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Resumen

La obesidad es un trastorno caracterizado por el aumento de tejido graso y se ve acompafiada por diversas mani-
festaciones patoldgicas; es de etiologia multifactorial y actualmente se ha considerado a la microbiota intestinal como
un factor de predisposicion importante. Este trabajo tuvo como objetivo analizar la composicion de la microbiota
intestinal y su asociacion con parametros antropométricos y bioquimicos en adultos jévenes con peso normal y obesi-
dad, analizando las regiones V3 y V4 del 16S ARNr y métodos bioinformaticos, asi mismo, la determinacion de los
parametros bioquimico se realizé utilizando ensayos colorimétricos Spinreact, Spinlab. Los resultados mostraron
alteraciones en todos los parametros antropométricos en el grupo con obesidad, con valores estadisticamente signifi-
cativo, el perfil bioquimico mostr6 que los niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol, cLDL y cHDL eran significa-
tivamente mayores en jovenes obesos en comparacion con el grupo de peso normal. El anélisis de las secuencias del
gen 16S RNAr, mostro que la microbiota intestinal de los individuos con peso normal y obesidad esta constituida por
14 filos bacterianos diferentes, siendo los filos Bacteroidetes y Firmicutes los de mayor prevalencia en ambos gru-
pos. Los datos obtenidos hasta ahora en nuestro estudio muestran que un estado de obesidad conlleva a distintas alte-
raciones metabolicas, asi como alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal.
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Abstract

Obesity is a disorder characterized by increase of fatty tissue, and is accompanied by several pathological manifes-
tations, and multifactorial etiology. Gut microbiota has now been considered an important predisposition factor for
obesity. Objective of this study is to analyze composition of gut microbiota, and its association with anthropometric
and biochemical parameters in young adults with normal weight and obesity, analyzing the V3 and V4 regions of 16S
ARNr by means of bioinformatics methods, as well as determination of biochemical parameters using colorimetric
tests Spinreact and Spinlab. Results showed alterations in all of the anthropometric parameters in obese group, with
significant statistically values, as follows: biochemical profile showed that glucose, triglycerides, cholesterol, cLDL
and cHDL levels were significantly higher in obese youth compared to the normal weight group. Analysis of sequenc-
es of 16S RNAr gene indicates that gut microbiota of individuals with normal weight and obesity, consists of 14 differ-
ent bacterial phylum, with Bacteroidetes and Firmicutes being the most prevalent in both groups. Data obtained so far
in our study reveal that a state of obesity leads to different metabolic alterations, as well as alterations in the composi-
tion of the gut microbiota.

Keywords: Obesity, Microbiota, 16S RNAr

Introducciéon cos, lo que ayudard a entender con mas claridad y preci-

La obesidad terizad | sion las alteraciones en la microbiota intestinal en esta pa-
a obesidad es un trastorno caracterizado por el aumen-  y,),0{, y de este modo, se aportar informacién importante

to de tejido graso, esta alteracién se ve acompafiada por e en un futuro ayude a un mejor tratamiento integral de
diversas manifestaciones patoldgicas (Duranti, Ferrario,Van 1, Jhecidad

Sinderen, Ventura y Turroni, 2017). Entre los mecanismos

etiopatogénicos que conducen a la obesidad se encuentran  Materiales y Métodos
factores genéticos y ambientales, los cuales contribuyen de
distintas maneras. Sin embargo, estudios recientes han su-
gerido que la microbiota intestinal juega un papel importan-
te para el desarrollo de este padecimiento (Van den Berk-
Clark, Secrest, S., Walls, J., Hallberg, E., Lustman, P.J.,
Schneider, F.D., Scherrer, 201§ - La microbiota intestinal  |¢ cyales 41 estuvieron asociados a peso normal tomando
alberga aproximadamente 1x10™ de microorganismos, alo- o\ <ienta un indice de masa corporal (IMC) < 25 Kg/m® y

jando principalmente bacterias (99%), virus, hongos y pro- 3¢ acociados a obesidad con IMC > 30 Kg/m’.
tozoos (1%), mismos establecen una relacion simbiotica -

con el huésped. Estos microorganismos son esenciales para  Perfil bioquimico.
el funcionamiento de la mucosa intestinal, la absorcion de
nutrientes y la homeostasis energética (Nehra Allen, Mai-
ling, Kashyap y Woods, 2016). La composicion de la mi-
crobiota intestinal se ve influenciada por la carga genética,
la inmunidad, las especies microbianas adquiridas al nacer,
el uso de antibidticos y la dieta, conllevando a la alteracion

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio de casos y controles, con una po-
blacion de 79 jovenes estudiantes de la Universidad Auto-
noma de Guerrero de ambos sexos, entre 18 y 30 afios, de

A partir de sueros sanguineos se determinaron los ni-
veles de glucosa, colesterol, triglicéridos, cHDL y cLDL,
mediante ensayos colorimétricos (SPINREACT; SPIN-

del metabolismo energético y al almacenamiento de grasa Phylum
(Arnold, Roach y Azcarate-Peril, 2016).

