un grupo experimental 3 (con obesidad clinica y marcadores
diabéticos positivos a diabetes n = 25).

Se implementara la intervencioén nutricional durante 12 semanas para el grupo control y los
3 grupos experimentales. Después de la intervencion nutricional se mediran los marcadores
de diabetes y metabdlicos. Los datos de los grupos seran relacionados con la calidad de la
dieta, el estado nutricional, la edad, actividad fisica, estado de estrés, ingesta de agua. Los
resultados incluiran la salud, la nutricion, el comportamiento y el conocimiento nutricional
sostenible.

Los resultados permitirdn aproximarnos a los indices de obesidad y diabetes en la poblacion
universitaria. Los datos de los grupos seran relacionados con la calidad de la dieta, el estado
nutricional, la edad, actividad fisica, estado de estrés, contenido graso, ingesta de agua.
Los resultados incluirdn datos de la salud, la nutricién, el comportamiento y el conocimiento

nutricional sostenible.

Etapa 2

Se aislaran y caracterizaran los exosomas circulantes en suero y un grupo de miRNAs cargo
relacionados con T2D; y la composicion de la microbiota intestinal en 15 individuos de cada
uno de los grupos de estudio tomados aleatoriamente del grupo control y los 3 grupos
experimentales. En la muestra de suero de los pacientes se identificara un grupo de
MiRNAs exosomales que han sido reportados en poblaciones diabéticas relacionada con la
obesidad (Sobre-expresados miR-126-5p, miR-30d-5p, miR-122-5p, miR-192-5p, miR-375-
5p, miR-24-5p, miR-29b-5p. Exosomales miR-21-5p; miR-375-3p, miR-133b-5p, miR-342-
5p, miR-30-5p; Baja expresion: miR-146a-5p, miR-122-5p, miR-10b-5p).

La microbiota intestinal sera evaluada a partir de una muestra fecal de los pacientes. La

identificacion de las poblaciones microbianas se haréa a través de metagendmica.

Etapa 3

Se reclutara una segunda cohorte de participantes con las mismas caracteristicas de la
primera cohorte. En esta etapa se iniciara la investigacion de alimentos funcionales y su
relevancia en el estado nutricional de la poblacion. Junto con la intervencion nutricional, a

los participantes se les proporcionard la bebida funcional (kombucha) en una dosis de 240
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mL o 4 oz, 3 veces a la semana). Se evaluara el rol de los alimentos funcionales sobre los
indices de marcadores estandares de diabetes (glucosa en ayuno y prueba de tolerancia a
la glucosa, la HbAlc) y en la modulacion de la composicion de la microbiota intestinal y de
los exosomas circulantes. Ademas, se caracterizara a la kombucha fisicoquimica,

microbiolégica y bioquimicamente, y se evaluara su potencial probiético in vitro.

Etapa 4
Se evaluaran los cambios en los marcadores exosomales en suero asociados con el riesgo
de obesidad y la composicion y estructura de la microbiota intestinal después del consumo
del alimento funcional en los individuos del grupo control y los grupos de estudio. Los
efectos del alimento funcional se evaluaran utilizando modelos de efectos mixtos sobre la
ingesta y la calidad de la dieta, el estado nutricional, la actividad fisica y los marcadores
estandares de diabetes, la composicion de los exosomas y la composicion de la microbiota
intestinal.
Se evaluaran los cambios en los marcadores circulantes y de la microbiota intestinal en esta
segunda cohorte de estudio. Todos los cambios benéficos al estado de salud de los
individuos participantes seran relacionados con la composicion exosomal circulante y la
composicion y estructura de la microbiota intestinal. Se esperan mejoras en los resultados
de salud, una disminucién de los marcadores séricos asociados con diabetes, y cambios

en la microbiota intestinal.

Métodos

Disefio del estudio

Ensayo controlado aleatorio longitudinal analitico. Este protocolo de estudio consta de
cuatro etapas para un programa de intervencion nutricional para promover la adhesion de
la poblacién joven universitaria a una dieta sostenible y evaluar sus efectos en los
resultados clinicos asociados a la disminucién de marcadores de diabetes.

