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Resumen

Antecedentes: La obesidad es una enfermedad crénica multifactorial asociada con
factores genéticos, ambientales y de estilo de vida, que en la mayoria de los casos se
presenta como consecuencia de una dieta inadecuada caracterizada por una ingesta
excesiva de alimentos con alto contenido de grasas saturadas y azucares refinados.
Actualmente es considerada uno de los principales problemas de salud publica en el
pais. La modificacién en la composicién de la microbiota intestinal por una dieta baja en
fibra y rica en carbohidratos simples y acidos grasos saturados es un posible
mecanismo a través del cual la dieta podria condicionar el desarrollo de obesidad.
Particularmente, existe evidencia de que la concentracion circulante de algunas
vitaminas, como la vitamina B12, se asocia con su nivel de ingesta y la presencia de
obesidad. Ademas, se ha propuesto que la microbiota intestinal podria modificar las
concentraciones en circulacion de vitamina B12 debido a las actividades de sintesis o

metabolismo.

Por otra parte, la pérdida de peso debida a procedimientos quirdrgicos como la
cirugia bariatrica por bypass gastrico de en Y de Roux (BGYR) provoca cambios
importantes en la composicion taxonomica de la microbiota intestinal, los cuales

coinciden con una deficiencia en la absorcion de nutrientes, incluida la vitamina B12.

Por ello, en este estudio se plantea que las diferencias en la ingesta de vitamina B12
podrian asociarse con perfiles especificos de microbiota intestinal, independientemente
de la presencia de obesidad. También se propone que los perfiles de microbiota
intestinal asociados a la ingesta de vitamina B12, se relacionaran con los niveles
circulantes de esta vitamina después de un afo de realizada la cirugia bariatrica por
BGYR.

Objetivos: Analizar las diferencias en el perfil y funcionalidad de la microbiota intestinal
en sujetos normopeso y sujetos con obesidad, con una ingesta baja o alta de vitamina
B12; y evaluar si la microbiota intestinal diferenciada de acuerdo al nivel de ingesta de
vitamina B12 esta relacionada con los niveles circulantes de vitamina B12, antes y

después de la cirugia bariatrica .



Metodologia: Se realiz6 un estudio transversal en el que se incluyeron 49 adultos
normopeso y 28 adultos con obesidad de los cuales se tuvieron disponibles datos
bioquimicos, antropométricos y dietéticos. Ademas, se incluyeron 20 pacientes
sometidos a BGYR con seguimiento a un afo. La microbiota intestinal de todos los
sujetos y pacientes se evalu6 por secuenciacion de la region V4 o V3-V4 del gen 16S
rARN a través de la plataforma lllumina MiSeq. Las diferencias de la microbiota
intestinal a nivel de género y en su funcionalidad fueron evaluadas al comparar 4
grupos de estudio: normopeso con ingesta baja de vitamina B12 (NP/B12-B),
normopeso con ingesta alta de vitamina B12 (NP/B12-A), obesidad con ingesta baja de
vitamina B12 (OB/B12-B), y obesidad con ingesta alta de vitamina B12 (OB/B12-A).
Ademas, se evalud la asociacion entre la abundancia de los géneros diferenciados por
nivel de ingesta y los niveles circulantes de vitamina B12 en la poblacién de pacientes
con cirugia bariatrica.

Resultados: Se observd que en un mismo estado nutricio, la ingesta alta de vitamina
B12 no genero diferencias significativas en los parametros bioquimicos al comparar con
el grupo de ingesta baja. En cuanto a las diferencias en la microbiota intestinal, se
observo que el grupo OB/B12-B tuvo una menor diversidad alfa aunque sin significancia
estadistica. En los grupos con obesidad, una alta ingesta de vitamina B12 se relacion6
con el enriquecimiento de 5 géneros: Acidaminococcus, Peptococcus, Lactobacillus,
Hungatella y Oscillibacter, de los cuales solo este ultimo estuvo presente en al menos el
75% de los pacientes previo a la cirugia bariatrica. Con respecto a la prediccidon
funcional, en los grupos normopeso la ingesta alta de vitamina B12 se relacioné con el
enriquecimiento de la via de la respiracion aerdbica | (citocromo c), la cual podria

implicar la participacion indirecta de vitamina B12.

Los pacientes con cirugia bariatrica no presentaron cambios significativos en los
niveles circulantes de vitamina B12. Ademas, se observé una disminucién en la
abundancia del género Oscillibacter al mes 12 después de realizada la cirugia, pero no

se encontrd una asociacion significativa con los niveles circulantes de vitamina B12.

Conclusiones: Considerando lo reportado en la literatura, los enriquecimientos
observados de la microbiota intestinal podrian atribuirse a la combinacién del estado
nutricio y la ingesta de vitamina B12. Los resultados de la prediccion funcional sugieren

un favorecimiento de la utilizacidon de vitamina B12 cuando las bacterias tienen una alta
8



disponibilidad de esta vitamina en el medio. Se sugiere realizar estudios longitudinales
que evaluen el estado nutricio, la ingesta de vitamina B12, los niveles circulantes de la
fraccion biodisponible, asi como la composicion de la microbiota intestinal para poder
identificar perfiles de la microbiota intestinal asociados con la produccion o utilizacion de
vitamina B12, que potencialmente pudieran contribuir a la concentracion circulante de
esta vitamina. Finalmente, este es el primer estudio que muestra la posible interrelacion
entre obesidad, ingesta alta de vitamina B12 y mayor abundancia del género
Oscillibacter.



Antecedentes

I. Epidemiologia de la obesidad en México y factores que contribuyen

a su desarrollo.

La obesidad es una enfermedad crénica multifactorial en la que participan factores
genéticos, ambientales y de estilo de vida, los cuales pueden condicionar a una
acumulacion excesiva de grasa corporal. La obesidad es considerada como el principal
factor de riesgo modificable para el desarrollo de enfermedades crénicas (Astrup et al.,
2008; Clark y Brancati, 2000; Emerging Risk Factor Collaboration, 2011), como diabetes
tipo 2, hipertension, dislipidemias, enfermedades osteoarticulares y algunos tipos de
cancer como el de mama, prostata e higado (Peltonen y Carlsson, 2007; Lauby-
Secretan et al., 2016; Arnold et al., 2012; Rizo et al., 2015).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion Continua 2021, la
prevalencia de obesidad en adultos mexicanos es de 31.8% en hombres y de 41.1% en
mujeres, manteniendo una tendencia en aumento al igual que en periodos anteriores.
Por ello, la obesidad es considerada uno de los principales problemas de salud publica

en el pais (Shamah-Levy et al., 2022).

Actualmente el indicador mas utilizado para diagnosticar obesidad es el indice de
masa corporal (IMC), definido como el peso de una persona en kilogramos dividido por
su altura en metros al cuadrado. Por convencion, en adultos se establecié la siguiente
clasificacion: IMC < 18.5 kg/m? indica peso bajo, entre 18.5 y 24.9 kg/m? se considera
saludable, entre 25.0 y 29.9 kg/m? se establece sobrepeso o pre-obesidad, y un IMC 2
30 kg/m? sefala obesidad, la cual a su vez se subclasifica como grado | (30.0sIMC<
34.9), grado Il (35<IMC<39.9), y finalmente grado Ill (40.0<IMC) o también llamada
obesidad mérbida (Uranga y Keller, 2019; CDC, 2021).

La inactividad fisica, la ingesta de alimentos con alta densidad energética en
porciones mayores a la recomendadas, incluyendo el consumo de refrescos y bebidas
azucaradas, se han identificado como los principales factores de riesgo para el
desarrollo de esta enfermedad (Campos et al., 2018). Un patrén dietético occidental
caracterizado por una baja ingesta en fibra (frutas y verduras) y una ingesta alta de
grasas saturadas y sodio (cereales refinados y alimentos procesados), ha sido asociado
con mayores probabilidades de desarrollo de sobrepeso u obesidad (Rahkra et al.,
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2020). Ademas de su alto contenido en azucares libres y grasas saturadas y trans, los
alimentos ultra procesados aportan cantidades minimas de fibra, proteina y
micronutrientes (Martinez-Steele, 2017), por lo que la obesidad atribuible a esta alta
ingesta puede ser en realidad una enfermedad de desnutricion. Al respecto, diversos
estudios observacionales sugieren de manera consistente, que las concentraciones en
circulacion de algunos micronutrientes (vitaminas y minerales) estan asociadas
inversamente con el IMC (Kimmons et al., 2006; McKay et al., 2020; Thomas-Valdés et
al., 2020). Debido a que estos nutrientes son obtenidos de la dieta, también se ha
investigado la relacidn de la ingesta de vitaminas con la obesidad; sin embargo, los
escasos estudios publicados al respecto han obtenido resultados inconsistentes, uno de
ellos observo asociaciones positivas entre la ingesta de vitaminas y la presencia de
obesidad (Ju et al., 2022), mientras que otro estudio encontrd estas asociaciones de
manera inversa (Tang et al., 2022), e incluso un tercer estudio reporté la falta de

asociacion entre ambas variables (Gottschall et al., 2020).

Por otra parte, la dieta también provoca cambios en la microbiota intestinal (David et
al., 2014; Duncan et al., 2007; Lang et al., 2018; Wu et al., 2011), la cual ha sido identificada
como un posible factor que contribuye a la patogénesis de la obesidad (Béackhed et al.,
2007; Le Chatelier et al., 2013; Stanislawski et al., 2019; Zhao, 2013).

Il. La microbiota intestinal y su relacién con la obesidad.

La microbiota intestinal (MIl) consume, transforma, y secreta muchas moléculas, tales
como: nutrientes (Rajakovich y Balskus, 2019), metabolitos de la fermentacion de
macronutrientes (Oliphant y Allen-Vercoe, 2019), enzimas extracelulares (Kaoutari ef al.,
2013), antimicrobianos (Garcia-Gutierrez et al., 2019), y moléculas de quorum sensing
que permiten a las bacterias controlar su expresion génica en respuesta a la densidad
de poblacion bacteriana. Las bacterias también producen moléculas de sefalizacion
que pueden impactar el comportamiento de otros microorganismos al promover o inhibir
su crecimiento, creando interacciones que pueden beneficiar o perjudicar a las especies
involucradas (Jimenez y Sperandio, 2019). Una interaccién benéfica comun y esencial
es la alimentacion cruzada, donde el producto del metabolismo de una cepa se utiliza

en la nutricion de otra especie (Smith et al., 2019).
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Los compuestos derivados de la microbiota intestinal juegan un papel importante en
el metabolismo del hospedero, participando en procesos como la nutricion, inmunidad, y
conductas emocionales. (Torres-Miranda et al., 2021). Por ejemplo, se ha demostrado
que algunas bacterias como Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp. tienen la
capacidad de sintetizar vitamina K y vitaminas B como biotina, cobalamina, folatos,
acido nicotinico, acido pantoténico, piridoxina, riboflavina y tiamina (LeBlanc et al.,
2013). Ademas, existe evidencia que demuestra que la microbiota intestinal también
influye en el equilibrio energético (Xiao et al., 2020), mediante su participacion en
diversos mecanismos como: (a) fermentacion de carbohidratos no digeribles, lo que
conduce a la produccién de acidos grasos de cadena corta (AGCC), que pueden
funcionar como fuente adicional de energia para el hospedero; (b) aumento en la
permeabilidad intestinal de lipopolisacaridos bacterianos (LPS), lo que potencia la
inflamacion de bajo grado ocasionada por la obesidad, que a su vez puede promover la
resistencia a la insulina (Zeng et al., 2017; Artemniak-Wojtowicz et al., 2020); y (c)
aumento de la actividad del sistema endocannabinoide intestinal, contribuyendo a la

mayor permeabilidad intestinal (Muscogluri et al., 2019).