El impacto de la dieta sobre el metaboloma podria iden- = P
tificarse mediante herramientas moleculares innovadora. ; .:—3::':”“n -
Estudios actuales como la metagendémica, se basan en el ' ',,:M,,,,:fwem
analisis comparativo de las secuencias del ARN ribosomal 5o Bl p_Bacieroidetes
16S [16S ARNr] para la identificacion de microorganismos é : L:L:::;;E:"
(Angelakis, Armougom, Carriére, Bachar, Laugier, Lagier, & .::Eu,,m,mwa
Robert, et al., 2015). L™ I p_Fimicutes

El 16S ARNr tiene una longitud de aproximadamente — § Bl p_Fusobacteria

Lt : : p__Kiritimatiellaeota
1500 nucleodtidos, este contiene a su vez nueve regiones _§ p_Leniisphaerae
(V1-V9), menos conservadas o hipervariables que son las g B p_Planciomycetes
que aportan la mayor informacion para estudios de filoge- FL R
nética y taxonomia. Mediante un analisis in silico, se ha ::3:::&1?5
determinado que el segmento que incluye las regiones V4/ = B p_Venrucomicrobia
V5 es el mas eficiente para la clasificacion de la microbiota Peso normal Obesidad
intestinal.
Esta investigacion tuvo como objetivo analizar la altera- Figura 1. Comparacion de la composicion de la microbiota intestinal a

cion de la microbiota intestinal de jovenes adultos con peso nivel del filo. Se muestran los % de abundancias relativas (lado iz-
normal y obesidad mediante una analisis metagenomico y quierdo) y la distribuciéon de los filos bacterianos en los grupos peso
su asociacion con parametros antropométricos y bioquimi- normal y obesidad (parte inferior).
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Tabla 1. Parametros antropométricos y bioquimicos de jovenes adultos con obesidad y peso normal.

Parimetros Peso normal Obesidad Valor de p
(n=41) (n=38)
Edad® 22.1+29 228+48 0.406
Sexo (%)®
- Femenino 22 (53.66) 19 (48.72) 0.660
- Masculino 19(46.34) 20 (51.28)
IMC (kg/m?)© 22.67 (20.6-23.5) 32.91 (30.5-35.4) <0.001
Indice cintura/cadera(cm) 0.83 +0.05 0.91+0.06 <0.001
Indice cintura/talla (cm)®© 0.49 (0.47-0.52) 0.63 (0.59-0.69) <0.001
Nacimiento (%)™
- Parto normal 35 (85.37) 23 (58.97) 0.008
- Cesarea 6 (14.63) 16 (41.03) :
Glucosa (mg/dL)® 80.53 (76.7-93.83) 90.74 (84.9-101.2) 0.004
Triglicéridos (mg/dL)® 114 (99.73-135.7) 142 (116.5-177.9) 0.001
Colesterol total (mg/dL)® 134.2 (108-155.7) 161 (133.9-183.6) 0.002
¢-HDL (mg/dL)® 39.89 (36.6-55) 36.4 (27.24-41.4) 0.005
¢-LDL( mg/dL)® 82 (69.55-91.3) 99.85 (71.7-127) 0.005

*Media + DE, Prueba t de Student
°n (%), Prueba U de Mann-Whitney

“Mediana (Percentiles 25th y 75th) Prueba U de Mann-Whitney, diferencia estadistica (p < 0.05).

LAB, Girona, Espafa), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion del ADN se llevo a cabo mediante el kit
comercial QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania) con modificaciones de tiempos en las
instrucciones del fabricante.

Secuenciacion y andalisis bioinformatico

El ADN extraido de muestras fecales se us6 como
plantilla para la amplificacion las regiones V3 y V4 hiper-

3200-01 5 * p_Bacteroidetes
30000 et
T 14,0007 . = p_Firmicutes
T 12,000 s« p_Proteobacteria
2 10,000 "
3 8000 %
a l:" utn *
T 6000{ _2e .
é 4.000-% 7y _% L

2,000 &: s

[ Y L

0 T T T T = e e

Figura 2. Comparacion de filos bacterianos. Grupo de pe-
sos normal (Negro), grupo con obesidad (Rojo).
P _Bacteroidetes (p= 0.19), P _Firmicutes (p= 0.33),
P_Proteobacteria (p=0.13). Eje de Y (Abundancias relati-
vas), eje de X (Microorganismos). Prueba ¢ de Student,
diferencia estadistica (p < 0.05).

variables del gen del 16S RNAr, la secuenciacion se reali-
z6 mediante el uso del sistema MiSeq (Illumina).