En la etapa 1, se reclutara la muestra de 100 adultos jovenes mexicanos (18-35 afios) que
pertenezcan a la comunidad universitaria de la UAM unidad Cuajimalpa. La poblacion sera
dividida (proporcién 1:1) en un grupo control (sin obesidad clinica) (n 50) y un grupo

experimental (con obesidad) (n 50). Se evaluardn los marcadores antropomeétricos y
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bioquimicos de obesidad y diabetes. Posteriormente, la poblacién se dividira en 4 grupos
gue consistirdn en el grupo control (sin obesidad clinica y marcadores de diabetes
negativos; n 25); un grupo experimental 1 (sin obesidad clinica y marcadores de diabetes
positivos; n 25), un grupo experimental 2 (con obesidad clinica y marcadores de diabetes
negativos; n 25), un grupo experimental 3 (con obesidad clinica y marcadores de diabetes
positivos; n 25). Los resultados permitiran aproximarnos a los indices de obesidad y
diabetes en la poblacion universitaria. Los datos de los grupos seran relacionados con la
calidad de la dieta, el estado nutricional, la edad, actividad fisica, estado de estrés e ingesta
de agua. Los resultados incluiran la salud, la nutricion, el comportamiento y el conocimiento

nutricional sostenible.

Poblacion de estudio

Se reclutara una muestra de 100 personas adultas jovenes (18-35 afios) que pertenezcan
a la comunidad universitaria de la UAM unidad Cuajimalpa. El tamafio de la muestra se
calculé considerando un valor de a igual a 0.05 y considerando un intervalo de confianza
del 95%.

N = [(Zaz2 + Zp)* x {2(0)3}/ (M1 - p2)°

n = tamafo de muestra requerido en cada grupo

M1 = cambio medio en los resultados primarios de otros similares estudios = 5
M2 = cambio medio en los resultados primarios = 4.5

M1-p2 = diferencia significativa = 0.5

0 = desviacion estandar = 1.195

Za/2:1 96 (basado en un 5 % del nivel de significacion)

ZB3: 0.84 (basado en el 80 % de la potencia).

Sobre la base de la férmula anterior, el tamafio de la muestra requerido por grupo es 45.
Por lo tanto, el tamafio total de la muestra requerida es 90. Considerando una tasa de
abandono del 10 %, el tamafio total de la muestra experimental requerido es de 100. La
poblacién sera dividida (proporcion 1:1) en un grupo de control (sin obesidad clinica) (n=50)

y un grupo experimental (con obesidad) (n=50). La obesidad sera determinada por el indice
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de masa corporal (IMC) en kg/m? (IMC > 30). Seran excluidos sujetos que ya presentan
diagnostico de T2D, hipertension, procesos carcinogénicos, enfermedades autoinmunes o
patologias cronicas intestinales. Todas las personas participantes seran entrevistadas y se
solicitara su consentimiento informado. Seran resguardados los datos personales. Todos
los procedimientos se llevaran a cabo siguiendo las directrices de buenas practicas clinicas,
éticas y bioéticas. Todos los datos recogidos durante el proyecto seran codificados y
anonimizados con fines de confidencialidad de la persona participante. El protocolo sera

sometido al comité de bioética institucional.

Criterios de inclusion:

1. Adultos jovenes obesos/con sobrepeso/no obesos/sin T2D que estan teniendo su primera
visita al Servicio de Nutricién de la UAM Unidad Cuajimalpa.

2. Adultos jévenes obesos/con sobrepeso/no obesos/con prediabetes (HbAlc entre 5.7-
6.4%) y T2D (HbAlc 6.5%) que estan teniendo su primera visita al Servicio de Nutricién de
la UAM Unidad Cuajimalpa.

