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Resumen:

Se le conoce como microbiota al conjunto de células bacterianas que
habitan en el organismo de una persona, las cuales, en general,
establecen una relacion mutualista con el hospedero. La microbiota
intestinal cumple con funciones muy particulares que en un estado
optimo de salud generan en el hospedero un balance adecuado de
nutrientes y un estado de homeostasis. Sin embargo, esta es considerada
como un d6rgano sumamente |abil y puede cambiar su composicién vy
funcionalidad cuando existen cambios del estilo de vida de las personas.
Debido a esto y al periodo corto de desarrollo de sus generaciones en
comparacién con las células eucariontes se ha determinado que la
microbiota tiene un papel fundamental en el desarrollo de diferentes
enfermedades de caracter multifactorial, siendo la hipertensién y la

obesidad unas de estas.

En México la caracterizacién de la microbiota intestinal en pacientes con
hipertensidon arterial sistémica no ha sido reportada, al igual que la
composicion de esta en pacientes obesos en edad adulta. A su vez, poco
se sabe acerca de las diferencias que existen en los perfiles taxonémicos

cuando se tienen 1 o mas comorbilidades asociadas a la obesidad.

En el presente proyecto se realizé un estudio piloto en el cual se
caracterizd la microbiota intestinal en pacientes con obesidad e
hipertension arterial sistémica a través de extraccién de DNA de muestras
de heces y posterior envio a secuenciacién de estas. Los resultados de
los analisis de secuencias obtenidos se compararon con individuos que
solo presentaban obesidad, con el propdsito de obtener informacién
relevante acerca de los phyla y géneros predominantes en la microbiota

de ambos grupos.

14



En este estudio, no se observaron resultados con significancia estadistica
en cuanto a las diferencias de abundancia y riqueza entre los dos grupos
de estudio. Sin embargo, si fue posible determinar que existe una
tendencia a una mayor riqueza (de acuerdo con el indice Chaol) en el

grupo hipertenso-obeso.

De igual manera, no fueron apreciadas diferencias significativas entre los
diversos géneros presentes en los grupos de estudio. Sin embargo,
algunos géneros que contribuyen a la disminucién de la presion arterial
por la produccion de acidos grasos de cadena corta tuvieron una menor
frecuencia relativa en el grupo hipertenso-obeso en comparacion con el
grupo obeso; tal fue el caso de Faecalibacterium, Bifidobacterium y

Lactobacillus.
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1. Antecedentes:

1.1. Anatomia y fisiologia del intestino grueso:

El intesto grueso forma parte del tubo digestivo o tracto gastrointestinal.
Este, al igual que los demas drganos del tracto, estd compuesto por
cuatro capas: la mucosa, la submucosa, la muscular y la serosa. Cada
una de estas capas contiene un tipo de tejido predominante y en estas
se llevan a cabo funciones especificas. De adentro hacia afuera, la
mucosa es la primera capa y es considerada como la capa de absorcién
y secrecion principal (Figura 1). Células especializadas en forma de copa
(caliciformes) de la mucosa secretan moco a lo largo de la mayor parte
del tubo digestivo. La segunda capa es la submucosa. Esta es una capa
muy vascularizada que contiene, ademas de vasos sanguineos, glandulas
y plexos nerviosos (Figura 1). Las moléculas absorbidas que pasan a
través de las células epiteliales de la mucosa (colonocitos), entran a los

vasos sanguineos vy linfaticos de la submucosal.

Moco

> Mucosa

.-“ A J

Muscular

W
Figura 1. Anatomia del tracto gastrointestinal y capas que conforman al intestino
grueso. Modificado de Ira Fox, 2014
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La capa muscular, produce las contracciones segmentarias y el
movimiento peristaltico que recorre todo el tubo digestivo (Figura 1).
Finalmente, |la serosa es la capa de unién y proteccion del colon y de la
mayor parte del tracto gastrointestinal y esta formada por tejido

conjuntivo (Figura 1)2,

Al comparar con el intestino delgado es posible decir que en el intestino
grueso se llevan a cabo pocas o nulas funciones digestivas, ya que solo
se absorben electrolitos, agua y algunas vitaminas. Sin embargo, este
presenta un area superficial privilegiada para albergar a las bacterias

comensales y patdégenas potenciales?.

1.2. Microbiota

En el organismo de una persona sana habitan cerca de 3.8 x10'3 células
bacterianas, de las cuales, la mayor parte de ellas residen en el colon y
por lo general establecen una relacién mutualista con su hospedero3. A
este conjunto de células bacterianas que residen en nuestro organismo

se le conoce como microbiota o microbiomat.

La composicion de la microbiota que acompafa al individuo en su vida
adulta es moldeada desde la infancia, cuando es colonizado por los
microorganismos que habitan en el ambiente y por aquellos que residen
en las personas que se encargan de él en las etapas tempranas de vida“®.
Estos primeros colonizadores son los que delimitardn en gran medida a

las bacterias que se encontraran en el individuo en la vida adulta.

Se han realizado diversos estudios de caracterizacién de la microbiota en
un estado de salud aparente y gran parte de ellos se han enfocado en
sitios anatdmicos como el tracto gastrointestinal, tracto urogenital

(principalmente la vagina), pulmones, boca y piel. En todos estos, se ha
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revelado una gran variabilidad, en términos de diversidad, riqueza y
composicion, entre los sitios de estudio, asi como entre las personas

seleccionadas®.

1.3. Microbiota Intestinal
1.3.1. Factores geogréaficos, alimenticios y genéticos que la
modifican:

En el intestino grueso, residen el mayor nimero bacterias y es uno de los
nichos mas caracterizados y estudiados. A pesar del gran nimero de
bacterias presentes en este nicho son cuatro los phyla mas abundantes
que lo habitan: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria 'y

Proteobacteria®.

El colon, es uno de los primeros sitios en ser colonizado. Las primeras
especies que lo habitan son determinadas por el método del parto; es
decir, parto vaginal o cesarea’. Sin embargo, la microbiota intestinal de
los recién nacidos cambia rapidamente ya que su alimentacién sufre
modificaciones en periodos muy reducidos. Una vez que el ser humano
llega a la adultez la microbiota se mantiene, relativamente estable,
siempre y cuando no se presenten cambios importantes en el estilo de

vida del hospedero?.