Por otra parte, factores como la edad, la genética, la ubicacion geografica, el estilo
de vida, la dieta, los medicamentos y el uso de prebidticos, probiodticos y simbidticos,
pueden afectar la composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal (Torres-
Miranda et al., 2021). Asimismo, se ha descrito que algunas enfermedades van
acompanadas de un cambio en la composicion microbiana que provoca un desequilibrio
drastico entre bacterias potencialmente benéficas y potencialmente patogenas (Chan et
al., 2013). Este desequilibrio en el balance microbiano se denomina "disbiosis", y se
define como una alteracion a la homeostasis de la microbiota, relacionado con 3
fendmenos diferentes que pueden ocurrir al mismo tiempo: 1) pérdida de organismos
benéficos, 2) exceso de crecimiento de bacterias potencialmente dafiinas y 3) pérdida
de diversidad microbiana (Chan et al., 2013; Peterson et al., 2015).

Algunos ejemplos de enfermedades asociadas con alteraciones microbianas incluyen
las autoinmunes, la enfermedad inflamatoria intestinal y la obesidad (Clemente et al.,
2012). Respecto a esta ultima, recientemente se han presentado diversas evidencias
cientificas que sugieren una interrelacion reciproca entre la obesidad y la microbiota

intestinal, ya que la obesidad se considera tanto una causa como una consecuencia del
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cambio en la composicion bacteriana (Georgiu, 2021). No obstante, de manera
consistente los sujetos con obesidad han demostrado tener una reduccidn en la
diversidad y riqueza de las comunidades microbianas, la cual se puede revertir
realizando intervenciones para lograr una pérdida de peso (Turnbaugh et al., 2009;
Remely et al., 2015). Aun no se ha identificado un perfil microbiano especifico asociado
con un diagnodstico de obesidad (Cunningham et al., 2021); sin embargo, uno de los
hallazgos mas destacados en relacion a las complicaciones metabdlicas de la obesidad,
es la reduccion de bacterias productoras de butirato como Akkermansia sp. y
Faecalibacterium prausnitzii, en conjunto con el aumento de patégenos oportunistas
(Vallianou et al., 2019; Zhou et al., 2020; Maioli et al., 2021). Otros estudios en sujetos
con obesidad, también han mostrado una reduccioén en la abundancia de las familias
Rikenellaceae y Christensenellaceae; asi como de los géneros Bifidobacterium vy
Oscillospira (Shwiertz et al., 2010; Gao et al., 2018; Remely et al., 2015; Vallianou et al.,
2019; Collado et al., 2008; Singh et al., 2017; Goodrich et al., 2014).

lll. Interaccion de las bacterias intestinales con las vitaminas.

Las vitaminas representan un grupo amplio de moléculas con diversas funciones
para el ser humano, las cuales se clasifican en vitaminas liposolubles e hidrosolubles.
Las vitaminas liposolubles son componentes integrales de la membrana celular, se
absorben y transportan en el cuerpo de manera similar a las grasas, mientras que las
hidrosolubles participan generalmente como cofactores en reacciones bioquimicas de
oxido-reduccion y del metabolismo de carbohidratos, aminoacidos y acidos grasos.
(Basu y Donaldson, 2003; Pham et al., 2021).

La deficiencia vitaminica, debida a una dieta desequilibrada, al aumento de los
requerimientos fisioldgicos, o a alteracion por interacciones farmaco-micronutrientes,
afecta la salud del hospedero de diversas maneras y puede tener graves
consecuencias en la salud, que van desde la fatiga hasta problemas dermatoldgicos,
digestivos, cardiovasculares o trastornos neuroldgicos y depresivos (Porter et al., 2016).
La absorcién de vitaminas provenientes de la dieta se lleva a cabo principalmente en el
intestino delgado. Por su parte, el colon también contribuye a la absorcion, asi como a
la produccion de vitaminas por parte de la microbiota intestinal (Said et al., 2011). Por lo
tanto, la alteracion del ambiente intestinal y las capacidades de absorcion, puede

potencialmente alterar el estado vitaminico del hospedero (Voland et al., 2021).
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Entre las vitaminas y la microbiota intestinal existe una relacion bidireccional con
efectos directos e indirectos. Diversos estudios han descrito que la mayoria de las
bacterias que habitan en el intestino, expresan la maquinaria genética que permite la
sintesis y el metabolismo de varias vitaminas, incluida la vitamina B1 (tiamina), B2
(riboflavina), B3 (niacina), B5 (acido pantoténico), B6 (piridoxina), B7 (biotina), B9
(folato), B12 (cobalamina), vitamina K2 (menaquinona) y vitamina A (Grizotte-Lake et
al., 2018; lyer y Vaisnava, 2019; Magnusdattir et al., 2015; Das et al., 2019). Por ello, la
microbiota intestinal es considerada un productor de vitaminas que contribuye a la
suficiencia de micronutrientes y a la estabilidad de las comunidades bacterianas en el
intestino (LeBlanc et al., 2013). Sin embargo, también se ha observado que la
suplementacion de vitamina A (Lv et al., 2016), vitamina C (Li et al., 2017), vitamina B12
(Degnan et al., 2014) y vitamina D (Kanhere et al., 2018), puede generar cambios en la
composicidn de la microbiota intestinal al promover la colonizaciéon de varias especies
benéficas de Bifidobacterium y los géneros Lactobacillus y Roseburia, sugiriendo que

las bacterias intestinales también pueden utilizar las vitaminas provenientes de la dieta.

Asimismo, las vitaminas que actuan como cofactores en las reacciones de
generacion de energia participan en el metabolismo energético de las bacterias y
pueden ayudar directamente en el crecimiento y funcionalidad de ciertos tipos de
microorganismos (Magnusdottir et al., 2015). Finalmente, las vitaminas pueden actuar
como moduladores indirectos de la microbiota intestinal a través de la alteracion de la
respuesta inmunitaria del hospedero o la susceptibilidad a las infecciones,

especialmente intestinales (Araki et al., 1995; Kau et al., 2011; Smith et al., 2011).

IV. Absorcién, transporte y metabolismo de vitamina B12 en el

humano.

Como se menciond anteriormente, un estado de obesidad comunmente va
acompanado de deficiencias de algunas vitaminas en circulacion, y a pesar de que
todas las vitaminas cumplen diversas funciones que son importantes para el
mantenimiento de la salud en los seres humanos, la vitamina B12 es de particular
interés por los diversos hallazgos que se han obtenido en modelos animales, asociando

una dieta con restriccion o ingesta baja de cobalamina con una mayor ganancia de
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peso (Kumar et al., 2013) y una alteracion del perfil lipidico (Ghosh et al., 2016),

sugiriendo también una mayor actividad de lipogénesis (Boachie et al., 2020).

La vitamina B12 pertenece a la familia de compuestos de cobalamina, su estructura
quimica se compone de un anillo de corrina con un ion central de cobalto coordinado a
cuatro anillos de pirrol reducidos cuyas dos posiciones de coordinacion restantes estan
ocupadas por un grupo 5,6-dimetilbencimidazolilo debajo del anillo y ligandos
intercambiables en posicion superior al anillo. Las formas biolégicamente activas metil-
y 5-desoxiadenosil- se requieren como cofactores para dos enzimas metabdlicamente
importantes: la metionina sintasa, responsable de la metilacion de la homocisteina a
metionina, donde ademas el metil-THF se convierte en THF como subproducto de esta
reaccion, y la metilmalonil CoA-mutasa, que cataliza la isomerizacion reversible de L-
metilmalonil-CoA a succinil-CoA (O’Leary y Samman, 2010; Ciobarca et al., 2020; Smith
et al., 2018). La metionina es necesaria para la formaciéon de S-adenosilmetionina, un
donador de grupos metilo requerido en procesos como la sintesis de fosfolipidos,
neurotransmisores, y regulacion de la expresion génica. Por su parte, a través de la
formacion de succinil-CoA, la vitamina B12 ayuda a metabolizar los acidos grasos de
cadena impar y los aminoacidos de cadena ramificada (Stover et al., 2010; Oh et al.,
2003; Al Amin et al., 2022).

Esta vitamina se encuentra de forma natural en los productos alimenticios de origen
animal, como carnes rojas, aves, mariscos, huevo, leche y otros productos lacteos
(Watanabe, 2018). Estos productos ricos en vitamina B12 también son ricos en otros
nutrientes como zinc, hierro, vitamina D y proteinas (Obeid et al., 2019). La vitamina
B12 se clasifica como una vitamina esencial ya que se obtiene completamente de la
dieta, y a pesar de que puede ser sintetizada por algunas bacterias residentes en el
intestino grueso (Fang et al., 2017), el sitio de absorcion en el intestino delgado esta
significativamente distante del sitio de esta sintesis, dificultando su absorcion (Stabler et
al., 2004; Smith et al., 2018).

Como ya se ha mencionado, la microbiota intestinal tiene capacidad de sintetizar
vitamina B12. La ruta biosintética de cobalamina esta presente en el 42% de los
genomas de la microbiota intestinal humana y se puede encontrar en la mayoria de las
Fusobacterias y es menos comun en Actinobacteria y Proteobacteria. Ademas,

aproximadamente la mitad de los genomas de Bacteroidetes presentan esta ruta
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biosintética (Magnusdattir et al., 2015). Aunado a ello, se ha demostrado que 83% de
las bacterias de la microbiota intestinal codifican enzimas dependientes de cobalamina
(Degnan et al., 2014) y que tres cuartas partes de las bacterias intestinales son
organismos que utilizan cobalamina (Zhang et al., 2009). Estos analisis del genoma
bacteriano, indican que algunas bacterias intestinales dependen de la internalizacion de

cobalamina para adquirir niveles suficientes de su entorno (Uebanso et al., 2020).