3. Mujeres y hombres de 18 a 35 afos

4. Aceptar participar en el estudio mediante firma de consentimiento informado

Criterios de exclusion:

1. Actualmente o en el dltimo mes tomado corticosteroides sistémicos o inhalados,
antipsicéticos, medicamentos para bajar de peso, topiramato, uso agudo de anticonceptivos
(menos de 3 meses) o0 acetato de medroxia-progesterona, medicamentos para tratar el
TDAH

2. Sujetos con cualquier sindrome genético

3. Sujetos con hipotiroidismo descompensado (tratados con levotiroxina y un TSH >10
pIU/mL)

4. Mujeres que informan por si mismas que estan embarazadas (se excluye el embarazo
tanto en el estudio principal como en el secundario)

5. Seran excluidos sujetos que ya presentan diagnéstico de T2D, hipertensién, procesos

carcinogénicos, enfermedades autoinmunes o patologias crénicas intestinales.
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Criterios de eliminacion:
1. Sujetos que no firmen consentimiento informado
2. Sujetos que abandonen el estudio

3. Pérdida de muestras bioldgicas

Intervencion Nutricional
[Lic. en Nutricion Priscilla Patricia Gandara Fernandez, UAM-C (atencién nutricia y
seguimiento clinico de los individuos participantes); Dra. Rubiceli Medina UACM (analisis y

discusion de resultados, recomendaciones nutricionales y de seleccién de grupos)].

Para brindar la atencion nutricia, se consideran cuatro valoraciones: Si el consultante refiere
tener algun padecimiento, como por ejemplo gastritis, colitis, hiperlipidemia, hipertension

arterial, entre otros, se le brindan recomendaciones especificas al padecimiento.

1. Historia clinica;

Es un cuestionario donde se obtiene informacién referente a:

> Motivo de la consulta u objetivo nutricional
> Estado de salud

> Medicamentos

= Alergias o intolerancias alimentarias.

> Suplementos

> Estrefiimiento

> Tratamientos Hormonales

= Embarazo o lactancia

> Cambios en el peso o estado de nutricidon
> Actividad fisica o ejercicio

> Consumo de cigarro

° Valoracion bioquimica:
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Se le recomienda al consultante que lleve los siguientes estudios de laboratorio:
> Biometria hematica

> Quimica Sanguinea (de 6 o0 mas elementos)

(No todos los consultantes llevan estudios o se los han realizado en algun

momento)

° Valoracioén dietética:

Se obtiene informacioén referente a:

> Cambios en la alimentacién en los ultimos 6 meses.
> Lugar donde realiza sus comidas

> Alimentacion habitual entre semana y fin de semana.
> Horarios de comidas.

° Valoracion antropomeétrica:

Consiste en realizar mediciones de estatura y peso, grasa, agua, masa muscular, grasa

visceral y circunferencia de cintura.

5. Planes de alimentacion:

Los planes que se realizan son con todos los grupos de alimentos, siguiendo las siguientes

recomendaciones:

> Preferencia por cereales integrales o con granos enteros.

> Consumo de verduras y frutas.

> Alimentos de origen animal bajos en grasa.

> Consumo de leguminosas y oleaginosas.

- Moderacion en el consumo de grasas de origen animal.

> Limitacion de azucares.

> Realizacion de 3 tiempos de comida principales y de 2 a 3 colaciones.
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La distribucion de macronutrimentos es de un 40% a un 50% de Hidratos de Carbono, 20%

Proteinas y 30 a 40% Grasas.

La distribucion se determina, segun los habitos del consultante, sus objetivos y la valoracion
inicial. Los planes son de 1300 kcal a 2500 kcal principalmente, pero se pueden brindar mas

kcal.

Los planes que se realizan son de 1300 kcal a 1600 kcal para mujeres y de 1500 kcal a 2000

para hombre, esto es en promedio, puede haber casos que sean mas o menos calorias.

En las citas de seguimiento se pregunta codmo realizaron el plan que se les brindd y si
realizaron actividad fisica o ejercicio. También se pueden hacer ajustes al plan de

alimentacion.

El tiempo de la intervencion nutricional es hasta que el consultante logre su objetivo o ya no

quiera asistir a consulta.