Por otro lado, las comunidades bacterianas que residen en el colon
pueden ser delimitadas por factores genéticos. Por ejemplo, en un estudio
realizado en gemelos se reportd una mayor tasa de concordancia en la
presencia de Methanobrevibacter smithii en los gemelos monocigotos en

comparacion con el grupo de gemelos dicigotos®.

En la adultez, diversos factores contribuyen al moldeo de la microbiota

siendo uno de los principales la alimentacién que se lleva en el espacio
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geografico; por lo tanto, la composicién de esta varia de acuerdo con la

region que se habite y con la disponibilidad de alimentosg.

En personas aparentemente sanas originarias de las regiones urbanas de
los Estados Unidos de América la composicidon de la microbiota intestinal,
sin reporte de uso previo de antibioticos de por lo menos un mes antes a
la toma de muestra, se encuentra principalmente, conformada por los
géneros Ruminococcus spp., Clostridium spp., Eubacterium spp.,
Faecalibacterium spp. y Dorea sppl®. Mientras que, en personas,
aparentemente, sanas de China la composicion de la microbiota es
principalmente por los géneros Faecalibacterium spp., Oscillibacterium
spp., Roseburia spp., Bifidobacterium spp., Coprococcus spp. Yy

Butyrivibrio spp'!.
1.3.2. Microbiota intestinal en la generacion de metabolitos:
1.3.2.1. N-0Oxido de trimetilamina

El N-6xido de trimetilamina (TMAO) es una molécula pequefia generada
por el metabolismo de la colina y de la fosfatidilcolina realizado por la
microbiota intestinal, ademas del catabolismo de la L-carnitina. Alimentos
como la carne roja, los huevos, y los lacteos son ricos en colina,
fosfatidilcolina y carnitina. Por lo cual, estos son considerados como

fuentes principales para la sintesis de TMAO!2,

Estos precursores de TMAOQ, incluidos en la dieta, son procesados por las
bacterias comensales del intestino a trimetilamina (TMA). La cual, se
absorbe en el intestino y es transportada al higado por medio de la
circulacién portal. Es ahi donde, por accién de monooxigenasas de flavina
0 por monooxigenasas hepaticas, la TMA es transformada a TMAQ1!2, Se

ha reportado que las bacterias pertenecientes a los phyla Firmicutes y
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Proteobacteria pueden utilizar la carnitina o colina como fuentes de

energia y por tanto producir el TMAO13,

El TMAO ha sido asociado con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares tales como: isquemia, ateroesclerosis, arritmias y falla
cardiaca. Los mecanismos por los cuales participa en el desarrollo de
estas enfermedades aun permanecen desconocidos. Sin embargo,
diversos estudios han reportado que concentraciones altas de TMAO
inducen la activacién de genes que codifican para las citocinas pro-

inflamatorias, ademas de moléculas de adhesion y quimiocinasi?13,

Actualmente, el TMAO es considerado como un biomarcador para
enfermedades cardiovasculares. Ademas de encontrarse relacionado con

el desarrollo de los eventos cardiovasculares severosi4,
1.3.2.2. Acidos Grasos de Cadena Corta

Los acidos grasos de cadena corta (SCFA- short-chain fatty acids, por sus
siglas en inglés) son moléculas que pueden ser producidas por las
bacterias que residen en el colon o que son incluidos directamente en la
dieta de las personas. Estos cumplen un gran nimero de funciones que
promueven el estado homeostatico de los individuos. De manera general,
los SCFA actuan como mensajeros para ejercer su funcidon en aquellos
tejidos o células que expresan los receptores propios para ellos, ademas

de actuar como la fuente de energia principal para los colonocitos3.

En los Ultimos afios se ha demostrado una correlacién entre la
concentracion de los SCFA, principalmente el acetato, butirato vy
propionato, y las enfermedades cardiovasculares, ademas de los

padecimientos metabdlicos como la hipertensién y obesidad?>.

La mayor parte de los SCFA producidos son utilizados para funciones

metabdlicas y solo 5-10% de estos son excretados en las heces. En una
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dieta con un contenido normal de fibra, la microbiota se encarga de su
metabolismo ya que los vertebrados no contamos con las enzimas
necesarias para su procesamiento. Si el consumo de fibra es alto, se
aumenta la abundancia de bacterias que generan SCFA y por tanto la
concentracion de estos aumenta3. Los SCFA son transportados hacia el
higado y liberados hacia el torrente sanguineo por medio de la circulacién
portal (Figura 2). A partir de la cual pueden llegar a diferentes tejidos
involucrados en la regulacién de la presién arterial por medio de la unién
a receptores acoplados a proteinas G presentes en los rinones3:16, Estos
receptores permiten la regulacion del eje renina-angiotensina-

aldosterona y contribuyen al control de la presién arteriall®.

Los SCFA, principalmente el acetato, por su tamafo puede cruzar la
barrera hematoencefalica y actuar disminuyendo el apetito por medio de

la estimulacién del sistema nervioso simpaticol”’.
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Por otra parte, el butirato promueve el mantenimiento de la integridad
de la barrera intestinal. Se ha demostrado que cuando baja la
concentracion de este SCFA se permite la translocacién de
lipopolisacarido (LPS) a torrente sanguineo, lo cual resulta en inflamacién

sistémica en el hospedero??,

Intestino Circulacion
Aumento de especies Acidos grasos de Disminucién de le
_productoras de SCFAs cadena corta — presion arterial
e s e g Acetato
® i e _
rV o 4
- ) A

Figura 2. Contribucién de la microbiota intestinal a la disminucién de la presién arterial
cuando la ingesta de la fibra dietética es alta. Modificado de: Marques et al., 2018.

1.4. Papel de Ia microbiota en el estado de salud y
enfermedad

Las bacterias que residen en el colon ofrecen un gran nimero de ventajas
al hospedero, como fortalecer la integridad y dar forma al epitelio
intestinal. A su vez, protegen contra infecciones potenciales y regulan el

sistema inmune del hospedero. Bajo ciertas condiciones que resultan de

los cambios ambientales de los hospederos se presenta una disbiosis; es
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decir, estas funciones se ven afectadas y no es posible revertirlas de

manera naturall®.

