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Lista de abreviatuas

ADN: acido desoxirribonucléico

ADP: adenosina-5-difosfato

AgRP: proteina R-agouti

ARN: acido ribonucleico

ATP: adenosin trifosfato

Célula NK: célula natural killer (asesina natural)

CHE: colesterol esterasa

CHOD: colesterol oxidasa

CTLs: linfocitos T citotoxicos

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

ENSA: Encuesta Nacional de Salud

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

GALT: tejido linfoide asociado a mucosas

GK: glicerol quinasa

GPO: glicerolfosfato deshidrogenasa

G3P: glicerol-3-fosfato

HDL: lipoproteinas de alta densidad

HMP: Human Microbiome Proyect (Proyecto de Microbioma Humano)
HRP: horseradish peroxidase. Enzima peroxidasa utilizada en pruebas ELISA.
IgA: inmunoglobulina A

IL: interleucina

IL-6: interleucina 6

IMC: indice de masa corporal

IRCD: infeccion recurrente por clostridium difficile

LDL: lipoproteinas de baja densidad

LPL: lipoproteinlipasa

LPS: lipopolisacaridos

METAHIT: Metagenomics of the Human Intestinal Tract (Metagenémica del Tracto
Intestinal Humano)

NAD: dinucledétido de nicotinamida
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NOM-015: Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, Para la prevencion,
tratamiento y control de la diabetes mellitus

NPY: neuropéptido Y

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAMPs: patrén molecular asociado a patdégenos

PCR: proteina C reactiva

PCR: reaccion en cadena de polimerasa

PMN: polimorfonucleares

POD: enzima peroxidasa

POMP: proopiomelanocortina

SllI: sindrome de intestino irritable

STZ: estreptozotocina

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

TMF: trasplante de microbiota fecal

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad

WHO: World Health Organization (Organizacion Mundial de la Salud)

4-AF: 4-aminofenazona
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1. Resume
El tracto gastrointestinal se encuentra densamente poblado por una gran cantidad de
microorganismos comensales, estableciendo un complejo ecosistema con interacciones
entre elementos celulares del hospedero y las poblaciones presentes en la microbiota.
Gracias a los estudios de metasecuenciacion, se ha podido determinar la composicion
genética de la microbiota tanto en condiciones de salud como de enfermedad,
encontrando diferencias significativas entre las poblaciones bacterianas, arqueas,
hongos y virus, en su mayoria bacteriéfagos, virus que infectan y controlan las
poblaciones bacterianas. Al conjunto de genes virales presentes en el intestino se le
denomina viroma intestinal. Es conocido que la composicion bacteriana es un factor
asociado al desarrollo de distintas enfermedades metabdlicas, incluyendo la diabetes
tipo 2; no obstante, se desconoce la participacion de los virus. En el presente estudio,
se analizo la participacion de la fraccion no bacteriana de las heces fecales, denominado
como viroma en este proyecto, como factor asociado en el desarrollo de diabetes tipo
2. Se determiné el grado de asociacion del viroma intestinal de ratones con diabetes
tipo 2 transferido a ratones sanos en el desarrollo y mantenimiento de diabetes tipo 2.
Para ello, se utilizaron ratones machos de la cepa CD1 para inducir diabetes tipo 2
mediante el uso del farmaco estreptozotocina, se colectaron sus heces fecales, las
cuales fueron disgregadas, sedimentadas y el sobrenadante fue filtrado para eliminar la
parte bacteriana. El filtrado obtenido contiene la mayoria de las particulas virales de las
heces fecales. El filtrado proveniente de ratones diabéticos fue transferido a ratones
sanos de la cepa C57/B6, los cuales fueron monitoreados a los 7, 14, 21, 28 y 36 dias
posteriores a la transferencia, tomando muestras de sangre periférica y suero para
medir glucosa, triglicéridos, colesterol, IL-6 y leptina. Como control se utilizaron filtrados
provenientes de ratones sanos, asi como ratones transferidos con homogeneizados de
heces de ambas condiciones sin filtrar, es decir con microbiota completa. Para el
abordaje estadistico se realizaron pruebas de Kruskal-Wallis, utilizando el programa
STATA SE, version 12. Encontramos que la transferencia de la fracciéon no bacteriana
de las heces de ratones con diabetes tipo 2 a ratones sanos eleva la glucosa en ayuno
de manera significativa (X*(3) = 13.256, p = 0.0041) y transitoria a los 21 dias posteriores
a la transferencia, lo que sugiere que las particulas virales transferidas son un elemento

que participa en el desarrollo de este padecimiento.
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2. Introduccio

El viroma intestinal es el conjunto de genes virales presentes en el intestino de un
organismo, forma parte del microbioma intestinal, que es el conjunto de genes no
humanos de todos los microorganismos que habitan en este 6rgano en un equilibrio
denominado eubiosis. Una alteracion en las poblaciones microbianas, conocida como
disbiosis, esta asociada con diversas patologias, como son la diabetes tipo 2, la
obesidad, el sindrome de colon irritable, la enfermedad inflamatoria intestinal e incluso
enfermedades neurolégicas y autoinmunes; no obstante, los estudios se han centrado
principalmente en su asociacion con los filos bacterianos; sin embargo, los virus,
principalmente los bacteriéfagos, influyen en la salud o enfermedad del huésped.
Ademas, el viroma intestinal interactua con la capa mucosa, células epiteliales y células
inmunes del intestino, por ello, es capaz de influenciar el tipo de respuesta del huésped,
asi como la inflamacién y la enfermedad por medio de la interaccién con otros miembros
de la microbiota, por lo que su estudio es de suma importancia en patologias como lo
es la diabetes tipo 2, enfermedad metabdlica mas frecuente en todo el mundo, misma

que en nuestro pais representa uno de los principales problemas de salud publica. *2*

4

2.1 Antecedentes generales

2.1.1 El microbioma humano

La microbiota es el conjunto de todos los microorganismos que habitan en el cuerpo
humano, mientras que el microbioma humano, es la coleccion de todos los genes de
estos microorganismos, en esta coleccion hay una variedad de microorganismos que
incluye eucarias, arqueas, bacterias, hongos, protozoarios y virus. Cuando el
microbioma se agrupa por genomas pertenecientes a diferentes especies, se denomina

metagenoma.?* 14 2% 26

Se ha estimado que el hombre tiene diez veces mas microorganismos que células
pertenecientes a su propio cuerpo. También se ha estimado que el microbioma esta

compuesto por genes de mas de 10 000 especies diferentes.? * %
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21.2 Microbiotadl tracto gastrointestinal

El tracto gastrointestinal, es un complejo ecosistema en donde existen interacciones
entre las células del hospedero y la microbiota. Estas interacciones mantienen un
equilibrio denominado como eubiosis, el cual, cuando es alterado, se denomina como
disbiosis. La disbiosis esta asociada con algunos padecimientos como diabetes tipo 2,
obesidad, enfermedad inflamatoria intestinal y sindrome de colon irritable.

El pH acido del estomago restringe el crecimiento de la mayoria de los organismos,
aunque algunos pueden habitar en él, tal como Helicobacter Pylori, bacteria asociada al
desarrollo de ulceras y cancer de estbmago. Pocos microorganismos sobreviven en el
duodeno, esto debido a que los acidos biliares inhiben su crecimiento, aumentando su
cantidad en el yeyuno e ileon. En el colon se encuentran la mayor parte de los
microorganismos, principalmente bacterias (Actinomyces, Bacteroides, Clostridium,
Enterobacter, Enterococos, Escherichia, Klebsiella, Lactobacilos, Proteus,

Pseudomonas, Estaphyloocos y Estrepz‘ococos).23
2.1.3 Funciones principales de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal es considerada como un érgano mas del cuerpo, pues tiene
funciones que son cruciales para mantener la vida. Algunas de estas funciones se

describen a continuacion.

* Funciones nutritivas y metabdlicas: Algunas poblaciones bacterianas participan en la
fermentacion de los carbohidratos no digeribles, produccion de acidos grasos de
cadena corta, absorcion de iones como calcio, hierro y magnesio, produccién de
enzimas, sintesis de vitaminas (K, Bz, biotina, acido félico y patoténico), sintesis de

aminoacidos y modulacién del metabolismo de la grasa.?®

* Funciones de proteccion: El crecimiento de la micriobiota asociada a la mucosa
intestinal, tiene un efecto barrera, que previene la invasion de microorganismos

patégenos u oportunistas.?®

POSGRADOS 13 de 99



» Funciones tréficas: La presencia de microorganismos en el lumen intestinal participa
en el control de proliferacion y diferenciacién de las células epiteliales y en el desarrollo
y modulacion del sistema inmune asociado a la mucosa intestinal (GALT), ya que los
componentes de la microbiota son reconocidos por las células de la respuesta inmune,
generando las condiciones de activacion y tolerancia para mantener el equilibrio entre

las poblaciones que constituyen la microbiota. %
2.1.4 Factores que afectan la composicion de la microbiota

Los factores que afectan la composicién de la microbiota son: el consumo de probidticos
y prebidticos, el sistema inmunoldgico, por medio de la produccién de IgA, anticuerpos
secretados al intestino e inflamacion, la edad, la genética, la dieta, el uso de antibidticos,
el estrés y los bacteridfagos que infectan a las bacterias y son capaces de destruir a
cepas especificas. La alimentacién se asocia también con la alteracién del viroma
intestinal humano, compuesto principalmente por bacteriéfagos, de acuerdo con un

estudio realizado por Minot en el 2011 .82+ %

El entendimiento de los factores que afectan el microbioma humano comprende el
estudio de los bacteriéfagos como reguladores de la composicién de la microbiota, y por
sus caracteristicas de especificidad han sido propuestos en la terapia de algunas
infecciones como alternativa al uso de antibiéticos.®

El presente trabajo se enfoco en el estudio de la transferencia de la parte no bacteriana
proveniente de heces fecales, fraccion que se considerd posee la mayoria de las
particulas virales que conforman el viroma intestinal, a continuacion, se hara una breve

descripcion de los virus y su clasificacion.
2.1.5 Una aproximacion a los virus

La microbiologia comenzé como ciencia en 1674, cuando Anton van Leeuwenhoek
examind mediante un microscopio una gota de agua y descubrié un mundo formado por
millones de microorganismos, 100 afios después, Otto Muller organizé a las bacterias
en géneros y especies. Posteriormente en 1840, Friederich Heile propuso una serie de

criterios para demostrar que los microorganismos eran responsables de la aparicidon de
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enfermedades en el ser humano. No fue sino hasta1946, que John Enders cultivé virus
en cultivos celulares in vitro. Las investigaciones y las técnicas fueron avanzando, hasta

que en 1901, Reed identifico al primer virus que infecta a los humanos.> %’

Refiriendonos a los virus, los primeros pasos de numerosos investigadores se han
seguido por miles de cientificos que han anadido cada vez mas datos para ampliar los
conocimientos sobre estos microorganismos y el papel que ejercen en las
enfermedades. Se considera que de 1929 a 1962 se trabajé para identificar la estructura
y composicion de los virus, los cuales no pudieron ser vistos sino hasta 1930, con el

lanzamiento del microscopio electrénico.®’

La composicion de estas particulas fue determinada por Slesinger, quien demostré que
estaban formados por proteinas, fésforo y acido desoxirribonucleico. En 1935, Stanley
hizo la primera cristalizacion de un virus, técnica que permitié a los cientificos conocer
con mayor cercania a estas entidades. Por ultimo, en 1940 se tomaron las primeras
fotografias de un virus, permitiendo a la comunidad cientifica, visualizar a una de las
entidades estudiadas. Finalmente, con la invencion del microscopio electronico y el
desarrollo de la técnica de cultivo de células in vitro para la reproduccién de los virus,
se abrié el camino a la entonces considerada como investigacion moderna de la

virologia.®

Por la simpleza de su composicion, la ausencia de organelos celulares y de algunas
funciones vitales, se ha pensado que los virus no son organismos vivos, no obstante,
estan formados por componentes de materia viva (proteinas y acidos nucléicos),
ademas de multiplicarse intracelularmente y transmitirse de un huésped a otro; por lo
que son considerados como parasitos intracelulares obligados, los cuales unicamente
pueden replicarse cuando infectan a una célula, que les provea la maquinaria necesaria

para la generacion de nuevas particulas virales.®®
2.1.6 Definicién y caractereristicas de los virus

Los virus han sido descritos como elementos proteicos y genéticos que infectan una
célula, lainvaden y se replican a expensas de ella, ademas deben ser capaces de utilizar
los procesos celulares de una célula hospedada para producir sus componentes, ya que



no pueden generar energia o sintetizar proteinas independientemente de una célula

hospedadora.'®®

La palabra Virus viene de una voz latina que significa veneno, conforman un inmenso y
heterogéneo grupo de particulas infecciosas, con un didmetro que oscila desde los 10
hasta los 600 nm. Se sabe que los virus son la entidad mas abundante en el planeta,
constituyen un reservorio de diversidad genética, afectan ciclos biogeoquimicos y la
dinamica de un ecosistema. Son particulas diminutas, de estructura elemental que
tienen un mecanismo de replicacion, en el cual el &cido nucleico o material genético del
virus da la informacién necesaria para programar a la célula hospedera y hacerla

sintetizar moléculas especificas, generando una nueva progenie viral.> "’

Ningun tipo de célula estd exenta de ser infectada por un virus, aunque existe
especificidad para ello, los virus pueden infectar humanos, animales, plantas,
protozoarios, hongos, arqueas, bacterias y otros virus. Muchas enfermedades humanas
son causadas por virus, no obstante, en la microbiota humana podemos encontrar virus

inocuos para el hombre que incluso pueden ser benéficos para la salud."
2.1.7 Composicion de los virus

En cuanto a la composicion de los virus, se conoce que poseen un solo tipo de acido
nucleico (ADN o ARN), nunca ambos, caracteristica que los distingue de la célula
microbiana, cuyo material genético es exclusivamente ADN. Este material genético se
encuentra protegido por la capside estructurada, en donde residen las proteinas virales.
El genoma, la capside y una envoltura lipidica constituyen el viridbn, aunque también
existen particulas desnudas. La envoltura es una estructura que existe unicamente en
determinados virus cubriendo la capside y generalmente esta constitida por la
membrana de las células infectadas. Atravesando esta estructura se encuentran las
espiculas, que son prolongaciones proteicas de la capside. Las estructuras presentes
en la capside median la interaccion entre la union y la entrada del virus a la célula diana.
La nucleocapside es un complejo de proteinas y acidos nucleicos que representan la
forma empacada del genoma viral, este genoma codifica para proteinas estructurales
que formaran nuevas particulas virales y proteinas no estructurales, las cuales
participan principlamente en la transcripcion de los genes virales y en la modulacién de
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la transcripcion de los genes celulares, aduefidandose de la maquinaria transcripcional

celular, 0131418

2.1.8 Clasificacion de los virus

En cuanto a la taxonomia, los virus se clasifican con diferentes criterios de acuerdo a su
acido nucleico (ADN o ARN), a la forma de la capside (isaédricos o helicoidales), a la
presencia de membrana lipidica (desnudos o con envoltura), nimero de capsémeros,
diametro de la nucleicapside, modo de replicacion, propiedades fisicoquimicas del
virién, propiedades de las proteinas virales, tipo de huésped que infecta, tipo de
enfermedad que producen, por sus células diana, mecanismo de transmisién, ubicacion
en el cuerpo humano y propiedades inmunoldgicas y antigénicas. De esta manera, los
virus se ordenan en familias y géneros, que forman grupos y subgrupos. La clasificacion
mas utilizada para el estudio de los virus es la clasificacién de Baltimore, la cual se basa
en la composicién del material genético de las particulas virales y de la estrategia de

transcripcion y replicacion, describiendo siete grupos. "' °

Baltimore clasifico a los virus en tres grandes grupos (virus de ADN, virus de ARN y
virus de transcripcion reversa). Dentro del grupo de virus de ADN encontramos a los
virus en | y Il, dentro del grupo de virus de ARN se encuentran los grupos lll, IVy Vy
dentro del grupo de virus de transcripcion reversa se encuentran los virus clase VI y
VL%

Grupo I: Virus cuyo genoma tiene ADN con doble cadena. Estos virus, como las células,
llevan a cabo una transcripcion asimétrica de su ADN para producir ARNm. Su polaridad

es poitiva y negativa.

Grupo llI: Virus con ADN de una sola cadena, con la misma polaridad que el ARNm. La

polaridad del ADN es positiva.

Grupo llI: Virus con ARN de doble cadena con polaridad positiva y negativa. El ARN de

estos virus representa una transcripcion asimétrica del genoma. Los virus de este tipo
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tienen multiples sementos de ARN de doble hélice, cada uno contiene la informacién

para sintetizar una sola proteina.

Grupo 1V: Virus con ARN de una cadena, cuya secuencia de bases de ARNm es

idéntica a la de el ARN. Su polaridad es positiva.

Grupo V: Virus con ARN de una cadena con polaridad negativa, cuya secuencia de
bases es complementaria al ARNm. La sintesis de ARNm implica la transferencia de

informacion de ARNm de una sola cadena a su ARN complementario.

Grupo VI: Virus de ARN de cadena positiva, que requieren de un intermediario de ADNE
para la transcripcién de los genes, por lo que posee una enzima denominada como

transcriptasa reversa.
Grupo VII: Virus con ADN de doble cadena con transcripcion reversa. *
2.1.9 Bacteriéfagos

En el presente trabajo se describira la importancia de los virus conocidos como
bacteriéfagos o fagos, los cuales representan la mayor parte de los virus intestinales;
sin embargo, no son los unicos virus presentes en él. Estos microorganismos,
descubiertos en 1915 por Twort, son virus que infectan bacterias y, al igual que todos
los virus, son parasitos intracelulares, algunos son patogénicos, mientras que otros no
lo son. Los bacteriéfagos inyectan su acido nucleico en bacterias, algunos pueden
destruirlas (liticos) y otros, por el contrario, participan en dos de los cuatro mecanismos
en los cuales las bacterias adquieren nueva informacién genética (lisogénicos). Este
tipo de virus son las entidades biolégicas mas abundantes de la Tierra y su rol en la

salud humana a penas comienza a ser estudiado. '® 12 17:8 15.18.19

Debido al potencial de los bacteriéfagos para destruir bacterias, Feliz d’Herelle y
colaboradores en 1919 comenzaron a estudiarlos para utilizarlos terapéuticamente, sin
embargo, se perdio interés por esta medida terapéutica debido al desarrollo de

antibidticos en 1940. Hoy en dia, su potencial de destruccion de bacterias es retomado
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por algunos cientificos para comprender su papel en la simbiosis o disbiosis de la

microbiota intestinal. '’

En el presente estudio se asocia a las particulas virales presentes en el intestino de
ratones, con la diabetes tipo 2, por lo tanto, en caso de encontrar alguna asociacion,
sera necesario en estudios posteriores, identificar y analizar a los virus que se

encuentran presentes en el intestino de los ratones con esta entidad patologica.
2.1.10 Analisis de los virus

Para identificar y analizar a los virus se han utilizado, a lo largo de la historia de la
virologia, diferentes técnicas. El analisis genético es una técnica poderosa para
entender la estructura y la funcién del genoma viral, los productos de sus genes, y su

funcion en la infeccién y el proceso salud-enfermedad.

Las particulas virales guardan una relacion de 10:1 con otros microorganismos en la
mayoria de ambientes, pero el ADN viral representa sélo del 2 al 5% del total existente.

Separar a los virus de los demas microorganismos es requerido en algunos estudios.?