En humanos, la absorcion de vitamina B12 proveniente de la dieta se facilita por tres
proteinas transportadoras de union a B12 denominadas haptocorrina (HC), factor
intrinseco (IF) y transcobalamina (TC) (Fedosov, 2012; Nielsen et al, 2012). En el
mecanismo de captacién de vitamina B12, la primera en actuar es la HC, que se excreta
en saliva y en la parte superior del tracto gastrointestinal, ademas esta proteina también
se encuentra en la circulacion sanguinea. HC tiene una alta afinidad por B12 y sus
analogos, se une a medida que se libera la vitamina a través de las etapas iniciales de
la digestion en la boca y el estbmago. La HC y otros complejos proteicos unidos a la
vitamina B12 se digieren mas adelante en el intestino delgado para liberar a B12, donde
se une al IF. Este factor es producido por las células parietales en el estdmago, se une
de manera mas especifica a la vitamina B12 y tiene una afinidad limitada por sus
analogos. En el ileon, el complejo IF-cobalamina cruza la membrana intestinal a través
del receptor cubam de las células epiteliales, facilitando su endocitosis hacia el
lisosoma, en donde el IF se degrada, y la cobalamina se libera al citosol para ser
transportada al torrente sanguineo a través de la proteina asociada a resistencia de
multiples farmacos 1 (MRP1). Una vez en el torrente sanguineo, la mayor parte de la
vitamina B12 (80%) y sus analogos se unen a HC, mientras que el resto se une a TC. El
complejo TC-cobalamina (holoTC) se internaliza en las células mediante endocitosis
mediada por receptor, después de unirse al receptor de TC (una proteina
transmembranal llamada CD320) (Smith et al., 2018) (Figura 1). Finalmente, la holoTC
se degrada proteoliticamente en los lisosomas y se libera la vitamina B12 para su
utilizacion. Practicamente toda la vitamina en la célula se une principalmente a dos

enzimas B12-dependientes:

* Metionina sintasa (también llamada metil-FH4 metiltransferasa) en el citosol,

utilizandose como cofactor en forma de metilcobalamina.
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Figura 1. Resumen esquematico de la captacion y transporte de vitamina B12 en humanos

(Nielsen et al., 2015).

En el tracto gastrointestinal superior, la vitamina B12 se libera de los componentes de los alimentos y se une a la
haptocorrina, una proteina presente en la saliva y los fluidos gastricos. Al llegar al duodeno, la haptocorrina es
degradada y la B12 es captada por el factor intrinseco secretado por las células parietales de la mucosa de la pared
gastrica. En el ileon, la B12 unida al factor intrinseco es endocitada por unién al receptor cubam. Dentro del enterocito,
el factor intrinseco se degrada y B12 se libera al plasma mediante el transportador MRP1. En plasma, B12 se une a
haptocorrina o transcobalamina. Esta ultima es responsable de suministrar B12 a las células de los tejidos periféricos.
En el higado y otros tejidos, la captacion de B12 celular dependiente de transcobalamina esta mediada por el receptor
CD320.

* Metilmalonil CoA mutasa en mitocondrias, utilizandose como cofactor en forma de

adenosil-cobalamina.

La vitamina B12 se excreta en su forma libre tanto por via renal como biliar a una
tasa diaria de alrededor de 0.1 a 0.2% de las reservas corporales totales, esto es de 2 a
5 ug/dia, lo que constituye su requerimiento de ingesta diaria. La principal via de
excrecion es la biliar; sin embargo, la mayor parte (65-75%) se reabsorbe en el ileon

mediante transporte activo mediado por IF (el Kholty et al., 1991).
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V. Deficiencias de cobalamina en sujetos con obesidad.

La cobalamina es la que mejor se almacena de las vitaminas B, bajo condiciones de
ingesta ilimitada, se acumula en cantidades considerables en el organismo,
principalmente en el higado (alrededor del 60% de las reservas corporales totales) y en
los musculos (alrededor del 30% del total). EI promedio de las reservas corporales
totales de esta vitamina se encuentra en el rango de 2 a 5§ mg (Combs & McClung,
2017).

La deficiencia generalmente es causada por una absorcion disminuida, una ingesta
baja, aumento de requerimientos fisioldgicos o alteraciones en el metabolismo del
micronutriente (Green y Miller, 2022). Algunas consecuencias de deficiencias de esta
vitamina son: anemia megaloblastica o0 anemia macrocitica, degeneracion de la médula
espinal, deterioro de la funcidon nerviosa sensorial y periférica, deterioro cognitivo,
depresion, enfermedad Osea, pérdida de audicion, entre otras (Green et al., 2017). Se
ha reportado que en la poblacién general de los EUA, la prevalencia de la deficiencia de

vitamina B12 es de alrededor del 5% y esta aumenta con la edad (Allen, 2009).

Existe un escaso numero de estudios que evaluen la asociacion entre la ingesta
dietética de vitamina B12 y los niveles en circulacién de la misma. Si bien en la mayoria
de los casos se ha encontrado una tendencia a correlacionar positivamente (Baart et
al., 2020; Hartman et al., 2001; Planells et al., 2003; Vogiatzoglou et al., 2009; Tucker et
al., 2000), también hay estudios en los que no se ha encontrado asociacion significativa
(Sofi et al., 2005) o incluso han reportado correlacion negativa (Van Guelpen et al.,
2005).

Adicionalmente, otros estudios se han enfocado en evaluar el impacto de los niveles
circulantes de vitamina B12 sobre las alteraciones metabdlicas. Un estudio realizado en
una cohorte de aproximadamente 1000 pacientes con obesidad reporté una correlacion
negativa y significativa entre el indice de masa corporal (IMC) y los niveles sanguineos
de vitamina B12. Ademas, en este estudio también se encontré que los sujetos con
resistencia a la insulina o sindrome metabdlico mostraron una tendencia a presentar
menores concentraciones sanguineas de vitamina B12, en comparacién con los
participantes sin alteraciones metabdlicas. En dicho estudio la dieta de los participantes

no fue evaluada por lo que no fue posible conocer si los niveles circulantes bajos de
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vitamina B12 se relacionaban con deficiencias en su ingesta (Baltaci et al., 2013). No
obstante, otro estudio en donde fue administrado un suplemento de vitamina B12 y
folato, mostré una mejoria en la resistencia a la insulina en pacientes con sindrome
metabdlico (Setola et al., 2004), lo cual sugiere una relacion entre la baja ingesta de

B12 con el desarrollo de alteraciones metabdlicas de la obesidad.

En otra cohorte de participantes con sobrepeso u obesidad, se encontré una
prevalencia de 13% de deficiencia de vitamina B12, y llamo la atencion que los niveles
séricos de vitamina B12 aumentaron después de una pérdida de peso inducida por una
dieta baja en energia (Geiker et al., 2018). Sin embargo, no se ha podido confirmar si la
ingesta de vitamina B12 participa en la ganancia o pérdida de peso en adultos, ya que
solo se ha reportado un estudio en donde no se encontré un efecto significativo sobre el
IMC o la composicion corporal tras 2 afios con suplementacion de folato y B12 en
adultos mayores (Oliai Araghi et al., 2020).

VI. Implicaciones de la cirugia bariatrica en la microbiota intestinal y la
deficiencia de vitamina B12.

La cirugia bariatrica es considerada el tratamiento mas efectivo para la pérdida de
peso Yy la resolucion de padecimientos relacionados con la obesidad. Esta cirugia es la
opcion terapéutica de eleccion cuando los tratamientos que toman como base un
cambio en el estilo de vida y/o la medicacion han sido ineficaces (Tuomi y Logomarsino,
2016). Este procedimiento logra una pérdida de peso sostenida y en algunos casos
genera la resolucion de comorbilidades como la diabetes tipo 2, la esteatosis hepatica,
y las enfermedades cardiovasculares, generando ademas una reduccion en la
mortalidad (Courculas et al., 2020; Singh et al., 2020; Khorgami et al., 2019; Schauer et
al., 2017; Bouchwald et al., 2009).

Este tratamiento quirdrgico se recomienda para personas con un IMC 2= 40 kg/m? o
con un IMC > 35 kg/m? con comorbilidades metabdlicas (Fried et al., 2014). Los
procedimientos para la realizacion de cirugia bariatrica se clasifican en restrictivos y/o
malabsortivos. Los procesos quirurgicos de bypass gastrico en Y de Roux por via
laparoscopica (BGYR) y la manga gastrica son los mas recomendados por la Secretaria
de Salud en México, por su perfil de seguridad y eficacia, asi como por tener la mejor

relacion riesgo/beneficio (Subsecretaria de Prevencién y Promocion de la Salud, 2018).
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El bypass gastrico en Y de Roux implica tanto la restriccion en la cantidad de
alimentos ingeridos, mediante la creacion de una pequefia bolsa gastrica que mide
aproximadamente 15 a 30 mL, como también la malabsorciéon al re-direccionar el
intestino delgado y desviar el flujo de nutrientes hacia el intestino delgado distal, lo que
resulta en una reduccién de la capacidad alimentaria y una malabsorcion de nutrientes.
Ademas de causar malabsorcion nutricional, el bypass gastrico desvia las secreciones
gastricas y la bilis inmediatamente hacia el segmento yeyunal medio, lo que produce
complejas alteraciones neurohormonales, de acidos biliares y de la microbiota intestinal
que afectan el hambre, la saciedad, la sensibilidad a la insulina y la homeostasis de la
glucosa (le Roux et al., 2006; Albaugh et al., 2016). Se ha reportado que a un ano
después de la cirugia, los pacientes pierden en promedio entre el 60-70% de exceso de
peso corporal (Hatoum et al., 2009; Bettencourt-Silva et al., 2019), aunque algunos
estudios han reportado reganancia de peso a los 10 afos post-cirugia (Sjostrom et al.,
2007, Sjostrom et al., 2004).

Dentro de los cambios en la microbiota intestinal posteriores al BGYR, se ha
reportado un incremento en la riqueza de genes microbianos y un aumento en la
diversidad de poblaciones bacterianas intestinales (Debédat et al., 2019; Aron-
Wisnewsky et al., 2019; Liu et al., 2017). Sin embargo, a pesar de la pérdida de peso y
la mejora de los marcadores metabdlicos observados después de la cirugia, el nivel de
riqueza de genes microbianos a los 12 meses del tratamiento no logra alcanzar un nivel
similar al de sujetos normopeso, pero se mantiene estable cinco afios después de la

operacion (Aron-Wisnewsky et al., 2019).

La composicion taxondmica de la microbiota intestinal también se modifica después
del tratamiento quirdrgico. El cambio mas comunmente reportado en la mayoria de los
estudios en animales (Liou et al., 2013) y en humanos (Kong et al., 2013, Zhang et al.,
2009; Furet et al., 2010; Graessler et al., 2013; Davies et al., 2019), es una disminucion
en la abundancia relativa de Firmicutes y un aumento en Bacteroidetes, y
Proteobacteria. Las proteobacterias proliferan debido al aumento del pH luminal y los
altos niveles de oxigeno disuelto que permite el crecimiento de microorganismos
aerobicos facultativos e inhibe el de los anaerébicos (Medina et al., 2017). En general,

la disminucion de la acidez gastrointestinal favorece la presencia de Akkermansia
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muciniphila, E. coli y Bacteroides spp. 0 especies de bacterias tipicamente asociadas

con la microbiota oral (Anhé et al., 2017).

