UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

ANALISIS DE MICROBIOTA INTESTINAL EN
POBLACION ADULTA COLOMBIANA
ASOCIADA A FACTORES DE RIESGO DE
DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y OBESIDAD

Claudia Lorena Cruz Hernandez

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Instituto de Biotecnologia (IBUN)

Bogota, Colombia

2022



ANALISIS DE MICROBIOTA INTESTINAL EN
POBLACION ADULTA COLOMBIANA
ASOCIADA A FACTORES DE RIESGO DE
DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y OBESIDAD

Claudia Lorena Cruz Hernandez

Tesis de Maestria como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Ciencias Microbiologia

Directora:

PhD. Martha Nancy Calderén Ozuna.

Linea de Investigacion:
Comunicacion Bacteriana
Grupo de Investigacion:

Bioguimica y Biologia Molecular de las Micobacterias (BBMM)

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Instituto de Biotecnologia (IBUN)
Bogota, Colombia
2022



Dedico este trabajo a todos los que se

esfuerzan por construir y compartir ciencia.

Estoy absolutamente convencido de que la
ciencia y la paz triunfan sobre la ignorancia y
la guerra, que las naciones se uniran a la larga
no para destruir sino para edificar, y que el
futuro pertenece a aquellos que han hecho

mucho por el bien de la humanidad.

Louis Pasteur



Declaracion de obra original

Yo declaro lo siguiente:

He leido el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional.
«Reglamento sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al
respeto de los derechos de autor. Esta disertacion representa mi trabajo original, excepto
donde he reconocido las ideas, las palabras, o materiales de otros autores.

Cuando se han presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertacion, he
realizado su respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas y
referencias bibliograficas en el estilo requerido.

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de
autor (por ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta 0 grandes porciones de
texto).

Por dltimo, he sometido esta disertacion a la herramienta de integridad académica, definida
por la universidad.

UO\US\B k_'( ul\T\‘.

Claudia Lorena Cruz Hernandez

Fecha 06/05/2022



Agradecimientos

Dedico esta tesis de maestria a todos los que me acompafiaron y me animaron a continuar
este proceso. A mi familia especialmente a mis padres Claudia Elena Hernandez Ortiz y
Omar Cruz Suarez por su apoyo incondicional y su paciencia con cada decision que tomo.
A mis hermanos, Omar Antonio Cruz Hernandez.y Lina Maria Cruz Hernandez, por su
compainiia, sus consejos, su alegria y su forma de asumir la vida con la mejor disposicion,
a mi hermana le agradezco su asesoramiento estadistico para la realizacion de este
trabajo. A mis tias Alicia y Olga por su constante apoyo, a mis primas Karen y Natalia por

ser mi mejor equipo en la realizacion de mis suefios.

A la Universidad Nacional de Colombia por la formacién académica otorgada, a la
Vicerrectoria de investigacion, al Instituto de Biotecnologia y al Departamento de Quimica.
Al programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el desarrollo (CyTED), como
proyecto de la red IBEROBDIA (918PTE0540) y a nivel nacional al Ministerio de Ciencia y
Tecnologia de Colombia (MINCIENCIAS) por permitirme financiar mis estudios de
maestria y permitir la realizacién de una estancia de investigacion internacional. Agradezco
a cada uno de mis docentes y administrativos de la maestria por participar en mi proceso

de formacion.

Al grupo de investigacién de Bioquimica y Biologia Molecular de las Micobacterias (BBMM)
por permitirme realizar mi proyecto de investigacion, especialmente a la docente Martha
Nancy Calderén Ozuna por dirigir mi trabajo de tesis, por fortalecer mis capacidades
investigativas, por la confianza brindada en la ejecucién de este proyecto y por exigirme

académicamente.

A los comparieros del grupo de investigacion en disbiosis, Haiver Antonio Rodriguez,
Julieth Daniela Buell Acosta por compartirme de sus conocimientos en medicina,

agradezco también a todos los demés médicos que nos acompafaron en las jornadas de



salud y especialmente al Doctor Sergio Bermeo por su disposicion a colaborar y el apoyo
a la investigacion. Quiero agradecer a mi amiga y compafiera Ginneth Lorena Riafio Ayala
por compartir sus conocimientos quimicos conmigo, por su apoyo, la compafiia y la

invaluable amistad que me brindo durante toda mi maestria.

Al Laboratorio de Higiene, Inspeccién y Control de Alimentos (LHICA), del Departamento
de Veterinaria de la Universidad Santiago de Compostela (Espafia-Lugo), especialmente
a la Doctora Alejandra Cardelle Cobas por su asesoramiento académico en el analisis
bioinformatico y brindarme herramientas Utiles para una carrera investigativa futura, al
Doctor Alberto Cepeda por acogernos y a los demas miembros del grupo de investigacion.
Agradezco especialmente a la estudiante de doctorado Laura Isabelle Sinisterra por su
guia y su asesoria en técnicas de secuenciacién, también por su amistad, su paciencia y

SuUS consejos.

Agradezco a las entidades y a las personas que nos brindaron la confianza y un espacio
para la realizacion de las jornadas de salud. A cada uno de los voluntarios que participé
en las jornadas por su disposicién, colaboracion y su interés en mejorar sus condiciones

de salud.



Resumen y Abstract Vi

Resumen

ANALISIS DE MICROBIOTA INTESTINAL EN POBLACION ADULTA COLOMBIANA
ASOCIADA A FACTORES DE RIESGO DE DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y
OBESIDAD
La microbiota intestinal es la comunidad de microorganismos vivos del tracto
gastrointestinal, la pérdida del equilibrio en ésta se ha relacionado con diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) y obesidad; dos enfermedades de alta comorbilidad en las uUltimas décadas.
El objetivo fue estudiar perfiles filogenéticos de la microbiota intestinal en adultos
colombianos entre 40 y 70 afios. Se realizaron jornadas de salud para el reclutamiento de
voluntarios; se realiz6 valoracion clinica a 535 participantes, que incluyé medidas de
composicion corporal y antropometria. Se aplicé la escala de riesgo FINDRISC y se extrajo
muestra sanguinea para analisis bioquimicos; se recibié6 una muestra de materia fecal,
para la extraccién del ADN de la microbiota intestinal. EI 70% de la poblacién enrolada
presento alteracion en el indice de masa corporal (IMC), el 50% riesgo a desarrollar DM2

y el 66% presentd riesgo metabdlico.

Se seleccionaron 85 voluntarios para el estudio de microbiota intestinal, mediante
secuenciacion del gen 16S rRNA, utilizando la plataforma lon Torrent de ThermoFisher.
Los andlisis bioinformaticos se realizaron sobre los resultados de 40 muestras
discriminadas segun IMC y el comportamiento glucémico, utilizando el Software QIIME
2™ los andlisis de biodiversidad y de biomarcadores microbianos se realizaron en el
Software MicrobiomeAnalyst. Los filos bacterianos mas abundantes fueron Firmicutes
(49%), Bacteroidetes (39%) y Proteobacteria (7%); se observéd que predominaron taxones
microbianos asociados a un patron de alimentacion occidental. Se logr6 identificar catorce
biomarcadores microbianos diferentes en cada subgrupo; se encontré relacién estadistica
significativa entre familias, géneros y especies con diferentes parametros clinicos

asociados a disbiosis y de riesgo metabdlico.

Palabras clave: Factores de riesgo metabdlico, Microbiota intestinal, obesidad, diabetes

mellitus tipo 2, secuenciacion de nucle6tidos.
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Abstract

GUT MICROBIOTA ANALYSIS IN COLOMBIAN ADULT POPULATION ASSOCIATED
WITH RISK FACTORS OF TYPE 2 DIABETES MELLITUS AND OBESITY

The gut microbiota is the community of living microorganisms of the gastrointestinal tract,
the loss of balance in it has been related to type 2 diabetes mellitus (DM2) and obesity; two
diseases with high comorbidity in recent decades. The objective was to study phylogenetic
profiles of the intestinal microbiota in Colombian adults between 40 and 70 years old.
Health sessions were held to recruit volunteers; A clinical assessment was performed on
535 participants, which included measurements of body composition and anthropometry.
The FINDRISC risk scale was applied, and a blood sample was taken for biochemical
analysis; a stool sample was received for DNA extraction from the intestinal microbiota.
70% of the enrolled population presented an alteration in the body mass index (BMI), 50%

risk of developing DM2 and 66% presented metabolic risk.

85 volunteers were selected for the intestinal microbiota study, by sequencing the 16S
rRNA gene, using ThermoFisher's lon Torrent platform. The bioinformatic analyzes were
carried out on the results of 40 samples discriminated according to BMI and glycemic
behavior, using the QIIME 2™ Software, the biodiversity and microbial biomarker analyzes
were carried out in the MicrobiomeAnalyst Software. The most abundant bacterial phyla
were Firmicutes (49%), Bacteroidetes (39%) and Proteobacteria (7%); it was observed that
microbial taxa associated with a western feeding pattern predominated. Fourteen different
microbial biomarkers were identified in each subgroup; a significant statistical relationship
was found between families, genera and species with different clinical parameters

associated with dysbiosis and metabolic risk.

Keywords: Metabolic risk factors, Gut microbiota, obesity, type 2 diabetes mellitus,

nucleotide sequencing.
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Introduccion

El término microbiota hace referencia a la comunidad de microorganismos vivos residentes
en un nicho ecolégico determinado, como lo es el tracto gastrointestinal. [1]. La
composicion de la microbiota del intestino humano es especifica de cada persona,
evoluciona a lo largo de la vida y es susceptible a modificaciones exdégenas y endbgenas.
Dentro de las modificaciones enddgenas esta el sexo, la edad, el sistema inmune y la
genética propia de cada individuo; en las modificaciones exdgenas se encuentran la dieta,

la exposicion a medicamentos y las cirugias [1].

La metagendmica y la ciencia de la microbiota son la vanguardia de la biologia, se han
desarrollado dos grandes proyectos a nivel mundial para evaluar la composicion del
microbioma intestinal y su relacién con diversas enfermedades. El primero de los proyectos
fue el Human Microbiome Project (HMP) que se aprobd en mayo de 2007 y que fue
ejecutado por el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos. La investigacion incluy6
el analisis de 242 muestras de adultos y se reportaron 5177 perfiles taxonémicos [2] [3]. El
segundo fue el proyecto Metagenomics of the Human Intestinal Tract (MetaHit) de la Unién
Europea iniciado en el afio 2008 [4]. Estos estudios demostraron que el tracto
gastrointestinal contiene alrededor de 10 microorganismos y el nimero de genes

microbianos supera de 150 a 500 veces al numero de genes humanos [5].

La microbiota intestinal consta de mas de 1500 especies bacterianas, distribuidas en mas
de 50 filos diferentes; se tiene documentado que Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia y Fusobacteria son los filos mas dominantes y
representan hasta el 90% de la poblacion microbiana de una persona adulta [6]. La
microbiota intestinal ejerce diferentes funciones que van a beneficiar la salud del
hospedero, entre ellas la proteccion de la colonizacién de las superficies mucosas de
diferentes patdgenos [6], la secrecion de sustancias antimicrobianas reforzando el sistema
inmune [7], funciones nutricionales y metabdlicas [8], mantenimiento de la integridad de la
mucosa intestinal, la proliferacién y diferenciacion de células epiteliales [9] y la participacion
en la comunicacion cerebro-intestino interviniendo en el estado mental y neuroldgico
[8][9][10].



Introduccién 17

Cuando se pierde la dinamica entre las especies bacterianas intestinales por diferentes
situaciones asociadas al hospedero ocurre un proceso denominado disbiosis [11]. En esta
alteracion el aumento de bacterias patdgenas modifican funciones metabdlicas afectando
la homeostasis general y especificamente la del epitelio intestinal, el desarrollo de células
inmunes, el soporte de angiogénesis, la digestion de alimentos, metabolismo de las grasas
y los carbohidratos [12]. La disbiosis puede producirse en cuestion de dias, particularmente
después de la ingesta de antibibticos, pero también esta directamente relacionada con la
dieta de cada individuo [13]. Los procesos de disbiosis microbiana se han vinculado a

enfermedades intestinales y extraintestinales como la diabetes y la obesidad [11][13].

La obesidad se define como una enfermedad metabdlica caracterizada por el aumento de
la grasa corporal [14]. Datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indican que
para el afio 2016 el sobrepeso y la obesidad alcanzaron una prevalencia del 39% y el 13%
respectivamente, se estima que hay mas de 650 millones de personas obesas en el mundo
[15]. En Colombia la ultima Encuesta Nacional de Situacion Nutricional (ENSIN) en el afio
2015, reportd que en la poblacion de 18 a 64 afios uno de cada tres jovenes y adultos
tiene sobrepeso (37,7%), mientras que uno de cada cinco es obeso (18,7%) llegando a la
alarmante cifra de que el 56,4% de la poblacién colombiana presenta exceso de peso [16].
Este estudio sugiri6 que la obesidad es mas frecuente en las mujeres (22,4%) que en los
hombres (14,4%) [16]. Esta enfermedad se clasifica segun el indice de masa corporal
(IMC), que es la relacion entre el peso en kilogramos y la talla en metros elevado al
cuadrado. Un IMC superior a 30 kg/m? es indicativo de obesidad [17]. Diferentes reportes
han demostrado que la obesidad es uno de los principales factores de riesgo para el
desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) [18].
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La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un desorden metabdlico caracterizado por altos niveles
de glucosa en la sangre como resultado de la combinacién de una insuficiente secrecién
de la insulina pancreatica o la resistencia a la accion de esta hormona [19]. De acuerdo
con la Federacion Internacional de Diabetes (IDF), en su Atlas del afio 2021 se report6é que
537 millones de adultos entre 20 y 79 afios tienen diabetes, de ellos el 79,4% viven en
paises de ingresos bajos y medios. En América del Sur y América central 341 millones de
personas tienen diabetes y 39 millones presentan intolerancia a la glucosa [20]. Los
pacientes con DM2 pueden tener complicaciones agudas y cronicas que la convierten en
una de las enfermedades mas costosas, a nivel global se invierten 966 billones de délares
(USD) en su tratamiento [20]. En Colombia la mayor proporcién de casos incidentes de
diabetes esta en el grupo etario de 55 a 69 afios con el 43,77%, situacion preocupante
tratAndose de una poblacién econémicamente activa [21]. Los principales factores de
riesgo para el desarrollo de obesidad y DM2 son (i) genéticos; (ii) una ingesta de alimentos
ricos en calorias representados por azlcares, pero pobres en vitaminas, minerales, fibra y
otros micronutrientes; y (iii) llevar un estilo de vida sedentario con poca actividad fisica
[22][23]

En los ultimos afos diversas investigaciones han estudiado el papel fundamental de la
microbiota intestinal en el desarrollo de obesidad y DM2; sin embargo, no se ha logrado
llegar a un consenso sobre que grupos bacterianos estan asociados directamente con el
desarrollo de estas dos enfermedades metabdlicas [24][25]. La complejidad de los estudios
indica que la microbiota es dependiente de factores genéticos y epigéneticos propios de
cada poblacion [26]. La aparicién de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion
(NGS) han facilitado el estudio del gen 16S rRNA bacteriano, permitiendo la descripcion
metagendmica de estas comunidades microbianas [27]. En Colombia son pocos los
reportes relacionados con la microbiota intestinal y se debe profundizar en la
caracterizacion de las relaciones de diversidad bacteriana para relacionarla con las

alteraciones metabdlicas que presenta la poblacion [28].

Por lo justificado anteriormente se plante6 como objetivo principal, el estudio de los perfiles
filogenéticos de la microbiota intestinal en adultos colombianos entre 40 a 70 afios con
factores de riesgo a DM2 y obesidad. El desarrollo y ejecuciéon de la presente Tesis de

Maestria hizo parte del macroproyecto “Obesidad y diabetes en Iberoamérica: Factores de
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riesgo y nuevos biomarcadores patogénicos y predictivos”, financiado por el programa
Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el desarrollo (CyTED), como proyecto de la
red IBEROBDIA (918PTE0540). A nivel nacional fue financiado por el Ministerio de Ciencia
y Tecnologia de Colombia (MINCIENCIAS) y la Vicerrectoria de Investigacion de la
Universidad Nacional de Colombia. Las actividades de reclutamiento de voluntarios y la
caracterizacion de cada uno de ellos a nivel bioquimico y antropométrico se comparten con

otros trabajos de investigacion.
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Marco Teorico

1.1 Composiciony distribucién de la Microbiota intestinal

En la actualidad existen tecnologias émicas que ayudan en la elucidacion de marcadores
especificos de enfermedades y nuevos objetivos de diagndstico, también para describir
alteraciones funcionales en la fisiopatologia de varias enfermedades y analizar la relaciéon
entre la microbiota intestinal y los metabolitos del hospedero [29]. El término microbioma
hace referencia al conjunto formado por los microorganismos, sus genes y sus metabolitos;
el complejo formado por el material genético del microbioma y del hospedero se conoce
como metagenoma [27]. La metagenomica es el andlisis del material genético de las

bacterias intestinales [30][31].

La microbiota humana es un ecosistema complejo que incluye bacterias, hongos, arqueas,
protozoos y virus; estos microorganismos logran una sinergia con su hospedero [30]. La
organizacion, distribucion y localizacion de la microbiota intestinal no es uniforme a lo largo
del tracto gastrointestinal. La conformacién de un ecosistema intestinal dinAmico depende
de varias propiedades fisicoquimicas como los diferentes gradientes de pH, micronichos y
presiones parciales de oxigeno [32]. Actualmente se sabe que la microbiota intestinal
también es dependiente de factores que van a determinar la diversidad y la estabilidad de
la microbiota saludable. Estos factores son el modo de parto, patrones de alimentacion del
neonato, la genética del hospedero, ubicacién geogréfica, el estrés, consumo de dietas
occidentalizadas, actividad fisica, el envejecimiento, estados patolégicos (uso inapropiado
de antibi6ticos) y una serie de factores intrinsecos especialmente la secrecién de acido
gastrico, la secreciéon de inmunoglobulina A, la produccidon de péptidos antimicrobianos y

la motilidad géastrica [26].

La colonizacion microbiana y el establecimiento de una microbiota intestinal se da
principalmente durante el parto natural, los recién nacidos son colonizados por los
microorganismos vaginales y rectales maternos. Las bacterias que hacen parte de esa se

describen principalmente como E. coli, Streptococcus, Lactobacillus y Prevotella; esta
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microbiota va a generar unas condiciones que permiten el establecimiento de una mayor
diversidad, como lo son los miembros del filo Bacteroidetes [33]. En un parto por cesarea
son las bacterias presentes en la piel materna las que van a colonizar el intestino del recién
nacido como Streptococcus, Corynebacterium, Propionibacterium, Staphylococcus y
Enterococcus [34].

El tipo de alimentacion influir4 en el establecimiento de la microbiota, cuando un bebé es
alimentado con leche materna aumenta el género Bifidobacterium ejerciendo un efecto
beneficioso intestinal; mientras que los neonatos que son alimentados con formula tienen
una microbiota intestinal mas diversa con la presencia de Bacteroides, Lactobacillos y
Clostridium, sin embargo, se ha asociado a eventos repetitivos de alteracion
gastrointestinal [33]. La microbiota intestinal fluctia durante los tres primeros afios de vida
con una variabilidad interindividual y una baja diversidad que se va volviendo mas estable
con el tiempo a medida que se van introduciendo diferentes alimentos en la dieta. A la
edad de dos afios la microbiota intestinal estd conformada principalmente por los filos
Firmicutes y Bacteroidetes, empezando a parecerse mas a la microbiota de una persona
adulta [35].

En la microbiota intestinal de una persona adulta el 90% de las bacterias pertenecen a dos
filos principalmente, Bacteroidetes y Firmicutes. Las Actinobacterias, Proteobacterias,
Fusobacterias y Verrucomicrobia completan el 10% restante [32]. El grupo de los
Firmicutes incluye bacterias Gram positivas, anaerobias obligadas con un bajo contenido
de los nucledtidos guanina y citocina (G+C). Los principales géneros que se describen en
el filo de los Firmicutes son Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus y Butyrivibrio [36]. El
segundo filo mas abundante, los Bacteroidetes, incluye bacterias Gram negativas,
anaerobias o aerobias y los géneros principalmente descritos son Bacteroides, Prevotella
y Porphyromonas [37]. Las Actinobacterias son bacterias Gram positivas, con un alto
contenido de G+C, anaerobias obligadas que cuenta con los géneros Bifidobacterium,

Colinsella y Atopobium [38].

La carga microbiana a lo largo del tracto gastrointestinal humano no tiene un
comportamiento homogéneo y a medida que se recorre desde el es6fago hasta el recto

distal hay una marcada diferencia en la diversidad y el nimero de bacterias [33]. El nimero
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de microbios presentes por gramo en el eséfago es de 10, en el estémago y en el duodeno
de 103, de 10* a 107 en el yeyuno y finalmente de 10! a 10'* en el colon [39]. En el es6fago
distal, el duodeno y el yeyuno el género bacteriano dominante es Streptococcus, en el
estdmago la mayoria de las bacterias no sobreviven por el pH bajo del medio, sin embargo,
podemos encontrar los géneros bacterianos Prevotella, Veillonela, Rothia y la especie
Helicobacter pylori [33] [40]. La microbiota del colon es la méas diversa constituyendo mas
del 70% de todos los microorganismos que se encuentran en el cuerpo y esta compuesta
principalmente por bacterias anaerobias siendo los géneros predominantes Bacteroides,
Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus, Ruminococcus, Enterococcus y también la
familia Enterobacteriaceae. En la figura 1-1 se describe la distribucién de la microbiota a

lo largo del tracto gastrointestinal

La literatura cientifica reporta que la dieta tiene un efecto rapido sobre la composicién de
la microbiota de una persona adulta, promoviendo el crecimiento de ciertos grupos
bacterianos sobre otros [41]. La dieta mediterranea se caracteriza por una combinacién de
fibra (carbohidratos complejos), acidos grasos poliinsaturados, compuestos bioactivos
como flavonoides, fitoesteroles, terpenos y polifenoles; este tipo de dieta se ha asociado
con el aumento de las familias Lachnospiraceae, Ruminococcaceae y Bifidobacteria. Se
describe una mayor diversidad bacteriana que favorece un mejor funcionamiento y control

de la permeabilidad intestinal [42].

La dieta occidental se caracteriza por un alto contenido de grasas saturadas, cereales
refinados, azlcar, sal, proteina animal, alcohol junto con un consumo reducido de frutas,
verduras, micronutrientes como las vitaminas A, C, D, E y oligoelementos como el zinc, el
fésforo, calcio, magnesio y potasio [42]. Esta dieta se ha asociado con una menor
diversidad microbiana y con la abundancia del género Prevotella y Xylanibacter, asi como

también de bacterias tolerantes a la bilis, como Alistipes, Bilophila y Bacteroides [43]
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Bacteroides, gemella,

megasphaera, pseudomonas, = Esophagus pH < 4.0
preveotella, rothia sp.,

streptococcus, veillonella

Streptococcus, lactobacillus,
prevotella, entercoccus,
helicobacter pylori

Stomach pH < 2

Duodenum
Bacteroides, clostridium,
streptococcus, lactobacillus, - Small intestine
y -proteobacteria, entercoccus Jejunum
pH5-7
Bacteroides, eubacterium, lleum

bifidobacterium, clostridium,
lactobacillus, ruminococcus,
peptostreptococcus, peptococcus,
faecalibacterium prausnitzii group,
methanobrevibacter, desulfovibro,
propionibacterium, actinomyces,
streptococcus, fusobacterium,
escherichia, preveotella,
porphyromonas, enterobacterium,
enterococcus

Colon (Large intestine)
pH5-5.7

Figura 1-1: Distribucion de la microbiota a lo largo del tracto gastrointestinal. Tomado de Tungland,
et al, 2018 [33].

1.2 Funciones de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal cumple mudltiples procesos beneficiosos para la salud del
hospedero, participa directamente en la digestion de nutrientes, en el balance energético,
la proteccién de la mucosa intestinal, la regulacién del sistema neuroendocrino y del
sistema inmunitario; en la produccion de metabolitos y vitaminas vitales en el desarrollo
del hospedero [5][30][44].

