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RESUMEN

Introduccion: la microbiota intestinal se
considera uno de los nuevos factores clave que participan
en la obesidad y en los trastornos metabdlicos asociados.
Los avances llevados a cabo en los ultimos afios respecto
al papel que desempefia la microbiota intestinal plantean
la posible utilidad de nuevas aproximaciones terapéuticas
basadas en la modificacién del microbioma intestinal.

Objetivo: comparar las comunidades de bacterias
presentes en muestras fecales de 20 individuos sanos
delgados y 53 pacientes obesos.

Métodos: amplificaciéon de la region V3-V4 del
ARNr 168, seguido de un andlisis de pirosecuenciacion.

Resultados: el andlisis estadistico determind que
el numero de secuencias del filo Proteobacteria es superior
en pacientes obesos que en los individuos control. También
se mostraron diferencias significativas en el filo Firmicutes
dentro del grupo de los pacientes obesos, asociadas a la
existencia de enfermedad de higado graso no alcohélico. En
total se identificaron 617 géneros de bacterias observandose
diferencias significativas en la proporcion de varios géneros
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entre los pacientes obesos y los individuos control. La
comparacion de las comunidades de bacterias a nivel de
género mediante un analisis de coordenadas principales
indica que las comunidades de bacterias de los individuos
control se agrupan de forma separada de las comunidades
de bacterias de pacientes obesos. Ademas, en los pacientes
obesos se observo una riqueza bacteriana mayor que en los
individuos control.

Conclusion: estos resultados demuestran el papel
de la disbiosis intestinal en el desarrollo de obesidad, asi
como la importancia de la modificacién de la microbiota
como posible alternativa terapéutica.

Palabras clave: obesidad, microbiota intestinal,
pirosecuenciacion, disbiosis.

ABSTRACT

Introduction: the intestinal microbiota is
considered one of the new key factors involved in obesity
and associated metabolic disorders. The advances made in
recent years regarding the role of the intestinal microbiota
raise the potential utility of new therapeutic approaches
based on the modification of the microbiome.

Objetive: to compare the bacterial communities
present in fecal samples from 20 healthy lean individuals
and 53 obese patients.

Methods: amplification of the 16S rRNA V3-V4
region, followed by a pyrosequencing analysis.
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Results: statistical analysis determined that
the number of sequences of the phylum Proteobacteria
was higher in obese patients than in control individuals.
Significant differences were also shown in the phylum
Firmicutes within the group of obese patients, associated
with the existence of non-alcoholic fatty liver disease. A
total of 617 bacterial genera were identified, with significant
differences in the proportion of several genera between
obese patients and control subjects. Comparison of bacterial
communities at the genus level by a principal coordinate
analysis indicated that the bacterial communities of the
control individuals were grouped separately from the
bacterial communities of the obese patients. In addition,
in obese patients a higher bacterial richness was observed
than in control individuals.

Conclusions: these results demonstrate the role of
intestinal dysbiosis in the development of obesity, as well as
the importance of modifying the microbiota as a possible
therapeutic alternative.
microbiota,