Las técnicas rapidas y precisas de la biologia molecular han facilitado la identificacién
de productos de genes virales y el mapeo de éstos en el genoma viral. Se cuenta con
diversas técnicas comerciales cuantitativas para detectar acido nucleico de virus o para
amplificarlo e identificarlo. Las técnicas tradicionales de cultivo de virus y deteccion de
antigenos fueron sustituidas por métodos como reaccion en cadena de polimerasa
(PCR), PCR transcriptas inversa (RT-PCR), y otros. Estos métodos detectan virus y
permiten cuantificarlos para su uso en virologia diagndstica. No obstante, hoy en dia se
cuenta con tecnologias mucho mas avanzadas, en las cuales se utiliza la metagendémica

mediante la implementacién de técnicas como el Shoutgun y la pirosecuenciacion. 2" '8

El desarrollo de estas técnicas ha permitido la secuenciacion masiva de los genes
presentes en ecosistemas completos, incluyendo el intestino, lo que permite conocer a
las poblaciones de microorganismos presentes, demostrando la presencia de virus
dentro de este complejo sistema. Estas técnicas tienen un menor sesgo taxonémico en
la secuenciacion, permiten conocer a los organismos de las comunidades y sus
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funciones, por lo que representan un avance cuantivo en el entendimiento de como

funciona la naturaleza.??
2.1.11 Proyectos de estudio del microbioma y viroma humano

Las nuevas tecnologias de secuenciacion y analisis han permitido el desarrollo de
proyectos grandes de estudio de microorganismos, hace diez afios se estudia la
microbiota utilizando procedimientos moleculares que han sido sistematizados con
metagenomica. El costo para la secuenciacion utilizando nuevas tecnologias ha
permitido la elaboracion de estudios a gran escala sobre el microbioma humano,
revelando asi una enorme variabilidad interpersonal en la composicion de la microbiota

y en su ubicacion.'® %

Con respecto al microbioma, se han realizado dos grandes proyectos de identificacion
y analisis de los microorganismos que la integran. Estos proyectos se basan en la
aplicacion de las nuevas tecnologias para tratar de responder cuestionamientos de gran
importancia hoy en dia en la salud y la nutricion relacionados con la microbiota, como lo

es el The Human Microbiome Project y el MetaHit.?% '6: 2% 21, 14.23.30. 31

2.1.12 El viroma humano

El viroma humano es la coleccion de todos los genes virales presentes en los seres
humanos, comprende virus que infectan a las células eucariotes, virus que infectan
bacterias (bacteriéfagos), virus que infectan arqueas. En el viroma se encuentran virus
eucariotas y procariotas, virus que causan infecciones agudas, latentes o crénicas, en
donde los virus se integran al genoma del huésped. La amplitud del viroma humano no
es totalmente conocida, y es sumamente complejo, pues cada individuo ha estado
expuesto a distintos tipos de infecciones, por lo que se siguen realizando estudios para

la identificacion de mas virus presentes en la microbiota intestinal.® 2

2.1.12.1 El viroma intestinal

El primer reporte de viroma asociado a intestino fue publicado en el 2003, en este

estudio se aislaron particulas virales de un solo adulto. Se identificaron 1200 virotipos y
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la fraccion identificada del viroma estuvo dominada por bacteriéfagos, la mayoria

Siphoviridae y Podoviridae. Posteriormente se identificd a Microviridae como una familia

viral importante presente en el intestino humano.?

El nUmero de particulas virales en las heces humanas esta en el mismo rango que el de
las bacterias, mas de 10® por gramo, la mayoria de estas particulas virales son
bacteri6fagos (90%) con variacidn interindividual extrema. Existen virus en el intestino

de los seres humanos y de los mamiferos que ain no han sido caracterizados.*

Una inmensa cantidad de virus esta presente en el intestino humano. El entendimiento
del rol de estas poblaciones en la salud y la enfermedad requiere un profundo analisis

de su composicién y dinamica.*® '

El viroma intestinal incluye virus patogénicos, estos se vinculan con el viroma humano
porque cuando infectan al intestino son responsables de cambios en los enterocitos y

en la microbiota bacteriana.®’

Se han encontrado virus eucariotas asociados a enfermedades como Adenovirus,
Rotavirus, Enterovirus y Norvovirus, virus asociados a la ingesta de alimentos como
Gyrnovirus, Nodavirus y miembros de la familia Dicistroviridae, Vigaviridae vy
Partitiviridae. En heces de nifios con diarrea, se encontraron virus, muchos de ellos no
reconocidos como patogénicos, como las familias Adenoviridae, Picornaviridae,

Reoviridae.?® ®

En décadas pasadas, investigaciones microbidlogicas han descubierto virus infectando
parasitos del intestino humano como Mimiviridae, Mamaviridae, Marseilleviridae. Estos

virus se definen como virus gigantes por sus dimensiones.”’

Se han descrito virus de plantas, cuya importancia biolégica radica en que afectan la

composicién cualitativa y cuantitativa de las bacterias intestinales.”’
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En el andlisis taxondmico de la poblacién viral de un individuo se encontro

predominancia de Microviridae y se identificaron en menor cantidad, virus como

Podoviridae, Myoviridae y Siphoviridae Gnicamente en un 13%."®

Se ha encontrado que los bacteriéfagos representan el 90% del viroma humano, gran
cantidad de estos bacteriéfagos pertenece a la familia Microviridae. Mediante analisis
metagendmicos, se han identificado géneros de bacteriéfagos asociados con bacterias
por ejemplo, los genomas de Picornaviridae y Spounavirinae fueron aislados de
bacterias asociadas a humanos como Estafilococos, Estreptococos, Clostridium,
Mycoplasma, Listeria, Enterococos y Bacilos. Se identificaron siete géneros de virus
asociados con géneros de bacterias, se encontr6 que el gen P22 esta conectado con el
género de la familia de Enterobacteraceas como Escherichia, Salmonella y Klebsiella.

El Spounavirinae se conecta con el orden de Bacteroidales.*

En un analisis del viroma de un individuo se encontraron linajes bacterianos que se
vinculan con bacteriéfagos, entre ellas Ruminococcus bromii, Eubacterium siraeum y
Bacteroides fragilis, Blautia hansenii y Lachnospiraceae, todas ellas presentes en un

analisis metagenémico de ADN.™®

Los virus no bacteriéfagos que se han encontrado en el intestino y que no han sido
asociados con enfermedades, especialmente aquellos adquiridos en la infancia
temprana, pueden ser esenciales para el desarrollo propio del sistema inmune. Algunos
genotipos humanos o ciertas restricciones inmunoldgicas pueden ser causa de que los

virus que son normalmente inocuos induzcan enfermedades en el huésped.®
2.1.12.2 El viroma intestinal en la salud y la enfermedad

Desde que se descubrid la presencia de virus en estudios del microbioma humano en
individuos sanos, el concepto tradicional de infeccion viral se ha volcado. En la salud, la
mucosa intestinal se caracteriza por infecciones virales que pueden traer efectos

benéficos o dafiinos para el huésped.’

La presencia del ADN y ARN virales induce la expresion de interferones, mecanismos
antivirales por las células epitaliales y del sistema inmune innato. A su vez, también se
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desencadenan rsuestas inmunomoduladoras para neutralizar la sobreactivacion del
sistema inmune del intestino induciendo la produccion de IL-10 y células T reguladoras.
Sin embargo, la induccion de los mecanismos efectores y supresores modifica el estado
de inmunidad. La inmunomodulacién viral tiene consecuencias para el huésped, ya que

puede alterar la susceptibilidad a enfermedades complejas e infecciones secundarias.
50

Un virus puede tener efectos adversos y benéficos dependiendo de su localizacién
anatémica, el genotipo del huésped y la presencia de otros microorganismos. El
contexto es el determinante del efecto deletéreo, neutro o benéfico que tiene un virus

en un huésped. *°
2.1.12.3 Avances en el conocimiento del viroma intestinal
Los hallazgos mas importantes acerca del viroma intestinal se enumeran a continuacion:

1. Esta compuesto en su mayoria por bacteriéfagos, también llamados fagos. Estos
virus influyen en la salud afectando la estructura y funciéon de la comunidad
bacteriana, modulando su interaccion con el huésped. Los tipos de bacteriéfagos
varian enormemente unicamente entre un individuo, no se ha encontrado una
variabilidad intrapersonal significativa. La variedad de estos virus incrementa con la
edad adulta, siendo la dieta un factor que afecta la composicion de una comunidad
intestinal de fagos." %

2. El viroma intestinal interactua con la capa mucosa, células epiteliales y células
inmunes subyacentes a la lamina propria, por ello puede contribuir a la salud o
enfermedad del huésped.’

3. El viroma intestinal es capaz de influenciar el tipo de respuesta del huésped y de
regular su inmunofenotipo durante la salud, asi como la inflamacién y la enfermedad
por medio de la interaccion con otros miembros del microbioma y con factores
genéticos del huésped.’

4. Los bacteriéfagos juegan un rol en la transicién entre la salud y la enfermedad
cuando contribuyen a la generacién de una disbiosis, es decir, a un desequilibrio

entre las bacterias patégenas y las comensales.’
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Los bacteriéfago sn responsables de la diversidad bacteriana en el intestino por medio
de la transferencia del material genético en las comunidades bacterianas, incluyendo el
responsable de la patogénsis y de la resistencia a antibidticos. La activacion de profagos
provoca la lisis de algunas bacterias trayendo consecuencias ecoldgicas. El microbioma
intestinal ha mostrado ser sensible a la invasion por bacteriafagos, provocando cambios

en la abundancia de especies bacterianas.?

Aunque la enfermedad del colon irritable ha sido la enfermedad mas asociada con
disbiosis, otras enfermedades adicionales estan asociadas con cambios en el
microbioma intestinal, estas incluyen diabetes, cancer, sindrome metabdlico,

enfermedades metabdlicas y obesidad.?*

Es importante mencionar a la obesidad, ya que se identifica como causa de la diabetes
tipo 2. El desarrollo de la obesidad es un proceso complejo que involucra factores
genéticos y ambientales. Estudios han revelado cambios importantes en la composicion

y funcién metabdlica de la microbiota intestinal en participantes con obesidad. *2

Algunos individuos parecen ser mas afectados que otros por el ambiente obesogénico,
por ello se sugiri6 un componente hereditario para la acumulacion excesiva de grasa
corporal, respaldado por estudios en gemelos y en hijos adoptados. Los estudios sobre
variacion en el genoma humano han resultado en el descubrimiento de 31 locus
asociados a la acumulacién de tejido adiposo general y 17 locus asociados con

acumulacion de grasa visceral.*

Sin embargo, la proporcién de la explicacion genética de la variacion del indice de masa
corporal (IMC) permanece deficiente. A pesar de los hallazgos de la asociacion entre el
genoma humano y la obesidad, en el Metahit se encontr6 que las variaciones en el
microbioma tienen un papel mayor en la patogénesis de la obesidad que las variaciones
en el genoma humano, ya que las sefiales asociadas a obesidad en el microbioma
intestinal son mucho mas fuertes, es importante mencionarlo, ya que la obesidad es una

causa conocida de la diabetes tipo 2.%°
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Un desequilibrio entre las bacterias pro y anti-inflamatorias condiciona a la aparicién de
inflamacién y resistencia a la insulina, una liberacién elevada de triglicéridos y &cidos

grasos libres.*

Muchas anormalidades metabdlicas se asocian con la acumulacién de grasa. Algunos
individuos con obesidad parecen tener un mejor pronostico, mientras que otros
desarrollan comorbilidades metabdlicas e isquémicas. En el Metahit existe evidencia de
que algunas alteraciones en el microbioma definen a los individuos con perfiles de riesgo
metabdlico y contribuyen a resolver la heterogenicidad asociada con los fenotipos

asociados a la adiposidad y resistencia a la insulina.*

2.1.12.4 Efectos metabdlicos del viroma

Existen factores de virulencia en las bacterias intestinales codificados por los
bacteriéfagos. En un estudio se compararon las particulas virales y los microbiomas de
gemelos monocigéticos y los fagos mostraron genes involucrados en la sintesis
anaerobica de nucledtidos, asi como en la sintesis y degradacion de pared celular. Los
bacteriéfagos poseen genes que pueden alterar los receptores bacterianos y prevenir
las infecciones. Muchos receptores pueden estar involucrados en el transporte y
utilizacion de carbohidratos. En un ambiente intestinal en el que la utilizacién de
carbohidratos es un factor importante para las bacterias, la movilizacion de estos genes

por los fagos puede dotar a sus huéspedes bacterianas con beneficios.?

2.1.12.5 El viroma y la inflamacién

Los metabolitos de la microbiota contribuyen a la integridad de la barrera intestinal. Una
barrera intestinal comprometida ocasiona una fuga de mediadores inflamatorios a la

circulacion sistémica.®

La asociaciéon del microbioma en general con la inflamacion se ha estudiado
particularmente en sindrome de colon irritable. En un estudio reciente, se encontré que
algunos marcadores de inflamacion y disbiosis estan incrementados en esta patologia.
El incremento en la disbiosis se asocié con un incremento en la calprotectina, un

marcador de inflamacién. También se observo que la disbiosis se revierte con el tiempo,
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pero persiste después de que la actividad clinica de enfermedad cesa y la mucosa sana,

lo cual puede representar un riesgo de recaida. %3

Los bacteriéfagos se asocian con la inflamacion mediante varios mecanismos. La lisis
de bacterias a causa de los bacteriéfagos libera proteinas, lipidos y acidos nucleicos
que sirven como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y antigenos
qgue desencadenan las cascadas de sefalizacion inflamatoria, induciendo la liberacion
de citocinas, infiltracion celular y dafno tisular. Por otra parte, los bacteriafagos son
capaces de inducir la respuesta inmune humoral. Ademas, estos virus son capaces de
translocarse desde el lumen gastrointestinal a sitios sistémicos en animales. Todo esto
contribuye a la perpetuacién de enfermedades intestinales inflamatorias como el
sindrome de colon irritable, en el cual se observa un incremento de la permeabilidad

intestinal .2

Otra manera en que los bacteriéfagos pueden desencadenar la respuesta inmune es
mediante su adaptabilidad para unirse a materiales ambientales o a receptores de
superficie de bacterias. En estudio metagendmico reciente, se examinaron particulas
virales, se encontraron 51 locus con alta variabilidad y con tasas de mutacion mas altas
que el resto de su genoma viral. Algunas tienen similitud con la superfamilia de proteinas
Ig, otras con los dobleces tipo C de lectina, que juegan un papel clave en la unién a
carbohidratos. Este locus confiere una ventaja para los fagos, aumentando las
posibilidades de infectar a una célula huésped en las condiciones cambiantes del

intestino.?
2.1.13 Diabetes

La diabetes es una enfermedad sistémica, crénico-degenerativa, de caracter
heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria y con participacion de
diversos factores ambientales, y que se caracteriza por hiperglucemia crénica debido a
la deficiencia en la produccion o accion de la insulina, lo que afecta al metabolismo

intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y lipidos (NOM-015).%
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2.1.13.1 Epidemiologia de la diabetes

De acuardo a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la prevalencia mundial de
diabetes en adultos ha aumentado del 4.7% en 1980 al 8.5% en 2014. Esta prevalencia
ha aumentado con mayor rapidez en los paises de ingresos medianos y bajos. Se estima
que, en 2015, la diabetes fue causa directa de 1.6 millones de muertes. De acuerdo con

proyecciones de la OMS, la diabetes sera la séptima causa de mortalidad en 2030. 34

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), en México, la
proporcion de adultos con diagndstico de diabetes para el afio 2012 fue de 9.2%, 4
millones de personas refirieron haber sido diagnosticadas con diabetes, lo que muestra
un incremento importante en comparacion con la proporcion reportada en ENSA 2000
(5.8%). *°

La Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, Para la prevencion, tratamiento y
control de la diabetes mellitus, reporté en 2010 a la diabetes como primera causa de

defunciones por afio, con mas de 70 mil muertes en el pais.*®
2.1.13.2 Diagnéstico de diabetes en humanos

Se establece diagndstico de diabetes si se cumple con cualquiera de los siguientes
criterios: presencia de sintomas clasicos y una glucemia plasmatica casual >= 200
mg/dl; glucemia plasmatica en ayuno >= 126 mg/dl; o bien glucemia >= 200 mg/dl a las
dos horas después de una carga oral de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua. En
ausencia de sintomas inequivocos de hiperglucemia, estos criterios se deben confirmar
repitiendo la prueba en un dia diferente. Se define como intolerancia a la glucosa cuando
los niveles de glucosa 2 horas post carga oral de 75 g de glucosa anhidra son >= 140
mg/dl e <=199mg/dl (NOM 015).%

2.1.13.3 Diabetes tipo 2

La OMS define a la diabetes tipo 2 como no insulinodependiente o de inicio en la edad
adulta que se debe a una utilizacion ineficaz de la insulina. Este tipo representa la
mayoria de los casos mundiales y se debe en gran medida a un peso corporal excesivo
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yala inactividad fisica. Los sintomas suelen ser similares a los de la diabetes tipo 1,
pero menos intensos. En general se diagnostica cuando ya tiene varios afios de
evolucion y han aparecido complicaciones. La NOM-015 define a la diabetes tipo 2 como
el tipo de diabetes en la que se presenta resistencia a la insulina y en forma
concomitante una deficiencia en su produccién puede ser absoluta o relativa. Los
pacientes suelen ser mayores de 30 afos cuando se realiza el diagnodstico,

generalmente presentan obesidad y pocos sintomas clasicos.* 3

La diabetes tipo 2 representa un heterogéneo grupo de enfermedades caracterizado por
una resistencia a la accién de la insulina en tejidos periféricos y un deterioro en la
secrecion de esta hormona en las células beta pancreaticas. Esta heterogeneidad de la
diabetes tipo 2 se ve reflejada en la diversidad de modelos animales que son Utiles para

su estudio.*®

Aunque la diabetes tipo 2 es una patologia con alta prevalencia mundial y en México,
aun existen muchas incognitas acerca de sus mecanismos patogénicos. El avance en
la prevencion y el tratamiento depende de la comprension de estos mecanismos, por lo
que es necesario utilizar modelos animales para realizar experimentos que éticamente

no serian aceptables en humanos. *
2.1.13.4 Dislipidemias en la diabetes tipo 2

Las personas con diabetes tipo 2 tienen un riesgo de desarrollar enfermedad
cardiovascular de 2 a 4 veces superior al observado en la poblacion general. La
dislipidemia asociada a la diabetes tipo 2 se encuentra presente hasta en un 60% de las
personas con diabetes y contribuye en gran medida al incremento de riesgo
cardiovascular, morbilidad y mortalidad de los pacientes. La denominada dislipidemia
diabética es una alteracidén del metabolismo lipidico que se caracteriza por un exceso
de triglicéridos, un déficit de colesterol HDL y una alteracion de la composicion de las
lipoproteinas que consiste en un exceso de particulas LDL pequefias y densas. En el
presente estudio se midieron los niveles séricos de triglicéridos y colesterol total de los

ratones transferidos con el filtrado de heces procedentes de ratones diabéticos. %
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21.13.5 Modelo nimales de diabetes tipo 2

La diabetes puede presentarse espontaneamente en los animales, siendo reconocida
en mamiferos y puede ser inducida de manera experimental. El amplio espectro de la
diabetes abre campo para desarrollar tantos modelos animales como posibilidades
existen en su etiopatogenia. En algunos animales predomina la resistencia a la insulina

y en otros la disfuncién de las células beta pancreaticas. *°
2.1.13.5.1 Clasificacion de los modelos animales de diabetes tipo 2