Algunos estudios también han investigado las alteraciones funcionales de la
microbiota intestinal después de la cirugia bariatrica (Debédat et al., 2019; Davies et al.,
2019; Strohmayer et al., 2010). De acuerdo con analisis de genes y de rutas
metabdlicas, tomando como referencia la Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto
(KEGG), la cirugia conduce a cambios en el metabolismo microbiano intestinal con
respecto a la utilizacién de carbohidratos, captacién de aminoacidos, metabolismo de
purinas o acidos grasos, y en el transporte de nutrientes esenciales como tiamina,
vitamina B12, manganeso, hierro y zinc (Tremaroli et al., 2015; Palleja et al., 2016;
Murphy et al., 2017).

La deficiencia de micronutrientes es frecuentemente reportada después de la cirugia,
con una incidencia de hasta el 50% en los seguimientos a mediano y largo plazo (Stein
et al., 2014). Las variables subyacentes asociadas a las deficiencias postoperatorias de
vitaminas y minerales estan relacionadas tanto con la cirugia como con el paciente
(Patel et al., 2017), en donde la absorcién de micronutrientes (especialmente vitamina
B12) es inadecuada debido principalmente a una menor secrecion de jugo gastrico
como resultado del bypass al intestino distal en el procedimiento de BGYR (Poitou et
al., 2007).

Sin embargo, consistente con los reportes de una correlacién negativa entre vitamina
B12 y obesidad, en los pacientes candidatos a cirugia también se ha observado un
déficit basal de al menos alguna vitamina o mineral incluyendo la vitamina B12 (Frame-
Peterson et al., 2017; Al-Mutawa el al., 2018; Sanchez et al., 2016; Sherf Dagan et al.,

2016; Krzizek et al., 2018). La Tabla 1 presenta las deficiencias nutricionales mas

Tabla 1. Deficiencias de micronutrientes
previas a la cirugia bariatrica. (Frame-
Peterson et al., 2017)

Micronutriente | Prevalencia de deficiencias
Vitamina D 65—93%
Hierro 13—47%
Vitamina B12 4-13%
Folato 0-32%
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comunes y su prevalencia documentada en pacientes antes de la cirugia (Frame-
Peterson et al., 2017). Cabe mencionar que a la fecha son pocos los datos que se
conocen sobre las consecuencias de la insuficiencia aguda y/o cronica de
micronutrientes, en particular de la vitamina B12, sobre el ecosistema bacteriano del

intestino (Guetterman et al., 2021).
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Justificacion

Diversos estudios han reportado asociaciones inversas entre el IMC y las
concentraciones en circulacion de algunos micronutrientes. La deficiencia de vitamina
B12 es una de las consecuencias mas frecuentemente observadas en pacientes con
obesidad después del tratamiento con cirugia bariatrica, sin embargo, dado que estas
deficiencias se pueden encontrar desde la etapa pre-cirugia, la malabsorcion
ocasionada por el tratamiento no explica en su totalidad los niveles bajos de esta
vitamina en circulacion. Por ello, es necesario contemplar otros factores que puedan
contribuir a estas observaciones. Se ha sugerido que la microbiota intestinal puede
sintetizar esta vitamina o utilizar la que proviene de la dieta del hospedero, por lo que es
factible que la microbiota esté también relacionada con los niveles de vitamina B12 en
circulacién. Debido a que a la fecha no existen reportes que describan la posible
asociacion de la microbiota intestinal con la ingesta de vitamina B12 y con la
concentracion circulante de esta vitamina antes y después de la cirugia bariatrica, en el
presente trabajo se busca investigar esta relacion a partir del analisis de la microbiota
intestinal de sujetos normopeso o con obesidad, y una ingesta alta o baja de vitamina
B12, para posteriormente evaluar si la microbiota diferenciada por nivel de ingesta, tiene
relacion con los niveles circulantes de vitamina B12 antes y después de la cirugia

bariatrica.

Hipotesis
® Los sujetos con una ingesta baja de vitamina B12 presentaran un perfil de microbiota
intestinal con vias metabdlicas enriquecidas para la sintesis de esta vitamina,
mientras que los sujetos con una ingesta elevada presentaran un perfil de microbiota

con vias enriquecidas para la utilizacion de esta vitamina.

En pacientes con cirugia bariatrica, los géneros enriquecidos por el nivel de ingesta
de vitamina B12 estaran correlacionados con los cambios en los niveles circulantes
de esta vitamina, independientemente de la pérdida de peso.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar las diferencias en el perfil y funcionalidad de la microbiota intestinal de
acuerdo a la ingesta baja o alta de vitamina B12 en sujetos con obesidad o
normopeso. Asi mismo, evaluar si los géneros bacterianos diferenciados se
encuentran asociados con los niveles circulantes de vitamina B12, antes y después

de cirugia bariatrica.

Objetivos especificos

Evaluar las caracteristicas bioquimicas, antropomeétricas y dietéticas de la poblacion
de estudio con distintos niveles de ingesta de vitamina B12.

Determinar las diferencias en la composicion y funcionalidad de la microbiota
intestinal entre sujetos con distinto nivel de ingesta de vitamina B12 en un mismo

estado nutricio.

Analizar la asociacién de la microbiota intestinal diferenciada por una ingesta baja o
alta de vitamina B12, con los niveles circulantes de esta vitamina antes y después de

la cirugia bariatrica.
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Metodologia

a) Poblaciones de estudio

En En este trabajo participaron 209 adultos captados como parte del Estudio de
Cohorte de Trabajadores de la Salud (HWCS, por sus siglas en inglés), mediante una
colaboracion con el Dr. Rafael Velazquez del Instituto Nacional de Medicina Gendmica.
Las caracteristicas antropométrica y bioquimicas de esta cohorte han sido descritas
anteriormente en diversos articulos (Denova-Gutiérrez et al., 2010; Denova-Gutiérrez et
al., 2016). Adicionalmente, participaron 20 pacientes con obesidad sometidos a cirugia
laparoscopica de bypass gastrico en Y de Roux (BGYR) del Programa de Cirugia
Bariatrica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion en la Ciudad de
México, mediante una colaboracion con la Dra. Marcela Rodriguez. Algunas
caracteristicas antropométricas y bioquimicas de este grupo de pacientes se han
descrito previamente (Lopez-Montoya et al., 2022; Lépez, 2022).

b) Evaluacién antropométrica

Los parametros antropométricos de peso y estatura fueron medidos por personal
capacitado siguiendo procedimientos estandarizados y empleando equipo calibrado
(Denova-Gutiérrez et al., 2010). El indice de masa corporal (IMC) se calculé como el
peso (Kg) dividido por la altura al cuadrado (m). Para determinar el estado nutricio se
considero la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (OMS, 2021):
normopeso 18.5<IMC<25 kg/m2 y obesidad IMC =30 kg/m2. Para los pacientes
sometidos a BGYR, todas las mediciones fueron tomadas por nutricionistas de un

equipo multidisciplinario, previo a la cirugia y 12 meses después de la intervencion.
c) Evaluacién de la ingesta dietética habitual

Para evaluar la ingesta dietética habitual de la poblacién con obesidad y normopeso,
se utilizd6 un cuestionario semicuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos
(CFCA) previamente validado en poblacién mexicana (Hernandez-Avila et al., 1998).
Este cuestionario evalua la ingesta de 116 alimentos durante el afio anterior. Para
calcular la ingesta diaria promedio de energia, macronutrientes y vitaminas, los datos
del CFCA fueron capturados y computados a través del software del Sistema de

Evaluacién de Habitos Nutricionales e Ingesta de Nutrientes, con base en las tablas de
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composicién de alimentos compiladas por el Instituto Nacional de Salud Publica
(Hernandez-Avila et al., 2003).

d) Definicidn de los grupos de estudio para evaluar las diferencias en

la microbiota intestinal por nivel de ingesta de vitamina B12

A partir del grupo inicial de 209 adultos pertenecientes al Estudio de Cohorte de
Trabajadores de la Salud, se excluyeron 90 participantes que tuvieron al menos uno de
los siguientes criterios: ingesta energética diaria menor a 500 Kcal o mayor a 5000 Kcal,
diagnostico previo de diabetes o con un valor de glucosa en ayuno 2126 mg/dL, IMC
correspondiente a peso bajo o sobrepeso. De esta manera, la poblacion de sujetos

normopeso y con obesidad quedé conformada por 117 participantes.

De los 117 participantes 72 estuvieron en la categoria de normopeso y 45 tuvieron
obesidad. Debido a que la edad es un factor que afecta la ingesta de vitamina B12, se
calcularon los terciles de edad y se formaron 3 subgrupos en cada categoria. De cada
subgrupo se obtuvieron los terciles de ingesta de vitamina B12 y se seleccionaron
unicamente los sujetos incluidos en los extremos, quedando una poblacion total de 77
participantes dividida en cuatro grupos de estudio (Figura 2). Después de esta
seleccion, se eliminaron 2 sujetos debido a que su secuenciacion del gen 16S rRNA no
cumplié con los controles de calidad requeridos. Los puntos de corte utilizados y el

numero de sujetos que a conformaron cada grupo se presenta en la Tabla 2.

Estos grupos fueron empleados para investigar las diferencias que los distintos
niveles de ingesta de Vitamina B12 podrian tener en los parametros antropométricos,
bioquimicos y dietéticos, asi como también sus posibles efectos en la microbiota
intestinal a nivel de género.

e) Determinaciones bioquimicas

Se recolectaron muestras de sangre después de 8-12 horas de ayuno nocturno para
determinar los niveles séricos de glucosa, colesterol total, triglicéridos, colesterol LDL y
colesterol HDL. En la poblacion con cirugia bariatrica se determinaron también los
niveles séricos de vitamina B12. Todas las determinaciones se realizaron siguiendo

procedimientos estandarizados (Denova-Gutiérrez et al., 2016).
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Estudio de cohorte

E

de trabajadores de la salud
(HCWS)
n=209

J

Fzriterlos de exclusion (n=92)

Consumo energético diario <500 Kcal o >5000 Kcal

(

Sujetos normopeso o con obesidad

n=117

J

Normopeso
n=72

Obesidad
n=45

Glucosa en ayuno 2126 mg/dL
Peso bajo (IMC<18.5) o sobrepeso (25sIMC<30)

LDiagn()stioo previo de diabetes

Los 117 sujetos se clasificaron en dos categoria de
acuerdo a su IMC: Normopeso u Obesidad

)

Se calcularon terciles de edad y se formaron 3
subgrupos en cada categoria

De cada subgrupo se calcularon los terciles de consumo
de vitamina B12 y se seleccionaron los sujetos incluidos

en los extremos de consumo

~

(NP/B12-B)

(NP/B12-A)

[ NP/B12-B

NP/B12-A
n=25

n=24

(OB/B12-B)

(OB/B12-A)

Se conformaron 4 grupos de estudio de acuerdo al
estado nutricio y el consumo de vitamina B12:
+ Sujetos normopeso con ingesta baja de vitamina B12

+ Sujetos normopeso con ingesta alta de vitamina B12
+ Sujetos con obesidad e ingesta baja de vitamina B12

+ Sujetos con obesidad e ingesta alta de vitamina b12

Figura 2. Seleccion de los grupos de estudio por nivel de ingesta de vitamina B12.
*Se eliminaron 2 sujetos debido a que su secuenciacion del gen 16S rRNA no cumplié con el
control de calidad requerido.