Keywords: obesity, intestinal

pyrosequencing, disbiosis.
INTRODUCCION

La obesidad es actualmente uno de los principales
problemas de salud publica, debido a su creciente
prevalencia, y se asocia a otras enfermedades como
la resistencia a la insulina, la enfermedad del higado
graso no alcohdlico (NAFLD) o el sindrome metabdlico?.
El desarrollo de la obesidad estd determinado por una
compleja interaccion entre factores genéticos, ambientales,
culturales, sociales y el gasto energético, el cual estd
altamente influenciado por el nivel de actividad fisica de
cada individuo?®. Recientemente, la microbiota intestinal ha
pasado a ser considerada como uno de los nuevos factores
clave que participan en la obesidad y en los trastornos
metabdlicos asociados. De hecho, se ha demostrado que
ratones carentes de microbiota intestinal son resistentes a
desarrollar obesidad, esteatosis y resistencia a la insulina
inducida por una dieta rica en grasa®’. Por otro parte,
también se ha confirmado la capacidad de la microbiota
intestinal de asimilar nutrientes, asi como su participacion
en la regulacién de genes encaminados a favorecer el
almacenamiento lipidico en el tejido adiposo y en el higado®,
lo que podria explicar en parte dicho efecto sobre el peso
y su relacion con el desarrollo de sindrome metabolico y
de higado graso no alcohdlico®!?. Ademas, se han mostrado
cambios en la composicién de la microbiota intestinal
tanto en animales como en pacientes humanos obesos
en comparacion con individuos delgados'. La mayoria
de los estudios han reflejado un descenso relativo en la
abundancia de filo Bacteroidetes frente un incremento en
el filo Firmicutes asociado a la poblacién obesa, asi como un
descenso en la diversidad bacteriana en dichos pacientes!>!3.
Sin embargo, estos hallazgos estdn sujetos a una gran
controversia por lo que no se pueden generalizar'*'s.
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Los tratamientos tradicionales basados en dietas
hipocaldricas y el aumento de la actividad fisica han tenido
cierto éxito en el control de la obesidad. Sin embargo, por
lo general estas estrategias dan lugar a reducciones de peso
limitadas y temporales, lo que justifica el planteamiento de
nuevos enfoques terapéuticos como podria ser lamodulacién
de la microbiota intestinal. Estas estrategias incluyen la
administracién de prebioticos que estimulan el crecimiento
y/o la actividad metabdlica de las bacterias beneficiosas o el
aporte de probidticos en forma de alimentos funcionales y/o
suplementos'®!®, Asimismo, recientemente se ha propuesto
la utilidad del trasplante de microbiota intestinal como
mecanismo terapéutico’®. Por todo ello, el objetivo del
presente estudio fue comprobar la relacion existente entre
una determinada riqueza y diversidad de la microbiota
intestinal y la presencia de un fenotipo metabdlico concreto,
comparando dicha microbiota en individuos sanos frente a
obesos y a su vez dentro de estos ultimos, considerando las
diferencias asociadas al desarrollo de sindrome metabdlico
y su manifestacion hepatica, la enfermedad de higado graso
no alcoholico.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y muestras fecales

Se recogieron muestras fecales de pacientes obesos
adultos (rango de edad entre 20 y 60 afios) procedentes de
los Servicios de Aparato Digestivo del Complejo Asistencial
Universitario de Leon (CAULE) y del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla. 73 sujetos fueron incluidos en este
estudio, distribuidos en 53 pacientes obesos (30 pacientes
obesos de Ledn y 23 pacientes obesos de Santander)
y 20 individuos sanos control (10 individuos sanos de
Ledén y 10 controles de Santander). Todos los pacientes
fueron caracterizados en detalle desde un punto de vista
demografico (edad, sexo y raza), con un numero equivalente
de hombres y mujeres dentro de la muestra total. También
se les analizé6 desde un punto de vista antropométrico
(indice de masa corporal y perimetro de cintura y cadera)
y bioquimico plasmadtico (glucosa, creatinina, insulina,
colesterol total, LDL y HDL, triglicéridos y enzimas
hepaticas). Asimismo, se comprobd la resistencia a la
insulina utilizando el modelo homeostatico (HOMA-RI).
En todos los sujetos del estudio se determind de modo
semi cuantitativo la existencia de esteatosis mediante
la realizacion de una ecografia abdominal y se valor¢ la
presencia de fibrosis con la realizacién de elastometria de
transicion (Fibroscan) y en algunos casos seleccionados,
en funcioén de los requerimientos clinicos, se practicé una
biopsia hepética, que confirmd la presencia de esteatosis
y/o fibrosis. Todos los pacientes fueron seronegativos para
el virus de la Hepatitis B, virus de la Hepatitis C y virus de la
inmunodeficiencia humana.