Se pueden clasificar los modelos animales de diabetes tipo 2 de acuerdo con su
mecanismo de produccidn en modelos espontaneos e inducidos. Los modelos
espontaneos incluyen modelos analogos (utiles como sustitutos de la enfermedad
humana), modelos intrinsecos (cuya utilidad radica en responder preguntas especificas
de la patologia), dieta con alto contenido en grasas (30-45%), animales en los que se
induce la diabetes por medio de cirugia, reduciendo el tamafio del pancreas y animales
transgénicos, knock-out, los cuales carecen de algun gen que participa en el
metabolismo de la glucosa y que como consecuencia, presentan diabetes.*

Los modelos inducidos incluyen induccion hormonal, manipulacién genética vy
administracion de farmacos. El modelo animal desarrollado en el presente trabajo es un

modelo inducido por administracién del farmaco estreptozotocina. *
2.1.13.5.2 Induccion de diabetes a través de administracion de farmacos

Para la induccion de diabetes a partir de la administracion de farmacos, se utilizan
aloxano y estreptozotocina. El aloxano se utiliza para destruccién de las células beta
pancreaticas, por lo que se asemeja a la diabetes tipo 1. En cambio, la estreptozotocina
(STZ), es un derivado de la nitrosourea con actividad antibiética y antineoplasica, por lo
que es utilizado en la quimioterapia del cancer. *

El farmaco utilizado en el modelo desarrollado en el presente trabajo es STZ con una
previa dosis protectora de nicotinamida (NAD). La STZ en altas dosis (100 mg/kg) induce
insulinodeficiencia, las células beta se destruyen, aunque apreoximadamente la mitad

se regenera gradualmente. *®
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El modelo animal de diabetes tipo 2 inducida farmacolégicamente con STZ y de NAD

fue descrito por Maisello et. al. (1998). Este modelo es el mas econdmico, facil de
establecer y el mas utilizado para inducir diabetes.*

La STZ induce diabetes tipo 2 en roedores, pues interfiere con el transporte de glucosa
y la funcion de la glucocinasa, ademas induce multiples puntos de ruptura en doble
hélice del ADN. Su molécula consta de glucosa ligada a nitrosourea y es internalizada
a través de los transportadores de glucosa, una vez dentro, el fragmento de nitrosourea
es liberado y ejerce su actividad toxica. Las células beta pancreaticas son muy sensibles
a la captacion de glucosa, por lo que también resultan sensibles al efecto toxico de la
STZ; sin embargo, estas células se pueden proteger administrando NAD antes de la
induccién. Algunas evidencias indican que la toxicidad de la STZ esta mediada por el
reconocimiento especifico de algunos receptores sobre la célula beta, provocando un
decremento en los niveles de NAD y adenina, disminuyendo su sintesis e
incrementando su hidrolisis. La NAD protege a los animales contra la citotoxicidad de la
STZ. Una unica dosis importante de STZ puede inducir diabetes tipo 2 en roedores y

varias dosis menores inducen diabetes tipo 1. 3%

2.1.13.5.3 Niveles de referencia de glucosa y lipidos en ratén

En un estudio realizado en Venezuela para describir el perfil bioquimico, se midié
glucosa, proteinas totales, albumina, globulinas, triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL
en ratones producidos en el bioterio central de la UCLA, en base a cepa, sexo y edad.
El estudio se realiz6 en 720 animales de diferentes cepas y se determinaron valores de

referencia basados en las medias obtenidas. “°

Para raton hembra de la cepa C57, los niveles normales de glucosa son 104.86 mg/dl a
las 6 semanas de edad, 84.80 mg/dl a las 9 semanas de edad y 111 mg/dl a las 14
semanas de edad. En cuanto a perfil de lipidos para la misma cepa, la media de
triglicéridos séricos para la misma cepa fue de 134.34 mg/dl a las 6 semanas de edad,
137.18 mg/dl a las 9 semanas de edad y 128.47 mg/dl a las 14 semanas de edad. La
media de colesterol total sérico fue de 66.01 mg/dl a las 6 semanas de edad, 69.36
mg/dl a las 9 semanas de edad y 79.57 mg/dl a las 14 semanas de edad. La media para
los niveles séricos de HDL fue de 28.13 mg/dl a las 6 semanas de edad, 27.78 mg/dl a
las 9 semanas de edad y 40.93 mg/dl a las 14 semanas de edad. Por ultimo, la media
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para los niveles séricos de LDL fue de 23.98 mg/dl a las 6 semanas de edad, 23.75

mg/dl a las 9 semanas de edad y 33.41 mg/dl a las 14 semanas de edad. *°

Se determinaron los niveles de referencia a través del calculo de medias por sexo en la
cepa C57. Para las hembras, la media de los niveles de glucosa fue de 113.71 mg/dl y
para los machos de 97.6 mg/dl, la media de los niveles de triglicéridos fue de 166.33
mg/dl en las hembras y 149.9 mg/dl en los machos, la media de los niveles de colesterol
total fue de 68.42 mg/dl en las hembras y de 75.7 mg/dl en los machos, la media del
HDL fue de 30.4 mg/dl en las hembras y 34.7 mg/dl en los machos, por ultimo, la media

de LDL fue 25.5 mg/dl en las hembras y 29.7 mg/dl en los machos. *°

Glucosa | Triglicéridos | Colesterol total HDL LDL
6 semanas 104.8 134.3 66.0 28.1 23.9
9 semanas 84.8 137.1 69.3 27.7 23.7
14 semanas | 111.0 128.4 79.5 40.9 33.4

Tabla 1. Valores de glucosa (mg/dl) y perfil de lipidos (mg/dl) en ratones C57. Medias

de acuerdo a la edad. *°

Glucosa | Triglicéridos | Colesterol total HDL LDL
Machos 97.6 149.9 75.7 34.7 29.7
Hembras 113.7 116.3 68.4 30.4 25.5

Tabla 2. Valores de glucosa (mg/dl) y perfil de lipidos (mg/dl) en ratones C57. Medias

de acuerdo con el sexo. *°

La identificacion de metagenomas de la microbiota relacionados con la diabetes puede
abrir nuevos caminos para entender y combatir esta condicion, ya que son un buen
elemento para el desarrollo del prondstico y herramientas digndsticas con relevancia

clinica para esta patologia.
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2.1.13.6 Inflamacion en diabetes

La inflamacion es el conjunto de mecanismos de respuesta de los tejidos vivos a una
agresion fisica, quimica, infecciosa o autoinmune, que localizan, aislan y destruyen al
agente agresor. En ella participan células del sistema inmune, células epiteliales,
mediadores solubles como las citocinas y quimiocinas, receptores en células efectoras
y activacion del sistema de complemento. La inflamacién actua sinérgicamente con los
mecanismos de la inmunidad innata y adquirida. En la inflamacién aguda, los efectos
son la vasodilatacion, el aumento del flujo sanguineo hacia la region, el aumento de la
permeabilidad vascular y la migracion de leucocitos, granulocitos y monocitos a traves

del endotelio vascular local en direccién a la zona inflamada.*" 4> 43

El proceso de inflamacion como parte del mecanismo de defensa inmune es normal y
benéfico para el organismo. No obstante, bajo ciertas circunstancias se inicia sin una
causa clara o se prolonga en forma innecesaria, produciendo dafo tisular o

manifestaciones clinicas importantes, incluso la muerte.*'

La inflamacion crénica, ha sido descrita en diversas enfermedades metabdlicas no

transmisibles, entre las cuales se incluye la diabetes tipo 2.*
2.1.13.6.1 Mediadores de la inflamacién

Son muchos y con diferentes funciones, producidos por las diferentes células del
sistema inmune y por activacion de sistemas enzimaticos. Los mediadores primarios
son rapidamente secretados cuando se inicia un proceso inflamatorio. Los secundarios
requieren un proceso de transcripcion y traduccién que tarda varias horas o dias en

desarrollarse.*’

Dentro de los mediadores primarios se encuentran los producidos por los
polimorfonucleares (PMN), células de la respuesta inmune innata (elastasa, colagenasa,
lactoferrina, quimiocinas y catepsina G), por los mastocitos (histamina, heparina, IL-8,
eotaxina, eicosanoides, adenosina y proteasa), por las plaquetas (PF-4, factores
quimiotacticos para PMN y eosionfilos) y por las células endoteliales (IL-8 e IL-6). Dentro
de los mediadores secundarios se encuentran los producidos por mastocitos
(leucotrienos, prostaglandinas, metabolitos del O, y del N), los producidos por

macrofagos (TNF, IL-1, IL-8, IL-12, prostaglandinas y leucotrienos), los producidos por
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los hepatocitos (prteinas de fase aguda y PCR), los producidos por las células T
activadas (IL-2, IL-5, IL-6, IFNy, IL-17 e IL-23) y los producidos por los fibroblastos (IL-
6).41

2.1.13.6.2 IL-6

Las citocinas son compuestos involucrados en la transmision de sefales entre las
células del cuerpo con las células del sistema inmune en respuesta a un estimulo. En
las fases iniciales las células de los tejidos en las que se esta produciendoun dafo, se
desencadena la reaccion inflamatoria y el sistema inmune comienza a producir citocinas

como IL-1 e IL-6*.

La IL-6 es una glucoproteina constituida por 184 aminoacidos, es producida por los
linfocitos, monocitos, fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales, células
masangiales, astrocitos, estroma de la médula 6sea y células tumorales. A nivel
proteico, la IL-6 de ratébn muestra 42% de homologia con la humana. La IL-6 juega un
papel importante en la regulacion del crecimiento celular, hematopoyesis e inflamacién.
Esta glucoproteina induce la maduracion de las células B en anticuerpos plasmaticos y
co-estimula el crecimiento de las células T y la diferenciacion de las células T citotoxicas,
incrementa la produccion del del receptor de IL-2 en las células T e induce la produccion
de IL-2. La IL-6 es el principal inductor de las reacciones de fase aguda en respuesta a
la inflamacion o a la lesion tisular, y en conjunto con IL-1B, y TNF-a, induce la sintesis

de proteinas de fase aguda por los hepatocitos.*>*°

2.1.13.6.2.1 IL-6 y diabetes tipo 2

A pesar de que las principales anormalidades fisiolégicas en la diabetes tipo 2 son la
resistencia a la insulina y/o un defecto en su secrecioén, las determinantes especificas
de estos defectos metabdlicos no son claras. La evidencia sugiere que la inflamacién
juega un papel crucial en la patogénesis de la diabetes y se tiene una sustancial
evidencia experimental de que la IL-6 es un marcador fisiolégico de inflamacion

sistémica asociada con hiperglucemia, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2.%°

En un estudio prospectivo de casos y controles se reveld que los niveles de IL-6 fueron
significativamente mayores en mujeres con diabetes y el riesgo relativo para futura

diabetes entre los cuartiles mas altos contra los mas bajos de IL-6 fue de 7.5, lo cual
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sugiere que los niveles elevados de esta citocina estan relacionados con el desarrollo

de diabetes tipo 2.%°

2.1.13.7 Leptina en diabetes

Existen numerosos factores neuroendécrinos encargados de regular el metabolismo
energetico, como la leptina, una hormona producida por los adipocitos en relacion a la
masa del tejido adiposo y que actua en el hipotalamo regulando la ingesta y el gasto de
energia. En particular, esta hormona actua en el nucleo arqueado, uniéndose a su
receptor en neuronas que expresan neuropéptido-Y (NPY) y proteina R-agouti (AgRP)
para inhibirlas. EI NPY y la AgRP estimulan la ingesta y disminuyen el gasto de energia.
Por otra parte, la leptina se une también a sus receptores en neuronas productoras de
proopiomelanocortina (POMP) para activarlas. La POMP disminuye la ingesta y
favorece la pérdida de peso. La leptina actua también como marcador de las reservas
energeticas del organismo, ya que sus niveles son directamente proporcionales al
contenido de tejido graso; sin embargo, niveles altos de leptina se asocian con
resistencia a esta hormona debido a un dafio en la via de sefalizacion intracelular de la
leptina y su receptor. La leptina interviene en el metabolismo de las grasas e hidratos
de carbono. En un estudio se encontré que algunas variantes genéticas de la leptina se

relacionan con la conducta alimentaria en nifios.*" 48 49

2.2 Antecedentes especificos
2.2.1 La microbiota y la obesidad y la diabetes tipo 2

La informacién sobre la relacién de la microbiota con la obesidad y la diabetes tipo 2 se
centra principalmente en las poblaciones bacterianas o en la microbiota en general.
Existe poca informacion sobre la relacion de la microbiota con la diabetes tipo 2, no
obstante, es importante mencionar algunos estudios, ya que el viroma es parte de la

microbiota y es, ademas, un elemento regulador de la composicion de la misma.

La hipotesis de que la microbiota intestinal podria actuar como un factor favorecedor de
la adiposidad surgio a partir de las observaciones de Backheld y col. en 2004 de que los

ratones sin microbiota intestinal, a pesar de consumir un 30% mas de alimento que los
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ratones convencionales de la misma edad y peso, tenian un 42% menos de grasa

corporal.**

La obesidad se asocia a cambios especificos del grupo de bacterias en la microbiota y
también se correlaciona con una menor diversidad microbiana, lo cual se acompania de
mayor adiposidad, resistencia a la insulina y un fenotipo inflamatorio mas pronunciado

comparado con aquellos individuos que presentan una alta diversidad microbiana.?" 2

La microbiota contribuye con el huésped a la fermentacion de los sustratos energéticos
no utilizados, a entrenar el sistema inmune, a prevenir el crecimiento de bacterias
patogenas, al desarrollo del intestino, a la produccion de vitaminas y de hormonas que

regulan la saciedad.?

Es razonable asumir que la microbiota intestinal contribuye a la ganancia de peso, ya
que promueve el incremento de la absorcion de monosacaridos y el almacenamiento de
triglicéridos en los adipocitos del huésped y juega un papel importante en el

procesamiento de polisacaridos provenientes de la dieta.*®

Se han asociado cambios en la microbiota con la presentacion de un fenotipo de
obesidad, particularmente un incremento de la relacion Firmicutes: Bacteroidetes en

individuos con obesidad comparados con individuos delgados.>®

En un estudio, ratones tratados con antibiéticos se inocularon con el contenido fecal
procedente de ratones con obesidad y de ratones delgados. Se encontraron diferencias
entre la microbiota de los ratones inoculados con en contenido de las heces de ratones
con obesidad y de ratones delgados. También se encontr6 una menor abundancia de
bacteroidetes y una alta abundancia de B. Fragilis y Enterobacteriaceae en la microbiota
de ratones con obesidad. Asimismo, la ganancia de peso y el consumo de alimento fue

mayor en los ratones inoculados con la microbiota de ratones con obesidad.®®

Observaciones recientes mostraron cémo criar ratones inoculados con microbiota de
ratones delgados previno el desarrollo de un IMC incrementado y de fenotipos
metabdlicos relacionados con la obesidad, en ratones inoculados con microbiota de
ratones con obesidad en la misma caja, esto deriva de que los ratones son animales

coprofagicos y la microbiota puede transmitirse via fecal.*®
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2.2.3 La microbiota y el sindrome metabdlico

En un estudio se compararon sujetos con alta y baja diversidad en la microbiota
intestinal. El fenotipo adiposo de individuos con poca variabilidad en la microbiota fue
asociado con niveles elevados de leptina, niveles bajos de adiponectina, resistencia a
la insulina, hiperinsulinemia, niveles incrementados de triglicéridos y acidos grasos
libres, niveles bajos de HDL colesterol y un genotipo inflamatorio mas marcado (niveles
incrementados de PCR y de conteo de células blancas). Esto sugiere que se requiere
diversidad funcional para contribuir al metabolismo del huésped por medio de la

microbiota, para mejorar las condiciones de salud.?

En un estudio se compara la microbiota intestinal distal de ratones genéticamente
obesos con sus comparfieros de camada delgados y se observdo un aumento en la
concentracién relativa de Firmicutes y una reduccion de Bacteroidetes asociado a la
obesidad. En otro estudio se encontré una correlacidn positiva entre un incremento en

la relacién Firmicutes: Bacteroidetes con los niveles plasmaticos de glucosa.? *°

Recientemente, se estudiaron ratones tratados con antibidticos inoculados con el
contenido fecal procedente de ratones con obesidad y de ratones delgados. Se hall
que los ratones receptores de microbiota de ratones con obesidad mostraron una
respuesta incrementada de las células beta pancreaticas a la glucosa. En el mismo
estudio, ratones en etapa de destete mostraron niveles de insulina incrementados

después de la inoculacién con microbiota de ratones con obesidad.>®

Recientemente, se concluyé que la elevacion en el musculo esquelético de
acylcarnitinas de cadena larga esta asociada con intolerancia a la glucosa en ratones
inoculados con microbiota de ratones con obesidad y que consumian una dieta baja en

grasa saturada y alta en frutas y verduras.*®

2.2.4 Trasplante de microbiota fecal (TMF)

El proceso de transferencia de heces de donadores sanos a enfermos, conocido como
trasplante de microbiota fecal, tiene antecedentes historicos que datan del siglo 1V, ya
que se realizaba en china para tratar a pacientes envenenados oralmente o que

padecian diarrea. Recientemente, investigadores comenzaron a realizar estudios
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basados en la vdencia sobre sus efectos y aplicaciones. El conocimiento del
microbioma, el concepto de disbiosis y los resultados de estudios preliminares sugieren
que existe una asociacion entre la alteracion de la microbiota intestinal y ciertas
patologias, se han hecho estudios sobre su aplicaciéon en infeccion recurrente por
clostridium difficile (IRCD), enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), sindrome de

intestino irritable (Sll) y obesidad. *®

El TMF ha considerado como opcion terapéutica genuina por su simpleza y su costo-
efectividad en las patologias mencionadas y en otras condiciones como sindrome
metabdlico y resistencia a la insulina. Un ensayo pequefio, aleatorizado, doble ciego
revel6 que un TMF utilizando heces de donadores delgados, mejoraba la sensibilidad a

la insulina en hombres con obesidad. °’

En un estudio realizado por Pinn et al. se analizaron a 13 pacientes con SllI, de los cuales
70% presentaron mejoria en los sintomas como dolor abdominal, habitos intestinales,
dispepsia, distension, flatulencias y calidad de vida después del TMF. 2

El TMF resulta mas efectivo que el tratamiento con vancomicina en pacientes IRCD,

presentandose la curacién en un 90% de los casos. *®

Algunas alteraciones en la microbiota intestinal estan asociadas con la obesidad y la
resistencia a la insulina. En un ensayo clinico aleatorizado se estudiaron los efectos de
un TMF de donadores delgados a hombres con sindrome metabdlico en la composicién
de la microbiota y en el metabolismo de la glucosa. Seis semanas después del
procedimiento, la sensibilidad a la insulina de los receptores increment6 junto con las

especies de bacterias productoras de butirato en su microbiota.*

No existe actualmente un consenso sobre la mejor ruta de administracién, se ha probado
por medio de enemas, sondas nasogastricas y colonoscopia, teniendo resultados muy

variables, ya que la viabildad de las bacterias varia en cada procedimiento. *®

En cuanto a la seguridad de un TMF, parece ser que es un procedimiento inocuo y bien
tolerado. Los efectos adversos mas reportados incluyen diarrea, dolor abdominal y

espasmos en el dia de la infusidn, lo cual se resuelve en pocas horas. Otros sintomas
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reportados son ftia, distension abdominal, nauseas, incomodidad rectal y cefaleas.

No se han observado complicaciones infecciosas. >

De la misma manera en que el TMF se ha explorado por sus utilidades terapéuticas,
también se sabe que el TMF de un donador con ciertas enfermedades puede transmitir

potencialmente la enfermedad a sus receptores.*®

En un estudio prospectivo, se siguieron a 77 pacientes sometidos a TMF para resolver
IRCD tres meses antes. Aunque los sintomas de la IRCD se resolvieron, cuatro
pacientes reportaron una nueva condicibn médica como neuropatias periféricas,
purpura trombocitopénica y artritis reumatoide. Se necesitan estudios de largo plazo
para identificar los efectos adversos potenciales del TMF, que podrian tener un impacto

en la seleccion de los donadores. %%

3. Justificacion

La disbiosis intestinal, ha sido asociada a diversas enfermedades cronicas como la
obesidad, enfermedades metabdlicas, gastrointestinales y neurolégicas, sin embargo,
estos estudios se han enfocado principalmente en determinar la composicioén de los filos

bacterianos, elementos mas abundantes en la microbiota intestinal.