Tabla 2. Puntos de corte de la ingesta de vitamina B12 para la definicion de los

grupos de estudio

Normopeso

Obesidad

NP/B12-B (n=25)

NP/B12-A (n=24)

OB/B12-B (n=15)

OB/B12-A (n=13)

Sujetos normopeso con
ingesta baja de vitamina
B12

Sujetos normopeso con
ingesta alta de vitamina
B12

Sujetos con obesidad e
ingesta baja de vitamina
B12

Sujetos con obesidad e
ingesta alta de vitamina
B12

Rangos | Puntos de | Rangos | Puntos de | Rangos | Puntos de | Rangos | Puntos de
de edad | cortedela | deedad | cortedela | de edad | cortedela | de edad | corte dela
(anos) ingesta de (anos) ingesta de (afios) | ingesta de (anos) ingesta de
vitamina vitamina vitamina vitamina
B12 (pg/d) B12 (pg/d) B12 (ug/d) B12 (pg/d)
27-49 1.77 20-51 2.79 21-48 2.07 27-50 2.47
53-62 1.25 54-62 1.75 54-62 1.55 53-60 2.49
63-81 0.93 64-74 2.49 65-74 1.03 63-72 3.15
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f) Muestreo de heces y extraccién de ADN bacteriano

Se solicitdé a los participantes la recoleccién de una muestra de materia fecal en un
recipiente de polipropileno estéril siguiendo las instrucciones recomendadas para evitar
la contaminacion. Se almacenaron alicuotas de 180-220 mg a -70 °C hasta su
procesamiento. El ADN se extrajo de las alicuotas utilizando QlAamp® DNA Stool o
Power fecal kit (Qiagen, Inc) conforme a las instrucciones del fabricante, afiadiendo un
paso previo de lisis mecanica de la muestra con un dispositivo FastPrep. El volumen de
elucion final fue de 200 pl y se almacend a -20 °C hasta su analisis. La concentracion y
la pureza del ADN se determinaron mediante espectrofotometria (Nanodrop 2000c), y
se determindé una estimacién de la pureza de la muestra midiendo la relaciéon de
absorbancia A260/A280 (Lopez-Montoya et al., 2022; Lopez, 2022).

g) Secuenciacion del gen rARN 16S

Se secuenciaron muestras de ADN bacteriano provenientes de 36 sujetos
normopeso y 17 sujetos con obesidad usando los cebadores 515F y 806R de la region
hipervariable V4 del gen 16S rARN como se ha descrito anteriormente (Moran-Ramos
et al., 2020). Las muestras restantes de 17 sujetos normopeso, 11 sujetos con obesidad
y de 20 pacientes con BGYR antes y a los 12 meses después de la cirugia se
secuenciaron por amplificaciéon de la region V3-V4 del gen 16S rARN, siguiendo el
protocolo para la preparacién de bibliotecas de lllumina. Brevemente, se ejecutd una
primera PCR en 100 ng de ADN utilizando los cebadores con adaptadores unidos en los
extremos. Los amplicones se purificaron utilizando perlas AMPure XP (Beckman
Coulter) y se cuantificaron con un fluorémetro Qubit 3.0 (Invitrogen). Se ejecuté una
segunda PCR empleando el kit Nextera XT Index (lllumina) para la incorporacién de
codigos de barras moleculares y los adaptadores de secuenciacion de lllumina. Las
bibliotecas resultantes se purificaron y cuantificaron de acuerdo a la metodologia antes
descrita, el tamafo de los amplicones y las concentraciones se evaluaron con Agilent
D1000 ScreenTape para 4200 TapeStation System (Agilent Technologies). (Lopez-
Montoya et al., 2022). Ambos protocolos para la secuenciacion de las regiones del gen
16S rARN se realizaron en la Unidad de Secuenciacion del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica (INMEGEN) utilizando la plataforma lllumina MiSeq. Es importante

mencionar que las muestras incluidas en este estudio forman parte de un proyecto en el
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que se busca evaluar la asociacién de la microbiota intestinal con la obesidad y
complicaciones metabdlicas en sujetos con y sin cirugia bariatrica, por lo que algunas
de las muestras de este estudio formaron parte de una Tesis de Maestria para el
estudio de la asociacidn de la microbiota intestinal con la dislipidemia aterogénica
(Lopez, 2022).

h) Procesamiento de secuencias

Las secuencias pareadas obtenidas en la plataforma Illumina se procesaron con los
moddulos de la plataforma de QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2)
(Bolyen et al., 2019). Las lecturas de la region V3-V4 se recortaron en la posicion 194
en el extremo &' de la hebra molde y las lecturas de la hebra complementaria se
recortaron en la posicion 20 en 5', con truncamiento en la posicién 240 en 3'. Las
lecturas de la region V4 se recortaron en la posicién 20 en 5’ de la hebra molde, y las de
la hebra complementaria en la posicion 38 en el extremo 5', con truncamiento en la
posicion 220 en 3'. Las lecturas obtenidas de los protocolos de secuenciacion V3-V4 y
V4 compartieron un segmento de 220 pb el cual fue utilizado para todos los analisis.
Posteriormente se realiz6 la correccion de errores y eliminaciéon de ruido para
determinar los ASVs (variantes de secuencia de amplicon) con el médulo DADA2
(Callahan et al., 2016), removiendo las secuencias quiméricas con el método
“consensus”. Después de la resolucion, los ASV se agruparon en unidades taxonémicas
operativas (OTU) con una identidad del 97 % mediante el complemento "cluster-
features-open-reference" con el algoritmo V-SEARCH (Rognes et al., 2016) y la base de
datos SILVA (v.132). Se construyo la filogenia de las secuencias representativas de los
OTUs con el médulo align-to-tree-mafft-fasttree, el cual utiliza el algoritmo de MAFFT
(Katoh, 2002) para el alineamiento y FastTree2 (Price et al., 2010) para la construccion
del arbol filogenético. Las muestras se estandarizaron por rarefaccion a una
profundidad de 19,000 lecturas, con un total de 2,261,000 lecturas.

i) Analisis bioinformatico
La tabla de abundancia de OTUs y la filogenia se exportaron al entorno de

programacion R (v. 4.1.1.), para su posterior analisis con el paquete phyloseq (v. 1.38.0)

(McMurdie y Holmes, 2013). La diversidad alfa se evalué con el numero de OTUs
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observados y los indices de Shannon, Chao1 y Simpson. Se utilizaron métricas de

distancia UniFrac ponderadas y no ponderadas para estimar la diversidad beta.

Las diferencias a nivel de género en la composicidn microbiana de los grupos con
diferente nivel de ingesta de vitamina B12 se evaluaron mediante el analisis de tamafo
del efecto del discriminante lineal (LEfSe v1.0) (Segata et al., 2011). Se considerd un
resultado estadisticamente significativo cuando se obtuvo una puntuacién LDA (LDA
Score) > 2.0 y P < 0.05. Para obtener el perfil de prediccion funcional de la microbiota
se utilizdé PICRUSt2 (Investigacion filogenética de comunidades mediante la
reconstruccion de estados no observados; Version 2.2.0) (Douglas et al., 2020). Las
rutas metabdlicas fueron anotadas por la base de datos MetaCyc (Caspi et al., 2018), y
las diferencias entre los grupos con ingestas distintas de vitamina B12 se evaluaron
utilizando LEfSe v1.0. El enriquecimiento de vias metabdlicas con puntuacién LDA > 2.0

y P < 0.05 se consider6 estadisticamente significativo.

Se utilizaron los valores en circulacion de vitamina B12 de los pacientes con cirugia
bariatrica para probar una posible correlacién con la abundancia de los géneros que se
encontraron enriquecidos entre los grupos de ingesta. Este posible efecto se evalud
mediante un modelo lineal (MaAsLin2 v1.4.0) (Mallick et al., 2020). Los andlisis en
MaAsLin2 se realizaron utilizando los parametros predeterminados, considerando solo
aquellos géneros con una prevalencia mayor o igual al 75% en al menos uno de los

tiempos de evaluacion. Todas las graficas se crearon usando R (v4.1.1).
j) Analisis estadistico

Se utilizaron los programas R v 4.1.3 y SPSS v24. Se empled la prueba de Shapiro-
Wilk para verificar la distribucion normal de los parametros antropométricos,
bioquimicos y dietéticos en cada grupo o tiempo de estudio. Se realizé la prueba U de
Mann-Whitney para comparar variables con distribucidon no normal entre sujetos con
obesidad y sujetos normopeso, y la prueba de rangos con signo de Wilcoxon para las
comparaciones antes y después de cirugia bariatrica. Se utilizé la prueba t de Student
de dos colas para comparar las variables con distribucién normal y la prueba X2 para
comparar la distribucion de variables categéricas. Las diferencias en la diversidad alfa
se analizaron por la prueba de suma de rangos de Wilcoxon. Las diferencias en la

diversidad beta se probaron por un analisis de varianza multivariante permutacional

30



(PERMANOVA), usando el paquete vegan (v2.5.7), aplicando la funcién adonis y 9999
permutaciones (Lozupone et al., 2011). Para los analisis de microbiota en la poblacién
con cirugia bariatrica, unicamente se probaron los géneros enriquecidos en las
comparaciones de los grupos con distinta ingesta de vitamina B12. Las diferencias en
abundancia entre los dos tiempos de evaluacion se analizaron mediante una prueba U
de Mann-Whitney. Cuando se aplicé un ajuste a las pruebas estadisticas, este fue
realizado por el método de Benjamini-Hochberg. En todos los casos se considerd

significancia estadistica cuando P<0.05.
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Resultados y discusién

1) Caracteristicas antropométricas, bioquimicas y dietéticas de los

sujetos con distinto nivel de ingesta de vitamina B12

Las caracteristicas antropométricas, bioquimicas y dietéticas de los sujetos
normopeso y con obesidad, acorde a una ingesta baja o alta de Vitamina B12 se
presentan en la Tabla 3. Entre los grupos con un mismo estado nutricio (normopeso o
con obesidad), no se observaron diferencias significativas al comparar una ingesta alta
y baja de Vitamina B12, excepto para el peso e IMC, los cuales fueron
significativamente mayores en los sujetos normopeso con ingesta alta de vitamina B12
(NP/B12-A) comparados con normopeso Yy una ingesta baja de esta vitamina (NP/B12-
B).