Elaboracién y caracterizaciéon de los alimentos funcionales (kombucha)

(Dra. Dolores Reyes Duarte, M.C. Sergio Hernandez, Dra. Teresa de Jesus Garcia Pérez)
Se proporcionaran las porciones necesarias de kombucha para los participantes en el
estudio en volumen de 240 mL por participante. Las fermentaciones de dichos alimentos se
elaboraran de acuerdo con los protocolos desarrollados en el curso de “Temas selectos en
Ingenieria Bioldgica (fermentaciones tradicionales)”. La ingesta sera de 3 porciones
semanales. Para preparar la infusién del té negro se hierve agua (400mL) con té negro (9
g) y azlcar (90 g) en una estufa o parrilla de calentamiento. Una vez lista la infusion se deja
enfriar hasta temperatura ambiente y se filtran los residuos del té. En un vitrolero se agregan
1.2 L de agua y 200 mL de liquido iniciador, se afiade la infusion de té previamente filtrada

y finalmente se afiade el SCOBY (colonia simbi6tica de bacterias y levaduras). Se tapa con
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una gasa y se deja fermentar por 7 dias en la oscuridad 6. Se realizara la caracterizacion
proximal inicial de la materia prima. La caracterizacion bioquimica incluird la deteccion e
identificacion de biomoléculas mayoritarias en la kombucha; la caracterizacién fisicoquimica
consistird en mediciones de acidez, actividad antioxidante y grados brix. Para la
caracterizacién microbioldgica se analizara la composicion del SCOBY con herramientas
de metagenomica de tipo shotgun y de los microorganismos presentes en la kombucha
(bacterias y levaduras) por técnicas de microbiologia tradicional. El potencial probidtico se
evaluara a través de la identificacion de microorganismos ya reconocidos como probidticos
y de dos ensayos que caracterizan a probidticos potenciales.

Colecciéon de muestras y evaluacion de biomarcadores de diabetes (Servicio Médico
UAM Unidad Cuajimalpa, jornadas de deteccion de enfermedades no transmisibles).

Se obtendran muestras de sangre de todos los individuos participantes después de un
ayuno nocturno de al menos 8 horas. Se recogeran las muestras de sangre en tubos
vacutainer previamente identificados con el codigo del paciente. Se utilizaran tubos
recubiertos con un activador de coagulacion para obtener el suero. Después de la
coagulacién durante 30 minutos a temperatura ambiente, el suero se obtendra por
centrifugacion a 3000 g durante 5 min. Se obtendra el paquete celular sanguineo para la
evaluacion de la hemoglobina glicada (HbAlc) utilizando tubos con EDTA anhidra. Se
obtendra el plasma en tubos heparinizados. Inmediatamente después de la toma de
muestras, los tubos seran centrifugados a 3000 g durante 5 min. Las muestras de suero y
plasma se transferirdn a microtubos de 1.5 ml estériles y seran almacenados a -80 °C para

su posterior analisis.

Caracterizacion de exosomas y evaluacion de miRNAs exosomales [Dra. Elena
Aréchaga, Dra. Izlia Arroyo, Dr. Isidro X. Afiorve, Dr. Carlos C. Patifio (HIMFG)]

Aislamiento de exosomas
A partir de 200 [L de suero se aislaran los exosomas utilizando el kit ExoQuick-TC Kit
(System Biosciences, CA). Se evaluara la presencia de las proteinas de superficie CD9,

CD63, CD81 y TSG101 caracteristicas de exosomas por Western blot.
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Tamarfio de particula y potencial Z

La distribucién del tamafio de particula y la carga superficial de los exosomas se mediran
utilizando el instrumento de dispersion de luz dinamica (DLS) (Zetasizer Nano-ZS, Malvern
Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). Adicional a estos analisis, la morfologia de los
exosomas se analizara mediante microscopia electronica de barrido (DSM-940, Zeiss,

Oberkochen, Alemania).

Interaccién de los exosomas con membranas modelo de lipidos

Para estudiar la adsorcion de los exosomas se realizaran ensayos de adhesion a
membranas modelo en funcién de la fuerza i6nica usando la técnica de microbalanza de
cristal de cuarzo con monitoreo de disipacion (QCM-D) (Q-sense E4 y cristales de cuarzo

AT-cut; Biolin Scientific) y la palangana de Langmuir.

Evaluacion de la expresion de miRNAs exosomales

La expresion del grupo de miRNAs asociados con T2D se hara usando el sistema TagMan®
MicroRNA Assay. Como control de carga se usara el RNU44 y el miR-122. El nivel de
expresion relativa de los miRNAs se calculara utilizando el método 2-®®Ct. En todos los

casos se utilizaran muestras de suero de cada paciente.