En la actualidad, gracias a los estudios de metagendmica, se conoce que existen una
gran cantidad de genes virales presentes en el microbioma intestinal, muchos de ellos
son bacteriofagos, virus capaces de infectar bacterias y controlar las poblaciones
bacterianas. Por esta razdén resulta necesario implementar estudios que incluyan al
viroma para determinar su relevancia en el establecimiento de la disbiosis y por tanto
en el mantenimiento y desarrollo de las enfermedades. Asi mismo, existen una gran
cantidad de virus eucariotes que podrian estar participando en la induccién de
inflamacién a nivel intestinal alterando el sistema inmune y contribuyendo de manera
indirecta en la disbiosis. Sin embargo, poco se sabe acerca de su contribucion a la

disbiosis en diabetes tipo 2.

Ademas de los bacteriéfagos, existen factores poco controlables a nivel poblacional que
pueden modificar la composicion bacteriana de la microbiota como lo son el medio

ambiente, la dieta y el uso de antibioticos. Por otra parte, existen elementos reguladores
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intrinsecos a cada individuo como lo son la genética, el sistema inmune a través de la

produccién de IgA, el sexo y el estado nutricional y de salud.

Debido a la complejidad del estudio de los factores que intervienen en la disbiosis, en el
presente trabajo se utiliza el modelo murino para evaluar la participacion del viroma en
la disbiosis intestinal que se presenta en la diabetes tipo 2. Este modelo permite la
colonizacién de microbiota de ratén con diabetes tipo 2 inducida por farmaco a otros
ratones sanos mediante una transferencia fecal, permitiendo evaluar de forma mas
especifica la participacion de la fraccién no bacteriana (viroma) de ratones con diabetes
tipo 2 en ratones con una microbiota normal, eliminando variantes como la dieta, sexo,
edad, medio ambiente y genética, ya que se utilizan ratones singénicos, libres de

patdgenos especificos y bajo las mismas condiciones de biorritmo y alimentacion.

Una de las principales ventajas del modelo murino es que es posible evaluar de manera
precisa la diabetes tipo 2, analizando marcadores séricos del metabolismo y sistema
inmune. Los modelos animales de diabetes como el de ratdn permiten realizar
experimentacién que éticamente seria inaceptable en humanos, para entender los

mecanismos moleculares que intervienen en el desarrollo de dicha patologia.

Un analisis del viroma como elemento que compone a la microbiota permite el
entendimiento de interacciones moleculares entre los microorganismos y su rol en la
salud y la enfermedad, en este caso, en la diabetes tipo 2. Los mecanismos implicados
pueden ser explorados posteriormente como metas terapéuticas para tratar
enfermedades relacionadas con una disbiosis del microbioma, como la diabetes tipo 2
y otras enfermedades como la obesidad, sindrome metabdlico, enfermedades
autoinmunes y cancer. En un proyecto posterior, se analizara mediante
metasecuenciacion, la composicion del viroma intestinal de pacientes con obesidad,
sindrome metabdlico y/o enfermedad inflamatoria intestinal y evaluaremos su
participaciéon mediante la transferencia de particulas virales aisladas de muestra de
heces de pacientes, en la generacion de disbiosos y en el desarrollo y mantenimiento
de estos padecimientos en un modelo murino, resultando ser uno de los primeros
estudios a nivel funcional que involucra la participaciéon de los virus como agentes

etiologicos de estos padecimientos, o bien, como agentes generadores de la disbiosis.
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5. Definicion del roblema (planteamiento del problema)

Se ha observado que la microbiota intestinal humana es diferente en personas sanas y

en personas con diabetes tipo 2, presentandose una disbiosis en este padecimiento.

También, se ha observado, mediante analisis de la composicidn de la microbiota y de
indicadores bioquimicos, que la poblacion que presenta disbiosis tiene mayor riesgo

metabdlico y algunos marcadores de inflamacion elevados.

La informacion sobre la relacion de la microbiota con la diabetes tipo 2 se centra en las
poblaciones bacterianas. Actualmente, la informacion sobre la asociacién del viroma con
esta patologia es escasa, por lo que resulta necesario establecer su participacion dentro
de ambientes complejos como lo es la microbiota intestinal en la etiologia y desarrollo
de las enfermedades.

6. Pregunta de investigacion

La disbiosis se asocia al desarrollo de enfermedades metabdlicas no infeccionsas y los
virus, principalmente los bacteriéfagos, son un elemento regulador importante de la
composicion de la microbiota intestinal, fundamento elemental para plantear la siguiente

pregunta de investigacion:

¢, Cual es el grado de participacion del viroma intestinal de ratones con diabetes tipo 2

transferido a ratones sanos en el desarrollo de diabetes tipo 2?

6. Hipotesis de estudio
6.1 Hipotesis alterna (H.)

Existe una asociacion entre el viroma intestinal y la diabetes tipo 2. El viroma de ratones
con este padecimiento transferido a ratones sanos inducira una disbiosis y el desarrollo

de diabetes tipo 2.
6.2 Hipotesis nula (Ho)

No existe una asociacion entre el viroma intestinal y la diabetes tipo 2. El viroma de
ratones con este padecimiento transferido a ratones sanos no inducira el desarrollo de

diabetes tipo 2.

POSGRADOS 40 de 99



U upAEP

7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Determinar el grado de asociacion del viroma intestinal de ratones con diabetes tipo 2

transferido a ratones sanos en el desarrollo y mantenimiento de diabetes tipo 2.

7.2 Objetivos particulares (o especificos).

1. Inducir el desarrollo de diabetes tipo 2 a ratones mediante la administracién de

nicotinamida, estreptozotocina y citrato de sodio.

2. Establecer las condiciones para la transferencia de microbiota y viroma de ratones

con diabetes tipo 2 a ratones sanos.

3. Evaluar el desarrollo de diabetes tipo 2 en los ratones transferidos con microbiota y
viroma de ratones con diabetes tipo 2, mediante la medicion de glucosa en ayuno,

colesterol total, triglicéridos, IL-6 y leptina.

8. Metodologia
8.1 Tipo y disefio del proyecto
8.1.1 Tipo de estudio

El estudio es exploratorio, ya que se estudia un tema de investigacidn poco abordado,
del cual se encontraron escasos estudios en la revision de la literatura y tiene como
objetivo lograr una mayor penetracion y comprension del problema. La investigacion
incluye amplia revision de literatura y consulta con profesionales especializados en el

tema.

Clinicamente tiene semejanzas con estudios de casos y controles, ya que los ratones
se dividieron en grupos controles y experimentales que incluyeron ratones transferidos

con microbiota de ratones sanos, ratones transferidos con viroma de ratones sanos,
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ratones transferidos con microbiota de diabetes tipo 2 y ratones transferidos con viroma

de diabetes tipo 2.

8.1.2 Caracteristicas del estudio (Taxonomia de Feinstein)

Por su objetivo Comparativa: de causa-efecto

Por tipo de agente de investigacién Maniobras de causa-efecto

Por asignacién del agente Experimental
Por su direccién en el tiempo Prospectivo
Por el numero de mediciones Longitudinal

Por los componentes de los grupos Homodémicos

8.2 Definicién del universo de trabajo
8.2.1 Poblacién fuente

Ratones de la cepa C57/B6 y ratones CD1.

8.2.2 Poblacion elegible

Ratones de 6 semanas de edad, hembras, de la cepa C57/B6, libres de patdgenos

especificos.

8.3 Definicién de unidades de observacién y grupo control

El grupo control fueron ratones trasplantados con microbiota de ratones sanos y

transferidos con viroma de ratones sanos.

Se utilizararon los ratones inducidos por farmaco con diabetes tipo 2 como controles
positivos para su comparacion con los ratones transferidos con el viroma de estos

ratones diabéticos.

8.3.1 Criterios de Inclusién

Ratones de 6 semanas de edad, hembras, de la cepa C57/B6, libres de patdgenos
especificos.
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8.3.2 Criterios de Exclusion
No aplica
8.3.3 Criterios de Eliminacion

Ratones que presenten enfermedades y/o comportamientos ajenos al experimento. Por

ejemplo, agresividad, prefiez, tumores, etc.

8.4 Estrategia de muestreo
8.4.1 Tamaiio de la Muestra (calculo)

N= 5. Numero establecido ya para la experimentacion con ratones, apegado a la
Normatividad en Bioética que indica usar el numero minimo de animales para
experimentacion, el cual es un numero representativo para el disefio del presente

proyecto.

Se utilizé la férmula para el calculo de la muestra en base a incidencias seriadas en los
procedimientos (Rojo, 2014)

X= N / ((A/100) * (B/100) * (C/100) ...)

X= Numero final de animales necesarios o numero de animales del cual se debe partir.

N= Numero minimo estadistico que permite concluir los objetivos propuestos en el
proyecto.

A= 100 -% de incidencia 1

B= 100 -% de incidencia 2

C=100 -% de incidencia 3, y asi sucesivamente.

* Aplicada al proyecto:

N=5
A=100-20% =80 B=100-20%=80 C=100-10% =90

X= 5/[(80/100)*(80/100)*(90/100)] = 9.7, que equivale a 10 ratones por grupo
experimental.

Numero de grupos experimentales: 2
2*10 = 20 ratones

X= 20 ratones

8.4.2 Tipo de Muestreo

Muestreo sistematico.
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8.5 Definicion de variables y escalas de medicién

8.5.1 Definicion conceptual de variables

Viroma intestinal: Filtrado por 0.022 micrometros obtenido de homogeneizado de

heces fecales. Parte no bacteriana de las heces fecales de ratones.
Peso: es la medida de la masa corporal total, expresada en gramos.78

Niveles de glucosa en sangre: medida estatica de la glucosa, la cual es un
monosacarido con formula CgH1,0s, €s una hexosa, es decir, que contiene seis atomos
de carbono y es una aldosa, esto es, el grupo carbonilo estd en el extremo de la

molécula. %

Niveles de IL-6 en suero: medida de IL-6 libre en suero sanguineo, la cual es una
citocina proinflamatoria, producida por los linfocitos, monocitos, fibroblastos,
queratinocitos, células endoteliales, células masangiales, astrocitos, estroma de la
médula désea y células tumorales. Juega un papel importante en la regulacién del

crecimiento celular, hematopoyesis e inflamacion. "® 7’

Niveles de leptina en suero: medida de leptina en suero sanguineo, la cual es una
proteina y hormona producida por los adipocitos en relacion a la masa del tejido adiposo

y que actua en el hipotalamo regulando la ingesta y el gasto de energia. ** >

Niveles de triglicéridos en suero: medida estatica de los triglicéridos en suero
sanguineo, estos son la forma principal en la cual se almacenan y transportan los acidos
grasos en los animales, consiste en tres cadenas de acidos grasos esterificadas a una

molécula de glicerol. "

Niveles de colesterol en suero: medida estatica del colesterol en suero sanguineo,
éste es un lipido que contiene una estructura de cuatro anillos esteroides con un grupo
hidroxilo en uno de ellos, es componente de muchas membranas eucariontes y el

precursor de las hormonas esteroideas, los 4cidos biliares y la vitamina D. &
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8.5.2Cu peracionalizaciéon de variables
Variable Tipo de variable por Definicion Escala Indicadores
naturaleza y escala de operacional de
medicién medicién
Viroma Independiente | Cualitativa Filtrado obtenido Nominal Categorias:
intestinal Nominal de presencia o
homogeneizado ausencia
de heces fecales.
Dosis de
transferencia
de filtrado de
sobrenadante:
100 mcl
Peso Dependiente Cuantitativa | Balanza Intervalos | Unidades de
continua medicion:
gramos
Niveles de | Dependiente Cuantitativa | Cuantificacion por | Intervalos | Unidades de
glucosa en discreta medio de medicion:
sangre glucometro One mg/dl
Touch Mini.
Niveles de | Dependiente Cuantitativa | Prueba de ELISA | Intervalos | Unidades de
IL-6 en continua medicion:
suero pg/ml
Niveles de | Dependiente Cuantitativa | Prueba de ELISA | Intervalos | Unidades de
leptina en continua medicion:
suero ng/ml
Niveles de | Dependiente Cuantitativa | Espectofotometria | Intervalos | Unidades de
triglicéridos continua medicion:
en suero mg/dl
Niveles de | Dependiente Cuantitativa | Espectofotometria | Intervalos | Unidades de
colesterol continua medicion:
en suero mg/dl
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8.6 Estrategia experimental y procedimientos

Se hicieron 4 grupos de 5 ratones, los cuales fueron marcados mediante perforacion en
la oreja y puestos en contenedores de policarbonato esterilizables con agua y comida
ad libitum, con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas.

Antes de cada medicion, los ratones fueron sometidos 4 horas de ayuno retirando

Unicamente el alimento.

8.6.1 Toma de peso y muestras de sangre iniciales

Los ratones fueron pesados utilizando una bascula Scout Pro y un recipiente para
contener al ratén. La bascula fue tarada para quedar en cero con el recipiente. Las
muestras de sangre periférica fueron obtenidas mediante una puncion en la cola y
colectadas en tubos Eppendorf, sin anticoagulante, aproximadamente 200 microlitros
de sangre total, posteriormente fueron centrifugadas a 6000 rpm durante 5 min. El suero
obtenido (aproximadamente 50 microlitros) fue colectado utilizando una micropipeta
Thermo Scientific. Los sueros fueron rotulados y almacenados a -20°C hasta su analisis.
Durante la toma de la muestra, se tomaron glucosas iniciales mediante un glucémetro
One Touch Ultra Mini, antes de realizar la induccién de diabetes y el transplante de
viroma y microbiota. Se almacend mas sangre para posterior analisis de perfil de lipidos
(colesterol, triglicéridos, HDL y LDL), IL-6 y leptina, de manera inicial y postransferencia
de microbiota y viroma.

Este procedimiento se repitié en la tercera semana después de la transferencia de

microbiota y viroma para posterior analisis.

8.6.2 Induccion de diabetes con estreptozotocina

Se indujo diabetes tipo 2 a cinco ratones de la cepa CD1, machos, de 8 semanas de
edad. Los ratones se encontraban con 8 horas de ayuno.

La induccidn de diabetes tipo 2 se realizé por medio de una inyeccién intraperitoneal de
40 mg/kg de nicotinamida diluida en 100 mcl de agua inyectable 15 minutos antes de la
inyeccion de estreptozotocina para proteger a las células beta pancreaticas y 100 mg/kg
de estreptozotocina diluida en 100 mcl de citrato de sodio a un pH de 4.5 con 0.05 M,

en una unica dosis. Para ello, se utilizé una jeringa de insulina.
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El promedio de peso para los 5 ratones fue de 35 g, por lo que se realizaron reglas de

tres para calcular la dosis individual de nicotinamida y estreptozotocina.
* Dosis individual de nicotinamida: 1.4 mg/100 mcl

* Dosis individual de estreptozotocina: 3.5 mg/100 mcl

Posteriormente se calcul6 la dosis para 10 ratones:
* Dosis para 10 ratones de nicotinamida: 14 mg/1 ml

* Dosis para 10 ratones de estreptozotocina: 35 mg/ 1 ml

Para el pesaje del medicamento se utilizé una balanza de precision Ohaus Adventurer.

Tres dias después, se realizaron pruebas de glucosa en ayuno para confirmar diabetes

en los 5 ratones obteniendo los siguientes resultados:

Ratén Glucosa con 8 horas de ayuno
1 372 mg/dL
2 134 mg/dL
3 339 mg/dL
4 451 mg/dL
5 113 mg/dL

Tabla 3. Niveles de glucosa sanguinea en ayuno de ratones diabéticos inducidos con
STZ.

8.6.3 Colecta de heces fecales de ratén diabético y ratén sano.
Se realizé colecta de heces de los 5 ratones diabéticos por 3 dias y de 20 ratones sanos
por 1 dia utilizando tubos Falcon de 15 ml.
Se colectaron 4 tubos Falcon de 5 gr de heces de raton con diabetes y sanos,
obteniendo aproximadamente 3 ml de heces por tubo y se les anadié el doble de
volumen de glicerol al 20%, obteniendo 6 ml por tubo.

Las muestras fueron colocadas en congelacién a -20°C, para su posterior utilizacion.
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8.6.4 Homogeneizacién de la mezcla

Posteriormente se realiz6 la descongelacion y homogeneizacion de los tubos con heces
fecales y glicerol por medio un vortex, los tubos fueron colocados en posicion vertical
en refrigeracion a 4°C por 24 horas para obtener un precipitado de heces y un
sobrenadante, mismo que contiene a a las particulas virales que fueron utilizadas para
su inoculacion en ratones sanos.

Para acelerar el procedimiento de precipitacién y obtencién de sobrenadante, se
diluyeron las muestras de heces y glicerol al 20% homogeneizadas en cloruro de sodio,
se trasladaron del tubo Falcon de 15 ml mediante una pipeta Thermo Scientific y puntas
de 1 ml a tubos Eppendorf, quedando una silucién 1:5 con glicerol al 20% estéril. Se
realizé entonces una centrifugacién por separado de las muestras de raton diabético y
de ratdn sano, utilizando una centrifuga Pro Research a 2500 rpm durante 10 minutos,

obteniendo el precipitado y el sobrenadante con las particulas virales.

8.6.5 Filtracion del sobrenadante

El sobrenadante obtenido del procedimiento anterior fue filtrado utilizando un filtro de
jeringa de 0.020 micras de nitrocelulosa (Corning) colectando el filtrado en un tubo
Falcon de 50 ml. Se obtuvieron 3 ml de filtrado. Con este procedimiento se eliminaron
bacterias, esporas y particulas con tamafo superior a los poros del filtro, la mayoria de
las particulas virales pueden filtrarse, ya que su tamafio oscila entre los 10 y los 600

nm.

8.6.6 Almacenamiento de heces para secuenciacion

Se realizé una colecta inicial de heces de los ratones experimentales de la caja 1, 2, 3
y 4 para posterior secuenciacién en otro estudio.
Se utilizé 1 tubo Falcon de 15 ml para almacenar las heces de los ratones de cada caja,

se agregaron 5 ml de RNA later a cada uno y se colocaron en congelacién a -20°C.

8.6.7 Transferencia de sobrenadante con viroma y heces con microbiota a

ratones experimentales

La transferencia de viroma y microbiota se realiz6 a los ratones hembras de 6 semanas

de edad de la de la cepa C57/B6. Se hicieron 4 grupos con 5 ratones cada uno. Los
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grupos perimetles se organizaron de la siguiente manera: 5 ratones transferidos
con filtrado de homogeneizado de heces de ratones sanos (caja 1), 5 ratones
transferidos con homogeneizado de heces de ratones sanos (caja2), 5 ratones
transferidos con filtrado de homogeneizado de heces de ratones con diabetes (caja 3) 5

ratones transferidos con homogeneizado de heces de ratones con diabetes (caja 4),

guedando organizados los grupos como se muestra en la Tabla 4.

La transferencia se llevd a cabo via oral, previa administracion de 100 microlitros de
bicarbonato de sodio al 1.33%. Posteriormente se utilizd una canula gastrica
desechable, la cual fue introducida a nivel del eséfago del raton para realizar la
transferencia. Se transfirieron 100 mcl de filtrado con viroma sano a 5 ratones (caja 1),
100 mcl de heces con microbiota sana a 5 ratones (caja 2), 100 mcl de filtrado con
viroma de diabetes a 5 ratones (caja 3) y 100 mcl de heces con microbiota de diabetes

a 5 ratones (caja 4), tal como se muestra en la siguiente tabla.