Al comparar grupos con un mismo nivel de ingesta de vitamina B12 sin considerar el
estado nutricio, se observo que entre los grupos de ingesta baja de vitamina B12, los
sujetos con obesidad presentaron niveles circulantes de triglicéridos significativamente
mas elevados que los sujetos normopeso. Ademas, entre los sujetos con una ingesta
elevada de vitamina B12, se observaron niveles de glucosa significativamente mas altos
en el grupo con obesidad (OB/B12-A), comparando con los sujetos normopeso. La
comparacion entre los cuatro grupos de estudio permitié identificar que los sujetos con
obesidad e ingesta alta de vitamina B12 (OB/B12-A) presentaron los niveles de glucosa
mas elevados; aunque las diferencias solo fueron significativas al comparar con los
grupos de sujetos normopeso con o sin una ingesta elevada de vitamina B12. En
contraparte, el grupo normopeso con ingesta baja de vitamina B12 (NP/B12-B) present6
niveles de triglicéridos mas bajos, pero con diferencias significativas solo al compararlos
con sujetos con obesidad, sin importar la ingesta de vitamina B12. Estos hallazgos son
consistentes con la presencia de complicaciones metabdlicas, particularmente aumento
en los niveles de triglicéridos, comunmente observadas en sujetos con obesidad (Klop
et al. 2013; Feingold 2020). En contraste, aunque se ha reportado una correlacién
negativa y significativa entre la ingesta a largo plazo de vitamina B12 y los niveles de
triglicéridos (Maddock et al., 2019), en el presente estudio no se identificaron diferencias
en el perfil lipidico al comparar sujetos con un mismo estado nutricio y con una ingesta
alta o baja de vitamina B12. Estas inconsistencias podrian ser explicadas, al menos en

parte, por las diferencias en el disefio de los grupos de los diferentes estudios, aunque
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en el presente trabajo se determiné la ingesta habitual de vitamina B12, las
determinaciones del perfil lipidico solo se realizaron en un tiempo, por lo que es
necesario evaluar ambas variables en estudios longitudinales, que permitan confirmar la

relacion entre la ingesta de esta vitamina y los niveles de triglicéridos.

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas, bioquimicas y dietéticas de los grupos de

estudio
Caracteristicas Grupo
NP/B12-B NP/B12-A OB/B12-B OB/B12-A
(n=25) (n=24) (n=15) (n=13)
% Mujeres 92.0% @ 66.7% b 60.0% b 76.9% 2
Edad (afos) 547 + 14.6 55.9+12.8 52.8 +17.2 55.9+14.7
Peso (Kg) 53.2+6.4 a 58.6+9.1 b 851+128 ¢ 850+156 ¢
Talla (cm) 153.6+7.3 157.8 £9.5 157.1+11.2 158.4 + 12.6
IMC (Kg/m2) 225(22.0- 2 23.6(232- P 334(31.0- °¢ 322(3311- ¢
23.5) 24.3) 39.5) 39.3)
Glucosa (mg/ 93.2+102 a 945+83 a 99.7+11.2 at; 107.5+12.7 b
dL)
Colesterol total 197.7 + 200.7 + 38.6 185.5+42.4 182.0 + 36.1
(mg/dL) 50.5
C-LDL (mg/dL) 120.7 115.7 £ 33.1 98.9 +37.2 97.1+25.7
38.4
C-HDL (mg/dL) | 48.7 (37.8 — 50.6 (43.4 — 41.5(36.4 — 51.8 (36.9 —
61.2) 62.0) 53.0) 59.1)
Triglicéridos 106.0 (93.0 @ 139.0 (99.0 - % 179.0 (120.0 © 167.0(126.5 P
(mg/dL) —139.5) 187.0) —287.0) —226.5)
Calorias (Kcal/ 11034 a 1781.5 b’ 1159.6 (973.4 a 2003.5 b
d) (840.3 - (1436.2 — —1490.4) (1518.7 —
1477.7) 2169.4) 2835.3)
Cobalamina 09(06- 2 33(26-51) b 12(08-15) ¢ 44(3.4-57) b
(B12) (pg/d) 1.2)

Los parametros con distribucién normal se presentan con la media + DE, los datos con distribucion no normal se
presentan con la mediana (rangos intercuartiles 25-75). Pruebas estadisticas realizadas: prueba t-Student y U de
Mann-Whitney, de acuerdo con la distribucion de la variable. Se consideré una diferencia significativa cuando p<0.05.
Las medias o medianas seguidas de una letra comun no son significativamente distintas. NP/B12-A=Normopeso con
ingesta alta de vitamina B12, NP/B12-B=Normopeso con ingesta baja de vitamina B12, OB/B12-A=Obesidad con
ingesta alta de vitamina B12, OB/B12-B=0Obesidad con ingesta baja de vitamina B12. IMC=Indice de Masa Corporal,
C-LDL=Lipoproteinas de baja densidad, C-HDL=Lipoproteinas de alta densidad.
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En conjunto, los presentes resultados sugieren que las diferencias observadas en los
parametros bioquimicos se relacionan en mayor medida a la presencia de obesidad y

no con diferencias en la ingesta de vitamina B12.

En cuanto a las caracteristicas de la ingesta dietética, se observa que al comparar la
ingesta de macronutrientes y micronutrientes (incluyendo otras vitaminas B), los grupos
con ingesta baja de vitamina B12 presentaron una ingesta significativamente menor de
la gran mayoria de los nutrientes analizados, independientemente del estado nutricio
(Tabla 3, Tabla suplementaria 1). Estos hallazgos estan en linea con los observados en
un estudio con una poblaciéon de 61,445 mujeres en edad postmenopausica que se
estratificé acorde a la ingesta de vitamina B6 y B12, en donde se encontré que aquellas
pertenecientes a los quintiles de mayor ingesta de vitamina B12 también presentaron
una ingesta alta de otros micronutrientes (Meyer et al., 2019). Lo anterior sugiere que el
analisis de la dieta habitual dificulta la evaluacién por separado de un sélo nutriente, por
lo que se requieren estudios donde se controle la ingesta de esta vitamina, ya sea por
modificaciones dietéticas o suplementacién, que permitiran confirmar los hallazgos de

los estudios observacionales.

2) Diversidad alfa y beta de la microbiota intestinal, entre distintos

niveles de ingesta de vitamina B12

Se realizé un analisis comparativo de la diversidad alfa entre los grupos de estudio,
mediante el numero de OTUs observados y los indices de Chao1, Shannon y Simpson
(Figura 3). De manera interesante, el grupo con obesidad y una ingesta baja de
vitamina B12 (OB/B12-B) presentdé una menor diversidad en los cuatro indices, y
aunque estos resultados no alcanzaron significancia, sugieren que la diversidad
microbiana se ve disminuida en niumero de especies, particularmente en presencia de
ambos, obesidad y una ingesta baja de vitamina B12. Estos hallazgos son consistentes
con estudios previos en mujeres lactantes y en hombres veteranos, los cuales
reportaron que una mayor ingesta de vitamina B12 se asocia con una mayor diversidad
alfa (Carrothers et al., 2015; Gurwara et al., 2019; Asnicar et al., 2021).

Al hacer este mismo analisis agrupando a los sujetos s6lo por estado nutricio y sin
considerar su ingesta de vitamina B12 (Figura 4), no se observan diferencias

significativas para ninguna de las cuatro medidas de diversidad alfa analizadas.
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Medida de Diversidad Alfa
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Figura 3. Estimaciones de diversidad alfa por grupo de estudio.

Las diferencias significativas se encuentran sefialadas por *. Se consideré un resultado significativo cuando P<0.05 por
la prueba de suma de rangos de Wilcoxon. NP/B12-A=Normopeso con ingesta alta de vitamina B12, NP/B12-
B=Normopeso con ingesta baja de vitamina B12, OB/B12-A=0Obesidad con ingesta alta de vitamina B12, OB/B12-
B=0Obesidad con ingesta baja de vitamina B12.
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Figura 4. Estimaciones de diversidad alfa por estado nutricio.
Las diferencias significativas se encuentran sefialadas por *. Se considerd un resultado significativo cuando P<0.05 por
la prueba de suma de rangos de Wilcoxon.
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Tabla 4. Comparaciones de diversidad beta entre los grupos de estudio.

Las diferencias significativas se encuentran resaltadas en negritas. Se consider6é un resultado significativo cuando
P<0.05 mediante un PERMANOVA. NP/B12-A=Normopeso con ingesta alta de vitamina B12, NP/B12-B=Normopeso
con ingesta baja de vitamina B12, OB/B12-A=Obesidad con ingesta alta de vitamina B12, OB/B12-B=0Obesidad con
ingesta baja de vitamina B12.

a) Analisis PERMANOVA por pares de las distancias UniFrac ponderadas

Comparacion R2 p
NP/B12-A vs NP/B12-B 0.032 0.561
OB/B12-A vs OB/B12-B 0.014 0.733

b) Analisis PERMANOVA por pares de las distancias UniFrac no ponderadas

Comparacion R2 P
NP/B12-A vs NP/B12-B 0.030 0.878
OB/B12-Avs OB/B12-B 0.015 0.948

Las comparaciones de diversidad beta entre los grupos de estudio no muestran
diferencias significativas (Tabla 4), consistente con el estudio de Carrothers y
colaboradores en mujeres lactantes y con otros estudios en poblacion infantil, en los
cuales no se observaron diferencias en la diversidad beta entre grupos con distinta
ingesta de vitamina B12 (Carrothers et al., 2015; Herman et al., 2010; Boran et al,
2020). Sin embargo, Gurwara y colaboradores reportaron diferencias significativas en la
diversidad beta al comparar hombres con una ingesta alta y baja de vitamina B12
(Gurwara et al., 2019). Las inconsistencias entre los resultados de los distintos trabajos
pueden ser explicadas, al menos en parte, por las caracteristicas de cada poblacion de
estudio como son edad, sexo y estado fisiolégico especifico (lactancia), por lo que se
requieren estudios adicionales para evaluar el efecto de la vitamina B12 en la

diversidad beta.

3) Géneros de la microbiota intestinal enriquecidos en los grupos de

estudio

A continuacion se describen los filos mas abundantes en cada grupo de estudio: los 5
filos mas abundantes en sujetos normopeso y baja ingesta de vitamina B12 (NP/B12-B)
fueron Firmicutes (48.2%), Bacteroidetes (41.4%), Proteobacteria (6.3%),
Cyanobacteria (1.2%) y Tenericutes (1.0%), mientras que en el grupo NP/B12-A fueron
Firmicutes (47.3%), Bacteroidetes (43.3%), Proteobacteria (5.6%), Verrucomicrobia
(2.1%) y Tenericutes (0.9%). Por otra parte, en los sujetos con obesidad e ingesta baja
de vitamina B12 (OB/B12-B) los filos mas abundantes fueron Firmicutes (50.5%),
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Bacteroidetes (42.0%), Proteobacteria (4.3%), Verrucomicrobia (1.5%) y Cyanobacteria
(0.7%), mientras que en el grupo OB/B12-A fueron Firmicutes (54.6%), Bacteroidetes
(37.5%), Proteobacteria (6.3%), Tenericutes (0.9%) y Actinobacteria (0.3%). Sin
embargo, ninguno de estos filos mostré diferencias significativas al ser comparados por
nivel de ingesta de vitamina B12 en un mismo estado nutricio (NP/B12-A vs NP/B12-B y
OB/B12-A vs OB/B12-B) (Figura suplementaria 1).

Posteriormente, se realizaron comparaciones a nivel de género de la microbiota
intestinal, entre los grupos con ingestas altas y bajas de vitamina B12 en sujetos
normopeso (NP/B12-A vs NP/B12-B) y en los sujetos con obesidad (OB/B12-A vs OB/
B12-B).