La microbiota ha coevolucionado con el hospedero, sin embargo, sus
generaciones son considerablemente mas cortas en relacion con las
células eucariotas. Por lo cual, la microbiota se adapta de manera mas
rapida a los diferentes cambios del ambiente. Algunas causas de la
disbiosis han sido reportadas como factores contribuyentes al desarrollo
de diferentes enfermedades multifactoriales, tales como: sindrome de
colon irritable, depresion, obesidad e hipertensién; mismas en las que en
los ultimos anos se ha visto un aumento en su incidencia. Por lo cual, la
alteracién de la microbiota intestinal ha sido considerada como el nexo
entre estos factores y el desarrollo de estas patologias con etiologia
multifactorial. La disbiosis no contribuye Unicamente al desarrollo de
alguna enfermedad; sino que puede contribuir de manera funcional con

su etiologia, diagndstico o tratamiento!®

1.4.1. Tipos de disbiosis:

En la disbiosis, cada una de las siguientes caracteristicas pueden ocurrir
de manera individual o todas al mismo tiempo; de manera que no son

excluyentes en cuanto a las restantes.
1.4.1.1. Aumento de bacterias consideradas patobiontes

La abundancia relativa de las bacterias patdgenas potenciales es
frecuentemente poca. Sin embargo, aumenta cuando en el
hospedero ocurren alteraciones a nivel del ecosistema intestinal. Se
ha reportado que en estados de inflamacion en el intestino, el
origen puede localizarse en posibles disbiosis, particularmente

cuando se incrementan de manera considerable los integrantes de
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la familia de las Enterobacterias, a las cuales se les considera como

patobiontes?0,
1.4.1.2. Pérdida de comensales

En un estado de disbiosis, es comUn observar la disminucién en la
abundancia relativa o la completa desaparicidon de las bacterias que

usualmente forman parte de la microbiota intestinal?!.

Se sabe que al recuperar a las bacterias que se perdieron en la
disbiosis, las condiciones previas se pueden restablecer o

simplemente disminuir la severidad de los efectos causados!®21,
1.4.1.3. Pérdida de la diversidad

Al perderse las bacterias comensales, también se reduce la
diversidad-a (descripcion de la riqueza de especies en un nicho
determinado), como se ha reportado en condiciones como: diabetes
mellitus tipo I y II y Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirido
(SIDA), entre otras?2,

1.4.2. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus tipo II (DM II) es un desorden de caracter metabdlico

complejo en el que factores genéticos, ambientales y del estilo de vida

de las personas fungen como factores desencadenantes?3:24,

La DM II contribuye al desarrollo de otras enfermedades, principalmente

a las cardiovasculares y renales, que deterioran la calidad de vida de las

personas, imposibilitdndolas para el desarrollo de sus actividades diarias.

En México, la DM II se encuentra dentro de las diez principales causas

de muerte en adultos entre los 25 y 64 afos?3.
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La microbiota intestinal se ha propuesto como uno de los principales
factores ambientales que influyen en el metabolismo energético, e

inclusive, se le ha asociado a la patogénesis de la DM II2°,

Algunos autores han reportado la caracterizacion de la microbiota en
pacientes de diferentes poblaciones con DM II. En la poblacion China se
observé que ocurre un aumento de Clostridium bolteae y C. hathenwayi
en el grupo con DM II, en comparacion con los controles sanos?!. A su
vez, en poblacibn mexicana se ha reportado la disminucién de
Bacteroidetes en el grupo con DM II sin tratamiento farmacoldgico, en
comparacion con el grupo control, ademads de una disminucién en

términos de riqueza y diversidad en los enfermos?>.

1.4.3. Sindrome de colon irritable

El sindrome de colon irritable (IBS, Irritable Bowel Syndrome, por sus
siglas en inglés) es un desorden gastrointestinal comin que afecta a
cerca del 13% de la poblacidn a nivel global. La fisiopatologia asociada al
IBS aun se desconoce. Sin embargo, se ha propuesto que podria deberse
al aumento en la expresion de receptores de la respuesta inmune,
particularmente de los receptores tipo Toll (TLR, Toll-like receptors por
sus siglas en inglés) los cuales se encargan de mediar la respuesta

inmune intestinal hacia la microbiotal926,

La mayoria de los estudios de caracterizacién de la microbiota intestinal
en pacientes con IBS han revelado una disminucidon en la diversidad vy
riqueza microbianas, ademas de la reduccién en la frecuencia relativa del

género Bifidobacterium?°.

Por otro lado, se ha reportado, al compararse con controles sanos, un

aumento en la frecuencia de la familia Enterobacteriaceae en aquellos
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pacientes con IBS caracterizada por diarrea, asi como la disminucion en

la frecuencia del género Faecalibacterium?®.

1.4.4. Obesidad

La obesidad es considerada como una enfermedad multifactorial en la
cual influyen los patrones del estilo de vida. Se caracteriza por la
acumulacion anormal o excesiva de grasa en los tejidos, representando
un riesgo importante para la salud de quienes la padecen?’:28, De acuerdo
con la clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), un
indice de masa corporal (IMC) en adultos de 25 o0 mas se considera como

sobrepeso, mientras que uno mayor o igual a 30 indica obesidad?°.

Segun la OMS, cerca de 650 millones de personas en el mundo padecen
de obesidad, siendo los paises de ingresos medios y bajos los lugares de
mayor concentracion, especialmente en las zonas urbanas. La obesidad
es el principal factor de riesgo modificable para el desarrollo de
enfermedades crénicas como la hipertension arterial sistémica (HAS) y la
DM 1II, las cuales ocasionan a nivel mundial el 10% de las muertes

anuales?®,

Diversos estudios han reportado diferencias en la frecuencia relativa de
algunos géneros bacterianos de la microbiota entre las personas que
padecen de obesidad con aquellas que tienen un peso adecuado. De igual
manera, en los pacientes con obesidad se ha observado una pérdida de
la diversidad microbiana; es decir, el nUmero de especies presentes, pero
una mayor riqueza o cantidad de microorganismos, en comparacion con
personas aparentemente sanas3%3!, Por otra parte, se ha propuesto que
la microbiota de los pacientes con obesidad puede facilitar la extraccién
y/o almacenamiento de energia en forma de tejido adiposo. En estudios
realizados en ratones libres de gérmenes y en ratones criados de manera

tradicional se observd que los ratones libres de gérmenes tenian un peso
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mas bajo en comparaciéon con los que eran criados de manera tradicional.
A su vez, al momento de realizar un trasplante fecal al grupo libre de
gérmenes con heces del grupo criado de manera tradicional se observod

un aumento considerable de la grasa corporal en ese grupo32.