Nidmero de caja | Nimero de ratones | Elemento transferido
Caja 1 5 Viroma sano

Caja 2 5 Microbiota sana

Caja 3 5 Viroma de diabetes
Caja 4 5 Microbiota de diabetes

Tabla 4. Elementos transferidos a los ratones en las diferentes cajas y numero de

ratones por caja.

Se repitid el procedimiento tres dias después, realizando una segunda transferencia

de viroma y microbiota como corresponde de acuerdo a los grupos.

8.6.8 Toma de muestras de sangre

Se realizaron tomas de muestras de sangre periférica mediante una puncion en la cola
de los ratones en los dias 7, 14, 21 y 28 posteriores a la transferencia de microbiota y

viroma intestinal de ratones con diabetes tipo 2 para realizar medicion de glucosa. Para
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el perfil de lipidos (colesterol y triglicéridos), IL-6 y leptina, se tomaron muestras de

sangre en los dias 7, 21 y 36.
Las muestras de suero de los dias 7, 21 y 36 fueron almacenadas en tubos Eppendorf,

se almacenaron en congelacién a -20°C para su posterior analisis.

8.6.9 Medicién de glucosa en ayuno

Se tomaron mediciones de glucosa en ayuno a los cuatro grupo de ratones utilizando
un glucémetro y tiras reactivas One Touch Mini. La muestra de sangre de tomé a partir
de la cola del ratén con 4 horas de ayuno. Se realizaron un total de cinco mediciones,
la primera de manera inicial antes de la transferencia de microbiota o viroma intestinales,
posterior a la transferencia se realizaron mediciones a los 7, 14, 21 y 28 dias post

transferencia.

8.6.10 Determinacion cuantitativa de IL- 6

Se determiné IL- 6 mediante un ELISA de captura tipo sandwich para determinacion
cuantitativa, se utilizé el kit de Affimetrix, placas para ELISA de alta adherencia de
Corning, siguiendo las especificaciones del fabricante. La determinacion se realiz6 al
dia 0, dia 7 y 21 posteriores a las transferencias. Para este ensayo se realizaron pools

de sueros.

El ELISA tipo sandwich para determinacion cuantitativa de IL-6 de ratén esta disefiada

para medir la cantidad de esta sustancia unida entre dos pares de anticuerpos.

Para realizar la curva del control positivo, se hizo una dilucién en base dos de la
concentracion maxima del estandar (500 pg/ml). Se prepararon 20 mcl de anticuerpo de
captura anti IL-6 de raton en 5 ml de PBS, para obtener una dilucién 1:250, se cargaron
100 mcl por pozo y se incubd la placa a 4°C durante toda la noche. Posteriormente se
realizaron tres lavados con el buffer de lavado (PBS-Tween), se bloqued con 200 ml de
buffer diluyente proporcionado en el kit y se incub6é 1 hora a temperatura ambiente.
Después se aspiro el contenido y se afiadieron en los pocillos correspondientes 100 mcl
de suero diluido 1:100 por duplicado de controles y muestras objetivo, mismas que se
unieron con el anticuerpo de captura inmévil durante una incubacion de 2 horas a

POSGRADOS 50 de 99



U|UPAEP

temperatura ambiente. El sandwich se formé por medio de la adicién de 100 mcl del

segundo anticuerpo biotinilado, o anticuerpo de deteccion, que se unid a la muestra
objetivo en un sitio de unién diferente durante una incubacion de 1 hora a temperatura
ambiente, después se realizaron cuatro lavados la solucion de lavado. Se agregaron
100 mcl de avidina-HRP (enzima peroxidasa) (1 microgramo por ml) que se uni6 a la
biotina del anticuerpo de deteccidn, se dejo incubar por 30 min a temperatura ambiente
y se realizaron 5 lavados con el detergente preparado, con un minuto de separacion
entre cada lavado. Después, se afiadieron 100 mcl de sustrato TMB 1x (Sigma-Aldrish)
y la placa se incub6 por 30 min a temperatura ambiente protegida de la luz. Después de
la incubacion, el sustrato y el complejo enzima-anticuerpo objetivo reaccionaron para
producir una senal de color medible. Esta reaccién fue parada con 50 mcl de acido
sulfurico a los 30 minutos. La intensidad de la sefal de color es directamente
proporcional a la concentracion de la IL-6 presente en la muestra. La lectura se realizé
a 405 nm.

8.6.11 Determinacioén cuantitativa de leptina

Se determiné leptina por medio de un ELISA de captura, se utilizé el kit de PeproTech

y placas para ELISA de alta adherencia, siguiendo las especificaciones del fabricante.

Para realizar la curva del control positivo, se hizo una dilucién en base diez de la
concentracion maxima del estandar (1.25 ng/ml). Se prepararon 20 mcl de anticuerpo
de captura anti leptina de ratén en 5 ml de PBS, para obtener una dilucién 1:250, se
cargaron 100 mcl por pozo y se almacené la placa a 4°C por 24 horas. Se realizaron
cuatro lavados con 300 mcl el buffer de lavado preparado, se afadieron 300 mcl por
pozo de buffer de bloqueo y se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente
se aspird el contenido y se lavo la placa 4 veces. Se afiadieron 100 mcl por pozo en
duplicado de los controles y muestras objetivo, mismos que se unieron con el anticuerpo
de captura inmdévil durante una incubacion de 2 horas a temperatura ambiente. El
sandwich se formdé por medio de la adicion de 100 mcl del segundo anticuerpo
biotinilado, o anticuerpo de deteccion, que se enlaz6 a la muestra objetivo en un sitio de
unidon diferente durante una incubacién de 2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, se realizaron cuatro lavados, se agregaron 100 mcl de avidina-HRP
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(enzima perOX|dasa) que se uni6 a la biotina del anticuerpo de deteccion, se dejo incubar

por 30 min a temperatura ambiente y se realizaron 5 lavados con el detergente
preparado, con un minuto de separacién entre cada lavado. Después, se afiadieron 100
mcl de sustrato ABTS, proporcionado por el kit, y la placa se incub6 por 30 min a
temperatura ambiente protegida de la luz. Después de la incubacion, el sustrato y el
complejo enzima-avidina-anticuerpo de deteccion objetivo reaccionaron para producir
una sefal colorimétrica. Esta reaccion fue parada con 50 mcl de acido sulfurico a los 30
minutos. La intensidad de la sefial de color es directamente proporcional a la

concentracién de lepatina presente en la muestra. La lectura se realizé a 405 nm.

8.6.12 Determinacidén cuantitativa de triglicéridos

La determinacion cuantitativa de triglicéridos se realiz6 en tres tiempos por medio de
espectofotometria. Se utilizo el kit Triglicéridos—LQ y un espectofotometro de Spinreact.
La primera medicion se realizé de manera inicial antes de la transferencia de microbiota
0 viroma, posterior a la transferencia se realizaron mediciones el dia 7, 21 y 36. Las
muestras se obtuvieron a partir del suero de la sangre periférica de los cuatro grupos de
ratones (ratones transferidos con viroma sano, ratones transferidos con viroma de
diabetes, ratones transferidos con microbiota sana y ratones transferidos con microbiota
de diabetes). Se realiz6 un pool para cada grupo de ratones. Al final se obtuvieron 16

pools y 1 muestra del ratén control (diabético inducido por farmaco).
8.5.12.1 Método para determinacion cuantitativa de triglicéridos

El principio del método se basa en que los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa
(LPL) liberan glicerol y acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado por la glicerolfosfato
deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) para producir
glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP). EI G3P es convertido a
dihidroxiacetona fosfato (DAP) y perdxido de hidrogeno por GPO. Al final, el perdoxido
de hidrégeno reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol, reaccién catalizada
por la peroxidasa (POD) dando una coloracién roja. La intensidad del color formado es

proporcional a la concentracién de triglicéridos presentes en la muestra.
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Se colocaron 19 uos en una gradilla, uno para el blanco de reactivo (control negativo),
uno para el PACAL (control positivo), 16 tubos para las muestras y uno para la muestra
del raton control. Se agregaron en todos los tubos 600 mcl de reactivo, conformado por
GOOD pH 6.3, p-clorofenol, LPL, GK, GPO, POD, 4-AF y ATP, posteriormente se
agregaron 6 mcl de pacal o agua para el blanco de reactivo y el control positivo, y 6 mcl
de muestras en los demas tubos. Se dejo incubar por 20 min y se comenzé con la lectura

en el espectofotometro a 505 nm.

8.6.13 Determinacion cuantitativa de colesterol

La determinacidon cuantitativa de colesterol se realizé en tres tiempos por medio de
espectofotometria. Se utilizé el kit Colesterol-LQ y un espectofotometro de Spinreact.
La primera medicion se realizé de manera inicial antes de la transferencia de microbiota
0 viroma, posterior a la transferencia se realizaron mediciones el dia 7, 21 y 36. Las
muestras se obtuvieron a partir del suero de la sangre de los cuatro grupos de ratones
(ratones transferidos con viroma sano, ratones transferidos con viroma de diabetes,
ratones transferidos con microbiota sana y ratones transferidos con microbiota de
diabetes). Se realizé un pool para cada grupo de ratones. Al final se obtuvieron 16 pools

y 1 muestra del ratén control (diabético inducido por farmaco).
8.6.13.1 Método para determinacion cuantitativa de colesterol

El principio del método para determinacion cuantitativa de colesterol se basa en que el
colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado de acuerdo a un
conjunto de reacciones. Estas reacciones comienzan cuando los ésteres de colesterol
en presencia de agua y de la enzima colesterol esterasa (CHE) producen colesterol y
acidos grasos, este colesterol en presencia de oxigeno produce 4-colestenona y
peroxido de hidrégeno en una reaccion catalizada por la enzima colesterol oxidasa
(CHOD). Dos moléculas de peroxido de hidrogeno con fenol y 4-aminofenazona (4-AF)
producen quinonimina y agua en una reaccién catalizada por una enzima peroxidasa.
La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de colesterol

presente en la muestra.
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Se colocaron 19 tubos en una gradilla, uno para el blanco de reactivo (control negativo),
uno para el PACAL (control positivo), 16 tubos para las muestras y uno para la muestra
del ratdn control. Se agregaron en todos los tubos 600 mcl de reactivo, conformado por
PIPES pH 6.9, fenol, CHE, CHOD, POD y 4-AF. Posteriormente se agregaron 6 mcl de
pacal o agua para el blanco de reactivo y el control positivo, y 6 mcl de muestras en los
demas tubos. Se dejo incubar por 20 min y se comenzé con la lectura en el

espectofotometro a 505 nm.
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8.7 Diagrama de flujo de la estrategia general
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Fig 1. Diagrama de flujo de la estrategia general
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8.8 Recoleccion de la informacion

8.8.1 Instrumentos de mediciéon
» Balanza
* Glucometro y tiras reactivas One Touch.
» Espectofotémetro y reactivos para determinacion de perfil de lipidos.

* Kits y lector de ELISA para determinacién cuantitativa de IL-6 y leptina.

8.8.2 Validez y Consistencia

Los métodos utilizados para pesaje, medicion de la glucosa, lipidos y factores
inflamatorios en suero son comerciales y han sido reportados para su uso en

experimentacion con ratones.

8.9 Procesamiento y presentacion de la informaciénn
8.9.1 Abordaje de analisis estadistico.

Los datos recolectados de los ratones en experimentacion fueron analizados mediante
la prueba de hipotesis no paramétrica de Kruskal-Wallis aplicada a los cuatro grupos
experimentales manejados como variables independientes a modo de categorias, de la
siguiente manera: (1) ratones transferidos con viroma de ratones sanos, (2) ratones
transferidos con microbiota de ratones sanos, (3) ratones transferidos con viroma de
ratones diabéticos y (4) ratones transferidos con microbiota de ratones diabéticos. Las
variables dependientes fueron los datos recolectados de niveles de glucosa, colesterol,
triglicéridos, IL-6 y leptina. Los resultados fueron interpretados realizando una
comparacion de las medias de los valores de las variables dependientes obtenidas a
partir de las mediciones realizadas en los diferentes grupos y, por ultimo, se realizaron
graficas de lineas y de cajas y bigotes para una interpretacion visual. Para ello se utilz6

el programa STATA SE version 12.

En todas las pruebas estadisticas se utilizé un intervalo de confianza de 95% y se
considerd una diferencia estadisticamente significativa cuando se encontré un valor
p<0.05.



9. Lugar de realizcién del Proyecto

El proyecto se realiz6 en el laboratorio de inmunologia viral de la Facultad de Medicina
de la UAEM, cuyo responsable es el Dr. Fernando Esquivel Guadarrama, asi como en
el Bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, que esta acondicionado de
acuerdo a los lineamientos de bioseguridad y ambiente adecuado para la estancia de

animales de laboratorio.

10. Aspectos bioéticos
Clasificacion: investigacion experimental con animales

La investigacion cumple con las disposiciones correspondientes al titulo séptimo del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud “De

la investigacion que incluya a la utilizacion de animales de experimentacion”.

1. La investigacion se disefiard a modo de evitar al maximo el sufrimiento de los

animales.

2. Cuando sea necesario sacrificar a un animal de experimentacion, se empleara un

procedimiento que asegure en lo posible su muerte sin sufrimiento.

3. El bioterio se encuentra disefiado para la especie de ratén, su conformacién corporal,
habitos posturales, caracteristicas locomotoras y proporciona comodidad, excepto

cuando las variables experimentales justifiquen otras situaciones.

4. Asimismo, es supervisado por profesionales calificados y competentes para permitir
el crecimiento, maduracion y comportamiento normal del ratén, de conformidad con
las normas de UAEM. La titular del proyecto vigila el cumplimiento de las medidas de
seguridad para el cuidado y manejo de los animales, asi como las medidas de
profilaxis y vacunacion necesarias para la proteccion del personal ocupacionalmente

expuesto.

Se utilizard el minimo de ratones necesarios para obtener resultados significativos

estadisticamente N=5
10.1 Consentimiento Informado (anexar formato).

No aplica, no se trabajara con humanos.
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11. Resultados

11.1 Efecto de la transferencia de viroma intestinal de ratones con diabetes tipo

2 inducida por estreptozotocina a ratones sanos.
a) Niveles de glucosa en ayuno durante 28 dias.

Se realiz6é una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si los niveles de glucosa en
sangre periférica son diferentes en los cuatro grupos de ratones en experimentacion (1)
ratones transferidos con viroma intestinal de ratones sanos (viroma sano), (2) ratones
transferidos con microbiota de ratones sanos (microbiota sana), (3) ratones transferidos
con viroma de ratones diabéticos (viroma diabetes) y (4) ratones transferidos con
microbiota de ratones diabéticos (microbiota diabetes). La prueba de Kruskal-Wallis
demostré que existe una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de
glucosa en ayuno entre los cuatro grupos, X*(3) = 13.256, p = 0.0041. Por tanto, se
rechaza la hipétesis nula de independencia de variables y se acepta que los niveles de
glucosa en ayuno son una variable dependiente de la transferencia de viroma intestinal
de ratones diabéticos a ratones sanos. Por consiguiente, existe una asociacion entre el
viroma intestinal y los niveles de glucosa en ayuno, mismos que se utilizan para el

diagnostico de diabetes tipo 2.

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

Grupo | Obs | Rank Sum

Viroma sano 25 1004.00
Microbiota sana 25 976.00
Viroma diabetes 25 1263.00

Microbiota diabetes 20 1317.00

chi-squared = 13.256 with 3 d.f.
probability = 0.0041

chi-squared with ties = 13.261 with 3 d.f.
probability = 0.0041

Tabla 5. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para igualdad de niveles de glucosa

en ayuno en los cuatro grupos de ratones en experimentacion.
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Se compararon las medias de los niveles de glucosa en ayuno medidas en los cuatro
grupos de ratones en experimentacion de manera inicial y en los dias 7, 14, 21 y 28
después de la transferencia. La media de los niveles de glucosa en ayuno en los ratones
transferidos con viroma de ratones sanos fue de 134.08 mg/dl (x17.72 mg/dl), en los
ratones transferidos con microbiota de ratones sanos fue de 133.04 mg/dl (+22.68
mg/dl), en los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos fue de 150.32 mg/dl
(x39.8 mg/dl), y en los ratones transferidos con microbiota de diabetes fue de 168.8
mg/dl (+36.98 mg/dl).

Los ratones transferidos con microbiota de ratén diabético tuvieron la media de niveles
de glucosa en ayuno mas alta, seguidos por los ratones transferidos con viroma de ratén
diabético, esto se atribuyd a que la microbiota completa esta compuesta por bacterias,
hongos, protozoarios y virus, lo cual representa una mayor cantidad de elementos que
pudieran tener un efecto hiperglucemiante en los ratones sanos; no obstante, los virus,
principalmente los bacteriéfagos, son un elemento regulador de las poblaciones
bacterianas, por ello en los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos se
observd una media de niveles de glucosa en ayuno de 16 mg/dl mas alta que en los
ratones transferidos con viroma de ratones sanos y una media de 15 mg/dl mas alta que

en los ratones transferidos con microbiota de ratones sanos.

Summary of Glucosa
Grupo Mean Std. Dev. Freq.
Viroma sa 134.08 17.724559 25
Microbiot 133.04 22.683474 25
Viroma di 150.32 39.860925 25
Microbiot 168.8 36.987338 20
Total 145.38947 33.036825 95

Tabla 6. Medias de niveles de glucosa en sangre periférica con ayuno de 4 horas los

cuatro grupos experimentales.

Se realizaron graficas de lineas con los resultados obtenidos de la medicion de niveles
de glucosa en ayuno por tiempos (inicial, dia 7, dia 14, dia 21 y dia 28) para cada uno

de los cuatro grupos de ratones en experimentacion.
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Los ratones 1, 2 y 5 los niveles de glucosa en ayuno fueron menores el dia 28 con

respecto a los de la medicion inicial, tal omo se muestra en la fig. 2.

Glucosa (mg/dL) de ratones transferidos con viroma de ratones
sanos

300

275

250

225

200

175

150

Glucosa (mg/dL)

125

100
75
50

Inicial Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Tiempo de toma de muestra

4 Ratéon1 4 Ratén 2 Ratén3 # Raton4 & RATONS

Fig 2. Niveles de glucosa en sangre periférica en ayuno medida a los 0, 7, 14, 21 y 28
dias post transferencia en los cinco ratones transferidos con viroma intestinal de ratones

sanos.

En los cinco ratones los niveles de glucosa en ayuno fueron menores el dia 14 con
respecto a los de la medicién inicial, y en los ratones 1, 2, 3 y 4 fueron menores el dia

28 con respecto a los de la medicion inicial, tal como se muestra en la fig. 3.
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Glucosa (mg/dL) de ratones transferidos con microbiota de
ratones sanos
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Fig 3. Niveles de glucosa en sangre periférica en ayuno medida a los 0, 7, 14, 21 y 28
dias post transferencia en los cinco ratones transferidos con microbiota intestinal de

ratones sanos.

Como se muestra en la fig.4, en los cinco ratones los niveles de glucosa en ayuno fueron
mayores el dia 21 con respecto a la medicion inicial, al dia 7 y al dia 14. Se observé un
efecto hiperglucemiante hasta el dia 21, atribuyendo este hecho al tiempo que requiere
la replicacion de los virus, particularmente los bacteriéfagos, en cantidades suficientes
para regular a las poblaciones bacterianas por medio de efectos liticos o lisogénicos y
ocasionar finalmente una disbiosis que contribuy6 al aumento observado de los niveles
de glucosa en ayuno. Estos niveles bajaron el dia 28, esto se atribuy6 a un mejoramiento

de la disbiosis por medio del genotipo del raton sano.
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Glucosa (mg/dL) de ratones transferidos con viroma de ratones
con diabetes
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Fig 4. Niveles de glucosa en sangre periférica en ayuno medida a los 0, 7, 14, 21 y 28
dias post transferencia en los cinco ratones transferidos con viroma intestinal de ratones

diabéticos.