En el caso de los individuos control, las muestras
fecales fueron obtenidas a partir de individuos voluntarios
sanos sin sobrepeso que no presentaban enfermedades
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diagnosticadas, ni sintomas de enfermedades digestivas
conocidas en el momento de la toma de las muestras.
La recepcion de las muestras fecales se llevd a cabo en
ambos complejos hospitalarios por parte del personal del
Servicio de Aparato Digestivo. Los pacientes llevaron las
muestras a temperatura ambiente en un recipiente estéril
que se le proporciond en el mismo hospital dias previos a
la recogida. Una vez recogidas, las muestras fecales fueron
homogeneizadas, alicuotadas y congeladas (-80°C) en un
tiempo no superior a 3 horas tras la defecacion. Ninguno
de los individuos incluidos en el estudio fue tratado con
antibidticos durante al menos un mes antes de la toma de
las muestras. En todos los casos se obtuvo el consentimiento
informado de todos los pacientes incluidos en el estudio a la
toma de muestras. Asi mismo, se solicito la aprobacién de
los protocolos de estudio por parte de la Comisién de Etica
de ambos hospitales.

Extraccion de ADN de las muestras fecales

La extraccion de ADN gendmico se llevé a cabo
a partir de 200 mg de las diferentes muestras fecales
empleando el kit Q[TAamp DNA Stool Mini (Qiagen, Hilden,
Germany) siguiendo el protocolo que aporta el kit, con
alguna modificacion. Se incluyé un paso previo de lisis
mecdnica empleando perlas de vidrio (0,7 mm) durante
diez minutos y la temperatura de lisis se incrementé para
asi facilitar la extraccion de ADN de células bacterianas
dificiles de lisar. La concentraciéon de ADN extraido de
cada una de las muestras fue determinada empleando el
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 y se almacend a
-20°C hasta su amplificacion.

Amplificacién mediante PCR del 16S rDNA

A partir del ADN extraido de cada una de las
muestras fecales, se llevd a cabo una reaccion de PCR
empleando cebadores universales correspondientes a
las regiones V3-V4 del ARN ribosomal 16S. Como primer
forward se empled el cebador 5’tcgtcggcagcgtcagatgtgt
ataagagacagCCTACGGGNGGCWGCAG3’ y como primer
reverso, el cebador: 5°gtctcgtgggctcggagatgtgtataagagacag
GACTACHVGGGTATCTAATCC3'%. Dichos cebadores llevan
acoplados al extremo 5’ un adaptador especifico (indicado
en letras minusculas) para la posterior secuenciacion
con el sistema MiSeq de Illumina. Las condiciones de
PCR empleadas fueron 3 min a 95°C, seguido de 25
ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C y 30
segundos a 72°C, y una extension final a 72°C durante
5 minutos. Cada mezcla de reaccion (25 pl) contenia
50 ng de ADN gendmico, 0,5 ul del primer forward
(0,2 uM), 0,5 ul de primerreverso (0,2 uM) y 12,5 ul de 2x KAPA
HifiHotStart Ready Mix (Kapa Biosystems, Wilmington, MA,
USA). Por cada individuo se llevaron a cabo 3 reacciones
de PCR que se mezclaron y posteriormente se purificaron
empleando el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, Madison, WI, USA).

Pirosecuenciacion con MiSeq System de Illumina

La mezcla de productos de PCR purificados se
envid al servicio de pirosecuenciacion de la Universidad
de Cantabria donde se empled el secuenciador MiSeq
(Ilumina). En la secuenciacién se afiadieron indices a las
muestras para poder analizarlas de forma simultédnea, y
asignar cada lectura a la muestra de la que procedia.

Anadlisis bioinformatico y estadistico

Para el andlisis de los datos se empled la aplicacién
16S Metagenomics Basespace en el portal online de
[lumina (https://basespace.illumina.com/home/index).
Esta aplicacién proporciona un flujo de trabajo especifico
para las secuencias del ARN ribosomal 16S de la subunidad
pequefia de los ribosomas. Incluye el filtrado de las
secuencias por su calidad, asignacion de las lecturas a cada
muestra a partir de los indices, eliminacién de cebadores,
ensamblado de las secuencias a partir de las lecturas en los
sentidos directo e inverso. La aplicacion también permite
la clasificacién taxonémica de las secuencias utilizando la
herramienta Classifier del RDP (Ribosomal Database Proyect,
http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) utilizando como
referencia la base de datos de secuencias 16S del Greengenes
(Mayo, 2013) y la asignacion de las secuencias a OTUs
(Unidades Taxonomicas Operacionales) con la herramienta
Clustering (también del RDP) utilizando una identidad
minima del 97%.