El perfil de la microbiota intestinal de las personas con obesidad tiene
variaciones importantes ya sea por motivos interindividuales o por
cuestiones de sexo. A pesar de esto, algunos géneros bacterianos han
sido asociados a diversas caracteristicas de la obesidad; por ejemplo, la
disminucién del género Bifidobacterium se relaciona con un aumento en
la grasa corporal, ademdas de encontrarse en una menor frecuencia

relativa en personas con un indice de masa corporal alto33.

Por otro lado, el consumo de antibidticos en las primeras etapas de la
vida altera la colonizacion y desarrollo de la microbiota intestinal infantil.
Esta posible disbiosis se ha correlacionado con el aumento de peso en la
poblacién infantil y el desarrollo de la obesidad. Un estudio realizado en
poblacién pediatrica reveld que la exposicion a antibidticos disminuia casi
por completo a ciertas especies del género Eubacterium. A su vez, se
encontré que ciertas especies de este género se encuentran relacionadas

de manera inversa con el IMC34.

Se ha sugerido la posibilidad de que la obesidad presente en pacientes
con hipertensidn esté asociada a cambios en la composicién de la
microbiota intestinal. En poblacion China, se encontrd una disminucion
del género Bacteroides en aquellos pacientes con hipertension y
obesidad, en comparacién con el grupo con un IMC normal, pero con
diagnodstico de hipertensidon. Por otro lado, en ambos grupos se reportd
un aumento considerable del género Clostridium, en comparacion con el
grupo control, el cual mostraba un IMC normal y no presentaban

diagnéstico de hipertensién3>.
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Cabe resaltar, que cuando existe una susceptibilidad genética para el
desarrollo de hipertensién y obesidad, los cambios en algunos factores
ambientales y de estilo de vida han producido modificaciones a nivel de
los géneros de la microbiota, lo que hace menos propensos a dichos

sujetos al desarrollo de estas enfermedades36.

En nuestro pais, la mayoria de los estudios de caracterizacion de la
microbiota intestinal y su relacion con la obesidad y el sobrepeso han sido
realizados en poblacién pediatrica (Tabla 1). Su principal hallazgo suele
incidir en la disminucidon de la frecuencia relativa del phylum
Bacteroidetes en pacientes con obesidad, en comparacidn con los

controles correspondientes3’-3%(Tablal).

Por otro lado, en un reporte reciente sobre la composicion de la
microbiota intestinal en poblacién Latina (mexicanos, mexico-
americanos, puertorriquenos y cubanos) se reportd que una diversidad-
a menor (Shannon) se encuentra asociada a la obesidad. Ademas, se
detectd aumento en el género Prevotella en poblacion mexicana con
obesidad en comparacién con aquellas personas obesas nacidas en EUA

o que llegaron a ese pais con menos de 18 afios?0,
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Tabla 1. Resumen de estudios de analisis de la composicién de la microbiota intestinal y su relacién con la

obesidad en pacientes infantiles mexicanos

Poblaciéon

Hallazgos

Referencia

Pacientes pediatricos® (6-12 afios).
Grupos de estudio:
e Obesos

e Peso normal

1Bacteroides eggerthi en el grupo Obeso.

|Bacteroides plebeius en el grupo Obeso

37

Pacientes en edad? escolar (8.4 £ 1.6
anos) de comunidades rurales
Grupos de estudio:

e Peso normal
e Sobrepeso
e Obesidad

Asociacion de una | en las familias
Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae,
Prevotellaceae con obesidad, inflamacién y

grasa corporal total.

tLactobacillaceae spp. en el grupo obeso en

comparacién con el grupo de peso normal.

38

! Clasificacién del Centro para el Control y Prevenciéon de Enfermedades (CDC, Center for Disease Control and Prevention, por

sus siglas en inglés)

2 Clasificacion de la OMS
+ Aumento

| Disminucion
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Tabla 1. Resumen de estudios de analisis de la composicién de la microbiota intestinal y su

la obesidad en pacientes infantiles mexicanos (Continuacion)

relacion con

Pacientes pediatricos? en edad escolar (9-
11 afos) de familias de bajos recursos.
Grupos de estudio:

e Bajo peso
e Obesidad

| diversidad-a (Shannon) en el grupo obeso en

comparacion con el grupo de peso bajo.

39

| En del microbiota intestinal phylum Bacteroidetes
en el grupo obeso en comparacion con el grupo

de peso bajo.

Pacientes infantiles (9-11 anos)
Grupos de estudio:
e Peso normal
e Obesidad

tMegamonas spp. en el grupo obeso en

comparacién con el grupo de peso normal.

40

1 Aumento

| Disminucion
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1.4.5. Hipertension Arterial Sistémica

La hipertensiéon arterial sistémica (HAS) cursa, generalmente, en forma
asintomatica y, de acuerdo con el PROY-NOM-030-SSA2-2017, consiste en
una elevacién crénica de la presidon sistélica a valores mayores de 140
mmHg y/o a una elevacion crdnica de la presidn diastdlica a niveles mayores
de 90 mmHg4L.

Se estima que la HAS provoca cerca de 50 mil muertes al ano en nuestro
pais. Asimismo, se cree que cada afio son diagnosticados alrededor de
45,000 nuevos casos y que la cifra podria ser aun mas alta si se considera
que la mayoria de los pacientes con esta afeccion desconoce que la

padece*243,

Si bien la etiologia de la HAS aun permanece desconocida, su desarrollo
puede atribuirse a factores genéticos y al estilo de vida de cada paciente.
Factores tales como la inactividad fisica, obesidad, consumo alto de alcohol,
tabaquismo, niveles altos de estrés y dietas inadecuadas, en las que el
consumo de sal, grasa o azucares es superior al recomendado, contribuyen

al aumento de la presién arterial43:44,

De manera natural, la presion arterial se ve regulada por un gran nimero
de mecanismos, destacando los asociados al sistema autéonomo, el eje
renina-angiotensina-aldosterona, las concentraciones de sodio en el liquido
extracelular o cualquier otro que altere el gasto cardiaco o la resistencia

vascular periférical.