Uno de los ratones del grupo de transferidos con microbiota de ratones con diabetes fue
eliminado del experimento. Como se muestra en la fig. 4, en los cuatro ratones los
niveles de glucosa en ayuno aumentaron para el dia 7 y 21 con respecto a la medicion
inicial. Se observé un efecto hiperglucemiante desde el dia 7, atribuyendo este hecho a
la transferencia de la microbiota completa de ratones diabéticos, por lo que la diabiosis
se establecié en poco tiempo. Estos niveles bajaron el dia 28, esto se atribuyd a un

mejoramiento de la disbiosis por medio del genotipo del raton sano.
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Glucosa (mg/dL) de ratones transferidos con microbiota de
ratones con diabetes
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Fig 5. Niveles de glucosa en sangre periférica en ayuno medida a los 0, 7, 14, 21 y 28
dias post transferencia en los cuatro ratones transferidos con microbiota intestinal de

ratones diabéticos.

Los ratones transferidos con microbiota de ratones diabéticos aumentaron sus niveles
de glucosa en ayuno desde el dia 7, alcanzando un aumento maximo en el dia 21.
Mientras tanto, los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos no aumentaron
de manera importante sino hasta el dia 21, alcanzando los mismos niveles de los
ratones transferidos con microbiota de ratones diabéticos, tal como se muestra en la

fig.5. Como ya se mencioné anteriormente, este hecho se atribuy6 al tiempo que
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requiere la replicacién de los virus, particularmente los bacteriéfagos, en cantidades
suficientes para regular a las poblaciones bacterianas por medio de efectos liticos o
lisogénicos y ocasionar finalmente una disbiosis que contribuyd al aumento observado
de los niveles de glucosa en ayuno. Estos niveles bajaron el dia 28, esto se atribuy6 a

un mejoramiento de la disbiosis por medio del genotipo del ratén sano.

Se realiz6 una grafica de lineas para comparar los promedios de los niveles de glucosa
en ayuno medidos por tiempos (inicial, dia 7, dia 14, dia 21 y dia 28) en los cuatro grupos

de ratones, para una interpretacion visual.

Promedios de niveles de glucosa (mg/dL) de ratones transferidos
con los diferentes elementos
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Fig 6. Promedios del nivel de glucosa en sangre periférica en ayuno de 4 horas de los
ratones que conformaron a cada grupo de experimentacion con base en los tiempos en
que se realizaron las mediciones (inicial, dia 7, dia 14, dia 21 y dia 28). Asimismo se
indica con la linea punteada el valor de referencia para raton hembra de la cepa c57,

que corresponde a 113.7 mg/dl.

Se realizé una gréfica de cajas y bigotes con los niveles de glucosa en ayuno para los
cuatro grupos de ratones en experimentacién, para una interpretacién visual de las

medianas por grupo, asi como de los cuartiles y niveles maximos y minimos (fig.7).
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La mediana de los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos es mayor que
la mediana de los ratones transferidos con viroma y microbiota de ratones sanos. Los
niveles minimo y maximo de los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos
son mayores comparados con los de los ratones transferidos con viroma y microbiota

de ratones sanos.

Glucosa (mg/dl) en los diferentes grupos de ratones
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Fig 7. Niveles de glucosa en sangre periférica en ayunode 4 horas en los cuatro grupos

de ratones experimentales.

b) Niveles séricos de IL-6.

Se realizd una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si los niveles de IL-6 fueron
diferentes en los cuatro grupos de ratones en experimentacion (1) ratones transferidos

con viroma de ratones sanos (viroma sano), (2) ratones transferidos con microbiota de
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ratones sanos (microbiota sana), (3) ratones transferidos con viroma de ratones
diabéticos (viroma diabetes) y (4) ratones transferidos con microbiota de ratones
diabéticos (microbiota diabetes). La prueba de Kruskal-Wallis demostré que no existe
una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de glucosa en ayuno entre
los cuatro grupos, X*(3) = 3.821, p = 0.2815. Por lo tanto, existe una independencia de
la variable y no existe asociacion entre los niveles séricos de IL-6 y la transferencia de

viroma intestinal de ratones diabéticos a ratones sanos.

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

Grupo | Obs | Rank Sum

Viroma sano 3 24.00
Microbiota sana 3 22.00
Viroma diabetes 3 23.00

Microbiota diabetes 3 9.00

chi-squared 3.821 with 3 d.f.

probability = 0.2815
chi-squared with ties = 3.821 with 3 d.f.
probability = 0.2815

Tabla 7. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para igualdad de niveles séricos de

IL-6 en los cuatro grupos de ratones experimentales.

Se compararon las medias de los niveles séricos de IL-6 medidas en los cuatro grupos
de ratones en experimentacién de manera inicial y en los dias 7 y 21 después de la
transferencia. La media de los niveles séricos de IL-6 en los ratones transferidos con
viroma de ratones sanos fue de 72.41 pg/ml (+15.35 pg/ml), en los ratones transferidos
con microbiota de ratones sanos fue de 77.8 pg/ml (x54.22 pg/ml), en los ratones
transferidos con viroma de ratones diabéticos fue de 63.88 pg/ml (+29.74 pg/ml), y en

los ratones transferidos con microbiota de diabetes fue de 22.21 pg/ml (£17.03 pg/ml).
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Los ratones transferidos con microbiota de ratén sano tuvieron la media de niveles
séricos de IL-6 mas alta, seguidos por los ratones transferidos con viroma sano. Por
ello, no se encontré una asociacién entre la transferencia de viroma intestinal de ratones

diabéticos a ratones sanos con los niveles séricos de IL-6.

Summary of Il6

Grupo Mean  Std. Dev. Freq.
Viroma sa 72.411764  15.353392 3
Microbiot 77.803923 54.22969 3
Viroma di 63.882352 29.740807 3
Microbiot 22.215687 17.039374 3

Total 59.078431 36.22401 12

Tabla 8. Resumen de medias de niveles séricos de IL-6 con sus respectivas

desviaciones estandar en los cuatro grupos de ratones experimentales.

Se realiz6 una grafica de cajas y bigotes con los niveles séricos de IL-6 para los cuatro
grupos de ratones en experimentacion, para una interpretacion visual de las medianas

por grupo, asi como de los cuartiles y niveles maximos y minimos (fig.8).

La mediana de los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos es ligeramente
mayor que la mediana de los ratones transferidos con viroma y microbiota de ratones
sanos, asi como de la mediana de los ratones transferidos con microbiota de ratones

diabéticos.
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Fig 8. Niveles séricos de IL-6 en los cuatro grupos de ratones experimentales.

c) Niveles séricos de leptina.

Se realizé una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si los niveles séricos de leptina
fueron diferentes en los cuatro grupos de ratones en experimentacion (1) ratones
transferidos con viroma de ratones sanos (viroma sano), (2) ratones transferidos con
microbiota de ratones sanos (microbiota sana), (3) ratones transferidos con viroma de
ratones diabéticos (viroma diabetes) y (4) ratones transferidos con microbiota de ratones
diabéticos (microbiota diabetes). La prueba de Kruskal-Wallis demostré que existe una
diferencia estadisticamente significativa en los niveles séricos de leptina entre los cuatro
grupos, X*3) = 9.051, p = 0.02. Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula de

independencia de variables y se acepta que los niveles séricos de leptina son una
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variable dependiente de la transferencia de viroma intestinal de ratones diabéticos a

ratones sanos.

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

Grupo | Obs | Rank Sum

Viroma sano 3 14.00
Microbiota sana 3 7.00
Viroma diabetes 3 30.00
Microbiota diabetes 3 27.00
chi-squared = 9.051 with 3 d.f.
probability = 0.0286
chi-squared with ties = 9.051 with 3 d.f.
probability = 0.0286

Tabla 9. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para igualdad de niveles séricos de

leptina en los cuatro grupos de ratones experimentales.

Se compararon las medias de los niveles séricos de leptina medidas en los cuatro
grupos de ratones en experimentacion de manera inicial y en los dias 7 y 21 después
de la transferencia. La media de los niveles séricos de leptina en los ratones transferidos
con viroma de ratones sanos fue de 4.51 ng/ml (x1.35 ng/ml), en los ratones transferidos
con microbiota de ratones sanos fue de 1.83 ng/ml (+2.81 ng/ml), en los ratones
transferidos con viroma de ratones diabéticos fue de 18.78 ng/ml (+17.6 ng/ml), y en los

ratones transferidos con microbiota de diabetes fue de 8.63 ng/ml (+2.38 ng/ml).

De este modo, se demuestra que el grupo de ratones transferidos con viroma de ratones
diabéticos mostrd una mayor diferencia con respecto a los otros grupos de ratones. Los
ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos tuvieron la media de niveles

séricos de leptina mas alta. Este grupo de ratones presentaron hiperleptinemia.
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Summary of Leptina
Grupo Mean  Std. Dev. Freq.
Viroma sa 4.5166666 1.353083 3
Microbiot 1.8333334 2.8112868 3
Viroma di 18.783333 17.665031 3
Microbiot 8.6333335 2.3844985 3
Total 8.4416666 10.238671 12

Tabla 10. Resumen de medias de niveles séricos de leptina con sus respectivas

desviaciones estandar en los cuatro grupos de ratones experimentales.

Se realizé una grafica de cajas y bigotes con los niveles séricos de leptina para los
cuatro grupos de ratones en experimentacién, para una interpretacién visual de las

medianas por grupo, asi como de los cuartiles y niveles maximos y minimos (fig.9).

La mediana de los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos es mayor que
la mediana de los ratones transferidos con viroma y microbiota de ratones sanos, asi

como de la mediana de los ratones transferidos con microbiota de ratones diabéticos.
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Fig 9. Niveles séricos de leptina en los cuatro grupos de ratones experimentales.

d) Niveles séricos de triglicéridos.

Se realizé una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si los niveles séricos de
triglicéridos fueron diferentes en los cuatro grupos de ratones en experimentacion. La
prueba de Kruskal-Wallis demostr6 que no existe una diferencia estadisticamente
significativa en los niveles séricos de triglicéridos entre los cuatro grupos, X*(3) = 0.993,
p = 0.80. Por lo tanto, existe una independencia de la variable y no existe asociacién
entre los niveles séricos de triglicéridos y la transferencia de viroma intestinal de ratones

diabéticos a ratones sanos.
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Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

Grupos | Obs | Rank Sum

Viroma sano 4 28.00

Microbiota sana 4 37.00

Viroma de diabetes 4 40.00
Microbiota de diabetes 4 31.00

chi-squared
probability

0.8030

chi-squared with ties =
probability = 0.8030

0.993 with 3 d.f.

0.993 with 3 d.f.

Tabla 11. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para igualdad de niveles séricos de

triglicéridos en los cuatro grupos de ratones experimentales.

Se compararon las medias de los niveles séricos de triglicéridos medidas en los cuatro

grupos de ratones en experimentacion de manera inicial y en los dias 7, 21 y 36 después

de la transferencia. La media de los niveles séricos de triglicéridos en los ratones

transferidos con viroma de ratones sanos fue de 102.95 mg/dl (x16.96 mg/dl), en los

ratones transferidos con microbiota de ratones sanos fue de 116.95 mg/dl (+32.50

mg/dl), en los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos fue de 119.32 mg/d|

(x16.84 mg/dl), y en los ratones transferidos con microbiota de diabetes fue de 112.12

mg/dl (£28.42 mg/dl).
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Summary of Triglicéridos

Grupos Mean  Std. Dev. Freq.
Viroma sa 102.95 16.96084 4
Microbiot 116.95 32.506256 4
Viroma de 119.325 16.845451 4
Microbiot 112.125 28.425151 4

Total 112.8375 23.003388 16

Tabla 12. Resumen de medias de niveles séricos de triglicéridos con sus respectivas

desviaciones estandar en los cuatro grupos de ratones experimentales.

Se realizé una grafica de lineas para comparar los niveles séricos de triglicéridos

medidos por tiempos (inicial, dia 7, dia 21 y dia 36) en los pools de los cuatro grupos de

ratones, para una interpretacién visual.

Los ratones transferidos con viroma intestinal de ratones diabéticos presentan niveles

de triglicéridos superiores en el dia 36 comparados con los niveles iniciales, lo mismo

ocurre con los ratones transferidos con microbiota de ratones diabéticos, pero también

con los ratones transferidos con microbiota de ratones sanos, tal como se muestra en

la fig. 10. Como ya se menciond, la diferencia no es estadisticamente significativa entre

los cuatro grupos de ratones.
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Triglicéridos (mg/dL) de ratones transferidos con los diferentes
elementos
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Fig 10. Niveles séricos de triglicéridos en los pools de los ratones que conformaron a
cada grupo de experimentaciéon con base en los tiempos en que se realizaron las
mediciones (inicial, dia 7, dia 21 y dia 36). Asimismo, se indica con la linea punteada el

valor de referencia para raton hembra de la cepa C57/B6, que corresponde a 128.4
mg/dI.

Se realiz6 también una grafica de cajas y bigotes con los niveles séricos de triglicéridos
para los cuatro grupos de ratones en experimentacion, para una interpretacion visual de

las medianas por grupo, asi como de los cuartiles y niveles maximos y minimos (fig.11).

La mediana de los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos es mayor que
la mediana de los ratones transferidos con viroma y microbiota de ratones sanos asi

como de la mediana de los ratones transferidos con microbiota de ratones diabéticos.
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Triglicéridos (mg/dl) en los diferentes grupos de ratones

160

140
1

Triglicéridos
120

1

100
|

L

80

Viroma sano Microbiota sana Viroma de diabetes Microbiota de diabetes

Fig 11. Niveles séricos de triglicéridos en los cuatro grupos de ratones experimentales.
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e) Niveles séricos de colesterol.

Se realizé una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si los niveles séricos de
colesterol fueron diferentes en los cuatro grupos de ratones en experimentacion. La
prueba de Kruskal-Wallis demostr6 que no existe una diferencia estadisticamente
significativa en los niveles séricos de colesterol entre los cuatro grupos, X*(3) = 1.84, p
=0.60. Por lo tanto, existe una independencia de la variable y no existe asociacion entre
los niveles séricos de colesterol y la transferencia de viroma intestinal de ratones

diabéticos a ratones sanos.

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

Grupos | Obs | Rank Sum

Viroma sano 4 27.00
Microbiota sana 4 28.50
Viroma de diabetes 4 42.50
Microbiota de diabetes 4 38.00
chi-squared = 1.847 with 3 d.f.
probability = 0.6047
chi-squared with ties = 1.850 with 3 d.f.
probability = 0.6041

Tabla 13. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para igualdad de niveles séricos de

colesterol en los cuatro grupos de ratones experimentales.

Se compararon las medias de los niveles séricos de colesterol medidas en los cuatro
grupos de ratones en experimentacion de manera inicial y en los dias 7, 21 y 36 después
de la transferencia. La media de los niveles séricos de colesterol en los ratones
transferidos con viroma de ratones sanos fue de 79.97 mg/dl (£18.24 mg/dl), en los
ratones transferidos con microbiota de ratones sanos fue de 87.15 mg/dl (+6.89 mg/dl),
en los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos fue de 95.85 mg/dl (x12.58
mg/dl), y en los ratones transferidos con microbiota de diabetes fue de 93.9 mg/dI
(x14.61 mg/dl). La media fue superior en ratones transferidos con viroma de ratones
diabéticos; sin embargo, esto no es estadisticamente significativo.
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Summary of Colesterol

Grupos Mean  Std. Dev. Freq.
Viroma sa 79.972498  18.241079 4
Microbiot 87.15 6.8941994 4
Viroma de 95.85 12.583191 4
Microbiot 93.9 14.613922 4

Total 89.218124  13.854369 16

Tabla 14. Resumen de medias de niveles séricos de colesterol con sus respectivas

desviaciones estandar en los cuatro grupos de ratones experimentales.

Se realizé una grafica de lineas para comparar los niveles séricos de colesterol medidos
por tiempos (inicial, dia 7, dia 21 y dia 36) en los pools de los cuatro grupos de ratones,
para una interpretacion visual (fig.12). Los ratones transferidos con viroma intestinal de
ratones diabéticos presentan niveles de triglicéridos superiores en el dia 7 comparados
con los niveles iniciales, lo mismo ocurre con los ratones transferidos con microbiota de
ratones diabéticos, los cuales continuaron aumentando sus niveles de colesterol para el
dia 21; no obstante, para este dia, los ratones transferidos con viroma intestinal de raton
diabético bajaron sus niveles. No se encontr6 una asociacion estadisticamente
significativa entre los niveles séricos de colesterol y la transferencia de viroma de

ratones diabéticos a ratones sanos.
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Colesterol (mg/dL) de ratones transferidos con los diferentes
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Fig 12. Niveles séricos de colesterol en los pools de los ratones que conformaron a cada
grupo de experimentacion con base en los tiempos en que se realizaron las mediciones
(inicial, dia 7, dia 21 y dia 36).

Se realizé también una grafica de cajas y bigotes con los niveles séricos de colesterol
para los cuatro grupos de ratones en experimentacion, para una interpretacion visual de

las medianas por grupo, asi como de los cuartiles y niveles maximos y minimo (fig.13).

La mediana de los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos es mayor que
la mediana de los ratones transferidos con viroma y microbiota de ratones sanos, asi
como de la mediana de los ratones transferidos con microbiota de ratones diabéticos.

Esta diferencia no es estadisticamente significativa.
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Colesterol (mg/dl) en los diferentes grupos de ratones
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Fig 13. Niveles séricos de colesterol en los cuatro grupos de ratones experimentales.

f) Peso.

Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si el peso fue diferente en los
cuatro grupos de ratones en experimentacion. La prueba de Kruskal-Wallis demostro
que existe una diferencia estadisticamente significativa en el peso entre los cuatro
grupos, X(3) = 9.910, p = 0.01. Por lo tanto, las variables no son independientes, existe
un grupo con una diferencia significativa a los demas. Para ello se realizara una tabla

de comparacion de medias.
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Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

Grupo | Obs | Rank Sum

Viroma sano 25 1343.50
Microbiota sana 25 855.50
Viroma diabetes 25 1203.00

Microbiota diabetes 20 1158.00

chi-squared 9.910 with 3 d.f.

probability = 0.0193
chi-squared with ties = 9.917 with 3 d.f.
probability = 0.0193

Tabla 15. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para igualdad de pesos en los

cuatro grupos de ratones experimentales.

Se compararon las medias de los pesos medidas en los cuatro grupos de ratones en
experimentacidon de manera inicial y en los dias 7, 14 y 21 después de la transferencia.
La media de los pesos en los ratones transferidos con viroma de ratones sanos fue de
23.7 g (+1.4 g), en los ratones transferidos con microbiota de ratones sanos fue de 22.0
g (x3.1 @), en los ratones transferidos con viroma de ratones diabéticos fue de 23.4 g
(1.2 g), y en los ratones transferidos con microbiota de diabetes fue de 24 g (+1.1 g).
La media fue inferior de manera estadisticamente significativa en ratones transferidos
con microbiota de ratones sanos, por lo tanto, este grupo es el que presenta una

diferencia con los otros grupos de acuerdo a la prueba Kruskal-Wallis.
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Summary of Peso
Grupo Mean Std. Dev. Freq.
Viroma sa 23.764  1.4247454 25
Microbiot 22.036 3.1075015 25
Viroma di 23.428 1.2775366 25
Microbiot 24 1.1290423 20
Total 23.270526 2.0610817 95

Tabla 16. Medias de pesos con sus respectivas desviaciones estandar en los cuatro

grupos de ratones experimentales.