1.2.1 Digestion y metabolismo de nutrientes

Una parte de los carbohidratos que se consumen en la dieta como los oligosacaridos, la
fibra dietética (polisacaridos no amilaceos como celulosas, hemicelulosas, pectinas y
gomas) no son digeridos completamente por accion de las enzimas humanas. Esos
residuos de oligosacéridos llegan al colon y son fermentados por la microbiota intestinal
anaerobia que produce acidos grasos de cadena corta (AGCC), de estructuras diversas
como el formiato, propionato, acetato, butirato, valerato, isovalerato, hexanoato; otros

acidos organicos como el lactato y el succinato; la producciéon de alcoholes como el



Capitulo 1. Marco teoérico. 24

metanol y el etanol; asi también la liberacién de gases como metano, hidrégeno y didéxido
de carbono [45].

Los AGCC predominantes son el acetato, el propionato y el butirato. El acetato se
encuentra en la sangre, sirve como fuente de energia para los tejidos periféricos en la
lipogénesis y la biosintesis de colesterol en el higado [45]. El butirato sirve como fuente de
energia de los colonocitos; en la regulacion de la homeostasis energética, al estimular las
células enteroendocrinas intestinales para la produccion de leptina proveniente de los
adipocitos; en la produccion del péptido similar al glucagén en las células L y se ha visto
también que reduce el efecto de los metabolitos nocivos de los acidos biliares y los fenoles
[46]. El propionato es transportado a través de los colonocitos y dirigido hasta el higado
donde es derivado a acetato [45]. Las bacterias que se reconocen como principales
productoras de AGCC son Roseburia spp, Eubacterium rectale, Eubacterium hallii,
Faecalibacterium prausnitzii y los grupos Clostridiales IV y X1V [47]. La microbiota intestinal
produce vitamina K, y contribuye con las vitaminas del complejo B (B1, B8, B9 y B12). Se
han reconocido que las cepas de bifidobacterias son las principales productoras de

vitaminas del complejo B [48].

1.2.2 Proteccidn de la mucosa intestinal

El tracto gastrointestinal es una barrera selectiva que incluye enterocitos (90-95%), células
enteroendocrinas, calciformes, M o de Peyer y de Paneth. Las células calciformes son las
encargadas de secretar glicoproteinas de mucina, las células de Paneth son las
responsables de la secrecién de péptidos antimicrobianos como las defensinas y las Reg-
gamma que van a inhibir el crecimiento de determinados microorganismos [32]. La
microbiota intestinal comensal es aquella habita de manera constante, siendo autéctona y
gue no provoca dafio en el hospedero [49]. Esta microbiota regula la expresion de los
genes que codifican la mucina (MUC-2, MUC-3) modificando su patron de glicosilacion,
produccion de péptidos antimicrobianos regulando la adhesion y la colonizacion de
bacterias patégenas [32][50]. La microbiota intestinal comensal produce sefales captadas
por el sistema inmune innato ejerciendo un efecto tréfico colaborando con la proliferacion
de células epiteliales y el mantenimiento de las uniones intercelulares estrechas
fortaleciendo la integridad y la funcién del epitelio como barrera fisica frente a la entrada

de bacterias patdgenas [50][51].
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1.2.3 Regulacion de larespuesta inmune

La microbiota intestinal comensal se encuentra en un continuo estado de simbiosis con su
hospedero, condicion denominada eubiosis. Multiples factores como el consumo
prolongado de diversos medicamentos entre ellos los antibidticos, el estrés, factores
genéticos, dietas ricas en grasas o con un alto indice glicemico y el estilo de vida pueden
inducir a que se pierda este equilibrio simbiotico. En este estado hay perdida de la
diversidad microbiana, situaciébn conocida como dishiosis. Cualquier alteracion en la
microbiota que genere disbiosis repercute directamente en el favoreciminto de diferentes

patologias entre ellas la DM2 y la obesidad [32].

En eubiosis existe una comunicacién constante entre el sistema intestinal y el inmune,
debido a que la barrera intestinal contiene altas concentraciones de inmunoglobulina
isotipo A secretora (IgAS), producida por las células de Peyer en la luz intestinal. Esta
inmunoglobulina va a formar complejos especificamente con las bacterias comensales que
pertenecen a la luz intestinal para empezar a presentar selectivamente los componentes
bacterianos a las células dendriticas que inducen la produccion de IL-10 de propiedades
antiinflamatorias [52].

1.3 Asociacion de la microbiota intestinal con DM2 y
obesidad

1.3.1 Generalidades de la DM2 y la obesidad

La DM2 es una enfermedad metabdélica caracterizada por la presencia de niveles altos de
glucosa en sangre (hiperglucemia) [20], esta condicion se da por el desarrollo de
resistencia a la insulina (RI) [53]. La insulina es una hormona secretada por el pancreas
con acciones fisiolégicas principalmente en el higado, el masculo y el tejido adiposo

responsables del metabolismo y almacenamiento de energia en el organismo [54].

La Rl causa que las células B pancreaticas secreten mas insulina en un proceso conocido
como hiperinsulinemia compensatoria, que a la larga ocasiona un deterioro de las células
B dando lugar a una hiperglucemia sostenida [54]. Adicionalmente va a contribuir al

desarrollo de dislipidemia, hipertension y aterosclerosis. A nivel molecular la Rl es el
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resultado de alteraciones en la sefalizacion de la hormona, debido a mutaciones o
modificaciones postraduccionales de su receptor o de proteinas efectoras localizadas
corriente abajo del mismo [55].

Los criterios de diagnéstico para DM2 establecidos por la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA) son glucosa en sangre en ayunas 2126 mg/dL, una prueba de tolerancia
oral a la glucosa (PTOG) = 200 mg/dL, hemoglobina glicosilada (HbA1c) = 6,5% y una
glucometria aleatoria = 200 mg/dL [56]. La condicion de prediabetes hace referencia a un
estado metabdlico intermedio entre la homeostasis normal de la glucosa y la DM2 [57].
Son indicadores de prediabetes valores alterados de glucosa en sangre en ayunas entre
100 y 125 mg/dL, una PTOG entre 140 y 199 mg/dL y valores de 5,7% a 6,4% de HbAlc
[56]. La prediabetes es un estado metabdlico reversible, por ello es importante su deteccién
y tratamiento temprano para evitar la progresion a DM2. Los parametros mas importantes
en el manejo de la prediabetes son los cambios en el estilo de vida, valoracién de los
factores de riesgo cardiovasculares, medidas para normalizar el peso y el tratamiento de

la hiperglucemia [58].

Una herramienta de tamizaje del riesgo a desarrollar DM2 es la encuesta Finnish Diabetes
Risk Score (FINDRISC), disefiada en el afio 2001 en un estudio prospectivo en poblacion
finlandesa [59]. Esta encuesta consta de preguntas relacionadas con la edad, medidas
antropomeétricas, antecedentes familiares, estilo de vida, consumo de medicamentos para
hipertensién arterial y control glucémico. A cada respuesta se le asigna un puntaje cuyo
valor total se relaciona directamente con el porcentaje de factor de riesgo al desarrollo de
DM2 en diez afios. En Colombia la guia de practica clinica de DM2 indica que un FINDRISC
212 puntos ya es de alerta por lo es recomendable control glicémico preprandial (en ayuno)
[60].

La obesidad se define como la acumulacion excesiva o la distribucion anormal de la grasa
corporal, que lleva a la liberacién de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleuquina 18 (IL-1pB) e interleuquina 6 (IL-6). La consecuencia del
aumento en esas citoquinas promueve el estrés oxidativo, con disminucion en la regulacion
de las especies reactivas de oxigeno (ROS) que conlleva a un estado inflamatorio
permanente [61]. La obesidad se clasifica en obesidad grado | o moderada con un IMC de
30,0-34,9; obesidad grado Il o severa con un IMC de 35,0-39,9 y de grado Ill o mérbida

con un IMC = 40,0 [22][62]. La obesidad aumenta el riesgo de trastornos asociados con
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alta mortalidad y morbilidad, como diabetes, hipertension, cardiopatia coronaria,
dislipidemia, enfermedad de la vesicula biliar y ciertas neoplasias malignas [63].

1.3.2 Relacion de la disbiosis en el desarrollo de DM2 y obesidad

La evidencia de que la microbiota intestinal podria estar implicada en el desarrollo de DM2
y obesidad inici6 con estudios en modelos murinos [5]. Se transplanté heces de ratones
con microbiota intestinal en condiciones fisiologicas a ratones libres de germenes; se
observd que estos Ultimos aumentaron en un 60% su tejido adiposo, desarrollaron R,
ademas de detectarse un incremento en los niveles de leptina y glucosa [64]. También se
estudié la microbiota intestinal de ratones obesos con deficiencia en leptina, éstos
presentaron bacterias con mayor expresién génica para enzimas que participan en la
extraccién de nutrientes, aumento de la fermentacion a nivel intestinal y disminucién de las
calorias residuales en las deposiciones. Al trasplantar la materia fecal de ratones

deficientes de leptina a ratones normopeso, estos Ultimos desarrollaron obesidad [65].

La disbiosis favorece el desarrollo de endotoxemia metabdlica por los lipopolisacaridos
(LPS) provenientes de bacterias Gram negativas; €éstos aumentan cuando hay una ruptura
de la barrera intestinal y una elevada permeabilidad intestinal [66]. Los LPS son
trasportados al torrente sanguineo por medio de quilomicrones, que estan elevados a raiz
de dietas ricas en grasas [67][68]. Los LPS promueven el estado inflamatorio debido a que
son reconocidos por dos receptores de membrana el Cluster de diferenciacion 14 (CD14)
y el receptor tipo Toll 4 (TLR4), expresados en la superficie de la membrana plasmatica de
los macrofagos; este reconocimiento activa la ruta de sefalizacion del factor nuclear
potenciador de las cadenas k de las células B activadas (NF-kB) lo que lleva a la liberacién

de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-1, IL-6) [69].

En condicién de eubiosis se promueve la produccién de AGCC, éstos son ligandos de los
receptores GPR41 y GPR43 que se encuentran en las células L enteroendocrinas
intestinales. La respuesta efectora a la union ligando-receptor, estimula la produccion del
péptido similar al glucagon-1 (GLP-1), del péptido similar al glucagon-2 (GLP-2) y el péptido
YY (PYY) [70]. El aumento de GLP-1 promueve la secrecion de insulina dependiente de la

glucosa, la biosintesis de insulina, la inhibiciéon de la secrecion del glucagén, el vaciado
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géstrico, disminuye la inflamacion y la apoptosis [71]. EI GLP-2 interviene en el ensamblaje
lipidico, mejora la funcion de la barrera intestinal y se cree que accede a distintas reservas
de lipidos en el intestino para su movilizacion; el PYY se relaciona con el aumento del
transito intestinal y la reduccion del apetito [72][73]. En condicion de disbiosis se altera la
homeostasis metabdlica dado que se pierde la regulacion hormonal intestinal mencionada

anteriormente.

El metabolismo de lipidos y lipoproteinas también se ve alterado en la situacion de
disbiosis. La microbiota intestinal participa en el metabolismo de acidos biliares primarios
a acidos biliares secundarios, éstos se unen a los receptores FXR y TGR5 en el higado.
La sefalizacién de la unién a los receptores FXR y TGR5 promueve el ensamblaje de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), de densidad intermedia (IDL) y de baja
densidad (LDL) [74].

1.4 Biomarcadores de Microbiota intestinal en DM2 y
obesidad

Un biomarcador es un evento que se produce en un sistema bioldgico y se interpreta como
indicador del estado de salud o del riesgo de enfermedad [75]. Se ha detectado en
obesidad y DM2 un aumento del filo Firmicutes, sobre el filo Bacteroidetes [76]. En general
los estudios indican que hay una disminucién de las bacterias productoras de butirato,
especialmente Roseburia intestinalis y Faecalibacterium prausnitzii; paralelamente se
reporta el aumento de patdégenos oportunistas como Clostridium clostridioforme,
Clostridium hathewayi, entre otros [77]. La tabla 1-1 describe biomarcadores de microbiota

intestinal que se han correlacionado como posibles indicadores de obesidad y DM2.
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Tabla 1-1: Estudios de biomarcadores microbianos para DM2 y obesidad

Tipo de estudio

Participantes

Indicadores clinicos.

Biomarcadores microbianos encontrados.

Referencia

Estudio analitico,

transversal.

Estudio
experimental,
transversal

Estudio
experimental,
transversal

Estudio
experimental,
transversal

Estudio de
cohorte

Estudio
experimental,
transversal

Género: masculino y
femenino
n=20 gemelos

monocigéticos con DM2 y

obesidad
Edad:30-48 afios

Género: femenino
n= 145
Edad: = 70 afios

Género: masculino y
femenino
n= 123 normopesos y
169 obesos

Género: masculino y
femenino
n=441
Edad: = 18 a 62 arios

Género: masculino y
femenino
n= 484
Edad: 218 a 59 afos

Género: masculino y
femenino
n= 32 obesos y 32
normopeso
Edad: 18 a 25 afios

IMC, glucosa, perfil lipidico, insulina,
HbAlc, PCR, ALT, AST, albumina

Glucosa, PTOG,HbAlc,Péptido C, Perfil
lipidico.

IMC, leptina, adiponectina
perfil lipidico, &cidos grasos libres,
insulinay PCR.

Perfil lipidico, glucosa
HbA1c,PCR, proteina de union a LPS,
IMC,
perimetro de cintura.

Insulina,HbAlc,HOMA-
B,glucosa,PTOG,vitamina D.

Glucosa
Perfil lipidico
Niveles de LPS en suero.

1 del filo Firmicutes principalmente el género
Roseburia.

| del filo Verrucomicrobia especialmente la especie
Akkermansia muciniphila

Voluntarias con DM2: 1 Clostridium clostridioforme,
Lactobacillus gasseri, Streptococcus mutans
Clostridium hathewayi

Voluntarios obesos: 1 Bacteroides, Parabacteroides,
Ruminicoccus, Campylobacter, Porphyromonas,
Staphylococcus, Anaerostipes

Voluntarios sanos: 1 Akkermansia-Bacteroidales y
Ruminococcaceae

Voluntarios obesos: 1 Escherichia coli y
Enterobacter hormaechei

Voluntarios prediabéticos y diabeticos: 1 Clostridium
clostridioforme y Clostridium bolteae

| Faecalibacterium, Alistipes, Pseudoflavonifractor,
Oscillibacter

Voluntarios obesos: 1 Clostridium leptum vy el
género Lactobacillus.

| Prevotellay la especie E. coli

[78]

[79]

[80]

[28]

[81]

[82]

En la columna de biomarcadores 1 indica el aumento y | indica la disminucién del filo, género o especie.
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1.5 Secuenciacion de nucleétidos en la microbiota
intestinal

La metodologia utilizada tradicionalmente para el estudio de bacterias intestinales es el
cultivo, sin embargo, éste presenta grandes limitaciones como el tiempo requerido para el
aislamiento bacteriano, la baja sensibilidad, y la reproducibilidad de los resultados [83].
Actualmente, gracias al avance de técnicas moleculares se ha logrado identificar que solo

entre un 10% al 30% de las bacterias intestinales son cultivables [84].

Las técnicas moleculares han permitido el estudio y la secuenciacién del gen que codifica
para la subunidad pequefia del ribosoma bacteriano (16S rRNA) [85]. Este gen 16S rRNA
tiene una longitud de aproximadamente 1.550 pb y estd compuesto por regiones
hipervariables y conservadas; es utilizado con fines filogenéticos ya que tiene una
estructura caracterizada por regiones hipervariables (V1-V9), flanqueadas por regiones
ultraconservadas criticas para las funciones ribosémicas. Las regiones hipervariables
actian como marcadores filogenéticos para la diferenciaciébn de especies bacterianas,
mientras que las regiones conservadas sirven para el disefio y la unién de primers o
cebadores universales [83]. Para llevar a cabo el proceso de secuenciacion se seleccionan
regiones al comienzo del gen, en la region de 540 pb o al final de la secuencia completa

del gen en el disefio de los primers [86].

Durante este siglo se desarrollaron las tecnologias de secuenciacidon de proxima
generacion (NGS, del inglés next-generation sequencing). Se caracterizan por el aumento
exponencial en la produccién de datos de secuenciacion, gracias a que se analizan masiva
y paralelamente varias muestras a la vez. Las plataformas de segunda generacion o de
“lectura corta” tienen como principales representantes al sistema lllumina y al sistema lon
Torrent [87][88]. La tecnologia de secuenciacion lon Torrent utiliza un chip semiconductor
y se basa en la deteccion de iones de hidrégeno cargados positivamente que van a generar
un cambio de pH y de voltaje que son detectados por un sensor ISFET (lon-Sensitive Field-
Effect Transistor) [89].

Para lograr la secuenciacion en estudios de microbiota intestinal con lon Torrent, se debe
realizar una libreria genética que incluye la fragmentacioén del ADN, la amplificacion del
ADN con primers especificos del gen 16S rRNA, ligacion de adaptadores (barcoding),

reparacion del ADN y la preparacién de un templado que se obtiene mediante PCR
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(proceso de reaccién en cadena de la polimerasa) en emulsion. En esa metodologia de
PCR, cada fragmento de ADN se deposita en micromicelas, que provienen de una
emulsiéon aceite - agua [89][90]. Las reacciones de secuenciacion se realizan en fase
sélida, al adicionar microesferas que en su superficie estdn marcadas con la secuencia
complementaria de los adaptadores. Se promueve la unién de los millones de fragmentos
ADN a secuenciar con las microesferas; la muestra enriquecida es cargada dentro de los
pozos del lon Chip. La amplificacion de las secuencias se realiza incorporando un unico
desoxirribonucleétido trifosforilado (dNTP), con liberacion del anion pirofosfato y un ion de
hidrogeno. Ese protdn genera el cambio de voltaje que se detecta como la lectura del
nucleétido incorporado. La figura 1-2 esquematiza los principales pasos para la
secuenciacion de la microbiota [87].

qPCR
Heces ——
‘ . PCR en
“ I“ ll ” | Ar emulsion
i ),
- Termocicador = v s pa b ) = -
s I She s h,
== =5 —_—
— — L Z — ~ ~ —
1. Amplificacién 2. Preparacion de = § 4. Preparacion Secue 5 =
je la libreria Determinacion del templado de ecuenciacion
ADN de las 0 ; = 2 de 1a libreri
T~ reparacion, dela la libreria e la libreria.
purificacion del concentracion
ADN vy union de de la libreria

Barcodes

Figura 1-2: Principales pasos en la secuenciacion de microbiota. En (1) el ADN extraido de las
heces se utiliza para amplificar las regiones hipervariables de la subunidad 16S ribosomal; en (2)
los amplificados son codificados por la unién a secuencias de marcaje conocidas; en (3) esas
codificaciones o librerias se purifican y se ajusta su concentracion mediante PCR en tiempo real;
(4) las librerias se amplifican mediante PCR en emulsion y (5) se realiza la secuenciacion de
nucleétidos en la plataforma lon Torrent.

Las plataformas lon Torrent fueron las primeras de secuenciacién comercial que no
requirieron de fluorescencia ni luminiscencia, que dio como resultado una mayor velocidad
de secuenciacion, maneja diferentes chips que difieren en cuanto a la cantidad de pozos
permitiendo una produccién de datos hasta maximo de 50 Gb/dia, el tiempo de
secuenciacion oscila entre 7 a 19 horas [91]. Dentro de las desventajas que presenta la
secuenciacién con lon Torrent es que debido a su principio de detectar iones de hidrégeno,
se dificulta la deteccion de varias bases idénticas consecutivas en un fragmento de ADN

conocidas como homopolimeros [90].
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Objetivos

2.1 Objetivo General

Estudiar perfiles filogenéticos de la microbiota intestinal en adultos colombianos entre 40

a 70 afios con factores de riesgo a diabetes mellitus (DM2) y obesidad.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Analizar el perfil genético de la microbiota intestinal en muestras de materia fecal.

2.2.2 ldentificar perfiles diferenciales de la microbiota intestinal y su relacién patogénica

con DM2 y obesidad.

2.2.3 Correlacionar la microbiota intestinal con los parametros nutricionales de los

voluntarios.

2.2.4 Correlacionar la microbiota intestinal con los parametros clinicos de los voluntarios.
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Materiales y métodos

La ejecucién de este proyecto se desarrolld en el grupo de investigacion de Bioguimica y
Biologia Molecular de Micobacterias (BBMM) del Departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia, y en el Laboratorio de Higiene Inspeccién y Control de
Alimentos (LHICA). de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Santiago de

Compostela (Lugo-Espafia).

El desarrollo de las actividades experimentales obtuvo dictamen favorable con cédigo de
registro 2018/270 del 20 de septiembre de 2018 del Comité Autonémico de Etica de
Investigacion de Galicia (Santiago de Compostela) (Anexo A1) y por el Comité de Etica de
la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia por medio del acta 02 del
afio 2019 (Anexo A2). El disefio experimental del presente estudio es de tipo descriptivo,
analitico y de corte transversal. Se hizo el reclutamiento de voluntarios provenientes de
diferentes geografias del pais, de ellos se obtuvieron las muestras bioldgicas de sangre
para los analisis bioquimicos y de heces para analisis genémicos.

3.1 Reclutamiento de voluntarios

Los voluntarios se reclutaron de marzo del 2019 a marzo del 2020, se usé material de
divulgacion que incluyé un video interactivo, folletos, pendones y volantes informativos que
se compartieron en el correo institucional de la Universidad Nacional, con familiares de
pacientes diabeticos de la Asociacion Colombiana de Diabetes y redes sociales. Se
realizaron jornadas de salud gratuitas desarrolladas en las ciudades de Bogota, Medellin
e Ibagué y en los municipios de Caqueza, La Vega, Usme y Une del departamento de
Cundinamarca y también en Circasia (Quindio). Con la llegada de la emergencia sanitaria

por Covid-19 no fue posible realizar jornadas en otras zonas geogréficas colombianas.

3.1.1 Criterios de inclusién

Se seleccionaron voluntarios hombres y mujeres colombianos que cumplieron con los

siguientes criterios de inclusion (i) un rango de edad entre 40 y 70 afios; (ii) sin diagnéstico
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de diabetes y sin medicacion para esta patologia y (iii) estar en estado de ayuno no mayor

a 8 horas.

3.1.2 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusién de la investigacion incluyé a voluntarios con las siguientes
caracteristicas (i) ser menor de 40 afios 0 mayor de 70 afos; (ii) mujeres en estado de
embarazo; (i) personas con discapacidad mental; (iv) con consumo reciente o a la fecha
de la toma de muestra de medicamentos hipoglucemiantes, antibiéticos, antihipertensivos,
alfa-adrenérgicos, anfetaminas, betabloqueadores, calcio-antagonistas, opiaceos,
neurolépticos, fenotiazinas y antidepresivos triciclicos y también probi6ticos, prebidticos
como tratamiento médico; (v) voluntarios que no entregaban muestras de heces o la
cantidad fue insuficiente para el analisis; (vi) voluntarios con historias clinicas o con el

cuestionario de frecuencia de alimentos incompleto.

Los voluntarios recibieron un documento que contenia la informacion del proyecto y el
consentimiento informado (Anexo B). En éste se describian las muestras bioldgicas que
serian donadas a la investigacion y los procedimientos a realizar; también se indicaba la
posibilidad de abandonar el proyecto en cualquier momento. Cada voluntario con su firma
autorizé la toma de muestras, los procedimientos de andlisis y el tratamiento de datos
segun la ley 1581 del afio 2012. A cada consentimiento informado se le asigné un cédigo
para la identificacion de las muestras biolégicas. Este documento quedo bajo custodia del

grupo de investigacion.

3.2 Protocolo de reclutamiento

Luego de firmar el consentimiento informado cada voluntario pasaba a la valoracion médica
que incluyo, (i) la medida de la tension arterial (tensiometro Welch Allyn); (i) la talla
(tallimetro-estadimetro portatil SECA modelo 213); (iii) el perimetro de cintura se midioé
entre el borde inferior de la décima costilla y el borde superior de la cresta iliaca en
espiracion, el procedimiento se realiz6 después de una espiracion normal con una cinta
métrica plastica con una precision de 1mm (LORD) LDC-338; (iv) diligenciamiento de la

historia clinica; (v) glucometria en ayunas (glucometro Roche y kit Accu-chek).
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Las medidas antropométricas se realizaron en una balanza Omron modelo Hbf-514c
(healthcare, Inc USA). Luego de ser calibrado el equipo, a cada voluntario se le solicité el
retiro de calcetines, y elementos metalicos, colocando los pies sobre los electrodos de la
balanza, en posicién erguida con mirada al frente y empufiando los electrodos para cerrar
el circuito. En el formulario se diligenciaron los valores de masa corporal (Kg), IMC (Kg/m?),
porcentajes de grasa corporal total, grasa visceral y musculo.