El aumento acelerado en la incidencia de esta enfermedad ha permitido
identificar que los factores genéticos son insuficientes para explicar todos
los casos de HASS3. Estudios recientes han demostrado diferencias en la

composicion de la microbiota intestinal en pacientes con HAS, en
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comparacion con las personas sanas. En estas Ultimas se reportd una menor
frecuencia relativa del phylum Bacteroidetes y, en el grupo HAS, el aumento

en el género Prevotella3 1145,

Por otro lado, productos del metabolismo de las bacterias del colon han
mostrado tener accidén directa sobre la presidn arterial; tal es el caso del
oxido nitrico (NO), ademas de los SCFA y TMAO, previamente
mencionados1>46, El NO difunde rapidamente, hacia el interior de las
células epiteliales de los vasos sanguineos, actuando como un potente

vasodilatador y, por lo tanto, disminuyendo la presién arteriall.

1.5. Microbiota intestinal e Hipertension
Estudios realizados en ratas hipertensas espontaneas (SHR, spontaneous

hypertensive rats por sus siglas en inglés), han demostrado un
enriquecimiento del phylum Actinobacteria en comparacion con lo
observado en ratas sanas. La microbiota de ratas hipertensas también

evidencio una disminucion en especies productoras de acetato y butirato?”.

Por otra parte, las SHR mostraron deficiencias en la estructura de su barrera
intestinal, con un aumento en la permeabilidad de esta y en los marcadores
fibroticos e inflamatorios. Esta estructura intestinal deficiente se restaurd

cuando la presién arterial fue controlada“.

En el caso contrario, al realizarse un trasplante fecal en las SHR con
muestras provenientes de ratas con una presién arterial normal, se observé
una disminucion en la presién arterial. En el mismo sentido, al realizarse el
trasplante fecal a una rata normotensa, a partir de una SHR, aumentd |a
presién arterial*?. La combinacion de ambos estudios demuestra que un
estado de disbiosis es determinante para el desarrollo de hipertensién en

modelos animales3.
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Por otra parte, en un gran numero de reportes se ha confirmado que el uso
de antibiéticos genera una alteracidn considerable en la microbiota
intestinal. Sin embargo, también resulta interesante que nuevos reportes
sefalen la probabilidad de que los propios antibidticos pudieran tener un
efecto sobre la presién arterial. En un estudio realizado en ratas SHR y Dahl
sensibles a la sal se encontré un aumento en la presién arterial de las ratas
Dahl tras el consumo de neomicina, vancomicina y minocilina por 3
semanas. Es importante sefalar que aun cuando estos hallazgos son
considerados de alta relevancia, no todos los modelos responden de la
misma manera (lo que también probablemente pueda ocurrir en los
pacientes): en el mismo trabajo, el uso de vancomicina y minociclina

favorecio la diminucion de la presion arterial en las ratas SHR#.

1.5.1. Estudios de Ila microbiota en sujetos con
hipertension realizados en diferentes poblaciones

humanas

En poblacion China se comprobd que en pacientes con hipertension, la
microbiota intestinal se encuentra enriquecida con los géneros Klebsiella y
Prevotella; por otra parte, los géneros Faecalibacterium, Oscillibacter,
Roseburia, Bifidobacterium, Coprococcus y Butyrivibrio disminuyen, en

comparacion con lo observado en personas aparentemente sanas!l.

Por lo que se refiere a la poblacién brasilefia hipertensa, se ha observado
una disminucién en la abundancia relativa de las familias Lachnospiraceae
y Ruminococcaceae, ademas de la reduccion de los géneros Roseburia y
Faecalibacterium. Cabe agregar que la disminucion de estas familias
contribuye a la baja importante de la produccion de SCFA, en especial a la

de butirato>°.
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En la poblacion finlandesa se detectd una relacidn inversa entre la cantidad
de las especies del género Lactobacillus y la presion arterial de los
individuos. A su vez, se evidencié una afectacion importante en el phylum
de los Firmicutes entre los pacientes hipertensos, en comparacion con su

contraparte aparentemente sana>!.

1.6. Métodos de estudio de la microbiota

i1.6.1. Historia del estudio de la microbiota

La caracterizacion de la microbiota en la década de los afios 60 era realizada
por diversas técnicas de cultivo. Sin embargo, cerca de 70% de los
microorganismos que la conforman son considerados como no-cultivables
lo cual resultaba en la subestimacion de la diversidad bacteriana presente>2.
Grandes avances fueron logrados en la década de los 70 cuando Frederick
Sanger desarrolld6 el método que lleva su nombre, el cual permitié la
secuenciacion del genoma completo de un bacteriéfago. Este método fue
utilizado durante muchos anos. A pesar de esto, no fue sino hasta finales
de la década de los 90 cuando esta técnica, en conjunto con la generacién
de clones por medio de la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR, Polymerase chain reaction por sus siglas en inglés) empezd a ser
utilizada para el estudio de la microbiota®3. Sin embargo, las limitaciones
propias del mismo hicieron notoria la necesidad de desarrollar nuevas
técnicas que permitieron la generacién de un mayor nimero de lecturas a

partir de fragmentos de DNA de menor tamafio>?.

1.6.2. Secuenciacion de Nueva Generacion

A inicios del siglo XXI, la compafia Lynx Therapeutics lanzé al mercado la
primera de las tecnologias considerada como secuenciacion de nueva

generaciéon; en los ainos posteriores fueron introducidas nuevas tecnologias
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al mercado, impulsando la disminucion de los costos de secuenciacidén hasta

seis veces’2,

En el 2005, la introducciéon de la plataforma de secuenciacién Roche por el
método de pirosecuenciacién y sus diferentes variantes de equipos condujo
a la secuenciacion de segmentos de DNA cada vez mas grandes y a la

mejora de los tiempos y rendimiento de los equipos®2.

A inicios de la década pasada, Illumina revoluciond la secuenciacion de
nueva generacién (NGS, Next-generation sequencing, por sus siglas en
inglés) incluyendo nuevos equipos cuyo principio de funcionamiento esta

basado en la secuenciacién por sintesis, utilizando terminados reversibles>2.

Todos estos avances permitieron el desarrollo del Proyecto del Microbioma
humano. Desarrollado en el 2007, diversos grupos de estudio caracterizaron
la composicién microbiana de nichos como la piel, la boca, intestino y
vagina. El proyecto permitié demostrar las grandes variaciones que existen
entre las comunidades bacterianas de los individuos de una misma
comunidad y sugerir o comprobar el papel principal que ocupa la microbiota

en el origen de diferentes enfermedades>*.
1.6.2.1. Secuenciacién con Ilumina

La secuenciacion de nueva generacion con la plataforma Ilumina sigue

cuatro pasos basicos: (Figura 3)
a) Preparaciéon de bibliotecas

La preparacién de bibliotecas es generada a través de la fragmentacion

aleatoria del DNA o del cDNA (complementary DNA, por sus siglas en inglés)
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de prueba, seguido de la ligacion de los cebadores de los extremos 5’ y 3.