Con el objeto de comparar las diferentes
comunidades de bacterias estudiadas presentes en el colon
de individuos con normopeso y pacientes obesos se hizo
un andlisis estadistico utilizando los paquetes estadisticos
SPSS version 22.0 para Windows y R, en este ultimo caso
utilizando el paquete Vegan, programado para el andlisis
especifico de comunidades ecolégicas (http://cran.r-project.
org/web/packages/vegan/index.html). En todos los casos
los valores de p inferiores a 0,05 en los test estadisticos se
consideraron significativos. También se ha determinado
la riqueza de las comunidades de bacterias estudiadas
basdndose en el numero de filotipos u OTUs presentes
mediante un anélisis de rarefaccion, empleando también el
paquete Vegan.

RESULTADOS

Composicion de las comunidades de bacterias a nivel de
filo

Se obtuvo un total de 19.683.256 secuencias
mediante un andlisis de pirosecuenciaciéon a partir de
73 muestras fecales con una media de 269.634 + 145.866
secuencias por muestra. Cada libreria contenia entre 41.604
y999.8151ecturas. Lamayoria delas secuenciasidentificadas
a partir de las muestras fecales se clasificaron dentro de tres
filos. Los filos Firmicutes (46%) y Bacteroidetes (45%) fueron
los mas representativos, seguidos por el filo Proteobacteria
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(4%) que aparece en menor proporcion. Estos tres filos
representan mas del 90% de las secuencias analizadas. La
figura 1A muestra la composicién relativa de bacterias a
nivel de filo para ambos grupos, control y obeso. El analisis
estadistico mostrd diferencias significativas asociadas
a la obesidad en el filo Proteobacteria (p<0,05; prueba
U de Mann-Whitney) respecto a los individuos control
(Figura 1B). Asimismo, cabe destacar la existencia
de diferencias significativas dentro del filo Firmicutes
entre pacientes obesos con NAFLD y sin NAFLD (p<0,05)
(Figura 1B). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en el ratio Firmicutes/Bacteroidetes entre
pacientes obesos e individuos control.

Composiciéon de las comunidades de bacterias a nivel de

genero

El andlisis filogenético de las secuencias determind
la presencia de 617 géneros de bacterias conocidas a partir
de muestras fecales de pacientes obesos e individuos
control. En la figura 2 aparecen representados los géneros
que presentaban mas de 1.000 secuencias, mientras que
la deteccion del resto de los géneros tuvo lugar en menor
proporcion. Lamayoria de las secuencias pertenecieron a los
géneros: Bacteroides, Prevotella, Blautia, Faecalibacterium,
Clostridium y Oscillospira (Figura 2).
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Figura 1. A) Diagrama sectorial mostrando la distribucién de los filos
bacterianos en muestras fecales de individuos control y pacientes obesos.
En cada sector se indica el porcentaje correspondiente de cada uno de los
filos. B). Box plot reflejando las principales diferencias significativas a nivel
de filo mediante el Test U de Mann-Whitney (p<0,05).
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Figura 2. Nimero medio de secuencias de los géneros bacterianos conocidos encontrados en las muestras fecales de individuos control y pacientes obesos.

Los géneros representados en la grafica mostraron mas de 1.000 lecturas.
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El numero de secuencias de Blautia, Oscillospira,
Flavobacterium, Alkaliphillus y Eubacterium fue menor
en pacientes obesos que en individuos control. El Test
U de Mann-Whitney indicé que estas diferencias fueron
significativas (p<0,05) en funcién del diagnodstico de
obesidad. Por el contrario, el nimero de secuencias de
Prevotella, Megasphaera, Lactobacillus, Meganomas y
Acidaminococcus reveld un incremento significativo en
pacientes obesos (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Box plot representando las principales diferencias a nivel de
género entre los individuos control y los pacientes obesos en funcién del
diagndstico empleando el Test U de Mann-Whitney (p<0,05).
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Figura 4. Comparacion de la riqueza bacteriana entre individuos control
y pacientes obesos en ambas localizaciones geogréficas. Las flechas
entre las columnas representan las diferencias significativas que existen
entre las comunidades bacterianas determinadas mediante el Test U de
Mann-Whitney (p<0,05).