Con los datos correspondientes se diligencio el cuestionario FINDRISC (Anexo C), segln
el puntaje obtenido en este cuestionario se le explicd a cada voluntario su nivel de riesgo

a desarrollar DM2 en 10 afos.

El universo de la poblacién reclutada fue 620 mujeres y hombres colombianos, de éstos
completaron el protocolo 535 voluntarios. Se seleccionaron para el andlisis genémico de
microbiota 85 voluntarios, en general caracterizados por FINDRISC, antecedentes
familiares de DM2 e IMC.

3.3 Cuestionario de frecuencia de alimentos

Cada voluntario diligencié un cuestionario de frecuencia de alimentos (FFQ) validado en
poblacion colombiana anteriormente para conocer la ingesta de macro, micronutrientes y
el consumo energético en kilocalorias (kcal) [92]. Este cuestionario consta de una lista de
60 alimentos agrupados segun su contenido nutricional, con una frecuencia de consumo
diaria, semanal, mensual y anual (Anexo D), para calcular la ingesta individual de
nutrientes se uso la herramienta NutCal® version 1.2. Hasta la fecha se han analizado 511
voluntarios, el proceso de alimentacion del Software continua bajo la asesoria del Doctor

Oscar Fernando Herran de la Universidad Industrial de Santander

3.4 Tomade muestra sanguineay PTOG

Los voluntarios que accedieron a donar muestra sanguinea se les extrajo sangre por
puncién venosa utilizando el sistema vacutainer en tubos secos tapa amarilla con gel
separador para extraer suero. Luego de la formacion del coagulo las muestras de sangre
se centrifugaron a 1600 x g por 10 minutos para la separacién de suero que fue

almacenado a -70°C en alicuotas de 500 pl hasta su uso.
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Los voluntarios que presentaron FINDRISC = 12 con glucometria < 126 mg/dl, y que
accedieron realizar la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG), se les suministré una
carga de glucosa del 21,4% (75g GLU anhidra en 350 mL de agua) inmediatamente
después de la extraccion de sangre venosa. A estos voluntarios se les indicé que no
consumieran ningun tipo de alimento o bebida, que no fumaran y que permanecieran en
estado de reposo por 2 horas. Al cabo de este tiempo se les volvié a tomar una muestra
sanguinea, en tubo seco, para determinar la concentracion de glucosa en suero como

confirmacion de un posible diagnéstico de DM2 o intolerancia oral a la glucosa [60].

3.5 Recoleccidon de muestra de materia fecal

Previo a la fecha de la jornada de salud, a cada voluntario se le solicito traer una muestra
de materia fecal lo méas fresca posible. Las cajas coprolégicas fueron entregadas con
anterioridad a la jornada y se acompafié de un boletin con las indicaciones para la
recoleccién de la muestra recalcando un previo aseo, que se evitara la contaminacién con
orina y que la muestra se entregara marcada con el nombre del voluntario y con la fecha
de recolecciéon. Para las muestras recolectadas varias horas antes se les solicitd que
fueran refrigeradas hasta el momento de la entrega, estas se codificaron de acuerdo con
el consentimiento informado de cada voluntario y se congelaron a -80°C hasta el momento

de su uso.

3.6 Anaélisis bioquimicos

A cada voluntario se le determinaron los siguientes metabolitos en suero, glucosa (GLU),
colesterol total (CT), triglicéridos (TG), colesterol HDL (c-HDL), colesterol LDL (c-LDL) y
colesterol VLDL (c-VLDL). Para el protocolo de andlisis de estos metabolitos se utiliz6 kits
de la casa comercial Spinreact, cuyo mecanismo es de reacciones enzimatico
colorimétricas y con deteccion espectrofotométrica a 505 nm . Todas las determinaciones
bioquimicas se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante; en cada prueba se
incorporaron controles normales y patolégicos de marca Spinreact. El calculo del colesterol
VLDL se realiz6 dividiendo el valor de los TG entre 5, dado que el resultado fue expresado
en términos de mg/dL. Para el calculo del colesterol LDL se aplicé la formula de Friedewald
[93], que indica que esta lipoproteina es igual al resultado proveniente de sumar el c-HDL
con el c-VLDL y ese valor restarlo del CT, [c-LDL = CT-(c-HDL+c-VLDL)].
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3.7 Extraccion de ADN de materia fecal

Mediante el kit DNeasy Power Soil (Qiagen, Inc Alemania) se realizo la extraccion de ADN
presentes en las heces, siguiendo las instrucciones del fabricante, con algunas
modificaciones que permitieron optimizar la concentracion y pureza del ADN. El protocolo
inicié pesando aproximadamente 300 mg de las heces en los tubos que contienen las
perlas de vidrio. Para la fase de lisis se incubaron las muestras con 60 ul de la enzima
lisozima a 10 mg/ml por 10 minutos a temperatura ambiente; se adicionaron 60 pl de SDS
al 10% y junto con la accién mecdnica de las perlas de vidrio y vortex fuerte por 10 minutos
se garantizo la lisis bacteriana. Luego de centrifugar a 10.000 xg por 1 minuto se hizo la
recoleccién del sobrenadante en un tubo eppendorf estéril; se realiz6 la fase de
pretratamiento con reactivos precipitantes para eliminar restos celulares, diferentes
macromoléculas y residuos sdlidos que fueron retirados por centrifugacion. Se garantizé la
solubilidad total del ADN mediante cloruro de guanidinio - isopropanol (buffer de unién),
esta disolucién se aplicé a la columna de silica gel retirando el filtrado por centrifugacion.
La fase de lavado de la silica- ADN se realiz6 con etanol al 70%, mediante centrifugacion.
La elucion del ADN se realizé con 100 pl del buffer Tris HCI 20mM pH 8,5. Se midio la
concentracion y calidad del ADN en términos de las relaciones de absorbancia 260/280 y
260/230 por espectrofotometria (NanoDrop) y fluorométricamente mediante el sistema
Qubit (kit 1X dsDNA High Sensitivity). Las muestras de ADN fueron almacenadas a -20°C

hasta su uso.

3.8 Secuenciacion de ADN

Se utilizé la plataforma lon Torrent S5 de ThermoFisher y el kit lon 16 S™ Metagenomics
de catdlogo A26216, para la secuenciacion de nucleétidos de la poblacion bacteriana
proveniente de la microbiota de los voluntarios. Las regiones hipervariables del gen 16S
rRNA se amplificaron mediante el kit lon 16S™ Metagenomics (ThermoFisher Scientific,
Inc USA), por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El kit consta de dos
juegos de primers especificos del gen 16S rRNA, patentados por la casa comercial. El
primer grupo de primers esta dirigido a las regiones hipervariables 2, 4 y 8; el segundo
grupo esta dirigido a las regiones hipervariables 3,6,7 y 9, por lo que se amplifican 7
regiones hipervariables, generalmente para el primer set de primers se tienen longitudes

de amplicones de ~ 250 pares de bases (pb), ~ 288 pb y ~ 295 pb, respectivamente y para
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el segundo juego de primers se tienen longitudes de amplicon de ~ 215 pb, ~ 260 pb, y ~
209 pb. Estos juegos de primers fueron disefiados para cubrir >80% de las secuencias
encontradas en diferentes bases de datos [94]. Se us6 como control positivo de
amplificacibn ADN proveniente de la cepa E.coli DH10B y como control negativo agua
grado molecular. Los experimentos de amplificacion se realizaron por duplicado para las

muestras y controles, el procedimiento se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los amplicones fueron purificados usando el kit de perlas magnéticas Agencourt AMPure
XP (Beckman Coulter, Inc USA) y etanol al 70%; éstos fueron cuantificados mediante el
sistema Qubit. La produccion de las librerias genéticas se realiz6 utilizando el kit lon Plus
Fragment Library (ThermoFisher Scientific) y 80 ng de cada amplicon en un volumen de
79ul. Las librerias se caracterizan por el marcaje de cada amplicon con unas secuencias
cortas de ADN conocidas como barcodes que permiten la diferenciacion entre muestras.
Luego del proceso de marcaje se hace una purificacion usando el kit de perlas AMPure XP
y etanol al 70%. Con el objetivo de determinar la concentracién de la libreria genética de
la microbiota, previamente se preparé una curva de calibracién utilizando como patrén
cuatro diluciones seriadas en base 10 de la libreria de E. coli DH10B 6,8 pM (estandar
incluido en el kit lon Universal Library Quantitation de ThermoFisher Scientific). Se preparé
una diluciéon 102 de las librerias de microbiota y junto con las diluciones del patrén se
amplificaron, por duplicado, mediante gPCR en el equipo QuantStudio 12K Flex
(ThermoFisher Scientific), siguiendo el protocolo del fabricante. Luego del procesamiento

de los datos, las librerias de microbiota se ajustaron a una concentracion de 10 pM.

El proceso de secuenciacion de nuclettidos se realizé en el equipo lon Torrent S5;
previamente se utilizaron los kits lon One Touch2™ y el lon PGM™ Hi-QTM que incluye
las lon esferas (contienen las secuencias complementarias de las regiones hipervariables).
Junto con estas lon esferas y las librerias de microbiota diluidas hasta 0.064 pM se genero
el templado que fue cargado en el lon chip utilizando lon 520™ Chip Kit (Thermo Fisher
Scientific, Taiwan). En cada lon Chip la cantidad maxima de muestras que se pueden

secuenciar son 48 y el tiempo total de secuenciacion la plataforma lon S5 es de 7 horas.

3.9 Analisis bioinformaticos
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Se utilizé el sistema operativo Ubuntu para la instalacién del software QIIME 2 ™ necesario para
el andlisis de los resultados de la secuenciacion de nucledétidos. Los archivos en formato BAM y
en formato FASTQ se obtuvieron del software Torrent suit (v.5.12.2.), las secuencias en formato
FASTQ fueron analizadas por el software QIIME 2™ versién 2021.8 [92]. Para obtener el nimero
de lecturas y la visualizacion de la calidad, los archivos FASTQ fueron comprimidos y
demultiplexados dado el uso de barcodes en el sistema lon Torrent. EL algoritmo DADA2 permitio
filtrar las secuencias en funcién de su calidad, en este caso se eliminaron aquellas con un Q
score < 30, lo que permite eliminar el ruido o posibles quimeras. Las secuencias Unicas que
presentaron una abundancia total menor de diez taxones fueron removidas, asimismo, aquellas
gue solo aparecian en una Unica muestra también fueron eliminadas. Finalizado el proceso de
denoising o de limpieza se llevé a cabo la asignacién taxonémica utilizando “giime feature-
classifier classify-consensus-vsearch” por comparacién con la base de datos Greengenes (13_8)
con el 99% de identidad de secuencias. Se generaron barplots interactivos en QIIME 2 de las
unidades taxondmicas (OTUs), para la visualizacion de la clasificacion taxonémica. El flujo de

trabajo para los andlisis taxonémicos se describe en la figura 3-1.

Secuericias Secuencias
formato . M) | Denoise/DADA?2.
FASTQ demultiplexadas.
Secuencias de ADN i ’ 1
juntas que se
diferencian con el Tabla con las :
uso de barcodes. OTus Secuenc@s
principales representativas.
Abundancia l l
diferencial.
CIaS|f|§ac.lon Alineamiento.
taxonémica.
Barplots «— l

|

, Secuencias
Taxonomia.

Andlisis de alineadas.
diversidad. - l

Base de datos 2

Greengenes 13-8
Figura 3-1: Flujograma de trabajo en el andlisis taxonémico de muestras de ADN.(adaptada del
software QIIME 2™ V. 2021.8 [95].
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3.10 Analisis estadisticos

Los datos bésicos y los resultados de las pruebas bioquimicas obtenidos de las muestras
de suero de los voluntarios fueron analizados estadisticamente en el Software
STATGRAPHICS Centurion XVI.l. La distribucion se determiné variable a variable, el IMC
y su discriminacion en normopeso (NP), sobrepeso (SP) y obesidad (OB) fue la variable
con la que se contrastaron las demas. Se aplico la prueba de Kolmogérov-Smirnov para
determinar la normalidad de los datos. El calculo de p permitié determinar las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos; se utilizé el test de analisis de varianza
ANOVA para variables con distribucion normal, para el calculé de p. El test de Kruskal
wallis para variables con una distribucién no normal fue utilizado para el calculo de p. Se

asigno el rango para p < 0,05 en un intervalo de confianza = del 95% [96].

En el andlisis de microbiota se determiné la posible relacion entre las frecuencias de
abundancia relativa (FAR) de los taxones microbianos con diferentes variables de interés.
Se utilizé el Software de uso libre R 4.1.2, para conocer si las variables tenian una
distribucion normal o no, se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk, esto con el fin de saber que
coeficiente de correlacion se adecuaba mas con los datos. Se concluy6 que el coeficiente
de correlacion de Spearman (rho) era el indicado para el analisis a excepcion del analisis
que se realizé con la familia Ruminococcaceae en relacion con los niveles de glucosa de
los voluntarios con el que se usé el coeficiente de correlacion de Pearson, debido a que

las dos variables presentaron una distribucion normal (Anexo G).

Los analisis diversidad alfa y beta de los perfiles génicos del 16S rRNA se realizaron en el
Software MicrobiomeAnalyst. Se aplic6 un analisis estadistico ANOVA, en la determinacién
de los indices de Shannon y el Chaol para evaluar la diversidad alfa. Se realizé un andlisis
PERMANOVA con la prueba de Barty Curtis para calcular la diversidad beta. Estas pruebas
estadisticas se realizaron a nivel de las OTUs Se usaron los archivos correspondientes a
la taxonomia en formato.txt, la OTU/ASV tabla y un archivo “Metadata”, con la informacion

de las muestras, también en formato txt, obtenidas en el analisis bioinformatico.

Los posibles biomarcadores diferenciales de la microbiota intestinal fueron valorados
mediante la prueba estadistica LEfSe que aplica un andlisis discriminativo lineal (LDA).

Basado en el efecto del tamafio. Para que sea significativo se emple6 un algoritmo del LDA
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score de 2.0 con aplicacién de correccién del valor p valor por el método FDR (False

Discovery Rate), con un nivel de significancia del 90% (Anexo F).
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Resultados y discusion

4.1 Caracteristicas generales de los voluntarios

La poblaciéon de voluntarios atendidos en las jornadas de salud fue de 620, mujeres y
hombres con edad entre 40 y 70 afios. Luego de la valoracion médica que incluyé las
medidas de glucometria, tension arterial, antropométricas e historia clinica se excluyé el
14% de los participantes (n=85). Generalmente estos voluntarios padecian de
enfermedades cronicas o agudas diagnosticadas previamente, y/o estaban consumiendo
medicacién para éstas. Se excluyeron aquellos que no donaron muestra de sangre o fue
insuficiente para completar los andlisis bioquimicos; de igual forma, quienes no donaron la

muestra de materia fecal también debieron ser excluidos.

Los voluntarios que cumplieron el protocolo basico de reclutamiento (para analisis
metabdlico) fueron 535 (86%); de éstos 348 (65%) correspondieron a mujeres y 187 (35%)
fueron hombres. Las caracteristicas generales de la poblacién se describieron en términos
de las medidas realizadas en la valoracion médica (tabla 4-1), los analisis bioquimicos
(tabla 4-2) y FINDRISC e indices aterogénicos (tabla 4-3).

Las medidas de masa corporal segun el género muestran que las mujeres tuvieron un
promedio de 66,4 + 11,7 Kg y los hombres de 75,8 + 13,2 Kg; la asociacion de los datos
entre cada grupo tiene una significancia estadistica con valor p = < 0,0001. La tabla 4-1
muestra diferencia estadistica entre la masa corporal desde los voluntarios normopesos a
los obesos . Los valores promedio para la talla (1,56 a 1,60 m) reflejan una estatura media
baja dada a la alta participacién de mujeres en el estudio. La estatura promedio en los

hombres fue de 1,67 £ 0,07 m y en las mujeres de 1,54 £ 0,7 m.
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Tabla 4-1:Caracterizacion clinica de los voluntarios

Normopeso Sobrepeso Obesidad
Variable (IMC 18,0-24,9 kg/m?) (IMC 25,0-29,9 kg/m?)  (IMC > 30,0 kg/m?) Valor p*
n=158 (30%) n=238 (44%) n=139 (26%)
58,6 +7,5 70,4 £8,3 81,8+12,9
Masa corporal (k ' J ' J ) '
porel (k) 57,5 (45,0 - 83,5) 69,3 (52,6 - 97,4) 78,6 (60,7 - 137,6) < 0,000
1,60 0,09 1,60 0,09 1,56 + 0,09
Talla (m ' ' ' ' ' '
(m) 1,59 (1,42 - 1,85) 1,60 (1,40 - 1,83) 1,55 (1,40 - 1,88) <0.0001
IMC (Kq)/m? 226+1,6 27,3+13 33,1£3,6
(Kg)/m) 22,8 (18,5 - 24,9) 27,4 (25,0 - 29,9) 31,8 (30,0 - 49,6) <0,0001
N 55+ 8 55+ 8 55+ 8
Edad (afios) 55 (40 - 70) 56 (40 - 70) 55 (40 - 70) 0.6548
Tension a(‘;‘/‘f\rg)" sistolica 114 +12 120 + 10 125 + 15 > 674102
VR (120 mmHg) 112 (92 - 160) 120 (70 - 160) 124 (80 - 200)
Tension a(rtTeAr\lgl)dlastollca 7549 78+ 12 79+ 9 - 0.0001
VR (80 mmHa) 73 (56 - 100) 78 (58 - 100) 79 (58 - 120)
Perimetro de cintura (PC) 82+7 93+7 104 + 10 <0.0001
(cm) 82 (66 - 96) 94 (71 - 110) 104 (77 -144) :
29,2 +8,3 36,2+8,3 43,7+7,0
Grasa total (% ' ) ' J ' J
) 31,3 (8,4 - 63,0) 38,6 (19,0 - 46,7) 45,6 (25,6 - 59,7) <0,0001
Grasa visceral (%) 6+2 10+2 13+ 4
0 <0,0001
VR 9% 6 (2 - 10) 10 (6 - 17) 12 (8 - 30)
Misculo (%) 295+5,3 27,7+4,8 24,7 £4,1 <0,0001

27,4(20,3 - 42,0)

26,5 (19,7 - 39,6)

23,8 (15,2 - 33,6)

* Calculo del valor p, se realiz6 mediante el test de Kruskal-Wallis para variables no parametricas y
el test de ANOVA para variables paramétricas. Valores de p>0,05 no tienen significancia estadistica.
Para las celdas que representan las variables la primera linea corresponde al promedio * la
desviacion estandar y la segunda linea (en cursiva) reporta la mediana y en paréntesis valores
minimo-maximo. VR indica valor de referencia [15] [97].

El IMC es la relacion entre la masa y la talla al cuadrado; tiene relevancia por su asociacion
con patologias metabdlicas como la obesidad y diabetes [98]. Para la poblacién de estudio
se determind que mujeres y hombres presentaron un valor promedio de 27,7 + 4,0 Kg/m?,
con un valor minimo de 18,5 Kg/m? y maximo de 49,6 Kg/m?. Los resultados indicaron que
no se registraron participantes con algun grado de desnutricién, representado por IMC<
18,5 Kg/m? La poblacién se discriminé de acuerdo con el IMC, en normopeso (NP) con el
30% de los voluntarios (n=158), en sobrepeso (SP) el 44% (n=238) y con obesidad (OB)
el 26% (n=139). La condicion de obesidad fue valorada en 139 voluntarios (26%), de estos
varios padecian obesidad grado Il o mérbida representado por IMC 2 40 Kg/m?2.
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Los resultados evidencian que el 70% de la poblacién analizada tiene alteracién a nivel de
este indicador antropométrico, hacia un exceso de masa corporal. En el afio 2015 la
encuesta nutricional ENSIN reportd en poblacion colombiana de 18 a 65 afios que el 56,5
% de los participantes se encontraron en sobrepeso u obesidad, este valor revelé un
aumento del 5,2% en la prevalencia de estas dos condiciones respecto a lo reportado en
el afio 2010 .[16][99][100].

El rango de edad para la poblacion reclutada fue entre 40 y 70 afos el promedio y la
mediana fue de 55 afios en los tres grupos (NP, SP, OB) dado que aquellos voluntarios
cercanos a los 70 afios fueron de los mas excluidos por la presencia de patologias o
consumo de medicamentos entre ellos para la hipertension arterial (HTA). La medida
exploratoria de tension arterial sistolica (TAS) y diastélica (TAD) se encontré dentro de los
valores de referencia fisiolégicos, sin embargo, hay diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos discriminados por IMC, se observa que la tension arterial va
en aumento de normopeso a sobrepeso y de sobrepeso a obesidad (tabla 4-1). Los
estudios indican que el 60% de la hipertensién arterial es atribuible a un exceso de masa
corporal; la obesidad contribuye a la HTA principalmente por mecanismos como el
desarrollo de la resistencia a la insulina (RI) y el incremento en el gasto cardiaco [101].

El perimetro de cintura (PC) es un indicador de obesidad abdominal, esta relacionado con
la Rl y el sindrome metabdlico [102]. De acuerdo con reportes en poblacién colombiana,
los valores de PC que mejor discriminaron la presencia de Rl son para mujeres = 89 cmy
hombres = 91 cm [103][104]. Los resultados en la poblacion analizada mostraron
diferencias estadisticamente significativas para el PC entre los diferentes grupos de IMC,
especialmente el grupo de obesidad que superé el valor de referencia con un promedio
104 + 10 cm, de acuerdo con la literatura ese rango estaria prediciendo Rl en esos
voluntarios [105][106].

Teniendo en cuenta el género, el 58% de la poblacién femenina (n= 201) presenté valores
mayores a 89 cm de perimetro de cintura, de éstas el 27% (n= 93) estaban en condicién
de obesidad; el 28% (n= 99) sobrepeso e incluso se detecté que el 3% de las mujeres con
normopeso n= 9 tuvieron alteracion del PC. Se ha reportado que los accidentes
cardiovasculares y la muerte subita son mas frecuentes en los hombres, especialmente en
aquellos que estan entre la quinta y la sexta década, altos valores de PC se han asociado

con estos eventos cardiovasculares [107]. Los resultados mostraron que la poblacién
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masculina presenté mayor alteracion del PC que las mujeres, en ellos se registré un 87%
(n= 162) con PC mayor a 91 cm, incluso en la poblacion normopeso se evidencié esta
alteracion en un 24% (n= 44), en los sobrepeso en un 43% (n= 81) y en los obesos en un
20% (n= 37) (figura 4-1).
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Figura 4-1: Comparacion del perimetro de cintura alterado (PC) entre hombres y mujeres. Para los
tres grupos discriminados por IMC. NP (normopeso), SP (sobrepeso), OB (obesidad). Valor de p=<
0,001 en comparacién entre mujeres de los tres grupos. p= <0,001 comparacioén entre los hombres

para los tres grupos y p=0,0006 comparacion entre hombres y mujeres.

Como medidas de composicion corporal se reporta la grasa total (GT), la grasa visceral
(GV) y el musculo. Para las dos primeras variables GT y GV, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas p <0,0001 (tabla 4-1) entre los grupos analizados y se
asociaron con el aumento de la masa corporal, del PC y del IMC. Acorde con la literatura
cientifica la grasa corporal fue mayor en las mujeres (40,8% * 6,8%) que en los hombres
(27,2% = 7,8%) [108]. Se reporta que para las mujeres el valor de referencia normal es de
23,0-33,9 %, es elevado entre 34,0-39,9% y muy elevado mayor de 40,0% siendo esta
tltima la condicién representada en el promedio de las mujeres que participaron en el
estudio. En los hombres se reporta valores fisiolégicos entre 11,0-21,9%, elevado 22,0-
27,9% y muy elevado = 28,0%; se observa que los hombres que participaron tienen un

promedio de % GT categorizado como elevado. Los voluntarios en condicion de obesidad
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presentaron 13% * 4% de grasa visceral (GV), superarando el valor de referencia (< 9%);
aguellos en sobrepeso tuvieron un valor promedio de 10% + 2% de GV y los de normopeso
de 6% + 2%; los datos muestran que se reclutaron individuos que aun en condicién de
normopeso superaron el valor referencia para GV. La grasa visceral es un importante
predictor de riesgo cardiovascular y DM2 [109]; con base en diferentes estudios se sugiere
gue los voluntarios que superan el valor de referencia de GV son més propensos a sufrir
insulinorresistencia, aterosclerosis, procesos protromboticos e inflamatorios [108][110].