El andlisis de LEfSe no identificé géneros diferenciados entre los sujetos con

normopeso al estratificar por ingesta de vitamina B12.

En contraste, los géneros Acidaminococcus, Peptococcus, Lactobacillus, Hungatella
y Oscillibacter se encontraron significativamente incrementados en sujetos con
obesidad e ingesta alta de vitamina B12 (OB/B12-A), comparados con sujetos con
obesidad e ingesta baja de esta vitamina (OB/B12-B) (Figura 5). Es de llamar la
atencion que todos estos géneros pertenecen al filo Firmicutes, el cual presenta la
mayor abundancia en el grupo OB/B12-A. Ademas, los géneros Acidaminococcus y
Lactobacillus también se han encontrado con mayor abundancia en sujetos con
obesidad (sin considerar la ingesta de vitamina B12) en comparacion con sujetos
delgados (Wang et al., 2021; Sugino et al., 2019; Osborne et al., 2020; Palmas et al.,
2021; Million et al., 2012).

El analisis predictivo de la funcién metabdlica de la microbiota intestinal no evidencié
enriquecimiento en la abundancia de las rutas participantes en la biosintesis o
catabolismo de vitamina B12 (Figura 6, Figura 7). Aunado a ello, los géneros con una
abundancia incrementada en presencia de obesidad e ingesta alta de vitamina B12 no
parecen contener los genes para expresar una ruta de biosintesis de cobalamina
(Magnusdattir et al., 2015), por lo que es poco probable que estos géneros sean

productores de vitamina B12, pero se desconoce si tienen la capacidad para utilizarla.

Aunque no existen evidencias que sugieran que los géneros identificados en los

sujetos con obesidad y una ingesta elevada de vitamina B12 participan en el
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Figura 5. Analisis de LEfSe para la comparacion de géneros entre los grupos OB/B12-Ay

OB/B12-B.
OB/B12-A=0besidad con ingesta alta de vitamina B12, OB/B12-B=Obesidad con ingesta baja de vitamina B

metabolismo de esta vitamina, algunos de ellos como Peptococcus, Hungatella y
Oscillibacter podrian tener funciones importantes en el metabolismo de otros
nutrimentos y el desarrollo de obesidad y sus complicaciones metabdlicas. En este
sentido, el género Peptococcus se ha reportado con una mayor abundancia en modelos
animales con una dieta alta en fibra (Xu et al., 2020). Ademas, se ha propuesto que
participa en procesos relacionados con la ganancia de peso en modelos animales de
obesidad (Clarke et al., 2013). En el presente estudio, la abundancia de este género
correlacioné positiva y significativamente con la ingesta de fibra dietética, pero
solamente en los dos grupos con obesidad (coef=0.71, p=0.03) (Figura suplementaria
2). El hecho de que el género Peptococcus no se haya observado enriquecido entre los
grupos normopeso, los cuales presentaron una ingesta similar de fibra dietética, sugiere
que el incremento de su abundancia puede ser atribuido a la ingesta elevada de fibra y
no a la ingesta de vitamina B12.

Otro de los géneros con abundancia incrementada en los sujetos con obesidad y una
ingesta elevada de vitamina B12 es Hungatella. De manera interesante, un estudio en
ratones colonizados con la microbiota intestinal de una paciente con obesidad y con
una dieta de restriccion caldrica (<800 kcal/dia) por 8 semanas, mostré una disminucion

del género Hungatella (Sbierski-Kind et al., 2022), sugiriendo una correlaciéon positiva

entre la ingesta caldrica y la abundancia de este género. Este comportamiento es
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consistente con lo observado en el presente estudio, ya que el enriquecimiento de
Hungatella se encontré en el grupo con ingesta alta de vitamina B12, que a su vez tuvo

una mayor ingesta de calorias.

Finalmente, el género Oscillibacter se ha reportado incrementado en ratones con una
dieta alta en grasas (Lam et al., 2012), caracteristica que también se observa en el
grupo OB/B12-A del presente estudio (Tabla suplementaria 1). De manera notable, un
estudio que evaluo la capacidad bacteriana de producir micronutrientes (8 vitaminas B,
incluida la B12) mostré que Oscillibacter pertenece al fenotipo auxoétrofo, es decir,
necesita obtener vitamina B12 de su entorno (Radionov et al., 2019), por lo que su
mayor abundancia en el grupo con ingesta alta de vitamina B12 puede ser atribuido, en
parte, a una mayor disponibilidad de este nutriente. Adicionalmente, este género
también se ha asociado con una mayor ingesta de fibra en la dieta (Rosés et al., 2021).
Sin embargo, en el presente estudio no presentd una correlacion significativa con la

ingesta de este nutrimento (p=0.68).

Es interesante que los resultados del grupo OB/B12-A son muy similares a los
reportados por Asnicar y colaboradores, quienes encontraron correlaciones positivas
aunque no significativas entre la ingesta de vitamina B12 y la abundancia de algunas
cepas de los géneros Oscillibacter, Lactobacillus y Hungatella (Asnicar et al., 2021). El
hecho de que estos géneros se encontraran significativamente enriquecidos en el grupo
con una ingesta alta de vitamina B12 y unicamente en sujetos con obesidad, sugiere
que aunque el estado nutricio puede modular la abundancia de estas bacterias, la

ingesta de vitamina B12 podria potenciar estos efectos.

4) Diferencias en la prediccion funcional de la microbiota intestinal

entre distintos niveles de ingesta de vitamina B12

Para identificar las rutas metabdlicas que podrian tener un enriquecimiento distinto
de acuerdo al nivel de ingesta de Vitamina B12, se realizaron analisis de discriminacién
lineal (LEfSe) entre los sujetos con una ingesta alta y aquellos con una ingesta baja de

esta vitamina, en un mismo estado nutricio.

La comparacion entre los grupos normopeso con una ingesta alta vs. una ingesta
baja de vitamina B12, identificd enriquecida la via de respiracion aerdbica | (citrocromo

c) en sujetos con ingesta alta de vitamina. Por otra parte, la via de biosintesis de dTDP-
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N-acetiltomosamina estuvo enriquecida en los sujetos con ingesta baja de vitamina B12
(Figura 6a). De estas vias, la unica que potencialmente podria involucrar la participacion

de la vitamina B12 es la via de la respiracion aerodbica | (citocromo c).

La respiracion aerdbica es un proceso mediante el cual los electrones pasan de un
donador de electrones a un receptor de electrones terminal (el oxigeno). La
transferencia de electrones se lleva a cabo por una serie de complejos de
transportadores también conocidos como complejos I-IV (cadena de transporte de
electrones o cadena respiratoria). EI complejo | acepta electrones de NADH y el
complejo Il del succinato. Este flujo de electrones conduce a una serie de reacciones

cuya finalidad es la sintesis de ATP (Foerster, 2013). La vitamina B12 podria tener una
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biosintesis de dTDP-N-acetiltomosamina A
2 1 0 1 2
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ubigunona
. 2e
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f succionato deshidrogenasa \
succionato fumarato + 2H+*
B12

I SuC
> MCM

metilmalonil-CoA ——% succinil-CoA

A

Propionato

Figura 6. Analisis de LEfSe para la comparacion de rutas metabolicas entre los grupos NP/
B12-A y NP/B12-B.

NP/B12-A=Normopeso con ingesta alta de vitamina B12, NP/B12-B= Normopeso con ingesta baja de vitamina B12. a)
Grafico de LEfSe para la comparacion entre los grupos NP/B12-A 'y NP/B12-B. b) Ruta metabdlica correspondiente a la
respiracion aerébica | (citocromo c) (Negro), la vitamina B12 podria participar indirectamente en esta ruta a través de su
papel en el metabolismo de propionato (verde) , generando succinil-CoA, el cual puede ser convertido enzimaticamente
a succinato (azul) para su utilizacion en el complejo Il de la respiracion aerobica. SUC=succinato deshidrogenasa,
MCM=metilmalonil-CoA mutasa
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participacion indirecta en este proceso, ya que es requerida por la enzima metilmalonil-
CoA mutasa para poder transformar el L-metilmalonil-CoA a succinil-CoA, lo que
posteriormente genera succinato, el cual puede ser utilizado por el complejo Il (Figura
6b). El enriquecimiento de esta via en el grupo con mayor ingesta de vitamina B12
sugiere que las bacterias son capaces de utilizar esta mayor disponibilidad de
micronutrientes y en consecuencia, favorecer rutas que requieren estas moléculas
como cofactores o sustratos. Aunque se desconoce cual podria ser el papel de la mayor
produccion de ATP en los sujetos con normopeso e ingesta elevada de vitamina B12, se
ha propuesto que el ATP extracelular bacteriano puede regular en el intestino a las
células de la respuesta inmune, condicionando la seleccion de una comunidad

microbiana que sea benéfica para el hospedero (Perruzza et al., 2017).

Por otra parte, la comparacion entre sujetos con obesidad y distinta ingesta de
vitamina B12, mostré ocho rutas enriquecidas en el grupo OB/B12-A, y dos en el grupo
OB/B12-B (Figura 7). Ninguna de las vias enriquecidas tiene una relacion directa con la
vitamina B12 (uso o biosintesis). Sin embargo, debido a que ambos grupos tuvieron una
ingesta significativamente distinta no solo de vitamina B12, sino de todo el grupo de
vitaminas B (Tabla suplementaria 1), es factible que las diferencias en la ingesta de
otros micronutrientes tenga relacion con estos resultados. Un breve ejemplo de este

planteamiento es la participacion de las enzimas dependientes de piridoxal 5’-fosfato

degradacioén de nucleétidos de purina Il (aerébica)
supervia de biosintesis de arginina y poliamina -
supervia de la glucdlisis y Entner Doudoroff

supervia de oxidacion del azufre (Acidianus ambivalens) 1
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fermentacion heterolactica
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supervia de degradacion del glicerol a 1,3-propanodiol 1

supervia de biosintesis de 2,3-butanodiol 1

biosintesis | de coenzima A 1
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Figura 7. Analisis de LEfSe para la comparacion de rutas metabdlicas entre los grupos OB/
B12-Ay OB/B12-B.
OB/B12-A=0besidad con ingesta alta de vitamina B12, OB/B12-B= Obesidad con ingesta baja de vitamina B12.
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(PLP), un derivado de vitamina B6, en la supervia de biosintesis de arginina y poliamina
(Charlier y Glansdorff, 2004).

5) Relaciéon de la microbiota intestinal con los niveles circulantes de

vitamina B12 en pacientes con cirugia bariatrica

Las caracteristicas antropométricas y metabdlicas de la poblacién quirdrgica en
estudio se presentan en la Tabla 5. A un ano post cirugia, se observé una disminucién
significativa en el peso corporal y el IMC. Los parametros del metabolismo de
carbohidratos y de lipidos presentaron una disminucién, con excepcion de los niveles
de C-HDL, que presentaron un incremento a los 12 meses de realizada la cirugia. El
comportamiento de estos parametros es concordante con el reportado en diversos
articulos que describen una mejoria metabdlica después de realizada la cirugia (Aron-
Wisnewsky et al., 2019; da Silva et al., 2015; Schauer et al., 2017; Bouchwald et al.,
2009).