Los cebadores unidos al DNA son, posteriormente, amplificados por PCR>>.
b) Amplificacién de agrupamientos (clusters)

Para la generacion de agrupamientos, las bibliotecas generadas son
cargadas en una celda de flujo donde los fragmentos son capturados por
una base de oligonucledtidos fijados a la celda. Por complementariedad, los
cebadores de las bibliotecas se unen a los oligonucleétidos fijados en la
celda. Una vez alineadas, las cadenas se doblan y se alinean con otros
oligonucleétidos formando un puente. Se genera la cadena complementaria

y se repite el proceso generando la amplificacién del agrupamiento>>.
c) Secuenciacion

Los equipos Illumina utilizan el método de terminacién reversible; el cual
consiste en la deteccidén de las bases, marcadas por fluorescencia, que son
incorporadas a las cadenas base de DNA por el extremo 3'-OH. Al ser
excitadas con un laser, el equipo es capaz de detectar el fluordforo
correspondiente al nucledtido. Una vez detectado el fluoréforo este es
removido liberando el extremo 3’-OH para poder incorporar el siguiente
nucledtido. Este ciclo es repetido hasta formar una secuencia

correspondiente a la longitud del fragmento de 75-100 bp>>:°6,
d) Alineamiento y analisis de datos

Las lecturas generadas son alineadas con una secuencia de referencia
utilizando programas bioinformaticos. Después del alineamiento, la
diferencia entre la secuencia de referencia y la secuencia generada puede
ser identificada®>>. En el caso de analisis de microbioma, estas son

identificadas por medio de bases de datos:°.
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Figura 3. Proceso de secuenciacién llevado a cabo en los equipos Ilumina. (1) Proceso
de preparacion de bibliotecas. (2) Generacion/amplificacion de agrupamientos. (3)
Secuenciacion. (4) Analisis de datos/ Alineamiento de secuencias. Modificada de:
(Illumina, 2015)
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1.6.3. Técnicas bioinformaticas enfocadas en el uso de
los genes para RNA ribosomal 16S (rRNA, ribosomal RNA,

por sus siglas en inglés)

El ribosoma bacteriano estd formado por dos subunidades; una pequena de
30S y una grande de 50S, en su composicidon tiene aproximadamente 66%
de rRNA. Las subunidades, a su vez, pueden trazarse en unidades discretas,
siendo una de las mas importantes la que corresponde al rRNA 16S presente

en la subunidad pequena del ribosoma >’ (Figura 4 A).

El rRNA 16S es el componente estructural central de la subunidad 30S y
este es requerido para iniciar la sintesis de proteinas y la estabilizacién de

la unidon coddn-anticodon en el sitio A del ribosoma durante la traduccion>8.

A
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Figura 4. Ribosoma bacteriano y gen 16S rRNA. (A) Diagrama computarizado del
ribosoma bacteriano con sefialamientos en los sitios A, P y E. Modificado de: Center of
Molecular Biology, UCSC. (B) Diagrama de la estructura general del gen 16S RNA. Se
muestran las regiones variables con la etiqueta V y las hipervariables con la etiqueta H,
ademas de los nucledtidos que abarca cada una de estas. Modificado de: Schuwirth et al.,
2005
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En la década de los 60 se notd una conservacion en la secuencia de los
genes 16S rRNA en el género Bacillus spp. Estos hallazgos, entre muchos
otros, permitieron dar forma al trabajo de Carl Woose, el cual establecio
gue la relacion filogenética de los organismos podia ser determinada al

comparar las regiones estables de su genoma>°.

En microorganismos como las bacterias, pocos genes estan tan conservados
como el del rRNA 16S. Por lo cual, en conjunto con las técnicas de NGS han
permitido la elaboracién de estudios de caracterizacion y comparacién de la

diversidad de la microbiota>*.

El gen 16S rRNA tiene una longitud de aproximadamente 1550 pb y se
encuentra formado por nueve regiones variables que contienen, a su vez,

nueve regiones hipervariables y regiones conservadas®® (Figura 4, B).

Las regiones hipervariables han demostrado una diversidad considerable,
entre diferentes especies bacterianas, lo cual permite su uso para su
identificacion. Mientras que las regiones altamente conservadas permiten
el disefio de cebadores que puedan usarse en diversas técnicas como la

secuenciacion®l.

Sin embargo, una sola regién no permite distinguir entre todos los tipos de
bacterias, ya que algunas no cuentan con la longitud suficiente o no
muestran el grado de diversidad en las secuencias que se requiere. De igual
manera, algunas regiones hipervariables son relativamente mas
conservadas entre especies, por lo cual su uso para fines de identificacidon
no es tan conveniente. Cabe mencionar que cualquier analisis
metagendmico por secuenciacion de alguna de las regiones hipervariables
del gen 16S rRNA carece de una confiabilidad aceptable al generarse los
resultados a nivel de especie. Es decir, para obtener resultados confiables

de las especies presentes en cierto ecosistema, debe realizarse un analisis
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shotgun®9, Este analisis consiste en la fragmentacion de un genoma para
después ordenarlo transitoriamente de forma individual y proceder a buscar
coincidencias para ordenarlo en forma correcta. Sin embargo, el costo de
este es considerablemente mas alto que la secuenciacién del gen 16S rRNA.
Por tal razén, para fines de -caracterizacién, la secuenciacion por
amplificacion de regiones del gen 16S rRNA sigue siendo una de las técnicas

mas utilizadas®2.

Cabe mencionar que algunos estudios, han demostrado que al combinarse
la informacion de diversas regiones hipervariables es posible identificar, a
nivel de género, a un mayor numero de bacterias presentes en una

muestra®!.
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2. Objetivos:

2.1. Objetivo general:

Caracterizar la microbiota intestinal de pacientes con hipertension

arterial sistémica y obesidad.

2.2, Objetivos especificos:

1. Purificar DNA a partir de muestras de heces provenientes de

pacientes obesos con y sin hipertension.