Los resultados muestran una relacién inversamente proporcional entre el perimetro de
cintura, la grasa total y la grasa visceral con los porcentajes de musculo (p < 0,0001). En
las mujeres el promedio de musculo fue de (24,8% * 3,8%), justo al limite del valor de
referencia recomendado (> 24,1%). Los hombres presentaron un promedio de musculo de
(32,6% + 4,0%), que comparado con el valor de referencia menor a 33,1% se clasificd
como bajo [111]. Se sabe que a medida que aumenta el IMC y la GT hay una pérdida de
masa muscular proceso conocido como sarcopenia, condicién en la que se presenta baja

fuerza muscular y bajo rendimiento fisico [112].

4.2 Analisis bioquimicos

Los andlisis bioquimicos que se presentan en la tabla 4-2 de la poblacién analizada
incluyeron una glucometria en ayunas como prueba exploratoria, la glucosa preprandial y
el perfil lipidico (triglicéridos, colesterol total y en las diferentes lipoproteinas). Los datos
muestran que el promedio de la glucosa preprandial en los tres grupos de estudio (NP, SP
y OB) estuvieron dentro del rango del valor de referencia (< 100 mg/dL), presentando una
diferencia estadistica significativa con valor p= 0,007. Cuando se hace el andlisis del rango
total de concentraciones medido para la glucosa se determiné que el 23% (n= 125) de los
participantes presentaron alteracion de este metabolito. En las jornadas de salud se
detecto6 que el 21% (n= 113) de los voluntarios estaban en una condicion de prediabetes,
estd fue corroborada mediante la prueba de PTOG, ademas se registraron 12 (2%)
voluntarios con DM2 no diagnosticada previamente. Estas jornadas de salud permitieron
hacer un pesquisaje de riesgo hacia DM2 que llevo a la deteccion de morbilidad oculta en
el 23% de los voluntarios quienes no conocian de su condicion de enfermedad y fueron

alertados a asistir con caracter prioritario a su entidad promotora de salud.
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Los triglicéridos (TG) junto con la glucosa son fuente de reserva energética en el cuerpo
[113]. En el estudio los resultados mostraron que los triglicéridos aumentan cuando se
tiene una alteracién del IMC, superando el valor de referencia (<150 mg/dL) . En la tabla
4-2 se reporta que el promedio de triglicéridos en el grupo de sobrepeso fue de 155 + 77
mg/dL y en obesidad de 178 * 73 mg/dL, estos datos presentan diferencia
estadisticamente significativa (p= 5,86 x 10'?). Se observé que el 43,4% (n= 232) de la
poblacién tenia alteracioén en sus niveles de TG entre 150 y 576 mg/dL; el 56,6% (n= 303)
presentaron niveles 6ptimos de TG (<150 mg/dL). Reportes sugieren que el aumento de
lipidos circulantes en el torrente sanguineo y su oxidacion causan insensibilidad del
receptor de insulina empeorando la condicion de RI; esta genera cambios en la produccién
y activacion del complejo proteico de la lipoproteina lipasa (LPL), componente esencial en
la movilizacion y catabolismo de los TG, esto contribuye a una cascada de trastornos
cardiometabdlicos. La condicién de hipertrigliceridemia también se ha asociado con el
desarrollo de pancreatitis, aterosclerosis y perdida de la movilidad articular en especial a

concentraciones mayores de 500 mg/dL [114].

El colesterol total y el colesterol LDL no tuvieron asociacion con el IMC, ni mostraron
diferencias significativas entre los tres grupos (NP, SP, OB) (tabla 4-2). En este estudio se
observo que la mayoria de la poblacion reclutada present6 un promedio hacia valores mas
altos del valor de referencia de colesterol total (= 200 mg/dL). La molécula de colesterol es
importante para la fisiologia y la fisiopatologia humana ya que es necesario en la formacién
de hormonas, metabolismo de la vitamina D, participa en la absorcién de calcio, regulacion
de procesos celulares gue van desde la fluidez y la permeabilidad de la membrana hasta
la transcripcion de genes [115]. En el torrente sanguineo el colesterol se encuentra
asociado a lipoproteinas de baja densidad (LDL) de tipo aterogénico y a las de alta

densidad (HDL) de calidad protectora.

El colesterol LDL es uno de los metabolitos mas estudiados por ser un buen predictor de
la enfermedad cardiovascular y coronaria [116], las guias de préactica clinica han definido
unos valores de riesgo cardiovascular segun los niveles de c-LDL, los resultados indicaron
gue solo el 27% de la poblacion presentaron valores optimos (<100 mg/dL) (figura 4-2), en

consecuencia el 73% de la poblacion puede considerarse con algin porcentaje de riesgo.
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Figura 4-2: Colesterol LDL en la poblacion analizada. Discriminacién segln las metas reportadas
en la guia de practica clinica de dislipidemia.[117].

El colesterol HDL es considerado un factor antiaterogénico, con capacidad antioxidante y
protector cardiovascular [118]. Los resultados indican que existe una relacion inversa entre
el c-HDL y el IMC con significancia estadistica (p < 0,0001), los niveles de c-HDL se
encontraron disminuidos en los tres grupos especialmente en el grupo de obesidad (41 +
12 mg/dL). En la practica clinica se ha establecido una meta en los niveles de c-HDL para
las mujeres = 50 mg/dL y para los hombres = 40 mg/dL, en este estudio los resultados
indicaron que solo el 33% de las mujeres (n=116) tienen un nivel de c-HDL 6ptimo y el
46% de los hombres (n= 86) alcanzan la meta ideal de c-HDL; mientras que el 67% de las
mujeres (n= 232) y el 54% de los hombres (n= 101) no cumplieron esta meta, a estos
voluntarios se les recomendé iniciar actividad fisica para mejorar sus niveles de c-HDL.
Estos resultados estan acorde con la condicién de sobrepeso y obesidad que presentd la
poblaciéon de estudio, se ha indicado que entre el 40% y el 60% de la variacion del
colesterol HDL estd determinado genéticamente y mas de cincuenta genes podrian
participar en la variacion del rasgo fenotipico [119]. El colesterol VLDL mostr6 diferencias
significativas con p= 9,9*1012 (tabla 4-2). Esta lipoproteina super6 el valor de referencia
en los grupos de sobrepeso y obesidad, estando directamente relacionado con el valor de
TG.



Capitulo 4. Resultados y discusion.

49

Tabla 4-2: Andlisis bioquimicos de la poblacion de estudio

Normopeso Sobrepeso Obesidad
Variable (IMC 18,0-24,9 kg/m?)  (IMC 25,0-29,9 kg/m?)  (IMC > 30,0 kg/m?) Valor p*
n=158 (30%) n=238 (44%) n=139 (26%)
Glucometria en ayunas 91+18 95+ 16 98 £ 15
3,610
(mg/dL) 88 (70 - 267) 93 (69 -232) 96 ( 69 - 206)
Glucosa preprandial 89 + 23 93+ 23 92+21 0.007
VR (70-99mg/dL) 86 (51 - 297) 90 (54 - 254) 91 (57 - 200) '
Triglicéridos(mg/dL) 124 + 62 155+ 77 178+ 73 5 gr1012
VR (<150 mg/dL) 112 (44 - 450) 141 (50 - 576) 170 (65 - 354) ’
Colesterol Total (mg/dl) 213+ 64 216 + 59 219+ 65 0.701
VR (<200 mg/dL) 200 (92,3 - 381,3) 206 (92 - 400) 206 (108 - 506) '
colesterol HDL (mg/dl) 47 + 13 44 + 14 41+12
< 0,0001
VR (35-65 mg/dL) 46 (20 - 88) 43 (16 - 90) 41 (18 - 81)
colesterol LDL (mg/dl) 142 £ 61 141 £ 60 141 + 63 0.955
VR (<150 mg/dL) 133 (36 - 296) 139 (30 - 334) 134 (28 - 374) '
colesterol VLDL (mg/dl) 25+13 31+15 36+ 15 9.9410%2
VR (<30 mg/dL) 22 (9 - 90) 28 (10 - 115) 34 (13- 71) ’

Valores >0,05 no tienen significancia estadistica. Para las celdas que representan las variables la
primera linea corresponde al promedio + la desviacion estandar y la segunda linea (en cursiva)
reporta la mediana y el valor minimo-valor maximo. VR indica el valor de referencia para la glucosa
preprandial y perfil lipidico [60][117].

4.3 Analisis de indices aterogénicos y FINDRISC

Las alteraciones metabdlicas entre ellas las asociadas al catabolismo de los lipidos, que
llevan a Rl y sindrome metabdlico, son la base para el desarrollo de patologias como la
DM2 y la obesidad, que a su vez pueden favorecer el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (EC) [120]. Las EC tienen una alta prevalencia en todo el mundo,
constituyendo una de las primeras causas de morbimortalidad [121]; el origen directo de
estas enfermedades es la aterosclerosis, que es un proceso en el que se observa
acumulacion de lipidos en las arterias. La acumulacion de lipidos oxidados ocasiona
migracion de monocitos y linfocitos T que promueve la proliferacion de células musculares
lisas; este proceso lleva al aumento de colageno y matriz que compromete el flujo en los
vasos sanguineos ocasionando oclusion total o parcial y las complicaciones tromboticas
[122]. Para mejorar la prediccion de estas enfermedades cardiovasculares surgen los
informacion sobre factores de

indices aterogénicos que proporcionan riesgo
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antropomeétricos y reflejan mejor las interacciones clinicas y metabdlicas de las fracciones
lipidicas. El uso de estos indices aun no se ha generalizado en la practica clinica, sin
embargo, los diferentes estudios indican su reproducibilidad en la deteccién del riesgo
cardiovascular [123], con la gran ventaja de ser herramientas que no generan un costo

adicional al sistema de salud.

Uno de los indices con mayor asociacion a riesgo cardiovascular independientemente de
la etnia es la relacion antropométrica entre cintura (cm)/altura (cm) con valor de referencia
Optimo hasta 0,5 [124]. Los resultados mostraron una relacion directa entre este indice con
el IMC, con una diferencia estadistica significativa (p< 0,0001) en los tres grupos de estudio
(NP,SP,0B) (tabla 4-3). Los datos indicaron que los promedios de este indice superan el
valor de referencia en todos los grupos incluso en el de los normopeso (0,50 + 0,04); en el
de sobrepeso (0,58 + 0,04) y en el de obesidad (0,67 + 0,06); en conclusion, el 82% de la
poblaciéon (n= 439) supera el valor de referencia del indice cintura/altura. Este indice
antropométrico es medido independientemente de la composicion corporal y las pruebas
bioquimicas; sin embargo, los resultados se correlacionan al aumento de los niveles de
colesterol total, colesterol LDL y los porcentajes de grasa. Una revision sistematica
realizada en el 2012 con mas de trecientos mil individuos concluyé que este indice es mejor
herramienta de tamizaje para detectar factores de riesgo cardiometabdlico en ambos sexos
y en varias etnias, demostrando mayor exactitud que el IMC [124]. El IMC se ve afectado
por la distribucién de la grasa corporal independientemente de la masa corporal [125]. Este
indice ha sido descrito como un potencial marcador de resistencia a la insulina y de
dislipidemia en sujetos normopeso a quienes se les tiende a sobrevalorar su riesgo

metabdlico por tener una masa corporal “saludable” [126].

El indice TG/HDL se ha asociado con RI, DM2, sindrome metabdlico, enfermedad renal y
estados de prehipertension [127]. Se observo diferencia estadistica significativa en los tres
grupos estudiados (p= 2,7*10") (tabla 4-3); para este indice se ha establecido como valor
de referencia limite 3,5 [128]y se ha asociado con concentraciones altas de insulina [128].
Se evidencié un aumento en el promedio de este indice en el grupo de sobrepeso (4,1 +
3,0) y en el de obesidad (4,9 £ 3,0); sin embargo, en los tres grupos se detectaron
participantes con este indice aterogénico aumentado en 57,2 % de la poblacién total (n=
306) con alta dispersion en los datos. El aumento obedecié a los niveles altos de

triglicéridos que presentaron algunos de los participantes.
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Tabla 4-3: Descripcion de indices aterogénicos y FINDRISC

Normopeso Sobrepeso Obesidad
Variable (IMC 18,0-24,9 kg/m?) (IMC 25,0-29,9 (IMC > 30,0 kg/m?) Valor p*
n=158 (30%) kg/m?) n=139 (26%)
n=238 (44%)
indice Cintura(cm)/ 0,50 + 0,04 0,58 + 0,04 0,67 + 0,06 < 0,0001
Altura (cm) 0,51 (0,40 - 0,63) 0,58 (0,47 - 0,70) 0,66 (0,54 - 1,00)
VR (0,5)
indice TG/HDL 2,96 + 1,96 4,05+ 3,04 4,86 + 2,97 2,72*10
VR ( 3,5) 2,35 (0,78 - 10,44) 3,25 (0,56 - 22,23) 4,16 (0,93 - 17,71)
indice CT/HDL 4,87 +2,04 541+251 5,73 +2,30 0,003
VR (4,5) 4,48 (1,66 - 14,18) 4,96 (1,71 - 17,75) 5,33 (2,12 - 13,50)
indice LDL/HDL 3,31+1,80 3,62+2,.221 3,76 +1,98 0,1308
VR (2,5) 2,99 (0,47 - 12,68) 3,26 (0,52 - 14,59) 3,39 (0,56 - 11,38)
FINDRISC 8+4 13+4 16+4 < 0,0001
(Puntaje) 8 (0-18) 12 (3-23) 16 (9 - 25)

Valores de p >0.05 no tienen significancia estadistica. Para las celdas que representan las variables
la primera linea corresponde al promedio + la desviacién estandar y la segunda linea (en cursiva)
reporta la mediana (valor minimo - valor maximo). VR significa valor de referencia para cada uno
de los indices.[129].

El indice CT/HDL también conocido como Castelli I, mostré diferencia estadistica
significativa en los tres grupos (p= 0,003). Para este indice se consideran cifras de riesgo
coronario en la prevencion primaria valores > 4,5 [130]. En los tres grupos de analisis los
promedios superan este valor de referencia en los normopeso con (4,9 + 2,0), en los
sobrepeso (5,4 £ 2,5) y en obesidad (5,7 + 2,3); la tabla 4-3 muestra la relacién de este
indice con el IMC. El 60% de la poblacion (n= 319) presentd valores mayores al rango
optimo siendo un reflejo de un colesterol total alto con valores bajos de colesterol HDL,
gue estaria representando un alto riesgo cardiovascular en la poblacion. Valores
superiores del valor de referencia indica e inicio el inicio del tratamiento hipolipemiante
[130].
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El indice c-LDL/c-HDL también se le conoce como indice de Castelli Il, este indice sefiala
el riesgo cardiovascular inminente dada la capacidad aterogénica del c-LDL y en un
aumento de éstas, la perdida de la capacidad antioxidante y aterogénica del c-HDL [131].
Se ha establecido como limite referencia < 2,5 para este indice y se ha sugerido que el
valor meta u objetivo para la regresion de la aterosclerosis debe ser inferior a 2,0 en la
prevencion primaria; en la prevencion secundaria debe ser menor a 1,5 [132]. Para la
poblacién estudiada se evidencié que el 65% (n= 348) supero el valor de referencia; no se
encontraron diferencias significativas entre género o cuando los valores se discriminaron
de acuerdo con el IMC (p= 0,130). El valor promedio en todos los grupos fue mayor a 2,5
(tabla 4-3); al igual que lo descrito para los anteriores indices, el c-LDL/c-HDL confirma el
riesgo cardiovascular incluso en voluntarios normopeso con una falsa apreciacién de un

estado saludables.

El cuestionario de riesgo FINDRISC que permite identificar pacientes con riesgo de
desarrollar DM2 en un lapso de 10 afios, con la ventaja de ser una herramienta de pesquisa
no invasiva y de minimo costo para el sistema de salud esta siendo muy utilizada a nivel
mundial. En este se asigha un puntaje a diferentes factores de riesgo predictores de DM2
gue finalmente es asociado a un porcentaje de riesgo para la enfermedad [59]. Este
cuestionario se le aplicé a toda la poblacién que particip6é en las jornadas de salud y se
determind que el 57% de la poblacion (n= 303) presentd un puntaje 212. Puntajes entre 12
y 14 para FINDRISC discriminan un 17% de riesgo para desarrollar DM2 en un lapso de
diez afios, y se clasifica como un riesgo moderado. Los datos presentaron diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,0001) y una correlacion directa con el IMC (tabla 4-3).
Se observé que el promedio del puntaje de FINDRISC aument6 a medida que se tenia una
alteracion en el IMC, el promedio en el grupo de normopeso fue de 8 + 4 puntos
correspondiendo a un riesgo bajo (4%); para IMC = 25 Kg/m?, en sobrepeso el promedio
del FINDRISC fue de 13 % 4 puntos con un riesgo moderado (17%); cuando se aplicé el
FINDRISC en la poblacién con obesidad el puntaje oscilé entre 9-25 puntos, con un
promedio de 16 + 49 para un nivel de riesgo alto (33%). Estos datos confirman que la
obesidad es uno de los factores de riesgo para el desarrollo de DM2, cada voluntario fue
informado de su nivel de riesgo FINDRISC y de sus pruebas bioquimicas, aquellos que

presentaban alteraciones se les recomend6 cambios en su estilo de vida, en un intento de
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adherirse a habitos saludables como una dieta balanceada y el aumento de actividad fisica,
asi como la importancia de hacer un seguimiento periédico de su salud.

Los resultados de las pruebas biogquimicas, las medidas antropométricas, las de
composicion corporal y los indices aterogénicos indicaron que la poblacion reclutada tiene
valores alterados en esos andlisis y especialmente reflejan dislipidemias. La alteracion del
metabolismo de los lipidos es el principal factor de riesgo para enfermedad cardiovascular
gue sigue siendo la principal causa de muerte en Colombia [118].

Diferentes estudios han demostrado que el aumento en el perimetro de cintura, la grasa
visceral y el indice TG/HDL estan fuertemente asociados con el desarrollo de obesidad y
DM2 [128]. Los andlisis de las pruebas de algunos voluntarios normopeso con aparente
“‘buen estado de salud” expresaron marcadores de riesgo metabdlico; por lo que se
concluye que la evaluacion del riesgo no debe limitarse a las bioquimicas y al IMC; deben

extenderse hasta el analisis de los indices antropométricos, aterogénicos y el FINDRISC.

4.4 Andlisis taxondmico de la microbiota intestinal
mediante el gen 16S rRNA

Para la secuenciacion del gen 16S rRNA se seleccionaron 85 muestras de heces de
voluntarios que cumplieron los criterios de inclusion y el protocolo de reclutamiento. De
acuerdo con el IMC y su discriminacion en normopeso (NP), sobrepeso (SP) y obesidad
(OB), de forma aleatoria se seleccionaron entre 11 y 17 muestras de cada grupo para
realizar el primer andlisis bioinformatico, que ademas fue correlacionado con el

comportamiento glucémico.

Se analizaron muestras provenientes de 29 mujeres y 11 hombres, con edad promedio de
58 + 9 arfios. Los sujetos NP (n= 12) presentaron en promedio 23,5 + 0,8 Kg/m? en IMC.
Para aquellos voluntarios en condiciéon de SP (n=11) el promedio de IMC fue de 26,5+ 1,1
Kg/m?. Los sujetos OB (n=17) presentaron en promedio 31,8 + 2,3 Kg/m? de IMC. Cada
uno de estos grupos se subdividié de acuerdo con el comportamiento glucémico de los
voluntarios en normoglicémicos (N Glu), prediabéticos (Pre DM2) y diabeticos tipo 2 (DM2).
En el Anexo G se muestra la base de datos correspondiente a esta poblacién; la tabla 4-4

describe los subgrupos y sus caracteristicas.
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Tabla 4-4: Descripcion de los voluntarios del andlisis de microbiota

Normopeso (NP) Sobrepeso (SP) Obesidad (OB)
_ (IMC 18,0-24,9 kg/m2) (IMC 25,0-29,9 kg/m?2) (IMC > 30,0 kg/m2)
Variable (N Glu) (Pre DM2) (N Glu) (Pre DM2) (N Glu) (Pre DM2) (DM2)
n=6 n=6 n=5 n=6 n=6 n=7 n=4
Pe”metzgn‘:;e cintura - g5 (33.98) 85 (75-91) 91 (76-103) 93(84-103) 101 (98-105) 106(94-116) 115 (103-144)
Grasa total (%) 30 (20-39) 31 (19-38) 38 (22-46) 35 (27-42) 45(39-51) 42 (30-51) 41 (30-47)
Grasa visceral (%)
VR <9% 8 (6-10) 7 (6-8) 9 (7-11) 10 (8-13) 11(8-13) 15 (9-26) 18 (11-30)
Glucosa basal
(mg/dL) 83 (70-97) 113 (100-125) 85 (82-94) 109(103-117) 86 (82-97) 110(100124) 123(89-142)*
VR (70-99mg/dL)
F('F',\'u?‘g;;: 11 (7-15) 16 (13-18) 13 (8-20) 14 (7-18) 17 (12-23) 17 (12-20) 19 (17-20)

Los datos se muestran como el promedio (valor minimo-valor maximo). PC (perimetro de cintura),
GT (grasa total), GV (grasa visceral) y Glu (glucosa preprandial). La condicion de prediabetes y
DM2 fue confirmada mediante PTOG y HbAlc.

De las 40 muestras seleccionadas para el analisis bioinformatico de la secuencia del 16S
rRNA se obtuvo aproximadamente 3 x 10° lecturas de los perfiles bacterianos; por muestra
el promedio de lecturas fue 74.724 (26.306-140.790). La clasificacion taxonémica de cada
una de las lecturas se realiz6 mediante el software Greengenes; en la anotaciéon
taxondmica, con un conteo = 2, se obtuvieron 172 unidades taxonémicas operativas
abreviadas como OTUs (del inglés, Operational Taxonomic Unit) (Anexo F). Teniendo
como base estos 172 OTUs se realizaron los analisis de abundancia relativa a nivel de filo,

de géneroy de especie; ademas de los analisis de diversidad y de posibles biomarcadores.

4.4.1 Frecuencias de abundancia relativa a nivel de filo

Las frecuencias de abundancia relativa (FAR) a nivel de filo obtenidas en el software
Greengenes, fueron visualizadas en los softwares QIIME 2™ y MicrobiomeAnalyst en
forma gréfica y tabulada. Los andlisis de FAR de las 40 muestras indican que en promedio
existen dos filos mas abundantes, Firmicutes con el 49,2% y Bacteroidetes con el 39,8%;
también se encontré Proteobacteria en un 7,4%; Tenericutes en 2,1%; Actinobacteria en
0,3%; Verrucomicrobia en 0,16% y Lentisphaerae 0,15%; ademas los resultados
evidencian filos no asignados en diferentes porcentajes hasta 1,0%. El andlisis de FAR
discriminado de acuerdo con el IMC y por los subgrupos segun el comportamiento

glucémico se muestra en la figura 4-3; los resultados indican que de forma general se
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mantienen los porcentajes de Firmicutes y Bacteroidetes (los mas abundantes), se
presenta alta variabilidad en el filo de las Proteobacterias (tercero en abundancia). Para
aquellos filos de baja FAR y especialmente los no asignados tienden a disminuir con la

alteracion de la glucemia y el IMC.
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Figura 4-3: Analisis de frecuencia de abundancia relativa (FAR) a nivel de filo. Cada filo esta
relacionado con el IMC y el comportamiento glucémico. Los cuadros indican el promedio de FAR
para los filos Firmicutes y Bacteroidetes en cada subgrupo. F/B indica la relacién
Firmicutes/Bacteroidetes para cada sujeto de estudio. Como un proceso de comparacion se
muestra el sujeto 23 con resultados bioquimicos en el limite mas alto de prediabetes con pérdida
de biodiversidad.

Los filos Firmicutes y Bacteroidetes han sido foco de atencién en la comunidad cientifica
por su relacién en obesidad y diabetes [6][76]. Se ha reportado que en los filos Firmicutes
(la mayoria Gram positivas) y Bacteroidetes (Gram negativas) se pueden encontrar

bacterias que participan en la fermentacion de polisacaridos no digeribles, produciendo
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acidos grasos de cadena corta (AGCC). Estos aportan hasta el 10% de las calorias diarias

cuando la dieta es rica en fibra [65][133].