Riqueza de las comunidades de bacterias

Se estudi¢ la riqueza bacteriana en los pacientes
obesos y en los individuos control de ambas localizaciones
geograficas. El andlisis de riqueza bacteriana en la provincia
de Ledén mostro la presencia de 182,82 + 22,87 OTUs en
los individuos control y 249,86 + 27,41 OTUs en pacientes
obesos. Resultados similares se obtuvieron a partir de
las muestras fecales de la provincia de Santander. En los
individuos control la riqueza bacteriana (178,42 + 31,22
OTUs) fue inferior a la detectada en los pacientes obesos
(232,52 + 53,76 OTUs). Respecto a los individuos control, las
muestras fecales de Santander presentaron una riqueza
bacteriana menor que la correspondiente a los individuos
control procedentes de Ledn. Resultados similares se
observan en los pacientes obesos. El andlisis estadistico
mostro que existian diferencias significativas en la riqueza
bacteriana entre los dos grupos, con normopeso y obesos,
tanto en conjunto como considerando ambas localizaciones
geograficas por separado (p<0,05) (Figura 4).

Anadlisis comparativo de las comunidades de bacterias

Una vez estudiada cada comunidad de bacterias
en cuanto a su composicion, seguidamente se midié la
diversidad Beta en las muestras fecales tanto de individuos
control como de pacientes obesos con el fin de determinar
si existian diferencias en la composicion global de las
comunidades de bacterias entre los dos grupos.

Se realiz6 un Analisis de Coordenadas Principales
(PCoA) basado en el indice de desemejanza Chao (este indice
es cualitativo, considera la presencia de OTUs comunes o
diferentes en las comunidades comparadas) con el objetivo
de estudiar los factores que explican la variacidon entre
las distintas comunidades de bacterias (procedentes de
20 individuos control y 53 pacientes obesos). La figura 5
muestra que las comunidades de bacterias de los individuos
control se agrupan de forma separada respecto a las
comunidades de pacientes obesos en funcion del eje 1 que
explica un 3,75% de la varianza total en el PCoA. Algunas
comunidades de bacterias de los pacientes obesos se
encuentras dispersas a lo largo de este eje. El resto de los
ejes explican una proporcién de la varianza relativamente
bajo y no aporté informacién acerca de la variacion de las
comunidades.

DISCUSION

Durante décadas, el estudio de la microbiota
bacteriana que forma parte del ecosistema intestinal se ha
realizado a través de técnicas clasicas obteniendo cultivos
puros. Sin embargo, muchas de las bacterias no se cultivan
facilmente en el laboratorio*, por lo que es necesario
recurrir al empleo de las técnicas moleculares para obtener
una idea mas detallada de la composicién de la microbiota
intestinal. El avance mads reciente en el desarrollo de estas
técnicas es la “metagenomica” que permite el andlisis
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Figura 5. Comparacioén entre los 20 individuos control y los 53 pacientes
obesos de ambas localizaciones geograficas mediante un Anélisis de
Coordenadas Principales (PCoA) basado en el indice de desemejanza
Chao. El porcentaje de varianza explicado por cada eje aparece indicado
en paréntesis. El drea sombreada muestra el agrupamiento de las
comunidades de bacterias de los individuos control.

rapido de comunidades microbianas presentes en un
determinado nicho ecoldgico, obteniendo un rendimiento
mayor de lo que anteriormente era posible?’. Durante los
ultimos afios, varios proyectos han intentado mediante
estas técnicas descifrar la estructura y funcionalidad de
la microbiota intestinal humana, asi como su relaciéon con
determinadas enfermedades gastrointestinales??’. Esto ha
permitido considerar a la microbiota intestinal como un
nuevo factor implicado en la regulacion del peso corporal y
las enfermedades asociadas a la obesidad?.