Se realiz6é también una gréafica de cajas y bigotes con los pesos para los cuatro grupos
de ratones en experimentacion, para una interpretacién visual de las medianas por
grupo, asi como de los cuartiles y niveles maximos y minimo (fig. 14). La mediana de
los ratones transferidos con microbiota de ratones sanos es menor que las medianas de

los demas grupos.
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Fig 14. Pesos en los cuatro grupos de ratones en experimentacién tomado en gramos

antes y después de la transferencia.
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12. Discusion

La composicion de la microbiota intestinal ha sido relacionada con la etiologia y
desarrollo de diversas enfermedades, tales como la diabetes, enfermedad
multisistémica, cronico degenetariva de caracter multifactorial que se caracteriza por
hiperglucemia y presencia de comorbilidades como dislipidemias, enfermedad
cardiovascular y obesidad, lo cual implica un riesgo de mortalidad. Para su estudio se
han desarrollado modelos animales que permiten la evaluacion de los distintos factores
que intervienen en su desarrollo y mantenimiento. Gracias a ello, en el presente trabajo
se logré inducir hiperglicemia moderada de manera transitoria a ratones sanos
transferidos con un filtrado obtenido a partir de un homogenizado de heces fecales
proveniente de ratones con diabetes inducida por estreptozotocina. Este filtrado de
denominé como viroma; sin embargo, en el desarrollo de este proyecto no fue posible
secuenciar las particulas virales, debido al tiempo y al costo, por lo que se trabajo con
particulas virales de las cuales no fue posible determinar su composiciéon. No obstante;
fueron transferidas via oral, obteniendo resultados, que nos sugieren que la parte no
bacteriana, en su mayoria particulas virales, podrian estar participando como uno de los

factores en la etiologia y desarrollo de la diabetes tipo 2.

El principal objetivo de este estudio fue determinar el grado de asociacion del viroma
intestinal de ratones con diabetes tipo 2 transferido a ratones sanos en el desarrollo y

mantenimiento de diabetes tipo 2.

Por lo que respecta a los resultados obtenidos, todos los ratones transferidos con
particulas virales de heces de ratones diabéticos mostraron una intolerancia a la glucosa
en la tercera semana después de la transferencia, ya que se obtuvieron valores de
glucosa en ayuno >145 mg/dl; no obstante, el concepto de intolerancia a la glucosa y
diabetes son diferentes. En ratén se considera diabetes cuando los niveles de glucosa
en ayuno son >243 mg/dl, unicamente uno de los ratones en este grupo experimental
presentd valores superiores a dicha cifra. Por tanto, a partir de este estudio, se puede
inferir que existe una asociacién entre el viroma intestinal y la hiperglucemia e

intolerancia a la glucosa. *°
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Al contribuir el viroma a elevar los niveles de glucemia, contribuye al desarrollo de

diabetes tipo 2, ya que, como se menciond en los antecedentes, la diabetes es una
enfermedad multifactorial; es decir, tiene causas genéticas y ambientales, entre las
cuales se encuentra la alimentacién, la actividad fisica, el estilo de vida, la composicion
de la microbiota y de acuerdo a este estudio, muy probablemente, a la composicion del

viroma intestinal.*

No obstante, se requieren estudios para determinar si el viroma contribuye al
mantenimiento de la diabetes tipo 2, ya que, en este estudio, los ratones sanos
transferidos con viroma de ratén diabético, no presentaban diabetes en un inicio,
desarrollaron hiperglucemia e intolerancia a la glucosa, se requeriria realizar otro
estudio en ratones con diabetes ya establecida, pues en este estudio, la hiperglucemia

e intolerancia a la glucosa no se mantuvieron en la cuarta semana.

En la cuarta semana, la hiperglucemia de los ratones en este grupo experimental mejord
ligeramente, esto se debe, como se menciond en los antecedentes, a que el genotipo
del raton también determina la composicion de su microbiota intestinal, por lo tanto, se
especul6 que la disbiosis comenzd a mejorar y por consiguiente, también mejoraron los
niveles de glucosa en ayuno, pues no existio otra variable que contribuyera a la

hiperglucemia.

El grupo de ratones transferidos con microbiota de raton diabético comenz¢ a elevar sus
niveles de glucosa en ayuno desde la primera semana, ya que la disbiosis se estableci6
rapidamente, pues contiene todos los elementos presentes en la microbiota, incluyendo
las bacterias, de tal manera que la inoculacién de bacterias de ratones diabéticos a
ratones sanos establece la disbiosis mas rapido que los transferidos con la fraccién no
bacteriana. Al igual que los ratones transferidos con viroma intestinal de ratones
diabéticos, alcanzaron un nivel maximo de glucosa en ayuno en la tercera semana y se
obtuvieron niveles inferiores a la cuarta semana, hecho que también se atribuye al
genotipo del ratén y a la alimentacion, pues los ratones sanos fueron alimentados con

dieta balanceada, lo cual contribuye a una mejora en la disbiosis.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los niveles séricos de IL-6 no se encontraron
elavados en los ratones transferidos con viroma intestinal de ratones diabéticos, se
requieren realizar mas estudios para comprobar que el viroma intestinal de ratones

diabéticos no eleva las concentraciones de esta citocina inflamatoria, pues otros
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estudios sugieren que la inflamacion juega un papel crucial en la patogénesis de la

diabetes y se tiene una sustancial evidencia experimental de que la IL-6 es un marcador
fisioldgico de inflamacion sistémica asociada con hiperglucemia, resistencia a la insulina

y diabetes tipo 2.%°

Con respecto a las concentraciones de leptina sérica, se observé que los ratones
transferidos con viroma intestinal de raton diabético presentaron niveles superiores que
los ratones transferidos con viroma y microbiota de ratones sanos; no obstante, estos
ratones presentaron en todas las mediciones por tiempos concentraciones superiores a
los demas grupos, incluso antes de la transferencia, por lo que se requieren mas
estudios para verificar y afirmar que el viroma intestinal es causa de la elevacién de los
niveles séricos de leptina. Sin embargo; después de la transferencia, este grupo de
ratones ingiri6 mayor cantidad de alimento, esta afirmacion es basada en observaciones
subjetivas, por lo que en estudios posteriores se sugiere medir cuantitativamente la

ingesta de alimentos de todos los grupos de ratones para realizar comparaciones.

En cuanto a los resultados obtenidos en peso, se esperaba que los ratones transferidos
con viroma de ratones diabéticos disminuyeran su peso con respecto al tiempo; sin
embargo, unicamente dos ratones de este grupo disminuyeron ligeramente su peso y
los ratones restantes lo aumentaron. Se observd que existen diferencias entre los
grupos con respecto al peso de una manera estadisticamente significativa; no obstante,
el grupo que presentd diferencia en su peso fue el de los ratones transferidos con
microbiota de ratones sanos, estos ratones mantuvieron su peso durante todo el estudio,
por ello sus pesos iniciales y finales fueron muy semejantes comparados con los demas
grupos que lo aumentaron. Se observé que los ratones transferidos con viroma intestinal
de ratones sanos aumentaron su peso en un inicio, pero comenzaron a mantenerlo en
la tercera y cuarta semana, hecho que se atribuye al tiempo necesario para la replicacién
y actividad litica y lisogénica de los bacteri6fagos para regular a las poblaciones
bacterianas y establecer una microbiota simbiotica relacionada con la salud y el

mantenimiento del peso.

No se encontré asociacion entre la transferencia de viroma de ratones diabéticos a
ratones sanos y la elevacion de triglicéridos y colesterol. En la diabetes tipo 2 es
frecuente encontrar dislipidemias; no obstante, estas estan asociadas principalmente al

genotipo, al estilo de vida y a la alimentacion. Aunque los ratones con diabetes inducida
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por farmaco presentaron hipertrigliceridemia (la media de sus niveles séricos de

triglicéridos fue de 273 mg/dl siendo el valor de referencia de 128.4 mg/dl), se requiere
realizar estudios cuyo objetivo principal sea determinar la asociacién del viroma
intestinal con las dislipidemias, realizando una transferencia de viroma intestinal de
ratones con dislipidemias establecidas a partir de una dieta alta en hidratos de carbono
y lipidos, a ratones sanos, pues se especul6 que la hipertrigliceridemia de los ratones
inducidos por farmaco se desarrollé a partir de la hiperglucemia mantenida por la
diabetes inducida por farmaco. Los ratones en experimentacion no mantuvieron

hiperglucemias tan elevadas, pues no fueron inducidos por farmaco. 40

Por otra parte, cabe destacar que los ratones de los cuatro grupos experimentales
fueron hembras de la cepa C57/B6, mientras que los ratones diabéticos inducidos por
farmaco fueron machos de la cepa CD1, esto debido a que el modelo de diabetes se
encuentra estandarizado para esta cepa, por lo que se sugiere establecer las
condiciones de induccion por estreptozotocina en la cepa C57/B6, para tener una mayor

precision en el estudio.

Finalmente, cabe mencionar que es necesario repetir el estudio para confirmar los
resultados obtenidos y aumentar su impacto, asi como probar el estudio en otros

modelos animales y estudiar con mayor detalle sus posibles aplicaciones en el humano.

Con base en los resultados obtenidos se puede inferir que existe una asociacién entre
el viroma intestinal y los niveles de glucosa en ayuno en ratones. La transferencia de la
fraccidon no bacteriana, la cual sugerimos que en su mayoria son particulas virales,
principalmente bacteriéfagos, conduce al aumento de los niveles de glucosa en ayuno,
hiperglucemia e intolerancia a la glucosa, observable en la tercera semana posterior a
la primera transferencia, probablemente por el que se requiere para la replicacién y
accion litica y lisogénica de los bacteriéfagos para regular a las poblaciones bacterianas,
es decir, para causar la disbiosis. De la misma manera, la transferencia de particulas
virales de heces de ratones diabéticos a ratones sanos conduce al mantenimiento de
niveles elevados de leptina sérica y, por lo tanto, a un aumento en la ingesta energética;
sin embargo, al ser la diabetes una enfermedad créonica multifactorial, se requiere de un
mayor tiempo de analisis y modificacion de otros factores como la dieta, para ver si la
combinacion de estos factores aumenta la sintomatologia y el desarrollo de la diabetes

tipo 2.
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13. Conclusion

La transferencia de particulas virales provenientes de ratones diabéticos inducidos con
estreptozotocina a ratones sanos induce niveles transitorios de hiperglucemia en la
tercera semana post transferencia. No se encontré asociacién con dislipidemias ni

cambios significativos en la produccién de IL-6 y leptina bajo estas condiciones.
14. Perspectivas

Los resultados obtenidos sugieren que hay una participacion de las particulas virales en
la induccion de estados de hiperglucemia, muy probablemente por la induccion de
disbiosis en la microbiota residente, por o que es necesario la repeticion de estos
estudios utilizando particulas virales purificadas por gradientes a partir de
homogeneizados de heces fecales para garantizar que Unicamente se transfieran
particulas virales y no se transfiera algun factor soluble presente en el filtrado que pueda

influir en los resultados.

Por otra parte, es necesario realizar la secuenciacidon de a las particulas virales
obtenidas de ratones sanos y de ratones con diabetes a fin de conocer la composicion
del viroma intestinal murino, determinando las poblaciones de bacteriéfagos y de virus

eucariotes que podrian estar contribuyendo a la patologia.

Se pretende alargar el tiempo de ensayo, aumentar la dosis y demostrar la actividad del
viroma en ensayos en placas liticas antes de la transferencia, con la finalidad de

establecer una medida cuantitativa para la transferencia.

Otra de las perspectivas es secuenciar la microbiota antes y después de la transferencia
del viroma intestinal para demostrar su participacién en la generacion de disbiosis que

se asemeje a la que se presenta en la diabetes.

Por otra parte, se podria realizar un estudio en el que se utilice la transferencia de viroma
de ratones sanos a ratones diabéticos a modo de tratamiento para analizar si existe un

efecto que revierta o al menos reduzca los niveles de glucosa en los ratones diabéticos.
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16. Anexos

15.1 Instrumento de recoleccion de informaciéonn

Medicion

Inicial

Dia7

Dia 14

Dia 21

Dia 28

Dia 36

Grupo 1: ratones transferidos con

viroma de ratones san

Ratén 1

Ratén 2

Ratén 3

Ratén 4

Ratén 5

Grupo 2: ratones transferidos con microbiota

de ratones

sanos

Ratén 1

Ratén 2

Ratén 3

Ratén 4

Ratén 5

Grupo 3: ratones transferidos con

viroma de ratones diabéticos

Ratén 1

Ratén 2

Ratén 3

Ratén 4

Ratén 5

Grupo 4: ratones transferidos con microbiota

de ratones

diabéticos

Ratén 1

Ratén 2

Ratén 3

Ratén 4
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16.2 Instructivos

16.2.1 Instructivo para uso de Glucometro One Touch Ultra Mini

Yellow = Smm margn. Red = 7mm margin

Manejo del medidor de glucosa en sangre OneTouch® UltraMini” y las tiras reactivas
La unidad de medida predeterminada es el mg/dL

Borde donde
seaplicala
sangre
Ventana de
confirmacién
Inserte aqul y apaga
nder el medidor cuando vaya & medidor. Permiten
realizarun andlisis seleccionar o modificar
= informacion
G Tapa del compartimento Barmas de
con la tapa del = delapila e
en el puerto
deandlisis
TIRA REACTIVA-
Yollow = Smm margin, Red = 7mm margn
Yollow = S margh, Red = 7mm margin
A pod: nocivos

Inserte una tira reactiva para encender el medidor

configuracién o anteriores, apéguelo. S:
\
reactiva en ualquier parte de su superlicie. o dobe, .ot i madicue
g la5tas reactvas de manera alguna. Utilce la tra reactiva
B G
el puerto de andlist rt b
8 e cara a usted. Presione a tr reactiva hacia el interor hasta que no
g avance més. No doble la tra reactiva.
g A Ve Uttra
T uso.
E previamente sangre o solucién control.
Después 16n inic el
= Desp par .
Sien luga 8, r NTRYY)
[ constante y *~-* i fuera ran A
a primera medidor, instrucci L '

Yelow = Smm margh, Red = 7mm margn

Yollow = Smm margn. Red = 7mm margn

Informaci6n sobre los mensajes de error y otros mensajes

El medidor OneTouch® UltraMini™ j
tira reactiva o el medidor, 0 bien si sus niveles de glucosa en sangre superan los 600 mlldlo
son inferiores a 20 mg/dL. No todos los problemas se indican a través de mensajes. Pueden

Mensaje Significado Qué hacer
s posible que tenga un Es posible que necesite un
segin las
muy bajo, Aunque
severa), inferiora 20 mg/dL.  este mensaje podria deberse a un
ermor al realzar el andlisis, es més
seguro administrar el tratamiento
primeroy después repetir el
ansliss.
g lg- q Vuehaa
- y giucosa. Siel
H moidl (hiperglucemia severa), HI (Glucosa alta), consulte a su
¥
siga sus indicaciones.
40
Yollow = Smm margn, Red = 7mm margin
Yotow = Smm margin, Red = 7mm margn
Mensaje Significado Qué hacer
Nohay resultados en la Puede seguir realizando andlisis de
memoria; como la pimera  glucosa y obtener resuitados
edid p
0 bien, Linea de Atencién al Ciente
‘el medidor no ha podido OneTouch* respectiva para su pais
N caso de que no sea b primera vez
que utiiza el medidor.
Este mensaje de emorindica  No use el medidor. Liame
Que existe algln problema  gratuitamente a la Linea de
con el medidor. Atencién al Ciente OneTouch®
respectiva para su pais.
yaestiusadaoindicarun  piginas 22-25.Si sigue
problema en el medidor. apareciendo
gratuitamente a la Linea de
Atencién al Cliente OneTouch®
respectiva para su pais.

Yollow = Smm margin, Red = 7mm margn
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Yollow = Smm margin, Red = 7mm margin

Encendido del medidor
Para ralzar un andiisis, i A
que y

sistema. 0 il-. para camblar la horay
, mantenga

Después de

fecha predeterminadas. O bien, i desea encender el
medidor para consultar resultados anteriores, con el
medidor apagado, pulse el botén V.

Cada vez que encienda el medidor, aparecerd una
pantalla de comprobacion inicialdurante dos
segundos.

que funcionan nd tos de la pantalla,
wmnmblclon lnklll mlnleﬂu pulsado el botén A para que esta wnhlll no dﬁlunza.
Suelte el bot6n A para continuar con el siguiente paso.
Si el medidor no se enciende, pruebe cambidndole la pila. Consulte las paginas 37-39.

was|s PP

Apagado del medidor
st distintas formas de apagar el medidor
mantenga
*Sino se usa durante dos mrmms. P se apaga solo.

¥ durante dos segundos.

* Antes o después de un andlisis, extraiga la tira reactiva. 3

Yollow = Smm margin, Red = 7mem margin

Yeliow = Smm margh, Red = 7mm margn

pulse el botén A o ¥
Geard a continuacién,

durante otros tres segundos.

paradeando &.
Silos res segund

en sangre.

i
fx
:'g:weu la L i

wmprnbaﬂn que WSCNIWS wlnzld!rl saaue a ilrl reactiva, espere hasta uue seamu! el
med 1 pagi

el simi mbamﬂmmn solucién
mlmlmmupmula.mmap«lsarAnmnwahpanralamehmﬂehmﬂe

sangre que parpadea

A -

de los codigos coinciden. o
Yollow = Smm margh, Red = 7mm margn
Yollow = Smm margi, Red = 7mm margn

Mensaje Significado Qué hacer

Elmedidor ha detectado que  Repita el andisis cuando el

H, t atemperatura es medidory las tiras reactivas hayan

i superior
Norealice ningiin andlisis el sstema.
hasta que el medidory las
tiras reactivas hayan
alcanzado una e
dentro del interval
undonamientod d:( mm
(6-44°0).
El medidor ha detectado que  Repita el andlisis cuando el 13
inferioral y H

delsistema. Norealice un  delintervalo aceptado por g
anslisis hasta que las el sistema.
temperaturas del medidory
delas tiras reactivas hayan H
alcanzado una temperatura

funcionamiento del sistema
(6-44°0).

Yollow = Smm margin, Red = 7mm margin

Yollow = Smem margin, Red = 7mm margin

Mensaje Significado Qué hacer
Estemensaje de emorindica  Repita el anlisis con una tia
Erd = -‘ o
estviera preparado. icono de la gota de sangre
parpadeando 4. Si sigue
apareciendo este mensaje, lame
gratutamente a a Linea de

Atencidn al Ciente OneTouch*

respectiva para su pais.
‘Puede dorse una de los
drcunstancias siguientes:

Stharesk -
glucosaaltoy sehaya luga o, epltalo en un stiomés § §
lugar. inas 22-25. %

d ! S/ Sane apareci
intervalo it Linea de !,
de funcionamiento del Atencidn al Ciente OneTouch*
sistema (6-44° Q). respectiva para su pais. i
continga enla siguente pigina -

Yollow = Smen margin, Red = 7mm margin
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16.2.2 Instructivo para determinaciéon cuantitativa de IL- 6 por ELISA

@ affymetrix

eBioscience

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Mouse IL-6 ELISA Ready-SET-Go!

Ref #: 88-7064-88

Lot #: 4313553

Set Expiration Date: 01/2018
Contents:

1. Capture Antibody: Anti-Mouse IL-6 Purified (250X)
Ref #: 14-7061-68 Lot #: 4313607

0.5 mb,-1vial
Dilution: Per plate, add 48 pL of Capture Antibody to 12 mL of 1X Coating Buffer.