Se ha indicado que una relacion Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) = 1 puede ser un
biomarcador de obesidad [134][135]. Para todos los individuos del estudio incluyendo los
normopesos la relacion obtenida fue = 1. Se ha sefialado que las personas con F/B = 1
tienen un 23% mas de probabilidades de tener sobrepeso que aquellas con una relacién
F/B <1 [136]. Los resultados de este estudio concuerdan con investigaciones en las que
no se observé variacion de F/B entre grupos poblacionales con alteraciones metabolicas
[137][138], sugiriendo la existencia de que otros cambios composicionales a nivel de
familia, género o especie podrian ser mas relevantes [139].

Se ha reportado que F/B esta directamente asociada con un patrén dietético occidental
[140][141], caracterizado por un alto consumo de alimentos procesados y ultra procesados
con niveles bajos de nutrientes como PUFA n-3, vitaminas A, B12, C, E, Cay Zn, con
niveles altos de nutrientes como Na, azlcar, y acidos grasos trans. La literatura cientifica
describe que la dieta de la poblacién colombiana ha sufrido alteraciones en las Ultimas

décadas presentando caracteristicas de una dieta no saludable [142][143].

El filo de las proteobacterias esta conformado por bacterias Gram negativas que expresan
lipopolisacaridos en su membrana externa [144]. Este filo bacteriano se ha relacionado
como biomarcador de una comunidad microbiana intestinal inestable, siendo un criterio
potencial de enfermedad. En un tracto gastrointestinal sano se ha definido que la
abundancia relativa de proteobacterias puede variar entre 2 al 5%; mientras que en los
trastornos metabdlicos y de inflamacion intestinal la proporcion puede llegar hasta el 15%
[144][145]. En diferentes trastornos metabdlicos como la obesidad y la DM2,
Proteobacteria ha sido detectado en mayor abundancia [146]. Los resultados que muestra
la figura 4-3 indican que el filo proteobacterias estuvo representado en todos los grupos de

estudio entre 5,88% y 9,27% valores posiblemente asociados a trastornos metabdlicos.

En el estado de disbiosis se genera inflamacion intestinal y en las células epiteliales se
reduce la capacidad mitocondrial para procesos de beta oxidacion; esto tiene como
consecuencia una mayor disponibilidad de oxigeno, que se asocia con la proliferacion de

proteobacterias [147]. El aumento del anién nitrato, producido por el hospedero durante
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condiciones inflamatorias es aprovechado principalmente por bacterias de este filo [148].
Se ha reportado que la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) favorece la proliferacién de las
proteobacterias [149]; por otro lado, el butirato producido principalmente por bacterias del
filo Firmicutes es capaz de inhibir la expresion de la enzima NOS. Por esta razon
situaciones que vayan en detrimento de bacterias productoras de butirato favorece a las
proteobacterias; este filo bacteriano se ha asociado a dietas ricas en calorias, alta en

grasas, bajas en fibra, con alto consumo de edulcorantes y emulsionantes artificiales [145].

De forma global los reportes indican que el filo Actinobacteria es mas abundante que
Tenericutes [38]. En este estudio de forma inesperada, la abundancia relativa del filo
Tenericutes estuvo entre 0,93% a 4,20%; mientras que la FAR del filo Actinobacteria
estuvo entre 0,09% a 0,44%. El filo Tenericutes estd compuesto por bacterias que carecen
de pared celular incluyendo el petidoglicano [150]. Las Actinobacterias son bacterias Gram
positivas, relacionadas con propiedades beneficiosas para la salud del hospedero. Esas
propiedades se describen por inhibir bacterias patégenas, mejorar la funcién de la barrera
intestinal y suprimir citoquinas proinflamatorias; generalmente se reporta la disminucion de

Actinobacterias cuando se tienen dietas ricas en grasas [151].

4.4.2 Frecuencias de abundancia relativa a nivel de género

El analisis de OTUs sefialé que el 51,67% de los datos de abundancia relativa en el
microbioma fueron diferenciados a nivel de género; mientras que el 48,33% de los datos
no fueron asignados probablemente por falta de especificidad en las secuencias, debido a
que solo se secuencia las regiones hipervariables de un unico gen (16S rRNA) y no el
genoma completo de cada microorganismo. La figura 4-4 y la tabla 4-5 muestra los géneros

de mayor abundancia relativa.
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Figura 4-4: Andlisis de Frecuencia de abundancia relativa (FAR) a nivel de género. Se relaciona el
género de la microbiota con el IMC y el comportamiento glucémico. “Not_Assigned” corresponde a
los géneros que no se lograron diferenciar taxondmicamente. “Others” corresponde a diversos
géneros identificados con muy baja FAR.

Los datos muestran que la frecuencia de abundancia relativa (FAR) para cada género es
un perfil caracteristico del individuo, similar a lo visto a nivel de filo. Los valores de FAR
son altamente dispersos para cada género entre los diferentes grupos (IMC) y subgrupos
(comportamiento glucémico). Segun el filo se encontré6 que para Firmicutes los géneros
mas abundantes fueron Ruminococcus con el 4,41% + 0,04% en promedio dentro de toda
la poblacion analizada, Lachnospira (2,39% + 0,03%), Dialister (1,29% =+ 0,02%),
Coprococcus (1,28% * 0,01% ), y Roseburia (1,11% + 0,01%) (tabla 4-5).
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Tabla 4-5: Abundancia relativa de los géneros mas abundantes

PORCENTAJE DE FRECUENCIA DE ABUNDANCIA RELATIVA (%)
Género Normopeso (NP) Sobrepeso (SP) Obesidad (OB)
%

N Glu Pre DM2 N Glu Pre DM2 N Glu Pre DM2 DM2 GLOBAL
Bacteroides 16,17+7,01 23,13+16,95 17,63£6,33  13,00+802  17,74+1238  14,45%8,37 6,05 + 4,87 16,05 + 0,10
Prevotella 7,44+1020 7,62 8,79  10,94+14,98 19,39+16,82 1159+10,76 16,38x1541  26,80+2,84  13,82+0,13
Ruminococcus 3,13+1,28 3,79 £ 3,60 6,16 + 4,49 1,85%0,75 7,12+5,38 5,43 + 2,86 3,09 £ 3,27 4,41 £0,04
Lachnospira 0,78 + 1,06 4,45+ 4,51 2,13+1,90 2,23+1,27 3,45 +3,31 2,34 +3,58 0,80 £ 0,59 2,39+ 0,03
Parabacteroides 2,54 1,07 2,93 +1,29 3,81+£3,30 2,74£3,78 1,65+0,72 1,59 + 1,42 1,06 + 0,52 2,34 £ 0,02
Coprococcus 0,68+0,75 1,08 +1,32 1,64+1,18 1,70 £ 0,96 1,09+ 0,28 1,62 +1,98 1,07 + 0,56 1,28+ 0,01
Dialister 0,32+ 0,67 0,48 + 0,94 1,40 + 0,90 1,16+ 1,36 1,28 +2,56 2,47 £ 5,04 1,91+ 3,36 1,29 0,02
Roseburia 0,75+0,95 1,88 +2,81 0,62 £0,73 2,03 +1,04 0,84 £0,75 0,78 £0,95 0,76 £0,71 1,11+ 0,01
Sutterella 0,60 £ 0,48 1,10 £1,21 0,98+1,24 0,95+ 0,58 1,72+1,51 1,48 £1,02 0,75 % 0,92 1,11 +0,01
Otros* 9,77 £5,16 7,12 1,59 7,73+3,36 0,38 2,99 7,63+2,81 7,18 + 3,50 7,00 +2,43 7,86 + 0,03

No asignado** 57,82+8,07 46,41+17,61 46,97 +5,79 46,48 + 9,86 45,88 + 10,57 45,14+ 4,12 50,70 + 10,44 48,33+ 0,10

Se muestran los datos de los promedios * las desviaciones estandar de los géneros con mayor FAR
en los siete subgrupos de estudio. *Otros hacen referencia a géneros que se alcanzaron a
identificar, pero son menos abundantes. **No asignados representan especies bacterianas no

identificadas taxondmicamente

El género Ruminococcus lo conforman bacterias anaerobias estrictas; la literatura reporta
que, en dietas occidentalizadas ricas en carbohidratos, la FAR de este género tiende a
aumentar con respecto a Bacteroides y Prevotella. Se sabe que bacterias de este género
fermentan los restos de oligosacaridos hasta butirato, acetato, formiato, succinato, lactato
y etanol [41]. En este estudio se encontré que el género Ruminococcus fue uno de los
cinco mas abundantes, resultado compatible por lo reportado por Zuluaga, et al 2018;
investigacion realizada sobre 441 individuos colombianos (18 a 64 afios), en el que

asociaron Ruminococcus con dietas ricas en carbohidratos complejos [28].

Lachnospira, Coprococcus y Roseburia son miembros de la familia Lachnospiraceae, y
generalmente se han relacionado con un buen estado de salud. Estos géneros se
caracterizan por degradar la fibra dietética hasta propionato, acetato y lactato (puede
metabolizarse hasta butirato) [152]. La frecuencia de abundancia relativa es dependiente
de cada individuo, pero se ha sefalado que normalmente es a partir del =2 2,0% [153]; al
comparar ese reporte con lo encontrado para los 40 voluntarios del actual estudio se
concluye que Coprococcus y Roseburia se presentaron en menor FAR. Las bacterias de

estos géneros hacen parte de la flora normal intestinal (eubiosis) y se asocian al
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mantenimiento de la homeostasis microbiana con el hospedero. Se ha reportado
interacciones sinérgicas con otros grupos bacterianos con efectos antipatogénicos,
actuando por exclusion competitiva [154]. El género Roseburia lo constituyen bacterias
anaerobias Gram-positivas, que presentan motilidad por medio de multiples flagelos
subterminales [155]. Varias de las especies que conforman este género estimulan la
produccion de citocinas antiinflamatorias como la sobreexpresion de IL10 e 1L22; también
promueven la diferenciacion de células T reguladoras induciendo la expresion del factor de
crecimiento transformador-beta (TGF-B), que inhibe la respuesta inflamatoria intestinal
[156]. Se ha visto que dietas ricas en carbohidratos no digeribles produce un aumento del
género Roseburia; el beta-glucano presente en la avena induce el crecimiento de
Roseburia con un concomitante aumento de propionato [157].

A pesar de que el género Dialister pertenece al filo Firmicutes son cocobacilos Gram
negativos, que expresan lipopolisacaridos (LPS). Se sabe que cuando aumenta la
permeabilidad intestinal los LPS pueden alcanzar el torrente sanguineo y promover la
respuesta inflamatoria y la resistencia a la insulina (RI) [158]. Las bacterias que componen
el género Dialister se han relacionado como posibles biomarcadores de obesidad. Este
género también se ha asociado a un aumento de grasa visceral [159], sin embargo, cuando
se quiso determinar la dependencia utilizando el Software libre R V4.1.2 entre la FAR del
género Dialister con el porcentaje de grasa visceral (GV) de los voluntarios analizados
(figura 4-5), se obtuvo una dependencia directa bastante discreta (rho= 0,24),

estadisticamente no significativa (p = 0,14).
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Figura 4-5: Relacion entre el género Dialister y la Grasa visceral. Los datos estan representados
por el color que indica el subgrupo de estudio segun la discriminacion por IMC y glucosa. VR indica
el valor de referencia de GV de < 9%.
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Dentro del filo Firmicutes, se encuentra el género Faecalibacterium reconocido como un
importante actor en la salud intestinal humana [160]. Los miembros de este género son
considerados microorganismos comensales, ubicuos del tracto gastrointestinal que
degradan la inulina para producir butirato [161]. Este género promueve la produccion de
moléculas antiinflamatorias bioactivas como el &cido shikimico y salicilico, que ayudan a
reducir la translocacion bacteriana y estimulan la secrecién de mucina para mantener la
integridad intestinal [162]. Varios reportes han sugerido que la abundancia relativa de este
género Faecalibacterium normalmente es de 2 al 15%; cuando se compara este género en
la poblacion analizada se encontr6 un valor muy bajo de abundancia promedio (0,73% +*
0,90%). Los resultados fueron compatibles con la literatura que indica de la disminucion de
abundancia de este género en personas con DM2 y obesidad [161][163].

Para el filo de los Bacteroidetes los géneros mas abundantes fueron, Bacteroides con el
16,05% + 0,10% en promedio dentro de toda la poblacion analizada, Prevotella (13,82% +
0,13%) y Parabacteroides (2,34% + 0,02%) (tabla 4-5). Se sabe que la microbiota intestinal
de diferentes poblaciones esta caracterizada por tres enterotipos [164], un enterotipo es la
asociacion funcional de varias bacterias que se mantienen estables durante la edad adulta
y van a diferenciarse por los mecanismos en los que obtienen energia a partir de los
sustratos fermentables de la dieta [165]. El enterotipo | se caracteriza por el predominio del
género Bacteroides, el enterotipo |l se caracteriza por la abundancia del género Prevotella,
y el enterotipo Il por la abundancia de Ruminococcus. Los resultados del actual estudio
indicaron que los promedios de abundancia de Bacteroides y Prevotella son muy similares,
por lo que no se puede clasificar la muestra analizada dentro de alguno de estos
enterotipos, en consonancia con lo expuesto por Zuluaga, et al 2018, en poblacién

colombiana [28].

Se ha indicado que una abundancia de Prevotella y Bacteroides menor al 5% es baja y
mayor a 40% es alta en poblaciones europeas, asiaticas, africanas y americanas [166].
Cuando se analiza el porcentaje de abundancia de Prevotella y Bacteroides en la poblacién
de estudio, en el 30% de los voluntarios (n=12) no se detect6 el género Prevotella, los
demés valores fueron dispersos desde bajo hasta alto (0,01% - 43,18%). El género
Bacteroides tuvo alta dispersion (1,41% - 51,81%) y en todos los voluntarios se detectd

este género. Recientemente se ha propuesto reemplazar el término enterotipo por el de
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biomarcador para referirse a los taxones mas abundantes como lo son Bacteroides y
Prevotella, ya que sirven como biomarcadores efectivos de la dieta y del estilo de vida; por
ejemplo, se ha indicado un aumento en la abundancia de Prevotella con la ingesta de fibra

dietética y en poblaciones rurales [167].

En los ultimos afios se ha indicado que la abundancia del género Bacteroides se ha
asociado al consumo de grasas, proteinas de origen animal y carbohidratos principalmente
arroz y trigo. Algunas especies de Bacteroides pueden desempefiar funciones tanto
beneficiosas como patdgenas en el hospedero [168]. Uno de los principales factores de
virulencia es que tienen un sistema capsular de polisacaridos que facilita la adherencia a
las superficies peritoneales; como resultado alcanzan resistencia a la fagocitosis, y
sobreviven en condiciones de estrés oxidativo debido a que expresan enzimas
antioxidantes (oxidorreductasas, incluidas catalasas, peroxidasas y tiorredoxinas) [169].
En un intento de asociar el género Bacteroides con el porcentaje de grasa visceral (GV),
un importante marcador de riesgo metabdlico (Figura 4-6), se observa una tendencia a una

relaciéon inversa entre las variables con rho= -0,30 (p=0,06).
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Figura 4-6: Relacion entre el género Bacteroides y la Grasa visceral. VR indica el valor de referencia
de grasa visceral £ 9%. La franja gris indica el rango para el cual con una confianza del 95% se
puede hablar de una dependencia fuerte, teniendo en cuenta la recta de tendencia roja.

Prevotella es un género de bacterias Gram negativas, asociadas a una dieta rica en fibra
y polisacaridos de tipo vegetal; el consumo de carne roja y grasas trans esta asociado a
menor abundancia relativa de las bacterias que componen este género [170]. Reportes

indican el aumento de Prevotella en pacientes en condicién de obesidad y DM2 [171] [172],
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los datos de los siete grupos de estudio mostraron una tendencia de relacién directa entre
este género y el IMC con rho= 0,26 (p=0,10); no se observo relacion entre el género y el

comportamiento glucémico (Figura 4-7).
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Figura 4-7: Relacion entre el género Prevotella y el IMC (Kg/m?). VR indica el valor de referencia
del IMC que es 24,9 Kg/m?2 en normopeso.

El género Parabacteroides se conforma de bacterias Gram negativas que son comunes en
el tracto gastrointestinal [173]; éste tiene la capacidad de transformar acidos biliares y
producir succinato [174]. El analisis del microbioma de los voluntarios en estudio indicé
gue los grupos en condicion de obesidad presentaron menor FAR; se ha reportado la
posible disminucién de Parabacteroides en obesidad y sindrome metabdlico [175]. Al
correlacionar la FAR de Parabacteroides con el IMC se observo una relacion indirecta

estadisticamente significativa con un rho de -0,35 (p= 0,02) (Figura 4-8).
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Figura 4-8: Relacién entre el género Parabacteroides y el IMC. VR indica el valor de referencia del
IMC (£24,9 Kg/m?).

Para el filo de las proteobacterias los géneros que presentaron mayor abundancia fueron
Suterella con un promedio de 1,11% + 0,01% en toda la poblacién analizada (tabla 4-5),
Succinivibrio (1,05% + 4,22%) y Desulfovibrio (0,74% + 1,04%). Las bacterias del género
Suterella son bacilos Gram negativos, no formadores de esporas, resistentes a los acidos
biliares humanos de ahi que habiten en el tracto biliar y el intestino. Se indica que
generalmente son microorganismos comensales, con capacidad de adhesion a las células
epiteliales intestinales. Se han descrito propiedades proinflamatorias leves, debido a
diferencias en sus LPS en comparacion con los que presentan otras bacterias mas
patégenas como E. coli [176]. A diferencia de Suterella, el género Succinivibrio produce
succinato y propionato; se ha encontrado una abundancia alta del género Succinivibrio en
pacientes con enfermedad de higado graso, obesidad y sindrome de Behcet (SB), que es
una enfermedad inflamatoria cronica de etiologia desconocida [177]. Se tuvieron
abundancias relativas muy bajas para este género incluso de 0%; en el grupo de los
voluntarios en condicion de obesidad, el sujeto 10 de glucosa normal (OB N Glu) presentd
atipicamente una abundancia de Succinivibrio de 25,37%, sugiriendo un estado
inflamatorio y/o higado graso.

El género Desulfovibrio a pesar de ser un habitante comun intestinal, cuando presenta
abundancias altas (> 5%) es de caracter patoldgico. Las bacterias que lo conforman
generan sulfuro de hidrégeno e inhiben la produccién de butirato principalmente entre
bacterias del filo Firmicutes. Este género se ha encontrado enriquecido en pacientes con
DM2, colitis ulcerosa, enfermedades inflamatorias intestinales, abscesos hepéaticos,
apendicitis y recientemente se ha asociado a aterosclerosis en el modelo murino [178]. Los
voluntarios analizados no presentaron abundancias relativas asociadas al caracter
patoldgico, se observo una leve tendencia inversa entre la FAR de Desulfovibrio con los

niveles de glucosa en ayunas con rho=-0,28 (p= 0,07) (Figura 4-9).



Capitulo 4. Resultados y discusion. 65

0.051 VR, valor p= 0,07891
; rho= - 0,2810921
0.04 : . Subgrupos
2 . j NP (NGIu)
2 0031 ; NP (Pre DM2)
S * ; * OB (DM2)
= o VI
anuj 0.021 * OB (NGlu)
g o * OB (Pre DM2)
e ool 5 : . SP (NGIu)
’ \._.\ SP (Pre DM2)
- i
0.00 L] + = s 3 - - .

80 100 120 140
Glucosa (mg/dL)

Figura 4-9: Relacion entre el género Desulfovibrio y la glucosa preprandial. La linea punteada roja
indica el valor de referencia de la glucosa que es <100 mg/dL.

La mayoria de los géneros correspondientes al filo Tenericutes no fueron asignados
taxondmicamente, solo se alcanzé hasta el nivel de familia. El género mas abundante que
se logro identificar fue Candidatus phytoplasma que presenté un promedio de abundancia
en el total de la poblacion de 0,03% * 0,14 %; de este género es poco lo que se conoce
principalmente porque son bacterias sin pared celular, no cultivables, por lo que aun se
desconoce su asociacién con el hospedero. Se ha visto un incremento en los géneros que
pertenecen a la clase Mollicutes en obesidad [146], sin embargo, en la muestra analizada

ningdn voluntario obeso presento este género.

El género Bifidobacterium es el principal representante del filo Actinobacteria, en el andlisis
del microbioma se detect6 en promedio 0,22% + 0,32% de FAR en la poblacion; en
contraste con lo reportado en la literatura que indica FAR = 5% en poblacién sana
[179][180]. Las bacterias que pertenecen a este género son Gram positivas de
caracteristicas probidticas. Este género microbiano presenta capacidad para metabolizar
carbohidratos complejos ya que contienen enzimas implicadas en la utilizacion de
azucares como las glicésido hidrolasas [181]. Bifidobacterium participa en el desarrollo
intestinal temprano, en procesos de inmunomodulacion y en la regulacion de los niveles
de azucar y colesterol [182]. Las bifidobacterias controlan los procesos inflamatorios, el
desarrollo de obesidad y DM2, porque evitan la unidon de proteobacterias a la mucosa

intestinal reduciendo la translocacion bacteriana y con ello la endotoxemia [183].
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Se describe del filo de Verrucomicrobia, el género Akkermansia con un promedio de FAR
de 0,18 % + 0,50% en la poblacién analizada. Se ha indicado una abundancia normal de
Akkermansia de 1 al 3%, por lo tanto, este género se encuentra disminuido en el grupo de
voluntarios del actual estudio, esta condicidén se ha asociado principalmente al consumo
de dietas altas en grasas [184]. Akkermansia lo conforman bacterias Gram negativas
anaerobias, que degradan mucina mediante enzimas glucosido hidrolasas. Son
productoras de &cidos grasos de cadena corta principalmente acetato y butirato; por ello
favorecen el mantenimiento y la homeostasis de la barrera intestinal [185].

Se identificé el género Fusobacterium del filo Fusobacteria, en dos voluntarios del grupo
de obesidad normoglicémicos con 0,10% + 0,21% de FAR,; infortunadamente no se logré
asignar taxondémicamente a nivel de especie las bacterias representativas de esa
abundancia relativa. La presencia de Fusobacterium se ha relacionado con el desarrollo
de carcinoma colorrectal y a otras patologias como la enfermedad intestinal irritable,
enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa. Las bacterias de este género invaden las células
epiteliales del colon, expresando adhesinas que son factores de virulencia que favorecen

la formacién de biopeliculas bacterianas y a la vez inducen procesos inflamatorios [186].

4.4.3 Frecuencias de abundancia relativa a nivel de especie

Se logré identificar aproximadamente el 22,07% de las especies presentes en la microbiota
de los voluntarios, discriminados por IMC y comportamiento glucémico. De las especies
gue presentaron mayor abundancia siete correspondieron al filo de Bacteroidetes y dos al
filo Firmicutes. La FAR a nivel de especie también fue caracteristica de cada persona, con

un alto nivel de dispersion (tabla 4-6).
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Tabla 4-6: Abundancia relativa a nivel de especie
PORCENTAJE DE FRECUENCIA DE ABUNDANCIA RELATIVA (%)
Especie bacteriana Normopeso (NP) Sobrepeso (SP) Obesidad (OB)

N Glu Pre DM2 N Glu Pre DM2 N Glu Pre DM2 DM2 % Global

Bacteroides_caccae 2,05+1,33 1,69 + 3,10 1,91+1,70 0,67 £0,46 0,48 0,91 0,70 £1,42 0,15+0,14 1,11+ 0,02
Bacteroides_eggerthii 0,31 +0,31 1,70 £1,47 0,39+0,74 0,42 +0,97 0,84 +1,80 0,41 +0,55 0,10+0,14 0,47 +0,01
Bacteroides_ovatus 0,33+0,48 0,55+ 1,02 0,47 £ 0,48 0,64 + 0,69 0,37 £ 0,52 0,66 + 0,36 1,09 £1,89 0,57 +0,01

Bacteroides_uniformis 2,75 2,06 4,60 + 6,26 2,56 + 3,60 1,37+0,76 4,68 + 3,80 2,53+2,11 1,32+ 2,30 2,9 0,04
Eubacterium_biforme 0,37 £0,37 0,35+ 0,40 0,72 £1,40 0,23+0,28 0,12+0,24 0,54 +1,17 0,12+0,17 0,36 £ 0,01
Faecalibacterium_prausnitzii 1,37 £1,93 0,54 +0,29 0,65 + 0,62 0,81+0,42 0,63+0,84 0,72 £0,49 0,44 +£0,23 0,75+0,01
Parabacteroides_distasonis 1,76 £ 0,89 1,43+1,11 2,34 +£4,00 0,73 +0,56 0,33+0,24 0,52+0,48 0,66 + 0,60 1,09 £ 0,02
Prevotella_copri 6,54 £ 9,55 6,56 +8,45 10,36 + 15,23 18,84 + 16,64 10,77 £10,05 15,50 + 15,19 24,48 + 2,66 12,86 + 0,14
Prevotella_stercorea 0,27 +0,43 0,08 + 0,20 0,18 + 0,25 0,42 + 0,65% 0,61 +0,99 0,47 +1,03 1,29 £2,27 0,44 +0,01
Otros* 1,69 + 1,55 1,40 +0,54 1,45+0,35 1,63+1,03 1,74+ 1,04 1,70 +£1,11 0,75+0,72 1,52 £0,01

No asignado** 82,56+ 6,47 82,10+9,34  78,96+12,14 74,25+14,86 7951+7,80 76,25+12,14  69,26+4,50%  77,9+0,11

Se muestran los datos de los promedios + las desviaciones estandar de las especies con mayor
FAR en los siete subgrupos de estudio. *Otros hacen referencia a especies que se alcanzaron a
identificar, pero son menos abundantes. **No asignados representan especies bacterianas no
identificadas taxonomicamente.