En este estudio, la composicién y la diversidad de
las comunidades de bacterias presentes en muestras fecales
de individuos sanos con normopeso y pacientes obesos se
han realizado mediante una de las técnicas més resolutiva
de secuenciacion de alto rendimiento, la pirosecuenciacion.
Los resultados han mostrado que la mayoria de las
secuenciasidentificadas a partir delas muestras fecales tanto
en individuos control como en pacientes obesos pertenecen
principalmente a los filos Firmicutes, y Bacteroidetes, y en
menor proporcion al filo Proteobacteria. En varios trabajos
se ha observado que los pacientes obesos presentan un
incremento del filo Firmicutes y una reduccion del filo
Bacteroidetes con respecto a los individuos delgados?*32.
Sin embargo, en nuestras muestras no se han encontrado
diferencias significativas en la frecuencia relativa de los
filos Firmicutes y Bacteroidetes entre pacientes obesos
e individuos control, mientras que si se encontraron
diferencias significativas asociadas al filo Proteobacteria.
Los pacientes obesos presentan una frecuencia relativa
mayor de este filo que los individuos control, permitiendo
asociar este filo como un posible marcador asociado a la
obesidad. Resultados similares con relacion a este filo han
sido obtenidos tanto en humanos como en ratones*. Esta
discrepancia en los resultados a nivel de filo sugiere que
el estudio de la composiciéon de la microbiota intestinal
podria estar asociado a varios factores como los criterios
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de seleccion de los pacientes, la dieta, la evolucion de las
técnicas moleculares, los diferentes métodos de extraccion
de ADN de las muestras, los métodos de amplificacion y/o las
tecnologias de secuenciacion®-’.

Estudios previos han mostrado cambios en la
composicién de la microbiota intestinal entre pacientes
obesos y no obesos y la existencia de determinados géneros o
especies significativamente asociados con cada grupo®-°. En
nuestro estudio, ademas de observar cambios a nivel de filo,
también se han encontrado diferencias en la proporcién de
determinados géneros bacterianos dentro de la microbiota
de pacientes obesos con respecto a los individuos control,
ademds de una riqueza bacteriana observada mayor en
los pacientes obesos. Géneros como Blautia, Oscillospira,
Flavobacterium, Alkaliphillus y Eubacterium fueron
detectados en menor proporcién de manera significativa en
los pacientes obesos con respecto a los individuos control.
Mientras que, por el contrario, los géneros Prevotella,
Megasphaera, Lactobacillus, Meganomas y Acidaminococcus
aparecian significativamente incrementados en pacientes
obesos. La elevacion de la concentraciéon de bacterias
pertenecientes al género Lactobacillus en pacientes obesos
ya ha sido previamente descrita, 1o que podria indicar un
posible papel del género Lactobacillus sobre la ganancia
de peso y la obesidad*#. Otros géneros que también han
mostrado resultados similares en distintos estudios y que
podrian estar asociados a la patogénesis de la obesidad son
Prevotella y Megamonas®®. Estos resultados demostrarian
que no hay unica bacteria implicada en la patogénesis de
la obesidad, sino la existencia de una disbiosis intestinal.
Sin embargo, una de las principales cuestiones que se
plantean es si los cambios en la microbiota intestinal
preceden al desarrollo de obesidad o si por el contrario
son una consecuencia de dicho fenotipo. En este estudio,
las comunidades de bacterias de los individuos control
se agrupan de forma separada de las comunidades de
pacientes obesos, lo cual determina a la obesidad como un
factor importante en la agrupacion de las comunidades de
bacterias, justificando asi la relacion entre la composicién
de la microbiota intestinal y la obesidad.

En conclusion, estos resultados muestran una
disbiosis intestinal, fundamentalmente observada a nivel de
género, implicada en el desarrollo de obesidad, justificando
asi la importancia de la modulaciéon de la microbiota
intestinal como posible alternativa terapéutica para la
prevencion y el tratamiento de esta enfermedad.
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