Analisis de enriquecimiento funcional

Los genes de los moédulos mas significativos (P < 0.05) relacionados con los miRNAs se
hard por enriquecimiento funcional por ontologia de genes (GO) utilizando las bases de
datos Kyoto Encylopedia of Genes and Genomes (KEGG), Reactome y WikiPathways a
través de la aplicacion STRING enrichment en Cytoscape version 3.9.1 [23]. Si hay més de
10 anotaciones GO y enriquecimientos de vias, solo se extraeran los primeros 10 términos

con una P < 0.05.

Identificacion de genes blanco de miRNAs
Los genes blanco de los miRNAs identificados seran obtenidos con la base de datos miR-

TarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw) y mediante las herramientas de prediccion

miRDB (http://mirdb.org), TargetScan Human 7.2 (https://www.targetscan.org/vert 80/) y
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miRmap (https://mirmap.ezlab.org). Solo se consideraron las interacciones miRNA-gen

blanco identificadas por al menos tres de los cuatro algoritmos utilizados.

Analisis estadistico.
Se utilizara el lenguaje de programaciéon R versién 4.2.2 (R Foundation for Statistical
Computing; http://www.R-project.org/) en el analisis de DESeq, WGCNA, GO, KEGG,

Reactome y WikiPathways. La correlacion entre dos variables continuas se medira
mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson. Para las comparaciones entre dos
grupos, se realizara la prueba t de Student o la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los
datos se presentaran como la mediat1DE y un valor de P < 0.05 se considerara

estadisticamente significativo.

Evaluacion de la microbiota intestinal (Dr. Diego A. Esquivel, Dra. Georgina Hernandez)
Protocolo de recoleccién y procesamiento de muestras fecales.

Muestras fecales de los grupos de intervencidn y control seran recolectadas en recipientes
estériles. Las muestras se homogenizaran y se almacenaran a -80 °C en tubos estériles

con tapa de rosca de 1 ml antes de la extraccion del ADN 62,

Analisis de metagenémica “Shotgun” de los pacientes de la cohorte de estudio

1) Extraccion de ADN y secuenciacion metagendémica (WMS). A partir de las muestras
obtenidas (heces fecales), se realizara una extraccion de ADN total de las muestras a través
de un kit de extraccion especializado para microbiomas, y de acuerdo con las instrucciones
del proveedor 3. El ADN extraido y de excelente calidad se enviara a secuenciacion, en el
sistema NextSeq 550 System (300 ciclos, tamafio del fragmento: 2x150 bp, 130 millones
de lectura por corrida aprox). 2) Analisis bioinformaticos de la metagenémica (WMS). Con
los datos crudos de secuenciacion de metagendmica se obtendran lecturas de alta calidad
mediante el filtrado de las lecturas que contengan un 10 % o mas de bases ambiguas (base
N) 64, Con esta informacion se realizara el proceso de generacion de bins con MaxBin
(binning) % y armado de contigs (Bowtie) para poder ensamblar los metagenomas (MAGS)
66, a partir de los ensambles se realizard una anotacién taxonémica con el programa

Metaphlan 87. También se realizara un estudio funcional con la herramienta DRAM, la cual
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ha sido disefiada para perfilar metagenomas a partir de metabolismos conocidos y sus

funciones dentro de su ecosistema 68.

Determinacion de la estructura y las interacciones presentes en el microbioma
intestinal de pacientes de la cohorte.

Se realizardn los andlisis de diversidad alfa y beta con los datos obtenidos de la
metagendmica shotgun con la herramienta phyloseq ¢°. De manera adicional, con esta
informacion se realizard un estudio de redes ecoldgicas (mutualismo, antagonismo, etc)
bajo el modelo Lokta-Volterra y la herramienta MetaMis “°. Por (ltimo, se realizaran redes
de asociacion entre los parametros bioquimicos, antropométricos y la composicion de la

microbiota intestinal de pacientes de la cohorte a través de la herramienta SparCC 1.

Determinacion de los perfiles de concentracion de SCFA en las heces fecales y en el
suero sanguineo de los pacientes de la cohorte a través de cromatografia liguida
(HPLC).