Los datos de secuenciacion fueron procesados por el
programa QIIME2 (v. 4.4.19 (1)). La asignacion taxondmi-
ca se realizo bajo un umbral de confianza del 95% utilizan-
do la base de datos SILVA 132-99-515F/806R (2019).

Analisis bioestadistico

Se gener6 una base de datos en el programa Stata
(v.13.0) Las alteraciones metabolicas se analizaron usando
las pruebas estadisticas, t de Student, U de Mann—
Whitney y Coeficiente de correlacion de Spearman, con
una diferencia estadisticas de (p<0.05).

La diferencia de las abundancias relativas de los micro-
organismos entre los grupos (obesidad/peso normal) se
llevd acabo utilizando el programa estadistico RStudio
(v.3.4.4).

Resultados

Andlisis del perfil bioquimico y antropométrico de jovenes
con peso normal y obesidad.

Se analizaron un total de 79 muestras de sueros sangui-
neos y datos antropométricos de adultos jovenes con peso
normal y obesidad. Se determin6 que la edad media en la
poblacion estudiada fue de 22 afios, sin diferencias signifi-
cativas entre los grupos, asi mismo se observo una fre-
cuencia homogénea en el sexo. El IMC en jovenes con
peso normal fue de 22.67 (20.67-23.51) kg/m” en compara-
cién con el grupo de obesidad el cual fue de 32.9 (30.57-
35.42) kg/m” (p=<0.001), de igual manera los valores en
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indice cintura/cadera e indice cintura/talla fueron mayores
en el grupo con obesidad (p=0.001). El perfil bioquimico
mostr6é que los niveles de glucosa (p=0.004), triglicéridos
(p=0.001), colesterol (p=0.002), cLDL (p=0.005) y cHDL
(p=0.005) eran significativamente mayores en jovenes
obesos en comparacion con el grupo de peso normal (véase
Tabla 1).

Comparacion de la composicion de la microbiota intesti-
nal de jovenes con peso normal y con obesidad.

Diversos estudios han sugerido que la microbiota intes-
tinal desempefia un papel importante en el desarrollo de la
obesidad.

Se analizaron las secuencias hipervariables V3 y V4
del gen 16S RNAr, mostrando que la microbiota intestinal
de los individuos con peso normal y obesidad esta consti-
tuida por 14 filos bacterianos diferentes, se observo una
variabilidad entre los grupos con relacion a la composicion
taxonomica. Los filos con mayor abundancia fueron Bacte-
roidetes 'y Firmicutes en ambos grupos, sin diferencias
significativas entre los grupos.

En el grupo de jovenes con peso normal los filos con
mayor prevalencia fueron Bacterioidetes, Proteobacteria y
Verrucomicrobia. Asi mismo, se observo para el grupo con
obesidad una mayor abundancia del filo Firmicutes, segui-
do de los filos Actinobacterias y Tenericutes. En general,
el perfil taxondémico a nivel de filo fue muy similar entre el
grupo de peso normal y obesidad (véanse Figura 1 y Figu-
ra2).

Discusion y conclusiones

Si bien la obesidad es la expresion de un desequilibrio
entre la ingesta de energia y el gasto de energia, se sabe
que la microbiota intestinal juega un papel importante
afectando el equilibrio energético (Orkin, Webb y Melin,
2019). Los resultados obtenidos muestran alteraciones en
todos los pardmetros bioquimicos, asi como alteraciones
en todas las medidas antropométricas en el grupo de jove-
nes con obesidad, en comparacion con el grupo de peso
normal. Estos datos son similares con los reportados por
Eslami, Shahraki y Shahraki, (2019), quienes reportaron
que en estudiantes universitarios obesos el grupo de pa-
cientes masculinos presentaba alteraciones en todos los
parametros lipidicos, asociando el IMC con niveles altera-
dos de cLDL y cHDL. Nuestros resultados no solo de-

muestran las alteraciones en el perfil bioquimico en el gru-
po con obesidad si no los posibles riesgos a los que estos
conllevan, entre los que se encuentran, diabetes mellitus
tipo 2, resistencia a la insulina, asi como factores de riesgo
cardiovascular, como hipertension y dislipidemia.
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