2. Comprobar que las muestras de DNA cumplan con los

estandares de calidad para la secuenciacién genémica.

3. Analizar las secuencias del gen 16S rRNA obtenidas de las

muestras de los pacientes.

4. Correlacionar la composicién de la microbiota intestinal con la

condicién clinica de los dos grupos de pacientes.
5. Comparar los datos obtenidos con los reportados en la
literatura.
3. Hipotesis:

La diversidad de la microbiota intestinal en pacientes obesos con
hipertensidn arterial sistémica sera diferente en comparacién con la de

los pacientes con solo obesidad.
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4. Métodos:

4.1. Seleccion de pacientes:

Los pacientes fueron seleccionados a partir de una base de datos de
pacientes que ingresaron al protocolo FM/DI/030/SR/2019
“Impacto de las dietas DASH y cetogénica en la microbiota oral e
intestinal y su correlacion con el control de la presion arterial
sistémica en jovenes obesos e hipertensos” aceptado por el comité
de ética de la Facultad de Medicina y del Instituto Nacional de Cardiologia
(Anexo 1). Los pacientes que ingresaron al estudio firmaron una carta
de consentimiento informado (Anexo 2). Para la seleccion de los
pacientes no se realizé ninguna distincidon étnica ni analisis previos de
ancestria y fueron utilizados los criterios clinicos y demograficos de la
tabla 2.

Todos los pacientes seleccionados eran considerados como con
sobrepeso u obesidad de acuerdo con los criterios de la OMS y para
incluirse en el grupo obeso-hipertenso mostrar valores de PA superiores
a lo establecido en PROY-NOM-030-SSA2-2017 “Para la prevencion,
deteccion, diagndstico, tratamiento y control de Hipertensién arterial

sistémica”.
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Tabla 2. Criterios clinicos y demograficos de seleccidon de los pacientes en estudio

Criterios de aceptacion

Criterios de exclusion

de

(para

Criterios
eliminacion

ambos grupos)

Obeso- Obeso Obeso-Hipertenso Obeso
Hipertenso
- Ambos - Ambos HAS secundaria - HAS primaria o
géneros. géneros. Historial de céncer o secundaria
- Edad 18-49 |- Edad 18-49 tratamiento - Historial de cancer
afos. anos. oncolégico o} tratamiento
- Diagnéstico | - Diagndstico DM tipo I o II oncolégico
de obesidad| de obesidad VIH/SIDA - DMtipoI oIl
0 sobrepeso 0 sobrepeso Ingesta de | - VIH/SIDA
antibiodtico 2 meses | - Ingesta de

-HAS
primaria en
estadios 1 vy
2.

previos al estudio

antibiotico 2 meses

previos al estudio

- Abandono del proyecto.

- Diagndstico repentino
de cualquiera de las
enfermedades
sefaladas en los

criterios de exclusion.
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Tabla 2. Criterios clinicos y demograficos de seleccion de los pacientes en estudio (Continuacion)

- Ingesta crénica de

analgésicos
antiinflamatorios no
esteroideos o}
cualquier otro
medicamento
diferente a los
antihipertensivos
Creatinina sérica
>1.3 mg/dL

- Ingesta crénica de

analgésicos
antiinflamatorios
no esteroideos o
cualquier otro
medicamento
diferente a los
antihipertensivos
Creatinina  sérica
>1.3 mg/dL
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4.2.

Recoleccion y conservacion de la muestra de heces del

paciente

La muestra fue recolectada por los pacientes, siguiendo las siguientes

instrucciones de recoleccion:

4.3.

En caso de ser mujer, no estar en su periodo menstrual.

Defecar sobre una superficie limpia, tales como: papel de

estraza, carton o periodico.

Recolectar una muestra del tamano de wuna nuez
(aproximadamente 5g) de una zona que no esté en contacto

directo con el papel.

Una vez colocada la muestra en el recipiente, mantener en
refrigeracion o en un lugar fresco. La muestra fue entregada
por los pacientes al personal que se encuentra en el laboratorio,
posteriormente, fue dividida en tres partes; dos de ellas fueron

conservadas a -70°C y una de ellas a 4°C.

Extraccion del DNA

Una de las muestras conservadas a -70°C fue sometida al proceso de
extraccion de DNA con el estuche QIAmp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN,

Mainz) con modificacidén de las instrucciones del fabricante, que consistié

en ampliar el periodo inicial de agitacién con la solucion amortiguadora
de lisis de 1 min a 60h a 25°C (Figura 5).
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4.3.1. Cuantificacion de DNA y analisis de pureza

El DNA extraido fue cuantificado por medio del equipo Thermo Scientific
NanoDrop 2000c (Fisher Scientific, Wilmington) el cual, permitio la
evaluaciéon de pureza del material genético obtenido considerando como

una pureza aceptable un valor 260/280 > 1.8.

4.3.2. Analisis de integridad

La evaluacion de integridad del DNA extraido y cuantificado fue realizada
por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con

bromuro de etidio.

4.4, Conservacion del DNA

El material genético extraido fue conservado en tubos de microcentrifuga

estériles a -20°C.
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| Muestra pretratada: 60h
agitacion en solucion

Incubacion 70°C y centrifugado

Muestra con solucion
WY amortiguadora de inhibicion

Incubacion 70°C y centrifugado

M

I

_, Precipitacion con etanol 4°C

Figura 5. Diagrama general del proceso de extraccion de DNA a partir de las
muestras de heces.
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4.5. Analisis de las secuencias

Las muestras que cumplieron con el parametro de pureza e integridad
fueron enviadas para ser secuenciadas por medio de la plataforma Illumina
Novaseq 600 (Novogene, Beijing) utilizando los cebadores 341F y 806R
(Tabla 3).

Tabla 3. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados para la

secuenciacion de las regiones V3-V4

341F CCTAYGGGRBGCASCAG
806R GGACTACNNGGGTATCTAAT
4.5.1. Recepcion de secuencias

La secuenciacion de las muestras fue realizada de manera pareada. Por lo
cual fueron recibidos dos archivos por muestra uno correspondiente a las
lecturas en paralelo (forward) y otro en antiparelo (reverse), mismas que
se encontraban en formado fastq. Este tipo de archivos contiene la
informacion de todas las lecturas identificadas y de manera general cada
lectura se compone de 3 partes. La primera contiene informacidon general
de la lectura; esta es interpretada por los softwares y no contiene
informacion bioldgica relevante (Figura6). La segunda contiene la
representacién de los nucledtidos que conforman al fragmento amplificado.
La secuenciacion realizada para el presente protocolo fue de un fragmento
de longitud de 250 bp, el cual corresponde a las regiones hipervariables V3
y V4 (Figura6).