En cada caso se disefiara un protocolo de extraccién de SCFA (suero, heces fecales) para
poder determinar el perfil de concentracion de SCFA mediante cromatografia liquida
acoplada a un detector de masas (HPLC-MS). Se sugiere el uso de una columna analitica
de fase reversa Alltima ODS 5 yM (250 mm x 2,1 mm) con una temperatura de 35° y un
gradiente etanol agua (95:5) y acido clorhidrico (0.75 mM). El tiempo estimado de corrida
por muestra es de 10 minutos y se necesita dejar un periodo de 1 min entre muestra y
muestra. El detector de masas (ESI) debera estar en modo negativo y monitoreando los
iones de los SCFA en un rango de 54-90 m/z para detectar los correspondientes iones de

acido acético, propidnico y butirico 72.

Analisis de los genomas bacterianos (MAGs) obtenidos de la microbiota de los
pacientes de la cohorte mediante el modelado de flujos metabdlicos (FBA).

A partir de la informacion recabada de las interacciones de los microorganismos en la
microbiota de pacientes con obesidad se buscaran y analizaran los genomas bacterianos
MAGs (metagenome assembly genome) presentes en dichas muestras. Posteriormente

con esta informacion se realizaran estudios de modelado de flujos metabdlicos FBA con la
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herramienta micom "3 y con especial énfasis en la producciéon de acidos grasos de cadena

corta, los cuales se han reportado que tienen funciones inmuno-moduladoras de la

inflamacion asociada con enfermedades metabdlicas 74.

Resultados esperados:

1.

Identificar poblacién de riesgo para T2D en jovenes adultos en la UAM Unidad

Cuajimalpa.

. Caracterizar los exosomas plasmaticos y comparar sus miRNAs cargo entre

individuos obesos y no obesos para identificar marcadores de riesgo a desarrollar
T2D.

. Identificar miRNAs que pueden contribuir con el desarrollo de la T2D relacionada con

la obesidad a través de la comunicacién érgano-érgano.

. Determinar la composicion de la microbiota intestinal en poblacion joven propensa a

T2D. Caracterizar la microbiota intestinal entre el mismo grupo de pacientes para
generar nueva informacién sobre la patogénesis de la T2D relacionada con la

obesidad.

. Relacionar los niveles de expresion de los miRNAs exosomales y la composicion de

la microbiota intestinal con los parametros bioquimicos y antropométricos de la
poblaciéon de estudio para identificar marcadores asociados con el riesgo de

desarrollar T2D asociada con obesidad.

. Evaluar el efecto benéfico de alimentos funcionales sobre los pardmetros bioquimicos,

antropomeétricos, moleculares circulantes y de la microbiota intestinal de la poblacion

analizada.

. Identificar componentes de la microbiota intestinal y de los exosomas circulantes que

sean blanco de alimentos funcionales. Las moléculas relacionadas con la intervencion

nutricional seran indicadores de un buen estado nutricional.

Formacion de recursos humanos.
Estudiantes de Medicina y Nutricion de la UAM, IPN o UACM.

Estudiantes de Proyecto Terminal y Servicio Social de las Licenciaturas en Biologia

Molecular e Ingenieria Bioldgica.
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Estudiantes de Maestria y Doctorado del Posgrado en Ciencias Naturales e Ingenieria y

del Doctorado en Ciencias Bioldgicas y de la Salud.

Productos esperados del proyecto

a) Bases de datos clinica y nutricional de la poblacién atendida.

b) Reportes de Proyectos Terminales, Servicio Social y Tesis de Maestria y Doctorado

c) Articulos de investigacion original relacionados con microbiota intestinal, exosomas
circulantes, nutracéuticos, intervencién nutricional entre otros de importancia en obesidad
y diabetes.

d) Articulos de revisiéon

e) Congresos y resumenes in extenso. Difusion de los resultados en foros especializados
nacionales e internacionales

f) Divulgacion de los resultados relacionados con microbiota intestinal, exosomas
circulantes, nutracéuticos, intervencién nutricional entre otros de importancia en la
obesidad y diabetes. Se buscara presentar los resultados a las personas que forman la
comunidad UAM Unidad Cuajimalpa y en zonas cercanas a la Unidad, sobre todo en
poblaciones de adolescentes como son los y las estudiantes del nivel medio superior.