Del filo Firmicutes las dos especies que presentaron mayor FAR en toda la poblacion
analizada fueron Faecalibacterium prausnitzii con un promedio de 0,75% + 0,01% y
Eubacterium biforme con 0,36% * 0,01%. La especie Faecalibacterium prausnitzii es una
de las principales productoras de butirato en el intestino por lo que es un biomarcador de
salud intestinal. El butirato cumple con funciones esenciales para la salud del hospedero,
por ser fuente de energia para los colonocitos; también reduce los niveles de inflamacion
en la mucosa intestinal mediante la inhibicién del interferén gamma (IFN-y) y estimula la
produccién de citocinas antiinflamatorias como la IL-10 [162]. La mayoria de las cepas de
esta especie son capaces de fermentar la inulina, arabinogalactano, xilano, almidén
soluble y pectina [187]. Diferentes estudios indican que la abundancia normal de esta
bacteria es aproximadamente del 5% y se ha encontrado disminuida en enfermedades
como DM2 y obesidad [160][188]. En el actual estudio, se observd que en general los
voluntarios presentaron abundancias relativamente bajas para este microorganismo;
solamente se encontré un voluntario en normopeso-normoglucémico (NP NGlu) con el

valor aceptado como normal de 5,14%.
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Eubacterium biforme son bacilos Gram positivos, uniformes o pleomarficos, su presencia
en el intestino se ha asociado a una mayor ingesta de fibras dietéticas y su abundancia
disminuye con el aumento de dietas ricas en proteina y grasas; esta especie produce
butirato a través de la fermentacion de carbohidratos complejos [189]. Se ha informado
gue esta especie participa en la regulacion del peso corporal y en los niveles de colesterol.
Mediante la enzima hidrolasa de sales biliares (BSH) participa en el metabolismo de los
acidos biliares, y también convierte parte del colesterol en coprostanol, ejerciendo un
efecto hipocolesterolemiante. Se ha reportado que en sujetos ateroscleréticos hay una
correlacion negativa entre Eubacterium biforme con el colesterol total y el c-LDL [79]. Los
resultados del presente estudio sefialan que en el 45% de los voluntarios (n=18) este
microorganismo estuvo ausente y no se observd una tendencia entre los porcentajes de

abundancia respecto al IMC, el comportamiento glucémico y los niveles de colesterol.

Las especies que presentaron mayor abundancia en la poblacién estudiada pertenecieron
al filo de los Bacteroidetes, siendo Prevotella copri con 12,86% + 0,14% en promedio la
de mayor representacion. Al comparar los grupos de sobrepeso y obesidad con respecto
a los normopeso hay un aumento en la FAR; el grupo OB DM2 se triplico la abundancia
relativa (24,48% + 2,66%) con respecto a NP. Prevotella copri es un habitante comun
intestinal que se ha relacionado al consumo de dietas ricas en fibra teniendo un mayor
potencial en el catabolismo de carbohidratos complejos [190]. Esta bacteria
tradicionalmente se ha asociado a poblaciones no occidentalizadas, sin embargo, varios
estudios indican una alta prevalencia de la especie en poblaciones de América Latina
[170][191]. Se ha informado que Prevotella copri aumenta los niveles séricos circulantes
de aminoéacidos de cadena ramificada (BCAA), induce la polarizaciéon de los linfocitos T
“helper” (Th17), favorece el reclutamiento de neutréfilos y la expresién de las citocinas
proinflamatorias IL-8 e IL-6 por parte de las células epiteliales; con lo anterior se promueve
la inflamacion sistémica, la resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa [191][172].
De forma controversial, se ha sefialado un papel beneficioso de esta bacteria al ser
productora de succinato, mejorando la homeostasis de la glucosa en dietas ricas en fibra
a través de un mecanismo no elucidado [192]. Se observé una tendencia de relacién
directa entre la FAR de Prevotella copri y el IMC (rho=0,27 - p=0,08) (figura 4-10); no se
detectd una relacion estadistica frente al comportamiento glucémico, dado que los

resultados fueron altamente dispersos.
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Figura 4-10: Relacidon de la especie Prevotella copri y el IMC. La linea punteada roja indica el valor
de referencia del IMC que es 24,9 Kg/m?2.

Prevotella stercorea son bacilos Gram negativos, anaerobios, no formadores de esporas;
los principales metabolitos de los procesos de fermentacion de esta bacteria son el
succinato y el acetato. Se ha indicado un aumento en la abundancia de esta especie en
pacientes obesos, después de intervenciones nutricionales con dietas mediterraneas
hipocaléricas [193]. Los datos de abundancia relativa para Prevotella stercorea fueron
dispersos entre los grupos analizados de 0,00% a 4,67%, debido a que en el 65% de los
voluntarios (n=26) no se detect6 esta especie, el promedio fue de 0,44% + 0,01%. No se

logré determinar algun tipo de relacion con el IMC o el comportamiento glucémico.

Otras cinco especies representativas fueron Bacteroides uniformis con un promedio de
abundancia en toda la poblacién de 2,90% + 0,04%, Bacteroides caccae (1,11% + 0,02%),
Parabacteroides distanosis (1,09% + 0,02%), Bacteroides ovatus (0,57% + 0,01%) y
Bacteroides eggerthii (0,47% £ 0,01%). Bacteroides uniformis es una bacteria comensal
gue fermenta carbohidratos y glucésidos no digeribles ya que posee enzimas activas de
carbohidratos CAZymes (del inglés, Carbohydrate-active enzymes), esta especie codifica
genes para un gran nimero de estas enzimas especialmente glicésido hidrolasas y liasas
de polisacarido [194]. Se ha informado que en individuos sanos Bacteroides uniformis
presenta una FAR de 2,22% y una disminucion de esta en individuos obesos hasta 0,20%
[195]. Los resultados del actual estudio indican una dispersion bastante alta de FAR para
esta bacteria (0,00% a 16,81%); no se determind relacién con el IMC o el comportamiento

glucémico.
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Bacteroides caccae es una bacteria intestinal anaerobia de accién dual en el intestino,
como especie beneficiosa o como patégeno oportunista. EI aumento de abundancia de
esta especie se ha relacionado con el consumo de dietas altas en fibra soluble, segun
estudios previos se ha asociado esta bacteria con la induccion de inmunoglobulina A (IgA),
esencial en la defensa de la mucosa intestinal [196]. Controversialmente, se ha informado
gue esta especie puede invadir la mucosa del intestino, causar infecciones supurativas
abdominales y respuesta inflamatoria asociada al aumento de globulos blancos [197][198].
En el actual estudio, al 35% de los voluntarios (n=14) no se les detectd esta especie;
present6 un rango de 0,00% a 7,88% de FAR y no se encontr6 asociacion con el IMC o el

comportamiento glucémico.

Bacteroides ovatus es una bacteria comensal con potencial probidtico de proxima
generacion, dado que produce &cidos grasos de cadena corta (AGCC). Se sabe que
participa en la comunicacion cerebro-intestino, ya que tiene la capacidad de producir el
neurotransmisor acido gamma-aminobutirico (GABA) y también modula los niveles de
triptéfano y glutamina [199]. En los voluntarios analizados se encontr6 un rango de 0,00%
a 3,92% de FAR para esta especie, no se detectd en el 17,5% de los voluntarios (n=7). A
pesar de que los promedios de abundancia aumentaron con la alteracion de glucosa
preprandial en los grupos analizados, estadisticamente no se comprob6 esa relacién (rho=
0,12 - p= 0,47).

Bacteroides eggerthii es una bacteria que se ha asociado al consumo de fibra insoluble
presente en alimentos como el salvado de trigo, las verduras y los granos integrales [200].
Los datos de las abundancias para este microorganismo fueron muy dispersos y el 47,5%

de los individuos (n= 19) no presentaron esta especie.

Parabacteroides distanosis es una bacteria anaerobia estricta, Gram negativa, no
formadora de esporas; productora de acetato y succinato [192]. En los modelos murinos
se ha visto asociada en la regulacion de la adiposidad del hospedero; a través de la
produccion de acidos biliares secundarios, reduciendo la hiperlipidemia. En la regulacion
del metabolismo de lipidos y glucosa se activa la via del receptor nuclear FXR (del inglés,

Farnesoid X receptor), que también regula genes implicados en el transporte de acidos
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biliares [174]. Se ha reportado que en la condicion de obesidad hay disminucion de
Parabacteroides distasonis, con una correlacién negativa principalmente con el IMC [201].
La literatura sefiala que en diabetes mellitus gestacional se ha detectado un
enriguecimiento en esta especie bacteriana [202]. El andlisis de la FAR en los siete grupos
de estudio mostré una reduccién en los grupos de voluntarios obesos, siendo menor en el
grupo de obesos con glucosa normal respecto a los obesos diabeticos con una diferencia
de 0,33%, al realizar el analisis estadistico (figura 4-11) se obtuvo una relacion inversa
entre la FAR de Parabacteroides distasonis con el IMC con un rho=-0,52 y un p= 6,4 x 10°
4 confirmando lo reportado por la literatura.
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Figura 4-11: Relacion de la especie Parabacteroides distasonis y el IMC. La linea punteada roja
indica el valor de referencia del IMC que es <24,9 Kg/m2. La franja gris representa el rango de
asociacion entre las dos variables con un nivel de confianza del 95%, la recta roja indica una
dependencia representativa e inversa entre el IMC y la abundancia relativa de esta especie
bacteriana.

4.5 Analisis de diversidad a y B en las muestras de

microbiota

La microbiota intestinal es altamente diversa y a pesar de que en este estudio Gnicamente
se distinguio el 22,07% de las especies, el analisis de las coexistencias de éstas por
individuo fue verificado por la funcién “diversidad a” [203]. También se aplicé la “diversidad
B” para medir que tan similar o que tan distante es la composicion microbiana entre
muestras diferentes [204]. Para el estudio de la diversidad a y B, los datos de secuencia

de los diferentes perfiles bacterianos fueron normalizados con relacion a la muestra que
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present6 el minimo de lecturas, que fue 26.306 en un individuo de condicién normopeso
prediabético (NP Pre DM2); ese valor permite un analisis confiable de diversidad. El
procesamiento de datos se realiz6 a nivel de las OTUs obtenidas en el analisis taxondmico.
El estudio de diversidad a fue desarrollado con el indice de Shannon y el estimador de
riqueza Chao 1; estos dos indices se calcularon aplicando un test de analisis de varianza
ANOVA. Las gréficas que relacionan estos indices de diversidad con el IMC y estado
glucémico fueron realizadas utilizando el Software MicrobiomeAnalyst.

La diversidad que describe el indice Shannon se ha discriminado como baja si éste reporta
valores menores a 2; en el rango de 2 a 3,5 se considera una diversidad media, y valores
superiores a 3,5 indican una diversidad alta [205]. El indice de Shannon calculado estuvo
entre el rango de diversidad de 2,4 a 3,3, caracterizando la diversidad a de OTUs como
media en el microbioma de los voluntarios analizados. Los resultados indicaron que no se
tuvieron diferencias significativas (p= 0,36) de la biodiversidad de OTUs, entre los
diferentes grupos discriminados por el IMC y el comportamiento glucémico (figura 4-12).

Los resultados para el indice Chaol sefialaron que los voluntarios presentaron un rango
de rigueza microbiana entre 47 a 73 OTUs, de los 172 previamente descritos con el
software QIIME 2™. Una caracteristica comun fue la alta dispersién de los datos y no se
observo una tendencia al aumento o a la disminucion entre el nimero total de OTUs
respecto al IMC o el control glucémico (p= 0,13) (figura 4-13). Este comportamiento en el
andlisis de diversidad reflejo una variacion interindividual, en donde el nimero de OTUs
exhibié un patrén comparable pero no significativo, confirmandose también porque la
diversidad cualitativa de Shannon no presentdé una variacion entre los grupos. Los
resultados son compatibles con otros estudios de microbioma que no reportan diferencias

significativas entre los indices de diversidad y la condicion analizada [206][207].
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Figura 4-12: Relacién de la diversidad a (indice de Shannon) en funcién del IMC vy el
comportamiento glucémico. Valor de p= 0,36 entre los diferentes grupos analizados.
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Figura 4-13: Relacién de la diversidad a (indice de Chao 1) en funcion del IMC y el comportamiento
glucémico. Valor de p= 0,13 entre los diferentes grupos analizados.

Las curvas de rarefaccion representan el indice de Shannon como medida de diversidad a
para evaluar la calidad de la secuenciacion [208]. En estas curvas se representa el nUumero
de especies, respecto al nimero de lecturas de secuenciacion; si una muestra tiene baja
riqueza microbiana alcanzara una meseta de secuenciacibn a un menor namero de
lecturas, en comparacion con otra que tenga mayor riqueza, debido a la profundidad de
secuenciacion [209]. La figura 4-14 muestra las curvas de rarefacion para cada individuo

en los diferentes subgrupos de andlisis; de éstas se deduce que la riqueza de especies
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estuvo entre el 39% y el 64%, homogenea en todos los subgrupos. Estos resultados son
compatibles con la ausencia de diferencias estadististicas significativas al aplicar los
indices Shannon y Chao 1. Dada la normalizacion de las lecturas a 26.300 se acepta que
se alcanzo la suficiente profundidad en secuenciacién, para identificar aquellos taxones

minoritarios en las muestras estudiadas.

NP (NGlu) NP (Pre DM2) SP (NGlu)

SP (Pre DM2) OB (NGlu) OB (Pre DM2)

Riqueza de especies

0B (DM2)

Lecturas de secuenciacién

Figura 4-14: Curvas de rarefaccion en la secuenciacion de microbiota intestinal. Relacion entre el
namero de especies detectadas en cada individuo (riqueza) en funcidn del nimero de lecturas.

En la diversidad B se compara la composicién microbiana entre muestras diferentes [209],
ésta se calculé mediante el indice de Bray-Curtis; método no filogenético que tiene en
cuenta la abudancia de OTUs [210]. Se realiz6 un analisis estadistico de permutaciones
PERMANOVA, cuyos resultados se representaron por medio de graficos bidimensionales,
a través de un analisis de coordenadas principales (PCoA) detallado en la figura 4-15. Se
confirma que en general no hay variabilidad en la composicién microbiana intestinal; debido
a que no se detecto significancia estadistica entre los subgrupos (p <0,118) y un coeficiente
de correlacion lineal R?=0,19. Resultados coherentes dado que la poblacién compartia

caracteristicas comunes de acuerdo con los criterios de inclusién.
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Figura 4-15: Analisis PCoA para evaluar diversidad B en la microbiota intestinal. Las elipses que

representan la distribucion de los datos se encuentran agrupadas, con p < 0,118.

Los resultados de los andlisis de diversidad a y B muestran que no se tuvieron diferencias
en la abundancia, la riqueza y la composicion microbiana, consecuencia del tamafio
pequefio de la muestra analizada (n= 40) y las caracteristicas de la poblacién en estudio
con un rango estrecho de edad, en general alimentacién de tipo occidental, sin diagnéstico

de enfermedades crénicas o agudas y ausencia de medicacion.

4.6 Biomarcadores de la microbiota intestinal asociados
a DM2 y obesidad

Uno de los analisis mas importantes en el estudio de la microbiota intestinal es la busqueda
de biomarcadores bacterianos, que sean clave para identificar un proceso patolégico antes
de que se desarrolle. Para ello se uso el algoritmo LEfSe, que permite realizar un andlisis
discriminante lineal basado en el efecto del tamafio de los datos obtenidos de la
secuenciacion. LEfse utiliza el algoritmo LDA (andlisis de discriminacion lineal) asignando
como biomarcador aquellas unidades taxondmicas operativas OTUs con puntaje (score)

mayor o igual a 2. De esta forma LEfse permite identificar OTUs que se diferencien entre
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grupos al combinar pruebas estandar estadisticamente significativas, y la relevancia del
efecto [211]. El procesamiento de los datos se realizé en el software MicrobiomeAnalyst y
mediante el método FDR (del inglés, false discovery rate) se hizo la correccién del valor de
p para garantizar la significancia estadistica con minimo el 90% de confianza. Se
identificaron 14 taxones microbianos diferencialmente abundantes con LDA score superior
a 2 entre los siete grupos estudiados (figura 4-16).
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Figura 4-16: Taxones bacterianos identificados como biomarcadores entre subgrupos. Se
considera biomarcador con puntaje LDA > 2. NP N Glu (normopesos con glucosa normal), NP Pre
DM2 (normopesos prediabéticos), SP N Glu (sobrepesos con glucosa normal), SP Pre DM2
(sobrepesos prediabéticos), OB N Glu (obesos con glucosa normal), OB Pre DM2 (obesos
prediabéticos), OB DM2 (obesos diabéticos).

En el subgrupo de los normopeso con glucosa normal (NP N Glu) se identificaron cinco
taxones diferenciales, las familias Ruminococcaceae_1, Christensenellaceae, los géneros
Butyricimonas, Phascolarctobacterium y la especie Bacteroides caccae. Los
biomarcadores identificados para el subgrupo de los normopesos prediabéticos (NP Pre
DM2) fueron el orden ML615J-28 y la familia Erysipelotrichaceae_1. Para el subgrupo de
los sobrepeso con glucosa normal (SP N Glu) se identificaron la especie Parabacteroides

distasonis y el género Streptococcus. En el subgrupo de los sobrepeso prediabéticos (SP
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Pre DM2) se diferencié el género Peptococcus. En el subgrupo de obesidad con glucosa
normal (OB N Glu) se identificd el género Bilophila; y en los obesos prediabéticos (OB Pre
DM2) las familias Clostridiaceae y Desulfovibrionaceae. Por dltimo, en el subgrupo de

obesos diabeticos (OB DM2) se identifico el género Desulfovibrio.

De acuerdo con los resultados del analisis LEfSe, la familia Ruminococcaceae 1 se
describe como un biomarcador caracteristico en los voluntarios NP N Glu con un puntaje
LDA de 5,7 y un valor p=0,05. Es una familia bacteriana conocida por modular el perfil de
los acidos biliares y producir AGCC [212]. Diferentes estudios han sefialado que dietas
ricas en &cidos grasos poliinsaturados PUFA n-3 y aceites vegetales ricos en acido a-
linolénico aumentan la abundancia de este género, favoreciendo efectos antiinflamatorios
y reduciendo la apoptosis [212][213]. Se ha encontrado en individuos metabélicamente
sanos y se ha reportado una correlacion negativa con el porcentaje de grasa corporal [214].
En el actual estudio la FAR de esta familia presenté una relacion inversa estadisticamente
representativa r= -0,46 con un p= 0,002 con los niveles de glucosa en ayunas (figura 4-
17).
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Figura 4-17: Relacion entre la familia Ruminococcaceae y la glucosa preprandial. La linea roja
punteada indica el valor de referencia de glucosa basal < 100 mg/dL. La franja gris representa el
rango de confianza del 95% indicando una fuerte dependencia entre las variables, teniendo en
cuenta la recta de tendencia roja.

La familia Christensenellaceae pertenece al filo de los Firmicutes y al orden de los
Clostridiales, son productoras de AGCC y se ha reportado que pueden estar presentes
desde el nacimiento y en general en el reino animal [215]. Se han relacionado con el
consumo de alimentos lacteos, frutas, verduras, proteinas de origen animal y dietas bajas

en azucares refinados [216]. Varios estudios han reportado que hay una correlacién
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inversa de la abundancia relativa (FAR) con el IMC, los lipidos séricos y la apolipoproteina
B [217][218][219]. Se ha evidenciado que trasplantes fecales que contenian estas
bacterias previnieron la obesidad inducida en ratones libres de gérmenes [220]. La
abundancia relativa es altamente dispersa dado que depende de la etnia, el sexo, la edad
[221]; la FAR calculada en toda la poblacion de estudio fue de 0,62% =+ 0,95%, y
especificamente los NP N Glu presentaron una abundancia promedio de 1,90% + 1,36%
con LDA de 4,94 y p=0,03. La figura 4-18 muestra la relacion inversamente proporcional
entre la abundancia relativa de Christensenellaceae y los metabolitos glucosa preprandial
y colesterol HDL (c-HDL) analizados bioquimicamente, ademas del IMC. Este
comportamiento fue estadisticamente significativo, glucosa (rho=-0,32 — p=0,044); c-HDL
(rho=-0,42 - p= 0,0075); e IMC (rho=-0,32 - p= 0,039). Estos resultados son compatibles

por lo reportado en la literatura [221].
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Figura 4-18: Relacién de la familia Christensenellaceae con metabolitos e IMC. En (A) glucosa
preprandial; (B) c-HDL; (C) IMC. La linea roja punteada indica el valor de referencia, para el c-HDL
la linea punteada azul indica el valor referencia para los hombres (M) 240 mg/dL y | linea punteada
rosada indica el valor para las mujeres (F) = 50 mg/dL [117]. La franja gris representa el rango de
confianza del 95% indicando una fuerte dependencia entre las variables, teniendo en cuenta la recta

de tendencia roja.
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El género bacteriano Phascolarctobacterium pertenece al Filo de los Firmicutes, son
bacterias Gram negativas que se asocian a dietas ricas en grasas, almidon, cereales y
productos lacteos, las bacterias que componen este género son productoras de AGCC
principalmente acetato y propionato [18]. En los voluntarios NP N Glu fue detectado con
1,68% + 2,71% de FAR en promedio, LDA de 4,91 y p= 0,06. Se ha descrito que algunas
especies de Phascolarctobacterium tienen la capacidad de reducir mediadores de
inflamacién asociados a obesidad. Inducen una respuesta antiinflamatoria en las células
mononucleares de sangre periférica a través del aumento de IL-4, reduciendo los niveles
de INFy y la endotoxemia provocada por LPS de otras bacterias. Comercialmente la cepa
de P. faecium DSM 32890 esta siendo promocionada como probiético para la prevencion
y el tratamiento de obesidad, segun patente espafiola ES2763874A1 [222].

El género Butyricimonas fue recientemente descrito y esta conformado por bacterias Gram
negativas, anaerobias que tienen la capacidad de producir butirato [223]. Se ha reportado
en modelos murinos el aumento de este género tras la administracion de metformina [224].
En la presente investigacion la poblacién en general presenté una FAR de 0,0023% *
0,0025%, los voluntarios NP N Glu presentaron un promedio de abundancia para este
género de 0,0044% + 0,0019% con LDA =4,3 (p= 0,005).

La literatura ha reportado que Bacteroides caccae tiene una frecuencia de abundancia
relativa del 1% aproximadamente [225]; en el actual estudio de forma global para esta
bacteria la FAR fue de 1,11% * 0,02%. Sin embargo, especificamente para la poblaciéon
NP N Glu esta fue una de las especies de mayor abundancia con un promedio de 2,05%
+ 1,33%. Se confirma como una especie microbiana diferencial de ese subgrupo debido a
gue se valoré un LDA de 4,9 (p= 0,06). La figura 4-19 evidencia una tendencia inversa
entre la FAR con el IMC y el comportamiento glucémico. Se ha indicado un aumento de
Bacteroides caccae y otras especies de Bacteroides en pacientes obesos que perdieron
peso; se han asociado con la regulaciéon de la concentracion de lipidos, glucosa, insulina 'y

leptina en sangre [226].
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Figura 4-19: Abundancia relativa de la especie Bacteroides Caccae en cada subgrupo.