Con respecto a los niveles circulantes de vitamina B12, éstos disminuyeron
ligeramente a los 12 meses post cirugia aunque estas variaciones no fueron

significativas. De manera interesante, ninguno de los 20 pacientes presentd niveles de

Tabla 5. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de la poblacién de estudio con
cirugia bariatrica.

Parametros MO (n=20) M12 (n=20) P
Edad (afios) 38.8+8.6 — —
Mujeres (%) 65.0 — —
Peso (Kg) 132.5+24.3 91.8+15.6 4.76x10-1°
IMC (Kg/m2) 45.7 (42.3 - 52.0) 32.9 (28.7 - 36.2) 8.86x10-5
Glucosa (mg/dL) 96.1 £ 13.7 79.6+54 2.74x10+4
Triacilglicéridos (mg/dL) 159.5 (104.3 - 180.8) 100.0 (67.0 - 144.0) 2.13x10+
Colesterol total (mg/dL) 159.5+37.4 143.6 £ 171 0.047
C-LDL (mg/dL) 109.3 £ 25.0 84.4+17.8 5.20x105
C-HDL (mg/dL) 36.3+6.7 448+7.9 0.001
Vitamina B12 (pg/mL) S (2(2'105)‘ ZAR) 313.5 (254.67 - 436.0) 0.501

Los parametros con distribucién normal se presentan con la media + DE, los datos con distribucion no normal se
presentan con la mediana (rangos intercuartiles 25-75). Pruebas estadisticas realizadas: prueba t y prueba de
Wilcoxon para muestras relacionadas, de acuerdo con la distribuciéon de la variable. Se consideré una diferencia
significativa cuando p<0.05. Las diferencias significativas se encuentran resaltadas en la columna p. IMC—Indice de
masa corporal, C-LDL—Lipoproteinas de baja densidad, C-HDL—Lipoproteinas de alta densidad, MO—Tiempo pre-
cirugia, M12—Mes 12 después de la cirugia
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Vitamina B12 por debajo de los valores de referencia antes de la cirugia y sélo uno
presentd niveles bajos (<160 pg/ml), a los 12 meses posterior a la cirugia. Es
importante mencionar que la medicion realizada fue de vitamina B12 total, y que la
unica disponible para su utilizacién es la forma holoTC, por lo que la determinacién de
vitamina B12 total puede no ser la medicion mas adecuada para evaluar el estado real

de la fraccion biodisponible (Green et al., 2017).

Considerando el efecto de malabsorcion de nutrientes asociado con el procedimiento
quirurgico por BGYR (Ciobarca et al., 2020), se esperaba una disminucion de los
niveles circulantes de vitamina B12. Sin embargo, al afio de realizada la cirugia los
niveles de esta vitamina se observaron dentro de los valores de referencia,
probablemente por la administracion de suplementos multivitaminicos, especializados
para estos pacientes. En promedio estos suplementos contienen 500 ug de Vitamina
B12 por dosis, y la ingesta recomendada para cubrir las necesidades de estos
pacientes oscila entre los 500 y 1000 ug por dia (Brown, 2015). Los resultados de este
estudio muestran que los suplementos estan cumpliendo con su funcién, lo cual a su
vez indicaria un buen apego al tratamiento por parte de los pacientes, ya que no se

presentd una disminucion en los niveles de vitamina B12 total en circulacién.

Para evaluar la posible relacion de la microbiota intestinal con los niveles en
circulacién de vitamina B12 total en los 20 sujetos con cirugia bariatrica, se
correlacionaron los niveles en circulacién de vitamina B12 y la abundancia de los
géneros que se encontraron enriquecidos en el grupo OB/B12-A (Peptococcus,
Acidaminococcus, Lactobacillus, Hungatella y Oscillibacter), considerando sélo aquellos
con una prevalencia mayor o igual al 75% en al menos un tiempo de evaluacion, siendo

Oscillibacter el unico género que cumplié con este criterio.

En la Figura 8 se puede observar que Oscillibacter tiene una correlacion positiva con
los niveles en circulacion de vitamina B12 antes de la cirugia y una correlacién negativa
a los 12 meses después de la cirugia, aunque ninguna de estas asociaciones fue
significativa (pre-cirugia: coef=0.381, p=0.472; post-cirugia coef= -0.514, p=0.326). Por
otra parte, en la Figura 9 se puede observar que la abundancia de este género

disminuyo significativamente a los 12 meses post-cirugia.

En el contexto de cirugia bariatrica, la mayoria de los estudios coinciden en mostrar

que esta bacteria disminuye en abundancia después de la cirugia (Guo et al., 2018),
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tanto en BGYR (Dang et al., 2021) como en manga gastrica (Liang et al., 2022),
observando también una mayor abundancia de este género en sujetos con una menor
pérdida de peso tras la cirugia (Fouladi et al., 2019).
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Figura 8. Correlacion entre niveles en circulacién de Vitamina B12 con la abundancia
relativa del género Oscillibacter.

a) Grafica de la correlacion con los valores de vitamina B12 al mes cero (Tiempo pre-cirugia), b) Grafica de la
correlacion con los valores de vitamina B12 al mes 12 después de la cirugia.
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Figura 9. Abundancia del género Oscillibacter en los tiempos pre-cirugia y a un ano de
seguimiento.
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Dado que ninguno de los estudios antes mencionados reporté datos de vitamina B12
en circulacidn, puede considerarse que este es el primer estudio que sugiere la
interrelacion entre obesidad, ingesta alta de vitamina B12 y mayor abundancia de
Oscillibacter. Sin embargo, para confirmar estos hallazgos, son necesarios estudios de
seguimiento en los que se evalue el estado nutricio, la ingesta de vitamina B12, los
niveles circulantes de la fraccion biodisponible asi como la composicion de la microbiota

intestinal.

45



Conclusiones

La microbiota intestinal de los sujetos con baja ingesta de vitamina B12 no mostré un
perfil enriquecido en bacterias potencialmente productoras de esta vitamina. De los
géneros enriquecidos en el perfil de microbiota de sujetos con obesidad e ingesta alta
de vitamina B12, solo Oscillibacter ha sido asociada a la utilizacion de esta vitamina. Sin
embargo, en pacientes con cirugia bariatrica la abundancia de Oscillibacter no se
relaciond con los niveles séricos de vitamina B12. En conclusion, no fue posible
identificar un perfil de microbiota intestinal asociado con la produccién o utilizacion de
vitamina B12, que potencialmente pudiera contribuir a la concentracion de esta vitamina

en circulacion.

Perspectivas

Como complemento al presente trabajo, se propone incorporar la determinacion de
niveles circulantes de vitamina B12, esto permitird tener un mejor acercamiento al
efecto que podria tener la microbiota intestinal sobre la vitamina B12 en circulacion. Asi
mismo, se considera conveniente realizar estudios de intervencion con una dieta
controlada y diferentes aportes de vitamina B12 para lograr separar el efecto de la
ingesta de esta vitamina sobre la microbiota intestinal. Finalmente, se sugiere realizar
estudios prospectivos longitudinales donde se evalue el estado nutricio, la ingesta de
vitamina B12, las concentraciones circulantes de vitamina B12 y la microbiota intestinal,
ya que podrian contribuir a un mejor entendimiento del posible efecto de la microbiota

intestinal sobre el metabolismo de vitamina B12 y su relacion con la obesidad.
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Anexo
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Figura suplementaria 1. Comparacion de los filos Cyanobacteria y Verrucomicrobia entre
los grupos NP/B12-B y NP/B12-A.

NP/B12-A=Normopeso con ingesta alta de vitamina B12, NP/B12-B= Normopeso con ingesta baja de vitamina B12
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Figura suplementaria 2. Correlacion entre la ingesta de fibra total y la abundancia del

género Peptococcus en los grupos con obesidad (OB/B12-B y OB/B12-A).
OB/B12-A=0Obesidad con ingesta alta de vitamina B12, OB/B12-B=0Obesidad con ingesta baja de vitamina B12.
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Tabla suplementaria 1. Valores estimados de ingesta diaria de macronutrientes y vitaminas B en
la poblacién de estudio normopeso y con obesidad

Nutriente Grupo
NP/B12-B NP/B12-A OB/B12-B OB/B12-A

(n=25) (n=24) (n=15) (n=13)
Calorias 1103.4 (840.3 @ 1781.5 b11159.6 (973.4 @ 2003.5 :
(Kcal/d) —1477.7) (1436.2 — —1490.4) (1518.7 —

2169.4) 2835.3)

Proteina (g/ 29.0(225- 2| 60.7 (489—- | 309(25.8— 2| 80.5(59.5—- ¢
d) 44 1) 77.5) 44.9) 97.9)
Grasa 104 (44— 2| 25.0(187—- P°| 135(9.3- 2| 314(27.7- ¢
animal (g/d) 16.8) 31.7) 19.5) 48.3)
Grasa 144 (94— 23| 19.0(134- P°| 124(88- 2| 229(138- ©®
vegetal (g/d) 19.3) 26.6) 16.1) 41.4)
Carbohidrat | 190.8 (148.1 2| 260.7 (207.8 °| 205.3 (159.8 | 269.9 (197.1 :
os (g/d) —265.4) —323.8) - 256.9) —-416.3)
Fibra 212(173- 2 240(17.3—- % | 184(10.3—- 2| 29.6 (19.0- :
dietética (g/ 32.9) 32.9) 20.8) 46.3)
d)
Tiamina (B1) 0.7(06- 2 14(11- P°| 09(06- =2 16(1.2- P
(mg/d) 1.3) 1.8) 1.3) 2.1)
Riboflavina 0.8(05- =2 18(14- | 08(05- =2 16(14- P
(B2) (mg/d) 1.1) 2.4) 1.1) 2.8)
Niacina (B3) 86(6.8- 2| 154(118- °| 86(55- 2| 158(125- °®
(mg/d) 13.4) 19.3) 12.8) 25.5)
Acido 23(1.7- 2 48(39- P 22(18- =@ 4639- °®
pantoténico 3.4) 6.0) 3.1) 6.7)
(B5) (mg/d)
Piridoxina 1.3(06- 2 18(16- ° 1.006- @ 19(16- °
(B6) (mg/d) 1.7) 2.4) 1.4) 2.7)
Folato (B9) 198.1 (105-0 2| 320.7 (260.8 | 180.2(96.8— 2| 381.5(250.3 °®
(ng/d) - 361.9) —420.6) 327.9) —525.0)

Las caracteristicas dietéticas se presentan con la mediana (rangos intercuartiles 25-75). Las medianas seguidas de una letra
comun no son significativamente diferentes por la prueba U de Mann-Whitney al 95% de significancia. Se consideré un resultado
significativo cuando P<0.05. Las medianas seguidas de una letra comun no son significativamente distintas. NP/B12-
A=Normopeso con ingesta alta de vitamina B12, NP/B12-B=Normopeso con ingesta baja de vitamina B12, OB/B12-A=Obesidad
con ingesta alta de vitamina B12, OB/B12-B=Obesidad con ingesta baja de vitamina B12.
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