g) Generar y consolidar la integracion multidisciplinaria y la colaboracion entre el DCN y
el DPT de la DCNI. Adicionalmente, establecer una red de colaboracion con Instituciones
de Investigacion y de Educacién Superior como son el Hospital Infantil de México
“‘Federico Gomez”; El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran” y la Universidad Autonoma de la Ciudad de México. La multidisciplina de los y
las integrantes del grupo de investigacion permitira integrar y fortalecer los vinculos de
colaboracion entre dichos grupos con posibilidad de aplicarlos a resolucion de problemas

usando estrategias novedosas y de vanguardia.

Impacto esperado del proyecto (problematica nacional abordada). Problemética
Nacional Abordada: Salud y bienestar: Atencion de enfermedades no transmisibles
(obesidad y diabetes)

De acuerdo con la World Obesity Federation, en el afio 2019, 13% de los adultos en el

mundo tenia obesidad, 39% tenia sobrepeso y cinco millones de muertes estuvieron
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asociadas con la obesidad. En México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y

Nutricion 2012, la tercera parte de los nifios y nifias de 5 a 11 afios de edad padecian de

sobrepeso u obesidad, asi como el 35% de las y los adolescentes mexicanos. Sin embargo,
el problema es aun mayor en personas mayores de 20 afos: el 73% de las mujeres y 69%
de los hombres presentaban alguno de estos padecimientos. Para el afio 2016, la
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad pas6 de 71.2% en 2012 a 72.5% en los
adultos de 20 afios; aunque el aumento de 1.3 puntos porcentuales no fue estadisticamente
significativo la prevalencia de obesidad en la poblacién adulta se mantuvo estable, sin
cambios favorables. Las prevalencias tanto de sobrepeso como de obesidad y de obesidad
morbida fueron mas altas en el sexo femenino. Aunque las prevalencias combinadas de
sobrepeso y obesidad no son muy diferentes en zonas urbanas (72.9%) y en rurales
(71.6%), la prevalencia de sobrepeso fue 4.5 puntos porcentuales mas alta en las zonas
rurales, mientras que la prevalencia de obesidad fue 5.8 puntos porcentuales mas alta en
las zonas urbanas. El andlisis de los beneficios de la intervencion nutricional basada en
alimentacion sostenible en términos de marcadores moleculares, bioquimicos, de la
microbiota intestinal y medidas antropométricas permitird capturar la complejidad del
modelo de estudio en diferentes niveles. De esta manera podremos asociar el rol del
consumo de alimentos fermentados con los efectos a nivel de la composicion y estructura
de la microbiota intestinal y con los marcadores moleculares asociados con la obesidad y

la T2D en jovenes mexicanos universitarios.

Recursos necesarios para el proyecto:

e Financiamiento e infraestructura fisica y humana actual en el proyecto.

En la UAM Unidad Cuajimalpa contamos con el Servicio de Nutricién a cargo de la Lic. en
Nutricion Priscilla Gandara Fernandez quien sera la responsable de implementar la
intervencién nutricional, evaluar el estado nutricional de las personas participantes y
determinar el efecto de la intervencion nutricional a través de los parametros bioquimicos
y antropomeétricos. En esta parte del estudio tendremos la asesoria de la Dra. Rubiceli
Medina Aguilar de la UACM San Lorenzo Tezonco, quien trabaja con temas relacionados

con gendmica de la nutricion.
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Se invitaran a estudiantes de Medicina o de Nutricién de la UAM, UACM o IPN para realizar
servicio social en el Servicio de Nutricibn. También se invitara a estudiantes de la LBM y
LIB para que puedan realizar su Servicio Social o Proyecto Terminal en el Servicio de
Nutricion.

En el Laboratorio de Biologia Celular se llevara a cabo la investigacidon sobre la evaluacion
de los marcadores moleculares circulantes. El laboratorio cuenta con todo el equipo
necesario para biologia molecular como citbmetro de flujo, microscopio de
epifluorescencia, equipo de PCR en tiempo real, laboratorio de cultivo celular (3
campanas, 2 incubadoras, 2 microscopios invertidos, centrifugas refrigeradas y clinicas),
criostato, nanodrop, cAmaras de electroforesis para proteinas y acidos nucleicos, lector
de placas de 96 pozos, sonicadores, tanque de nitrégeno liquido, ultracongelador,
ultracentrifugas. Esta parte del Proyecto estara a cargo de la Dra. Elena Aréchagay el Dr.
Isidro X. Pérez Afiorve del DCN y en colaboracion con el Dr. Carlos C. Patifio Morales del
HIMFG.