Se identificaron dos biomarcadores diferenciales para el grupo de los NP Pre DM2, el
primero fue el orden bacteriano ML615J 28 del filo Tenericutes. Este presenté una
abundancia en este subgrupo de 0,83% * 1,07% con un LDA de 4,6 (p=0,05). Se ha
reportado que este taxdén microbiano es significativamente heredable y se ha asociado a
niveles bajos de triglicéridos y de IMC [227]. El segundo biomarcador que fue relevante es
la familia Erysipelotrichaceae_1 que pertenece al filo de los Firmicutes, son bacterias Gram
negativas, anaerobias, no formadoras de esporas [228]. La abundancia relativa de
Erysipelotrichaceae 1 en toda la poblacion analizada fue 1,45% + 1,41%; especificamente
en los voluntarios del subgrupo NP Pre DM2 se presentd un promedio de FAR de 1,76% +
1,17% con un LDA de 2,8 (p= 0,08). Hay reportes que sugieren que esta familia esta
relacionada con trastornos metabdlicos en humanos. Erysipelotrichaceae 1 puede
producir &cidos grasos palmitico, estearico y oleico. La acumulacion excesiva de acido
palmitico en los tejidos da como resultado dislipidemia, hiperglucemia y aumento de la
acumulacion de grasa ectopica [229].

Parabacteroides distasonis fue un biomarcador diferencial que se relacioné con los
voluntarios SP N Glu, con un promedio de FAR 2,34% + 4,00%, LDA de 5,0 (p= 0,04) en
contraste con lo detectado para el grupo en condicién de obesidad (OB) de 0,50% =+ 0,44%.
Esta especie fue una de las bacterias representativas de la microbiota en toda la poblacion
analizada con FAR de 1,09% * 0,02%. Se observé, ademas, que Parabacteroides
distasonis present6 una relacion inversa estadisticamente significativa con el IMC, de rho=

-0,52 y un p= 6,4x10* (figura 4-11). Se ha indicado que esta especie esta involucrada en
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la regulacion del peso corporal, segun estudios realizados en modelo murino y humano
[174][230].

Otro biomarcador diferencial que se encontr6 en los voluntarios SP N Glu fue el género
Streptococcus con 0,56% + 1,01% de FAR y LDA de 4,4 (p= 0,04); sin embargo, se
considera que debe extenderse el analisis de este posible biomarcador en un amplio
namero de individuos, debido a que la abundancia relativa de este género en el 80% de la
poblacion analizada tendié a ser cero. Streptococcus esta conformado por bacterias Gram
positivas pertenecientes al filo de los Firmicutes, el aumento de estas bacterias se ha
relacionado con dietas altas en grasas y su disminucién con el consumo de fructosa [231].
Se ha sugerido de un enriquecimiento de Streptococcus en la microbiota principalmente

en pacientes con enfermedad cardiovascular y sindrome metabdlico [232] [233].

El género Peptococcus del filo Firmicutes, fue el Unico biomarcador diferencial detectado
en los voluntarios con sobrepeso y prediabetes (SP Pre DM2), se calculé un LDA de 2,8
(p=0,06) con FAR muy baja de 5x10°% * 9x10°%. Las bacterias que componen este
género son cocos Gram positivos, que obtienen su energia principalmente de compuestos
nitrogenados y de piruvato. Recientemente se indic6 el aumento de este género en

pacientes con alteracion en la glucosa que tenian deterioro cognitivo [234].

En el grupo de obesidad-normoglicemia (OB N Glu) se detectd el género microbiano
Bilophila, se calcul6 un LDA de 4,0 (p=0,06). Los reportes indican que este género presenta
una FAR <0,1% en la microbiota intestinal normal [235]; en el actual estudio la FAR para
Bilophila fue de 0,0012% + 0,0019% en promedio para toda la poblacion y especificamente
para el grupo OB N Glu fue de 0,0021% + 0,0031%, resultados coherentes con lo indicado
la literatura. Este género pertenece al filo de las proteobacterias, familia

Desulfovibrionaceae.[236].

Las familias Clostridiaceae y Desulfovibrionaceae fueron caracterizadas como
biomarcadores diferenciales en los voluntarios con obesidad-prediabetes (OB Pre DM2).
Clostridiaceae present6 una abundancia relativa de 0,89% + 0,85% en toda la poblacion
analizada. Especificamente en el grupo de voluntarios OB Pre DM2 se midi6 una FAR de
1,74% + 1,15% con LDA de 4,8 (p= 0,09). Clostridiaceae pertenece al filo Firmicutes, son
bacterias Gram positivas, anaerobias, formadoras de endosporas, y producen H. en la
electrofermentacion de la glucosa [237]. Algunas especies de esta familia tienen

abundancias relativas aumentadas en personas prediabéticas y diabéticas. Clostridiaceae
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puede afectar los neurotransmisores involucrados en las vias de sefializacion intestino-
cerebro, que controlan el transito intestinal, los niveles de serotonina y la permeabilidad
intestinal [76].

La literatura informa que, en el modelo murino, el aumento en la abundancia de la familia
Desulfovibrionaceae es un signo de disbiosis intestinal. Las bacterias que conforman este
género producen H,S que puede reducir los enlaces disulfuro de la capa de moco intestinal,
lo que conlleva a una exposicion del epitelio a bacterias patdgenas y a toxinas [238].
Desulfovibrionaceae presenté un LDA de 4,4 (p= 0,09), con 1,00% * 1,20% de FAR
promedio en la poblacion general. Se ha informado que el aumento de estas bacterias se
relaciona con la disminucion del filo Bacteroidetes y los miembros de la familia

Lachnospiraceae [239].

Los voluntarios en condicién de obesidad y diabetes (OB DM2) presentaron el género
Desulfovibrio, como un biomarcador diferencial con LDA de 4,8 (p=0,08) y FAR de 1,48%
+ 1,71%. Desulfovibrio fue uno de los géneros representativos de la microbiota en toda la
poblacion analizada con FAR de 0,74% + 1,04%. Las bacterias de este género pertenecen
a la familia Desulfovibrionaceae que se compone por mas de 30 especies propuestas. Este
género bacteriano ha sido altamente asociado al desarrollo de DM2 y obesidad,
principalmente por su capacidad de aumentar la permeabilidad intestinal con el aumento
de LPS [240].

Los resultados del analisis LEfSe indicaron que a medida que se tuvo un aumento en el
IMC vy alteracibn de la glucemia, los taxones microbianos que prevalecieron
correspondieron a bacterias no productoras de butirato y con capacidad de inducir
endotoxemia en el hospedero. Un resultado importante fue que todos los voluntarios en
condicion de obesidad, independientemente de su estado glucémico, presentaron un
aumento de la familia Desulfovibrionaceae del filo Proteobacteria, especialmente los
géneros Bilophila y Desulfovibrio (tabla 4-7). Estas bacterias estan estrechamente
relacionadas a un alto consumo de alimentos de origen animal, pero de baja calidad, es
decir, ultraprocesados y pobres en fibra dietética. Este estilo de alimentacién altera la
composicion genética y la actividad metabdlica de la microbiota intestinal [241][11]. Los
resultados aqui presentados son coherentes con lo reportado previamente en poblacién
colombiana, ya que individuos con dieta de calidad presentaron microorganismos de la

familia Ruminococcaceae; en ese mismo reporte aguellos sujetos con dietas ricas en



Capitulo 4. Resultados y discusion. 83

ultraprocesados tuvieron un enriquecimiento de proteobacterias especialmente Bilophila
[242].

Tabla 4-7: Resumen del analisis LEfSe.

SUBGRUPO CATEC?ORIA TAXON MICROBIANO LDA VALOR p
TAXONOMICA

Familia Ruminococcaceae_1 57 0,05
Familia Christensenellaceae 4,9 0,03
Género Butyricimonas , 4,3 0,005
Género Phascolarctobacterium 4,9 0,06
Especie Bacteroides caccae 4,9 0,06
Orden ML615J 28 4,6 0,05
Familia Erysipelotrichaceae_1 2,8 0,08
SP (N Glu) Género Streptococcus 4,4 0,04
SP (N Glu) Especie Parabacteroides distasonis 5 0,04
Género Peptococcus 2,8 0,06
OB (N Glu) Género Bilophila | 0,06
OB (Pre DM2) Familia Clostridiaceae 4,8 0,09
OB (Pre DM2) Familia Desulfovibrionaceae 4,4 0,09
Género Desulfovibrio 4.8 0,08

Se muestran los puntajes LDA y la significancia estadistica para cada uno de los
biomarcadores obtenidos del analisis LEfSe, los biomarcadores que presentaron mayor
puntaje LDA en el grupo de los normopeso con glucosa normal NP (N Glu) son taxones
microbianos productores de butirato; mientras que en los voluntarios obesos
independientemente del comportamiento glucémico se observo la presencia de la familia
Desulfovibrionaceae.

Anteriormente se indicaba que en el desarrollo de DM2 y obesidad se tenia un aumento
de Filo Firmicutes sobre el de Bacteroidetes, pero los ultimos reportes indican que se
observa la perdida de la riqueza microbiana, la disminuciéon de bacterias productoras de
butirato y el aumento de bacterias con potencial proinflamatorio principalmente del filo

proteobacteria [5][76].
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4.7 Analisis nutricional y asociacion con los perfiles

bacterianos

A todos los voluntarios que participaron en este proyecto, se les aplicé un cuestionario de
frecuencia de alimentos (FFQ), previamente disefiado y validado en poblacion colombiana
por el Centro de Investigacion Epidemiolégica, Observatorio Epidemiolégico de
Enfermedades Cardiovasculares, de la Universidad Industrial de Santander [92]. Los
registros de las encuestas estan siendo tabulados, y con la ayuda del Doctor Oscar
Fernando Herran, uno de los disefiadores de la herramienta, se presenta como reporte
parcial el procesamiento de los datos de los primeros 511 voluntarios. Mediante esta
herramienta se recopilaron datos de la calidad nutricional de los voluntarios reclutados en
el estudio. En la tabla 4-8 se detalla el consumo energético y la ingesta de macronutrientes

gue describe de forma general el tipo de alimentacién de los voluntarios.

Los resultados descritos en la tabla 4-8, que resume la ingesta de macronutrientes en la
poblacién analizada, presentan altas desviaciones estandar; esa amplia dispersion de los
datos puede estar asociada a los procesos nutricionales individuales que no son tan
uniformes en la poblacién. Al comparar los resultados de ingesta de macronutrientes y
consumo de energia obtenidos en este estudio, con un reciente reporte de poblacion
colombiana [242], en general los valores mostraron diferencias aproximadamente entre

10% y 15%, para el consumo energético, de proteina, carbohidratos, grasas y fibra.

La literatura ha recomendado una ingesta de grasas saturadas menor al 10%, criterio que
cumplieron los voluntarios de este estudio. En cuanto a la ingesta de fibra total el valor
recomendado es de 14 g/1000 Kcal [243], los voluntarios presentaron una ingesta de fibra
total de 15,99 g, teniendo un promedio de 2519 Kcal, por lo tanto, el consumo de fibra ideal
seria de 35,3 g. Altos niveles de fibra se asocian con tasas de prevalencia
significativamente mas bajas de DM2, obesidad y dislipidemias. Se ha reportado que un
consumo de fibra cruda (solubles o viscosas) de 12 a 24 g/dia puede reducir hasta un 13%
lo niveles de colesterol LDL [244]. La determinacion en la ingesta de proteinas en los
voluntarios fue del 18%, que estd dentro de las recomendaciones reportadas; se ha
sugerido un valor minimo de ingesta proteica del 15% para cumplir con el requerimiento

promedio estimado [100].
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Tabla 4-8: Consumo diario de energia, macronutrientes y colesterol

Recomendacién

Nutrientes Promedio de ingesta Ingesta a nivel global Referencia
Energiay
macronutrientes

Consumo energético 2519 + 1648 Kcal 2025 Kcal [245]
Proteinas 97,84 +74,78 g 18% 14-20% [245]
Carbohidratos 331,6 +196,9 62% 45-65% [245]
Grasa total 93,21 +67,379g 17% 20-35% [246]
AGS 29,34+£21,44¢ 5% <10% [246]
AGMI 29,57 £22,06 g 6% 10-25% [246]
AGPI 12,02+9,39¢9 2% 6-11% [246]

Fibra total 16 g 3% 14 %12%% Eca' [247],[243]

Micronutriente

Colesterol 489,00 + 315,52 mg <300 mg [115]

Se muestra los valores promedio * la desviacion estandar. AGS representa los acidos grasos
saturados, AGMI los acidos grasos monoinsaturados y AGPI los acidos grasos poliinsaturados.

La ingesta de carbohidratos en el actual estudio se calculé en 331,6 + 196,9 g/dia, este es
un valor mayor al compararlo con otros reportes de poblaciéon colombiana, que indican una
ingesta entre 285 g y 305 g para este macronutriente [92][242]. Sin embargo, en términos
generales la distribucion de la ingesta de macronutrientes especialmente carbohidratos y
proteinas en los voluntarios enrolados es comparable con lo sugerido por
“‘Recomendaciones de Ingesta de Energia y Nutrientes (RIEN) para la Poblacién
Colombiana”, reporte técnico del afio 2016, de la Subdireccién de Salud Nutricional
Alimentos y Bebidas, Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia. En ese
documento indican que la ingesta de carbohidratos debe estar del 50% al 65%, las
proteinas entre el 14% y el 20% [248]. Los voluntarios presentaron un consumo menor de
grasas totales, acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y &cidos grasos polinsaturados
(AGPI) a lo globalmente recomendado. Los AGPI hacen parte de los acidos grasos
esenciales que deben ser consumidos en la dieta dado que no son sintetizados
enddégenamente y su requerimiento estd relacionado con el correcto funcionamiento del
sistema nervioso y la actividad antinflamatoria [249]. La poblacion analizada present6 un
consumo elevado de colesterol, compatible con el alto porcentaje de dislipidemias

detectado en la poblacion.
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Recientemente se ha propuesto que la dieta es capaz de modificar casi el 60% de la
composicion microbiana, por ello se indica de una relacién directa entre la dieta y la
microbiota intestinal [250]. La composicion microbiana encontrada en los voluntarios
corresponde a géneros asociados con la ingesta de estos macronutrientes principalmente
proteinas y carbohidratos como lo son los géneros Bacteroides, Prevotella, Streptococcus,
Dialister, Bilophila, Desulfovibrio, entre otros. Varios estudios indican que estas dietas de
baja calidad nutricional tienen el potencial de alterar la microbiota intestinal, al aumentar
los lipopolisacaridos (LPS), aumentar el N-6xido de trimetilamina (TMAQ) y disminuir los
acidos grasos de cadena corta (AGCC) favoreciendo un estado inflamatorio [251].
Bacterias de los filos Firmicutes y Proteobacteria son capaces de metabolizar la colina,
lecitina, carnitina y betaina son nutrientes presentes en las carnes rojas, mariscos, pollo,
entre otros alimentos, conduciendo a la acumulacion de trimetilamina que se convierte en
TMAO en el higado. Niveles circulantes elevados de TMAO se han relacionado con un

mayor riesgo de mortalidad por enfermedades cardiovasculares y DM2 [5][251][252].

Se debe reforzar el consumo de fibra, especialmente la fibra soluble o dietética, este tipo
de fibra se compone principalmente de tres subgrupos, (i) polimeros de carbohidratos que
existen naturalmente en plantas comestibles y se consumen como vegetales, frutas,
semillas, cereales y tubérculos; (ii) polimeros de carbohidratos comestibles con beneficios
fisiologicos como oligosacaridos resistentes, inulina, pysllium; (i) polimeros de
carbohidratos sintéticos como la metilcelulosa. Se ha comprobado que la fibra aumenta la
diversidad bacteriana, promoviendo la abundancia de géneros productores de butirato
principalmente Faecalibacterium, Ruminococcus, Coprococcus, Lachnospira, Roseburia,
Eubacterium Lactobacillus, entre otros [253]. Es importante para el cuidado de la
microbiota intestinal aumentar el consumo de prebibticos, probibticos, acidos grasos
poliinsaturados y polifenoles antioxidantes, asi como la reducciéon de la ingesta de
colesterol para lograr un incremento en géneros que ya estan definidos como marcadores

de buena salud intestinal como lo son Akkermansia, Bifidobacterium y Faecalibacterium.
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Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Para dar cumplimiento al objetivo general y a los especificos planteados, se analizaron los
perfiles filogenéticos de la microbiota intestinal en adultos colombianos entre 40 a 70 afios,
cuyos factores de riesgo a obesidad fueron ademas determinados por pruebas
bioguimicas, medidas antropométricas y de composicién corporal. Esas medidas, junto con
el cuestionario FINDRISC permitieron relacionar el factor de riesgo a DM2 en los

voluntarios.

El andlisis de los factores de riesgo en 535 voluntarios se realiz6 discriminando la poblacion
de acuerdo con el IMC y como subgrupo el comportamiento glucémico; de forma general
se encontro que el 70% de la poblacién present6 alteracion en el IMC, situacién confirmada
con los resultados de composicion corporal. Se determind que el perimetro de cintura, la
grasa visceral y la grasa total presentaron valores mayores al referencial recomendado,

incluso desde el estado de normopeso y especialmente en sobrepeso y obesidad

El andlisis de las pruebas bioquimicas a nivel de metabolismo, indican una amplia
dispersién en los resultados de glucosa y del perfil lipidico. La determinacion de glucosa
preprandial present6 valores entre 57 y 297 mg/dL; que permitié identificar voluntarios con
prediabetes en un 21,1% (n=113) y con diagndstico presuntivo de DM2 2,2% (n=12) ,
guienes desconocian dichas alteraciones. A nivel del perfil lipidico y especificamente para
triglicéridos se encontr6 que los voluntarios en condicion de sobrepeso y obesidad
presentaron en promedio un valor mayor al rango ideal (€150 mg/dL); el valor promedio
para la prueba de colesterol total, incluso desde el estado de normopeso estuvo mayor al
rango Optimo (200 mg/dL), datos directamente relacionados con los resultados
catalogados como “bordeline alto” para colesterol LDL, cuyo valor promedio fue de 141
mg/dL en toda la poblacion de estudio. El 63% de la poblacion analizada present6
colesterol HDL menor al valor referenciado como meta ideal (250 mg/dL en mujeres y en
hombres = 40 mg/dL).
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El puntaje del cuestionario FINDRISC oscilé entre 0 y 25 puntos, y se evidencié una
relacion directa con el IMC. Se determin6 que los voluntarios en condicién de obesidad
presentaron riesgo alto (33%) a desarrollar DM2 en 10 afios; en aquellos con sobrepeso
se detect6 un riesgo moderado (17%) y los normopeso, 4% con riesgo bajo.

Con los resultados antropométricos y metabolicos se calcularon los indices aterogénicos
gue permitieron definir el riesgo cardiovascular en la poblacion; la evaluacion de estos
indices expuso que incluso en la poblaciébn normopeso se expresaron marcadores de
riesgo metabolico y cardiovascular. Se concluye que la evaluacion del riesgo no debe
cefirse exclusivamente a las pruebas bioquimicas y antropométricas de forma aislada; la
evaluacién debe ampliarse hasta la implementacion de herramientas de facil acceso y
aplicacion como el FINDRISC, los indices antropométricos y aterogénicos. Mediante esas
herramientas se identificé que al menos el 50% de la poblacion reclutada presento riesgo
a DM2 entre moderado y alto en los préximos diez afios. Los resultados de los indices
aterogénicos que evaluan el riesgo cardiovascular y el desarrollo de resistencia a la
insulina indicaron que el 82% de la poblacién presentd el indice cintura/altura alterado,
también en el indice c-LDL/c-HDL se detect6 alteracion en el 65% de la poblacién, el 60%
en el indice CT/c-HDL y el 57% el indice TG/c-HDL.

Para analizar el perfil genético y taxonémico de la microbiota intestinal en muestras de
materia fecal, se seleccionaron 40 muestras discriminadas por el IMC y comportamiento
glucémico. Se realizé secuenciacion del gen 16S rRNA por medio de la tecnologia lon
Torrent, que permitié asignar taxonémicamente y en porcentaje de abundancia relativa
(FAR) a nivel de filo, género y especie (figura 5-1). Los filos mas abundantes en la
poblacion fueron Firmicutes (49,2%), Bacteroidetes (39,8%) y proteobacteria (7,4%). A
nivel de género los mas abundantes fueron Bacteroides (16,05%), Prevotella (13,82%) y
Ruminococcus (4,41%). Las especies que presentaron mayor FAR fueron Prevotella copri
(12,86%), Bacteroides uniformis (2,90%) y Bacteroides caccae (1,11%).
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Figura 5-1: Diagrama resumen de los filos, géneros y especies con mayor abundancia.

Otra conclusion relacionada con el analisis de los perfiles bacterianos es que a nivel de filo
se logré caracterizar el 97,1% de la microbiota; sin embargo, al subir de nivel en
clasificacion taxonémica hasta especie solo el 22,07% de las bacterias fueron
identificadas. Entre voluntarios y los diferentes subgrupos hubo una alta dispersién de los
datos, sugiriendo que la abundancia y la composicion microbiana es un perfil caracteristico

de cada individuo.

Se detectaron diferentes perfiles microbianos con posible relacion al desarrollo de DM2 y
obesidad. Se calculé que la relacion Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) fue = 1 en todos los
subgrupos incluyendo el subgrupo de los normopeso normoglucémicos (NP N Glu); la
relacion F/B = 1 se ha descrito como un posible biomarcador de factor de riesgo a obesidad
y se ha relacionado a dietas de baja calidad nutricional. El filo proteobacteria fue el tercero
en abundancia (7,4%), esa FAR se ha expuesto como un criterio potencial de enfermedad,
por la presencia de microorganismos que pueden inducir endotoxemia metabdlica.

Inesperadamente el filo Actinobacteria present6 una FAR baja (0,3%), en comparacion con
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lo reportado en otras poblaciones (5,0%), este género esta conformado por bacterias que
se han relacionado con un buen estado de salud.

Al correlacionar los resultados de microbiota intestinal con los pardmetros nutricionales de
los voluntarios se observo que la poblacion no esta cumpliendo con los niveles 6ptimos
recomendados de ingesta de fibra, que promueve un estado de eubiosis en la microbiota
y esto se relacioné con abundancias disminuidas de Bifidobacterium (0,22%), Akkermansia
(0,18%), y Faecalibacterium prausnitzii (0,75%) respecto a las reportadas por la literatura,
la disminucion de estos microorganismos es deletoria para la salud, dado sus propiedades

probidticas y son caracteristicos de una microbiota intestinal en estado de eubiosis.

La correlacién entre la microbiota intestinal y los parametros clinicos de los voluntarios se
determiné por diferentes vias, la primera analizando las abundancias relativas de los
taxones microbianos identificados; la segunda aplicando analisis de diversidad ay B; y la
tercera un estudio de posibles biomarcadores mediante el analisis estadistico de
discriminacion lineal (LEfSe). De la observacion de las abundancias se tuvo que las
géneros mas predominantes en los subgrupos analizados pertenecieron al filo de los
Bacteroidetes, de estos se destaca que el género Bacteroides que mostré una tendencia
inversa con los porcentajes de grasa visceral rho= -0,29 p= 0,06; y la especie
Parabacteroides distasonis que present6é una correlacion inversa con el IMC (rho= -0,52)
estadisticamente significativo (p= 6,4 x 10%). Se encontr6 el género Fusobacterium en
voluntarios en estado de obesidad, dicho género se ha relacionado con implicaciones

importantes como lo son el desarrollo de algunos tipos de cancer.

A partir del andlisis LEfSe se identificaron 14 biomarcadores microbianos diferenciales para
los 7 subgrupos analizados, la familia Ruminococcaceae present6 el mayor puntaje LDA=
5,7 en el subgrupo (NP N Glu) y el andlisis estadistico confirmé una relacion inversa entre
esta familia con los niveles de glucosa (r= -0,46 p=0,002), por lo que se concluye que
podria ser un biomarcador asociado a buen estado de salud. Otro hallazgo importante, fue
gue los voluntarios en condicion de obesidad independientemente de su comportamiento
glucémico compartieron la presencia de la familia Desulfovibrionaceae. El género
Desulfovibrio fue el biomarcador hallado en el grupo de los obesos diabéticos, asociado a

endotoxemia y permeabilidad intestinal. El andlisis de FAR de estos biomarcadores en
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voluntarios obesos evidencié pérdida en la abundancia de varios grupos microbianos

principalmente aquellos productores de butirato.