2. Standard: Mouse IL-6 Lyophilized Standard
Ref #: 29-8061-60 Lot #: 4309864

10 vials
Reconstitution: Add 1 mL of DI water to vial. Allow to sit for 15 minutes with gentle agitation prior

to dilution. The concentration of reconstituted Standard is 15 ng/mL.
Dilution: Add 100 pL of Standard to 2900 pL of 1X ELISA/ELISPOT Diluent to prepare the top

standard concentration (500 pg/mL).
Note: Single-use vials. Use within 4 hours of reconstitution and discard After use. Dilute only as

shown above to ensure accurate recovery.

3. Detection Antibody: Anti-Mouse IL-6 Biotin (250X)
Ref #: 13-7062-68A Lot #: 4309016

0.5mL, 1 vial
Dilution: Per plate, add 48 pL of Detection Antibody to 12 mL of 1X ELISA/ELISPOT Diluent.

4. Enzyme: Avidin-HRP (250X)
Ref #: 00-4100-94

0.5 mL, 1 vial
Dilution: Per plate, add 48 pL of Enzyme to 12 mL of 1X ELISA/ELISPOT Diluent.

Lot #: 4298336

5. 5X ELISA/ELISPOT Diluent
Ref #: 00-4202-55

150 mL, 1 bottle =3
Dilution: Add 10 mL of 5X ELISA/ELISPOT Diluent to 40 mL of DI \g,)ater.

3

Lot #: 4298344

6. Substrate: 1X TMB Solution
" Ref #: 00-4201-56 Lot #: E096438

100 mL, 1 bottle o
Working concentration. =

7. 10X Coating Buffer }
Ref #: 00-0000-53
12 mL, 1 bottle
Dilution: Add 12 mL of 10X

u surance ApprovallDate: _
88-7064-88 C_09 clo 42379 (08/24/2016)

Affymetrix, Inc. = 10255 Science Ce!
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16.2.3 Instructivo para determinacion cuantitativa de leptina por ELISA

W PEPROTECH

Data Sheets -

Murine Leptin Standard ABTS ELISA Development Kit

Catalog# 900-K76
Lot# 0608076

Description: Murine Leptin ELISA development kit contains the
key components required for the quantitative measurement of
natural and/or recombinant Murine Leptin in a sandwich ELISA
format within the range of 20-1250pg/ml. Using the ELISA
protocol described below, the recommended microplates, reagents
and solutions, the components supplied in this kit are sufficient to
assay Murine Leptin in approximately 1000 ELISA plate wells.
RECONSTITUTION & STORAGE
Capture Antibody: 100ug of Rabbit Anti-Murine Leptin + 2.5mg
D-mannitol. Centrifuge vial prior to opening. Reconstitute in 1ml
sterile water for a concentration of 100ug/ml.
Detection Antibody: 100ug of Biotinylated Rabbit Anti-Murine
Lepun+2.5ng-mmn|toLCenmﬁ|gewalmormopenmg,
Reconstitute in 1ml sterile water for a concentration of 100ug/ml.
Murine Leptin Standard: 1ug of Recombinant Murine Leptin +
2.2mgBSA+lIGng-mnmLCenmﬁ:gewalpnormopmmg.
Reconstitute in Iml sterile water for a concentration of 1pg/ml.
Note: The reconstituted components are stable for 2 weeks when
stored at 2-8°C. Components that have been reconstituted and
aliquoted can be stored at -20°C for up to 6 months.
Avidin-HRP Conjugate: 60ul vial. Upon receipt, avidin-HRP
conjugate should be aliquoted into ten 6ul vials and stored at <-
20°C. Aliquots stored frozen at <-20°C are stable for up to 2 years
from date of receipt. Avoid more than one freeze-thaw cycle.
Avidin should be used in conjunction with ABTS only.

RECOMMENDED MATERIALS
ELISA microplates (Nunc MaxiSorp Prod. # 439454, or Corning
Prod # 3590);
Tween-20 (Sigma Cat. # P-7949);
BSA (Sigma Cat # A-7030);
ABTS Liquid Substrate Solution (Sigma Cat. # A3219);
Dulbecco’s PBS [10x] (Gibco BRL Cat. # 14200-075).

RECOMMENDED SOLUTIONS
All solutions should be at ambient temperature prior to use.
PBS: dilute 10xPBS to 1xPBS, pH 7.20 in sterile water. :
Wash Buffer: 0.05% Tween-20 in PBS

Block Buffer: 1% BSA in PBS * .
Diluent: 0.05% Tween-20, 0.1% BSA in PBS *
* Sterile filter and store at 4°C for up to 1 week.

POSGRADOS

Expiration one year from date of receipt

ELISA PROTOCOL

Standard/Sample: Dilute standard from 1.25ng/ml to zero in
diluent. Immediately add 100yl of standard or sample to each well
in triplicate. Incubate at room temperature for at least 2 hours.
Detection: Aspirate and wash plate 4 times. Dilute detection
antibody in diluent to a concentration of 1.0pg/ml. Add 100p1 per
well. Incubate at room temperature for 2 hours.

vidin-HRP Aspirate and wash plate 4 times. Dilute
5.5ul of avidin-HRP conjugate 1:2000 in diluent for a total volume
of 11ml. Add 100ul per well. Incubate 30 minutes at room
temperature.
ABTS Liquid Substrate:
(ABTS Substrate should be at ambient temperature prior to use)
Aspmmeandwash plate 4 times. Add 100p] of substrate solution
to each well. Incubate at room for color devel
Monitor color developmentwnhanELlSA plmreaderatwfmm
with wavelength correction set at 650nm.
NOTE: Reliabl dard curves are obtained when either O.D.
readings do not exceed 0.2 units for the zero standard
concentrations, or 1.2 units for the highest standard concentration.
The plate should be monitored at 5-minute intervals for
approximately 30 minutes. O.D. readings may vary.

CROSS REACTIVITY

When tested at 50ng/ml the following antigens exhibited complete
O.D. saturation:

Rat Leptin

When tested at 50ng/ml the following antigens exhibited less than
2% cross reactivity:
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16.2.4 Instructivo para manejo de reactivos para determinacion de perfil de lipidos

C€ | TRGLYCERDES -0 |

Triglicéridos-LQ
GPO-POD. Liguido

Determinacion cuantitativa de triglicéridos
VD

Corservar 3 2-8°C

PﬂINcIPIO DEL METODO

Los triglicéridos incubados con i '._(LPL)MMy
acidos grasos libres. Elgbsdas"'
deshidroganssa (GPO) y ATP en presencia de gizml wurass (GK) para
producir gliceral-3-fosfato (G3P) y adencsina-5S-difosfato (ADP). EI GIP es
eronoes convertido a dihidroxiacetons fosfalo (DAP) y pertxido de
hidrogeno (H.O;) por GPO.
Al final, el pertxido de hdvogano (H:O:) reacciona con 4-amincfenazona
(4-AF) y prclorofenc, por la idasa (POD) dando
una coloracion roja:

Triglicéridos « H.O L, Giceroi + Acidos grasos libres

Glicarol + ATP —OC80LQUNASE _, rap, anp

5. Leer la absorbancia (A) del patndn y la muestra, frente 3l Blanco de
reactivo. El color @s estable como minimo 30 minutos.

CALCULOS

{A)Muastzs — (ANBSOD y Cone. Patrdn = moitl de igiciridos en ks mussts
(A) Patrde — (A)Blanco

Factor de conversién: mgidL x 0,0173 = mmollL.

CONTROL DE CALIDAD

Es corvenients analizar junto con las muestras suercs contol valorados:
SPINTROL H Nomnal y Patolégico (Ref. 1002120 y 1002270}
Sllmvmm:mm'\mﬁmwtmg&

corecciones en o caso de gue los controles no currplian con &S lerancaas.
VALORES DE REFERENCIA

Hombras: 40— 160 mgidl

: -1
GIP+ O, GFO DAP + HO; Mu@ras 35- 135 mg/al
POD § £5t06 valones son Gue cada3
H:0; + 4-AF + p-Clorafencl ————» Quinona + H;0 S PrOPIOS va uruanhnnm
La intensidad del color formado es proporcional & la concentraciin de
triglcancas presentes en la muestra ensayada’ > c&ﬂw;m IELI.IJOOO -
Rango medida: Desde imite de detscoxdn 0.00 mgidl hasta o Emae os
SIGNIFICADO CLINICO nealcad 1600 mgidl
Los trigicéridos son grasas que suminisiran enerpia a 1a célula S| 18 concentracion de 1 muBstra 65 allimae o8 @i 2 con
Al lgual que el colesterod, son tral A las céludas del organismo por CINBSWLyWUdewz
las lipoproteinas en la sangre. Precisian
Una diata aita @n grasas saturadas o carbohidratos puade alavar los nhees
ko oy m e e B
Su aumento es wanta fico. Diversas como  Media [mgidL) z
clertas dsfunciones hepatitis, obstruccién bilar) o 'LLL L 374 | 3
diabetes malitus, pueden EStar A50CIACAS CON SU BAVACKHN " CV (%) 045 338 352
eniendo en cuanta 10dos s datos sm-ﬂuam =00013 (A}
Exactitud: Los reactivos SPINREACT (y) no
o CLANGO 56 COMPAran Con oiros cor x)
Los 00S con 50 muestras fuenon kos sguentes:
ﬂm:t Coaficianta de comacin (rF: 059870
Ecuacion de |a recta de regresidn: y= 0.5178x - 0.5426
Lipoprotaina lipesa (LPL) ’mso":‘u’t Lamwmmpu;nmmdamm
Gicerol-3-oxidasa (GPO) 3500 un | INTERFERENCIAS
X 440 UL | No se han otsenvado imararencias con billmbina < 170 amoil. hemogiobe
4-AF) 0. mmoil. | <10gL?
0.1 mmalt. &wmwmymmummb
acuoso 200mgidlL e Ios trig
PREPARACION uo*rAs
El resscthvo y el patrén estin istos pars su uso. TRIGLYCERIDES CAL: Detido a la cel ==
mmemmua&bpq.nummmw
CONSERVACION Y ESTABILIDAD 2. LGF(Lndaa-er-mﬂuﬂ integrado en & reactvo.
Todos los del kit son hesta la fecha de caducidad 3

indicada en 3 etiqueta del vial, cuando se mantienen los visles bien
corrados a 2-5°C, protegidos oe |a Iz y 5@ evita su contaminacion,

No usar reactivos fuera de la fecha indicada,

Deterioro de los reactivos

- Presancia de particuiss y turbidez.

- Abscrbancia (A) ded blanco a 505 nm 20,26,

MATERIAL ADICIONAI.

para lecturas a 505 nm,
- Ouw.asdowundopuodeuz
- Equipamianto habitual de laboratono.

MUESTRAS

Suero y piasma’

Establiidad de la muestra: 5 dias a 2-8°C
PROCEDIMIENTO

i5n con el Patrdn acuoso puede dar lugar & erores sisterndScos
mmmm&mmn iz
séricos.

4. Usar puntas de pipeta desechables impias pera  su depensacon.

5. SPINREACT di de i 3 d parala én de
este reactivo en
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Neas on

1. Candicicnes del ensayo: PRESENTACION
Ref: 41030 R1x50mL, CAL- "x2mL
Ref. 41031 R2x150mL, CAL-Tx5mL
Temperatura: Ref. 41032 E] R1x100mL, CAL 1x2mi
2. Ajustar el especirofotdmetro a cero frante s agua destiada. Ref. 41033 R1xS00mL, CAL-"x5mL
3. Pipetear en una cubeta™e ¢ Ref. 41034 R1x1000ml, CAL- 1 xSmL
Blanco Patron Muastra
R {mL) 1.0 1.0 1.0
Patrdn V475 (14 ) - 0 -
Muestra (uk) - et 10
4. Mezdar e incubar 5 a37Co 10 min. & 15-25°C.

BSIS49-E  Z30216

POSGRADOS

IMPORTADCRE S FXCLUSIVOS: LAS CENTER OF MTXCO SA DECV
TEL : 01 (55) S380.4772 ¥ 07 500 500 SPIN (7738)
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((| moussrm-ml

Colesterol
CHOD-POD. Liguido

Determinacién cuantitativa de colesterol
IVD

Conservar a 2-8°C

FRINCIHODELHETWO
enlar ongina un P coloreado
segjnlareewonsweme
Esteres terol + H.O GE.c + Acidos grasos
o 140, P 4y BV HO.
2H,0, +Fenal + 4-Aminaf PP _, au imina + 44,0

La nmwdolwwfmmoumondahwu
colesterol presente en la muesira ensayada

SIGNIFICADO CLINICO
e ol 85 una grasa pr en todas las céllas del
organismo. El higado produce nall e lodo & ol que
necesita para formar las membranas celulares y producir ciertas
hormonas, La determinacion del colesterol @5 una de las
herramientas mas importantes para el diagnéstico y clasificacion de
las lipamias. Elmnoddumdeodmesmooelos
principales factores de niesgo cardiovascular ©

Bl diagnéstico clinico debe realizarse teniende en cuenta todes los
datos clinicos y de laboratorio

CALCULOS

sa)rn;a:cmm mgidL de colesterol en ia muestra

Factor de conversién: mg/dL x 0,0258= mmolL

CONTROL DE CALIDAD

Es conveniente analizar juntc con las muestras suercs control
valorados:

SPINTROL H Normal y Patoiégico (Ref. 1002120 y 1002210).

Si los valores hallados se encuentran fuera cel rango de tolerancia, se

VALORES DE REFERENCIA

Evaluacion del riesgo™:
Menos de 200 mg/dL Normal
200-239 mglaL Moderado
240 omas Alto

Estos valores son orientatvos. Es recomendable que cada laboratono
establezca sus propios valores de referencia.
CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde o limite de deteccidn 0113 mgldl hasta o
limite de lineaiidad 750 mg/dL.

REACTIVOS FIPES pH 6D % ‘ Sila Sndelar es superior 3l limite de Iineaidad. dluir
- 1 L 1
Fenot 26"."0“; pf?cm&:lang y multiplicar of resultado final por 2
Colesterol esterasa (CHE) 1000 UL Trr " -
R Colestoral oxicasa (CHOD) 300 UL — ssens (r=20] Irgerserie (n>20)
Peroxidasa (POD) 650 UL | (moiaL) 99.769 185.309 96.345 184982
4 - Amincfenazona (4-AF) 0.4 mmoliL SD
) 1213 1405 4156 12773
CHOLESTEROL CAL Patrén primarnic acucso de Colestersl Mcv %) 1276 0758 235 Z508
1
PREPARACION Sensibilidad analitica: 1 mg/dl = 0.0015 (A)

Todos los reactivos estan listos para su uso.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos los componentes del kit son estables hastz la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta del vial, cuande se mantienen
los viales bien cerradeos a 2-8°C, protegidos de la luz y se evita su
contaminacién. No usar reactivos fuera de la fecha indicada.
Indicadores de deterloro de los reactivos:

- Presencia de particulas y turbidez.

- Absorbancias (A) del Blanco & 505 nm - 0,28,

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofotémetro o analizador para lecturas a 505 nm.
- Cubetas de 1,0 cm de pasc de luz.

- Equipamientc habitual de laboratorio.

MUESTRAS
Suero o plasma'”. Estabildad de la muestra 7 dias 2 2-8°C y 3
meses sl se mantiene la muestra congelada (-20°C).

PROCEDIMIEN‘I’O

Condiciones del ensayo:

Longituddeonda: ............... 505 nm (500-550).

Cubeta. ... ... 1 cm paso de uz

Temperatura . . ... ... 37°C 115-25°C
2. Austar el espectrofotémetro a cero frente a agua destilada.
3. Plpetear en una cubeta:

Blanco Patron Muestra

R (mL) 1.0 1.0 1,0
Patron " (ul) - 10 -
Muestra (ul) - - 10

4. Mezclar e incubar S min a 37°C 6 10 min a 15-25°C.
5. Leer la absorbancia (A) de! patrén y la muestra, frente al
Blanco de reactivo. El color es estable como minimo 60

Exactitud: Los reactivos SPINREACT no muestran diferencies sistemdtcas
significatvas S0 comp: con otros

Los resultados cbtenidos con 50 muestras fueron los siguentes:
Coeficiente de correlacion (r): 0,.9966.

Ecuacion de |a recta de regresion: y= 0.5797x + 22803

Las caracteristicas del método pueden variar segan & analizador utiizado.

INTERFERENCIAS

No se han observade interferencias de hemogicbina hasta 5 gL y
bilirubina hasta 10 mg/dL™. Se han descric varias drogas y oras
substancias que interfieren en la determinacion del Colesteral™*.

NOTAS
1. CHOLESTEROL CAL: Debido a la natursieza del producio, es
mmbmmmnuummm

2. LCF(LWMFM.S&IWCIUW

3. La calibracién con @ Patron acuoso puede dar kigar 3 emores
sistematicos en métodos automticos. En este caso se recomiends
utikzar calibradores séncos.

4 Usamamamlmm Su dspensacon

5. SPINREACT disp detalladas para la aplicacion
ammmmm
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3 Young DS EMects of crugs on Climcal Lad. Tests, 4% e AACT Press. 7965

4 Young DS Efects of dsease on Chinical Lab. Tests, 42h od AACC 2001.

5

&
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PRESENTACION

Ref: 41020 2x 50mL
oz =] Zime
Ref. 41021 2x250 mL
Ref. 41013 1 x 1000 mL

minutos.
g‘ 150 zq h
8001

POSGRADOS

WPORTADOSES ENCLUSIVOS | LAS CENTER DE MEXCDSA DECY

Cotme de e Termun £33 Frace. Sockevares Neucaloan £o. de Mexes CF 83740
TEL: 01 1551 5360-6772 LADA SN COSTD 07 800 500 PN 7746
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16.3 HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
No aplica, no se trabajé con humanos.

16.4 Hoja de registro de protocolo en institucion

CARTA COMPROMISO DE ASESOR PRINCIPAL DE TESIS
Pucbla, Pue.230_de_agosto de 20/

H. Comité Académico del Posgrado
Presente:

Por medio de la presente hago 1l a ustedes la postulacion del C
Elisa Maocales Moades , que en caso de ser aceptado en el

Programa académico: Maestria en Ciencias de la Salud
Maestria en Nutriciéon Clinica

Desarrollard su trabajo de tesis bajo mi asesoria, supervision y direccion; el tema de investigacion

pmzcslo es: Bri s
e om_mello  mocino

Me comprometo a dar seguimiento permanente a las actividades del estudiante derivadas de esta
propuesta, y manifiesto contar con la infracstructura requerida para lograr los objetivos
propuestos en ¢l tiempo programado, en caso de que el postulante sea admitido y ¢l comité
tutorial aprucbe ¢l proyecto de tesis. También me comprometo a revisar y autorizar los
seminarios de Investigacion semestrales que el estudiante presentard, asi como atender las
recomendaciones que ¢l comité académico emita; manifiesto que conozco el plan de estudios y
acordaré con el estudiante las asignatura optativa que deberd cursar, de tal forma que fortalezca el
proyecto de investigacion y su formacion profesional, en los tiempos mas pertinentes para ello.
Asi como favorecer todas las acciones pertinentes para que obtenga el grado en un plazo maximo
a 6 meses posteriores a la terminacion de los créditos académicos.

Atentamente

Dr. ik\LQ%QG \.-CPQ’-Z QA'»‘“ revo

Nombre y Firma.
(Grado académico, puesto, Institucion, direccion y teléfono)

/Ptoﬁcsof \q«s\.gb‘ de ’('u.mpo Complebo
4o

e \a fucwolta m\nuo'n OAeM

UPAEP

W upAeP. M
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