El estudio de la microbiota intestinal se llevara a cabo en los Laboratorios de Biotecnologia
(UAMC), y el anexo de Biologia Celular en el piso 2 de la unidad (B2), y estara a cargo de
la Dra. Maria de los Dolores Reyes Duarte, del Dr. Diego A. Esquivel, y de la Dra. Elena
Aréchaga en colaboracion con la Dra. Georgina Hernandez de la RAI-CIC-INCMNSZ.

Se invitaran a estudiantes para que realicen el Servicio Social, Proyecto Terminal o Tesis
de Posgrado en esta parte del proyecto.

En el Laboratorio de Superficies del DPT y en el Laboratorio de Quimica, Farmacia
Molecular y de Materiales del DCN se realizara la caracterizacion de los exosomas
circulantes (potencial Z, tamafio de particula y la interaccion con membranas modelo de
lipidos). Se invitaran a estudiantes para que realicen el Servicio Social, Proyecto Terminal
o Tesis de Posgrado en esta parte del proyecto. Esta parte del proyecto estara a cargo de
la Dra. Izlia Jazheel Arroyo Maya.

En los Laboratorios de Bioprocesos, de Biotecnologia y en el Laboratorio de Proyectos
demostrativos Bebidas y alimentos fermentados, se llevara a cabo la elaboracion del
alimento funcional fermentado (Kombucha) y su caracterizacidén bioquimica, fisicoquimica,
microbiolégica y potencial probidtico. La kombucha se preparara de acuerdo con los

protocolos desarrollados en el curso de “Temas selectos en Ingenieria Bioldgica de
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Fermentaciones tradicionales” y en Proyectos terminales previos. En los laboratorios
mencionados se cuenta con el instrumental y equipos necesarios para llevar a cabo el
proceso de preparacion y caracterizacion bioquimica, fisicoquimica y microbiolégica del
alimento (HPLC, refractometro, buretas automaticas, equipo para ambientes estériles,
incubadoras, espectrofotometros, potenciometros, centrifugas, entre otros). Esta parte del
proceso estard a cargo de la Dra. Maria de los Dolores Reyes Duarte, del Maestro Miguel
Sergio Hernandez Jiménez y de la Dra. Teresa de Jesus Garcia Pérez.

Se invitardn a estudiantes para que realicen el Servicio Social, Proyecto Terminal o Tesis
de Posgrado en esta parte del proyecto.

e Presupuesto calendarizado.

El proyecto serd inicialmente financiado a través del presupuesto departamental de los

profesores adscritos a la UAM Unidad Cuajimalpa.

e Fuentes de financiamiento externas.

Se buscara financiamiento a partir de las convocatorias de CONAHCYT, Secretaria de
Salud, SECTEI, UAM, entre otras relacionadas con los temas de estudio. A la fecha se
han sometido dos proyectos a convocatorias de la UAM, que son parte integral de este
proyecto:

1. Convocatoria para proyectos de Investigacion Relacionados a Desafios Actuales
“El rol emergente de la microbiota intestinal en el diagndstico y desarrollo de la
obesidad en adultos jovenes”. Responsable: Dra. Dolores Reyes Duarte.

2. Convocatoria para Proyectos de Colaboracion Interinstitucional UAM-IPN Innova
Metro-Politec “El rol emergente de un alimento funcional sobre la microbiota
intestinal y la sefalizacion celular mediada por exosomas en la obesidad vy el
riesgo del desarrollo de diabetes tipo 2 en adultos jovenes universitarios en la
Ciudad de México” (ALIFUMID)”. Responsable: Dra. Elena Aréchaga Ocampo.

Cronograma de las actividades en periodos trimestrales y productos esperados e

informacion para el seguimiento del proyecto (se anexa una tabla)
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