Los estudios de microbiota intestinal son relevantes porque permiten conocer la
composicion microbiana a nivel individual y en términos generales de la poblacion. El
reconocer los taxones microbianos que conforman la microbiota intestinal, permite elucidar
el estado de eubiosis o de disbiosis del individuo. Ademas, dirigir las intervenciones
mediante prebidticos y probidticos de esos biomarcadores bacterianos que se encuentren
defectivos asociados como beneficiosos para la salud. Se confirmé que la microbiota es
propia de cada individuo y los parametros de diversidad y abundancia reflejan su estado

fisiologico.

5.2 Recomendaciones

Se debe continuar con el analisis de los datos semiprocesados para un total de 85
muestras de microbiota intestinal, que se reunieron en las diferentes jornadas de salud. Se
debe ampliar el estudio de microbiota a personas jovenes y de diferentes etnias, para
asociar los factores de riesgo a obesidad, DM2 y otras patologias.

Es importante destacar que cada uno de los pasos desde la toma de la muestra de heces,
la conservacion de las muestras, extraccion de ADN, secuenciacion y el analisis de los
datos afecta los resultados finales por lo que es complejo hacer extrapolaciones con otros

estudios de microbiota intestinal.

Se logré la determinacion de biomarcadores diferenciales en diferentes subgrupos
clasificados por su IMC y su comportamiento glucémico en una muestra pequefia, es vital
el andlisis de las interacciones de estas bacterias, con otras comunidades intestinales entre
ellas virus, la micobiota y parésitos, asi como adelantar estudios metabolémicos para
elucidar los mecanismos que les permite relacionarse y su funcion en la salud del
hospedero. En Colombia se tienen pocos reportes de microbiota intestinal poro que la
mayoria de las relaciones que se hicieron fueron con reportes de otros grupos

poblacionales por lo que se recomienda ampliar este tipo de estudios en nuestra poblacién
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con un numero mayor de muestra para evaluar intervenciones nutricionales y el refuerzo

de politicas de salud.

Se sugiere en las heces, la determinacién de &cidos grasos de cadena corta (AGCC),
prebidticos, ademas de los niveles de lipopolisacaridos (LPS), TMAO, citocinas y algunas

hormonas para asociarlos a los procesos metabdlicos y proinflamatorios.

A los voluntarios se les entregd los resultados y las recomendaciones de los andlisis
bioguimicos y antropométricos, ademas de las sugerencias en educacion para estilos de
vida saludable; se recomienda hacer extensiva la informacion del estudio individualizado
de indices aterogénicos y de microbiota intestinal. De acuerdo con los resultados de la
encuesta de ingesta de alimentos se recomienda incentivar en la poblacion un mayor

consumo de fibra, acidos grasos poliinsaturados y de polifenoles antioxidantes.
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saliva heces y orina.

Los principales aspectos éticos, legales y ambientales a tener en cuenta por los investigadores
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1. Protocolos de bioseguridad. BPL y sistema institucional de gestién ambiental.
2. Guias y pautas normativas. Protocolos de Consentimiento Informado: autorizacion para
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3. Proteccién de los desarrollos y cumplimiento de normativas sobre propiedad intelectual.
Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional de Colombia.
4. El proyecto macro cuenta con aval del Comité Territorial de Etica de la Investigacion de
Santiago-Lugo (Galicia, Espafia): Acta del 20 de septiembre de 2018.

Concepto: Proyecto Avalado.

LUIS FERN O OSPINA GIRALDO
Coordinador Comité de Etica

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400
Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 14666
Cormreo electrénico: fospinag@unal edu co / Bogota, Colombia, Sur América
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6.3 Anexo B. Consentimiento informado

INFORMACION DE INTERES PARA LOS PARTICIPANTES

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la obesidad son enfermedades metabdlicas de alta
prevalencia en el mundo. Las complicaciones vasculares son las manifestaciones mas graves
de la DM2; la aterosclerosis tiene una directa relacion con las enfermedades cardiovasculares;
la nefropatia, la retinopatia y neuropatia diabética son complicaciones que se desarrollan a
mayor plazo. En los adultos mayores ademas de las complicaciones microvasculares (que
incluyen amputaciones de las extremidades inferiores) y las cardiovasculares, se ha
documentado como causa de mortalidad incidentes hiperglucémicos e hipoglicémicos
fulminantes, que demandan intensificar los esfuerzos en investigacion cientifica. Existe una
poblacién que puede desarrollar DM2 sin sintomas, de éstos el 20% son diagnosticados cuando
se manifiestan las complicaciones, como la retinopatia, o falla cardiaca sin previo aviso.
Investigaciones recientes han relacionado alteraciones de la microbiota intestinal con estas
patologias. En el actual estudio se pretende ampliar el conocimiento de la DM2 y la obesidad
desde las relaciones genéticas, metabdlicas, hormonales y su asociacion con las alteraciones

de la microbiota intestinal.

Procedimientos que se van a usar:

(1) Se realizara una encuesta nutricional y se interrogara al participante por datos

socioecondémicos, demograficos y de antecedentes familiares.
(2) Se obtendran medidas antropométricas tales como peso, talla y perimetro de cintura.
(3) Se medira la tension arterial.

(4) Se tomaran muestras de sangre en ayunas, saliva, orina y heces.
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Con esas muestras se haran los analisis metabdlicos, estudios de biomarcadores genéticos y

de microbiota.

El proceso de toma de muestras serd realizado por personal cualificado. Las
muestras obtenidas seran analizadas de manera confidencial en el Laboratorio de
la Division de Lipidos y Diabetes del Departamento de Fisiologia de la Facultad de

Medicina.

Las molestias o los riesgos esperados:

Esta investigacion se clasifica en el Grupo de “Investigacion con riesgo minimo”. La unica
molestia que podria derivar es dolor, hinchazén y/o enrojecimiento en el sitio de puncién
venosa. En caso de cualquier molestia en los dias siguientes a la puncion, el participante sera
valorado por el grupo de investigadores que realiza el estudio siguiendo las recomendaciones
indicadas.

Los beneficios y garantias gue puedan obtenerse:

Cada voluntario recibira el resultado de su perfil nutricional, de acuerdo con los andlisis

bioquimicos realizados.

Ademas, se le garantiza a cada participante que recibird respuesta a cualquier pregunta y

aclaracién acerca de los procedimientos.

Se le informaran de los riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y

el tratamiento de los datos de los voluntarios.
Las investigadoras daran respuesta a cualquier inquietud al inicio, durante y al final del trabajo.

La libertad de retirar su consentimiento:

Lo podré hacer en cualquier momento, puede abandonar y dejar de participar en el estudio sin

gue por ello se creen perjuicios. Cada voluntario puede retirarse del estudio cuando lo desee.

La seguridad que no se identificara a los voluntarios:

1. Se mantendra la confidencialidad de la informacién relacionada con su privacidad.

2. En todos los casos las muestras estaran codificadas de forma que en ningdn momento se

pueda conocer la identidad del voluntario.
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3. Respecto a las muestras biologicas: las muestras bioldgicas perecederas seran destruidas

al finalizar este estudio, siguiendo la normativa vigente.

4. Se solicita consentimiento del participante para la conservacion futura en congelacién de las
siguientes muestras: Extractos conteniendo ADN-bacteriano procedente de heces y extractos

de ADN procedente de la saliva, para posibles futuros estudios.

La normativa que regula el tratamiento de datos/muestras de personas, le otorga al participante
el derecho a acceder a éstos, oponerse, corregirlos, cancelarlos, limitar su tratamiento,
restringir o solicitar la supresion de estos. Para ejercer estos derechos puede el participante
dirigirse al Investigador Principal de este estudio en el correo electrénico:

mncalderono@unal.edu.co

La disponibilidad de tratamiento médico v la indemnizacioén:

La presente investigacion no acarrea riesgos para la salud de los participantes, ni da lugar a

dafios que puedan causar demandas civiles o penales.

Gastos:

En ninglin momento se solicitara dinero a los voluntarios.

Todos los gastos seran cubiertos por el presupuesto de la investigacion.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO DE
INVESTIGACION

TITULO: Obesidad y Diabetes en Iberoamérica: factores de riesgo y nuevos
biomarcadores patogénicos y predictivos.

Yo, , he leido la

informacion suministrada para los participante del estudio, pude conversar con el equipo
investigador y realizar todas las preguntas necesarias para comprender las condiciones en este

estudio y considero que recibi suficiente informacion.

Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del estudio en cualquier
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momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto afecte a mi integridad.

De forma VOLUNTARIA participo en el estudio y acepto el uso de mis datos/muestras en las

condiciones indicadas

Respecto a la conservacién y utilizacion futura de los datos y/o muestras, accedo a que mis

datos y/o muestras sean conservados una vez finalizado el presente estudio.

Tomo la decision de que mis datos y/o muestras sean Si o No conservados para usos
posteriores en lineas de investigacion relacionadas con la presente bajo las condiciones de

codificacién mencionadas.

PARTICIPANTE

Firma:

Nombre:

Identificacion:

Correo Electrénico:

Ndmero de contacto:

Fecha de nacimiento:

TESTIGO

Firma:

Nombre:

Identificacion:

Correo Electrénico:

NUmero de contacto:
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6.4 Anexo C. Cuestionario FINDRISC

ESCALA FINDRISC

Edad 1MC (Kg/m®)
Menos de 45 aflos 0 puntos Menaos de 25 Kgfm® | 0 puntos
Enitre 45 -54 afios 2 puntos Ertra 2530 kgim® | 1 punts
Enitre 55- 64 afos 3 puntos Mas de 30 Kg/m® 3 punto
Mas de 64 afios 4 puntos
Perimetro abdominal (medido a nivel de ombligo)
Hombres Mujeres Puntuachin
Menos de 94 o Menor de 80 cm 0 puntos
Entre 24- 102 cr Entre BO-BE cm 3 puntos
Mas de 102 cm Mas de BB cm 4 puntos
irealiza normalmente al menos 30 doon gue frecuencia come fruta, verduras y
minutes diarios de actividad fisica? hortalizas?
5l 0 puntos A diario 0 puntos
Mo 2 puntos Mo a diario 1 punto
ibe han recetado alpuna ver ile han detectado alguna vez niveles alto de
medicamento contra la HTA? glucosa en sangre?
g1 1 puntos 5i 5 puntos
Mo 0 puntos No 0 puntos
iha habido algin diagndstico de DM ensufamilia? | |
Mo 0 puntos b
5i: abuelos, tios, primos hermanos 3 puntos :
[pero no padres, hermanos o hijos) i
5i: padres, hermanaos o hijos 5 puntos :
Puntuackin total Riesgo de desarrollar diabetes Interpretacidn
&n los priximos 10 afios
Menor de 7 puntos 1% Mivel de riesgo bajo
De 7 a 11 puntos A% Mivel de riesgo ligeramente elevado
De 12 a 14 puntos 17% Mivel de riesgo moderado
De 15 a 20 puntos 33% Mivel de riesgo alto
Mas de 20 puntos 50% Mivel de riesgo muy alto




Anexo D 100

6.5 Anexo D. Cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos

CODIGO ENCUESTADO:
Dia Mes Afio

¢, Con que frecuencia come los siguientes alimentos en el altimo

ano?
1 2 3 4 5 6 7 8 9
i ., 20+ 1 203 405 1 la3 5al1l0 |la4 |Nunca
Alimento o preparacion veces al vez al veces por | veces porl vez por veces vece~s veces
i t or mes or afio or
dia dia semana semana | semana | P p Zﬁo

Grupo 2. COMIDAS FRITAS

3
3

1 2 4 5 6 7 8 9
Fritasdetrigp. | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6] 7 8] 9 |
1 2 4 5 6 7 8 9

O [NS)

Salchichasfrits | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6] 7 |8] 9 |
1 2 4 5 6 7 8 9

Papafrancesa | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 ] 7 8] 9 |
1 2 4 5 6 7 8 9

Yuca frita 1 2

w

w

O [NS)

Grupo 4. GRANOS ENTEROS
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2. Tamal de carne / 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pollo

Envuelto de mazorca 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Grupo 5. GRANOS MOLIDOS, REFINADOS Y TUBERCULOS

-----n-nn
-----n-nn

----ﬂ-ﬂ“
----“-ﬂ“

D N N
----n-nn

¢ Con que frecuencia come los siguientes alimentos en el
altimo afio?

Grupo 5. GRANOS MOLIDOS, REFINADOS Y TUBERCULOS

1 2 3 4 3) 6 7 8 9
Ensaladarusa | 1 ) 2 | 3 | 4] 5 |6 ] 7] 8 09
1 2 3 4 ) 6 7 8 )
Caldoconpapaylece | 1 | 2 | 3 | 4 | 6 | 6 | 7 ] 8 | 9
1 2 3 4 3 6 7 8 9

Sopas Cremas 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Café con leche

Queso semiblando, de leche| 1 2 3 4 5 6 7 8 9
entera

Grupo 7. SALSAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupo 8. POSTRES, DULCES

7. Chocolate en agua 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tinto 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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6.6 Anexo E. Base de datos de voluntarios seleccionados para el estudio
de microbiota intestinal

EDAD GENERO FINDRISC IMC GLUCOMETRIA GLUCOSA PTOG COLESTEROL | TRIGLICERIOS |VOLUNTARIOS
63 Femenino 10 22,2 95 87 184 71 NP2
57 Femenino 15 23,5 84 97 217 79 NP4
52 Masculino 7 22,7 92 70 151 100 NP6
72 Femenino 15 24,7 94 97 237 189 NP7
56 femenino 13 23,8 82 74 87 163 70 NP8
42 masculino 7 24 98 75 195 102 NP9
65 masculino 13 22,3 99 106 64 229 162 NP PRE1
67 femenino 15 23,8 92 125 100 216 141 NP PRE2
68 masculino 17 22,9 94 108 141 188 103 NP PRE3
63 femenino 18 24,8 107 122 197 212 189 NP PRE5
52 femenino 14 23,8 100 114 76 151 70 NP PRE6
70 femenino 17 23,8 96 100 179 192 133 NP PRE7
59 femenino 9 25,4 83 78 127 120 SP1
57 femenino 20 26,2 83 86 95 216 81 SP1
64 femenino 16 28,6 97 94 147 119 SP3
43 masculino 8 26,6 105 83 135 114 SP4
40 femenino 13 27,9 91 82 105 110 SP5
65 femenino 15 26,1 96 111 107 143 184 SP PRE1
58 femenino 15 26 95 117 200 184 SP PRE2
56 femenino 14 25,4 91 111 273 146 SP PRE4
59 masculino 13 27,7 93 111 200 124 SP PRES
49 masculino 7 26,7 93 103 233 108 SP PRE6
59 femenino 18 25,7 91 103 254 133 SP PRES
56 femenino 18 33,7 103 82 111 137 90 0OB10
55 femenino 13 29,4 90 86 192 103 OB12
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40 femenino 12 30,7 91 92 167 103 OB14
51 femenino 18 32,9 93 81 86 230 177 0OB15
66 femenino 23 30,1 91 75 75 163 67 OB16
68 femenino 19 31,4 96 97 132 146 218 OB18
64 femenino 20 34,7 100 100 172 196 65 OB PRE12
60 femenino 13 31,2 80 103 224 168 OB PRE14
64 masculino 17 30,7 101 111 153 229 170 OB PRE15
60 masculino 19 29 114 111 149 160 OB PRE?20
63 femenino 18 37 102 106 161 233 108 OB PRES
63 femenino 12 31,9 90 117 249 141 OB PRE9
42 femenino 10 29,7 133 124 184 200 OB PRE23
54 femenino 17 34,2 117 118 207 143 162 OBDM1
51 femenino 17 32,9 105 142 143 85 OBDM?2
70 masculino 18 33,8 99 89 275 167 171 OBDM3
60 masculino 22 44,4 145 142 171 205 OBDM4
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CT LDL CT HDL CT VLDL %GRASA GRASA VISCERAL % MUSCULO P. CINTURA CRITERIO
107 63 14 32 6 26,2 76 Np (NGlu)
44 44 33 37 7 24,3 86,5 Np (NGlu)
87 a4 20 21,3 8 21,3 74 Np (NGlu)
156 43 37,8 39,3 10 24 98 Np (NGlu)
101 47 27,8 30,7 6 30 83 Np (NGlu)
137 37 20,5 20,8 8 37,7 90 Np (NGlu)
167 29 32 18,9 6 35,1 NP (Pre DM2)
140 49 28 37,1 8 24,8 83 NP (Pre DM2)
120 47 21 20,1 8 34,4 88 NP (Pre DM2)
130 a4 38 37 8 26,1 90,5 NP (Pre DM2)
61 76 14 37,3 6 25,5 75 NP (Pre DM2)
139 27 26,6 37,8 8 23,9 86 NP (Pre DM2)
67 36 24 39,7 7 25 76 SP (NGlu)
143 57 16 37,2 8 27 89 SP (NGlu)
75 49 24 46 11 21,7 103 SP (NGlu)
72 40 22,7 22,1 10 37,3 88 SP (NGlu)
38,3 45 21,9 445 8 22,6 98 SP (NGlu)
46 60 37 40,1 24,8 92 SP (Pre DM2)
116 47 37 35,1 28,3 84 SP (Pre DM2)
197 47 29 39,2 25 90 SP (Pre DM2)
135 40 25 26,6 13 32,2 103 SP (Pre DM2)
158 53 22 27,7 11 33,3 93 SP (Pre DM2)
163 64 26 41,8 9 22,2 97 SP (Pre DM2)
72 47 18 51 12 20,7 102,5 OB (NGlu)
89 82 20,5 47,7 10 20,8 100 OB (NGlu)
104 43 20,5 42,2 8 25,8 98 OB (NGlu)
161 34 35 45,1 11 24,4 102 OB (NGlu)
87 63 13 39,1 11 27,2 101 OB (NGlu)
51 51 43,6 459 13 23,2 105 OB (NGlu)
114 69 13 51 13 21 116 OB (Pre DM2)
152 39 33,5 46,1 11 23,3 108 OB (Pre DM2)
148 47 34 30,3 17 30,8 106 OB (Pre DM2)
86 31 32 29,8 15 31,5 100 OB (Pre DM2)
169 42 21 43 26 23 115 OB (Pre DM2)
172 49 28 47,8 12 22,3 100 OB (Pre DM2)
101 43 40 47,1 9 21,9 94 OB (Pre DM2)
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77,6 33 32,4 47,1 12 23,5 108 OB (DM2)
87 39 17 45,9 11 24 103,5 OB (DM2)
107 25 34 28,9 20 31,1 103 OB (DM2)
91 39 41 41,4 30 25,2 144 OB (DM2)
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6.7 Anexo F. Tamano de la libreria e identificacion
de biomarcadores microbianos mediante el
software MicrobiomeAnalyst

Descripcion de los datos obtenidos mediante el andlisis bioinformatico. Se observa el
tamario de las librerias.

{or » DataUpload > Datalnspection > Datz Filter » Mormalization » Analysis Overview » Alpha Diversity » LEfSe » Downloads

Data type: OTU abundance table
File format: text

OTU annotation: GreengenesiD

OTU number: 172

OTUs with = 2 counts: 172

Number of experimental factors: 1 [discrete: 1 continuous: 0]
Contain metadata with replicates: Yes

Total read counts: 2938966

Average counts per sample: 74724

Maximum counts per sample: 140790

Minimum counts per sample: 26306

Phylogenetic tree uploaded: No

Number of samples in metadata: 40

Number of samples in OTU table: 40

Sample names match {metadata vs. OTU table): Yes

Number of sample names matched (metadata vs. OTU table): 40

Number of samples that will be processed: 40



Anexo G 108

Tabla descriptiva del analisis LEfSe en el Software MicrobiomeAnalyst

@) > DatauUpload > Data inspection > DataFilter > Mormalization > Analysis Overview > Alpha Diversity > LEfSe > Downloads
[

The table below shows at most 500 features ranked by their p values, with significant features highlighted in orange.

Name T| Pualues T] ror Tl ne TL neere T) se Tl spere TL o TL oepre Tl View
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6.8 Anexo G. Analisis de correlacion entre los
perfiles bacterianos y parametros clinicos
mediante el Software R

Source (517 Environment History Connections Tutorial =0
ot | vomra x T oem - - # Import Dataset = | § 252MiB = | Ust - -
onsole  Terminal jobs
=5 [ - | dly Globl Evvironment -
® R412:C o e A
’ ~  Omi_df 40 obs. of 3 variables
> shapiro.test(tabla_16[,1])#No se rechaza que la variable Glucosa tenga distribucién n mi_df 1 40 obs. of 3 variables
ormal. —
mi_dfi4 40 obs. of 3 variables
shapiro-wilk normality test mi_df15 40 obs. of 3 variables
dara: tabla_16[, 1] tabla_1 40 obs. of 2 variables
W = 0.97062, p-value = 0.3765 tabla 15 40 obs. of 2 variables
tabla_16 40 obs. of 2 variables -
> ad.test(tabla_16[,2])#No se rechaza que la variable Ruminococcaceae_1 tenga distribuc
ién normal con mis de un 95% de confianza. Files | Plots | Padages  Help | Viewer e
anderson-parling normality Test A Zoom | -Fepon + @ | & “%- Publisn
data: tabla_1s6[, . 2] 4 valor p = 0,002666
A = 0.36884, p-value = 0.4116 0.4
F - 0,462367
> shapiro.test(tabla_16[,2]1)#No se rechaza que la variable Ruminococcaceae 1 tenga dist
ribucién normal. © Subgrupos
©
o
shapiro-wilk normality test 80aq I . NP (NGl
8 i NP (Pre DM2)
data: tabla_16[, 2] <}
W = 0.96538, p-value = 0.2546 § . © oB(OM
£ ° © OB(NGIL)
> cor.test(tabla_16[,1],tabla_16[,2], method="spearman")#dependencia moderada entre var S g2 .
iables, hay significancia para rechazar independencia. x - OB (Pre D2}
g . 5P (NGlu)
Spearman’s rank correlation rho o - . - r
} . L SP (Pre DM2)
data: tabla_16[, 1] and tabla_16[, 2] 014
s = 16037, p-value = 0.0009043 °
alternative hypothesis: true rho is not equal to 0 .
sample estimates:
rho 80 100 120 140
-0.5043934 Glucosa (mg/dL)

Andlisis de la distribucion de las variables y aplicacion del coeficiente de correacién de
Spearman y Pearson

Source =20 Environment  History — Connections  Tutorial |
= g # Import Dataset = | 3 138 M8 + | & List = -
Console  Terminal - Jobs
=5 'R - | @ ciobal Environment -
R R412  C esktop, —
shapiro-wilk normality test DATOS 40 obs. of 37 variables
N mi_df 40 obs. of 3 variables
data: tabla_i[, 1] :
w = 0.9162, p-value = 0.005861 tabla_l 40 obs. of 2 varfables
> ad.test(tabla_i[,2])#se rechaza que la variable FARPREVOTELLA Tenga distribucién norm
al con mas de un 95% de confianza.
anderson-parling normality test
data: tabla_i[, 2] Files Plots Packages Help  Viewer =0
A = 1.4485, p-value = 0.0008236 B zoom | -Bepot - |9 | & 4% publish
> shapiro.test(tabla_1[,2])#se rechaza que la variable FARPREVOTELLA tenga distribucién
normal. VR valor p= 0,1047
. i 04 . rho= 0,2603467
shapiro-wilk normality test
Subgrupos
data: tabla_1[, 2] o
W = 0.88957, p-value = 0.0009639 03 — | Np (NGlu)

T NP (Pre DM2
> cor.test(tabla_1[,1],tabla_1[,2], method="spearman")#dependencia discreta entre varia 2 ( h2)
bles, no hay significancia para rechazar independencia. 3 = OB(DM)

2

) ) Qo2 = OB(NGIu)
spearman’s rank correlation rho [

g * 0B (Pre DM2)
data: tabla_i[, 1] and tabla_i[, 2] 5P (NG

S - 7884.7, p-value = 0.1047
alternative hypothesis: true rho is not equal To 0 01 SP (Pre DM2)
sample estimates: .
rho .
0.2603467
00 - e
warning m 25 3 35 iz

In cor . 21, method = "spearman”)

can

IMC (Kg/m? Estado de la bateria: 15% disponible (enchufado)
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