La representacién con nucleétidos utiliza presenta la siguiente simbologia:
e A- Adenina

e T-Timina
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e G- Guanina

e C- Citosina

e R- Cualquier base purica (Adenina, Guanina)

e Y- Cualquier base pirimidica (Citosina, Timina)
e N- Cualquier nucledtido

e B- Citosina, Guanina o Timina

e S- Guanina o Citosina

Finalmente, la Ultima parte corresponde al caracter ASCII que
posteriormente es traducido al PhredScore, Puntaje de Calidad o QScore,
los cuales indican la probabilidad de error de que el nucledtido reportado no
sea el correcto. Cabe resaltar que estos caracteres son asignados de
manera individual a cada uno de los nucleétidos del fragmento. Por lo cual,
en el caso particular de nuestras lecturas se cuenta con 250 caracteres
ASCII por lectura (Figura6).

Informacién general de la lectura

[bA@1045:18: HGH2KDRXX:2:2101:15646:1094 1:N:@: TCACCTAG+GTGGATAG
ATCACGCCTATGGGACGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCG |-
CTGGGTGTAAAGGGAGCGCAGGCGGGCGATCAAGTTGGAAGTGAAA

+
FFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
F,FFFFFF,F:FF:FFFFFFFFFFFFF, ,FFFFFFFFFF, FFF:::

\ > Caracter ASCII (Valores .
Secuencigé———

de Calidad)

Figura 6. Diagrama descriptor de la informacion contenida por lectura en los archivos
fastq. (El presente esquema fue obtenido por medio de un editor de texto y representa
una lectura encontrada en el paciente H001)

La traduccion de los caracteres ASCII al PhredScore permite a los softwares
utilizados en el presente trabajo traducir la informacion y la visualizacion
de esta en gréficas que permiten analizar de manera general: la calidad por

base promedio en todas las lecturas, la calidad promedio por lectura,
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ademas de la identificacién de nucleétidos no identificados por parte de la

plataforma.

4.5.2. Comprobacion de la calidad

El analisis de calidad de las secuencias obtenidas fue realizado por medio
del software FastQC Version 0.11.9.

La verificacion de la calidad de las secuencias fue realizada con el fin de
identificar las zonas de corte, en caso de que existan, por decaimiento

excesivo de la calidad.

La calidad promedio por base es generada a partir de la traduccién del
caracter ASCII a un PhredScore de cada una de las posiciones por lectura y
permite la identificacién de regiones de baja calidad en las lecturas. Esta
representacién es observada por medio de una grafica de cajas y bigotes.
En esta se observa una linea azul que describe la calidad promedio por base

a lo largo de todas las lecturas.

Por otra parte, los valores de la mediana de la calidad promedio por base

son representados por medio de una linea roja.

Como fue mencionado, la secuenciacién de las muestras fue realizada de
manera pareada. Por lo cual, dos archivos fueron recibidos por muestra
enviada. De tal manera que fueron generados dos graficos de calidad
promedio por base los cuales presentan el mismo tipo de informacion, sin

embargo; representan el sentido de lectura, forward y reverse.

A su vez, la traduccion de los caracteres ASCII a PhredScore permite la
generaciéon de graficas promedio de la calidad a lo largo de todas las lecturas
del segmento amplificado. Estas permiten la identificacién en conjunto de

lecturas con valores de calidad bajos o muy bajos; es decir dos picos a lo
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largo de estas graficas y aun cuando estos pueden ser eliminados tras el

proceso de limpieza, es necesario verificar su existencia.

4.6. Limpieza de las secuencias

Posterior a la comprobacion de la calidad de las secuencias, las lecturas
fueron sometidas a un proceso de limpieza extensivo; en el cual se realiza
un proceso de filtrado mayor y corte por medio del pipeline dada2 del
software QIIME 2 v.2019.10, utilizando el método de consenso para la

identificacion y eliminacién de quimeras.

A grandes rasgos, de manera inicial se realiza un filtrado en el que todas
aquellas secuencias de muy baja calidad son eliminadas; ya que la
probabilidad de error hace que esta sea en una mayor proporcion erronea
que verdadera. Posteriormente, las lecturas con la misma secuencia son
agrupadas en una secuencia Unica y asi se eliminan las réplicas; es decir se
realiza una desreplicacion. Previo a la remocion de quimeras, todas las
secuencias que son consideradas como ruido son eliminadas, ya que estas
pueden alterar el resultado de la asignacion. Finalmente, las quimeras son
eliminadas ya que estas son consideradas como artefactos y no como

lecturas que aportan informacién al estudio.

4.7. Curvas de rarefaccion

Ya que el numero de lecturas aprobadas no fue el mismo en todos los
pacientes del protocolo fue necesario realizar una rarefaccion a una
profundidad de 75000, es decir, un total de 75000 lecturas por muestra,
fueron utilizadas para realizar los analisis de diversidad subsecuentes. Cabe
sefialar, que este proceso es realizado de manera automatica y aleatoria
por parte del software utilizado (QIIME2 V.2019.10)
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La profundidad de la rarefaccion realizada debe permitir la maxima
identificacion de especies posibles, lo cual es observable en las curvas de
rarefaccién. El resultado de la rarefaccién utilizada para las muestras
incluidas en el proyecto permitié la identificacion del mayor numero de

especies posible.

4.8. Diversidad-a

Existen diferentes indices para realizar el analisis de diversidad-a
(diversidad dentro de una muestra), algunos de los cuales miden la riqueza
de especies; es decir el niUmero de especies presentes dentro de una
muestra. Otros que se basan en la abundancia de especies y otros que

toman los dos parametros previamente mencionados.

En el presente proyecto se tomaron en cuenta tres indices diferentes:
Shannon, el cual considera la riqueza y abundancia dentro de la muestra, y
Chaol y OTUS Observados, los cuales toman como parametro principal la

riqueza en la muestra.

4.9. Diversidad-B

El analisis de diversidad-B fue realizado utilizando la métrica de Bray Curtis;
la cual considera las diferencias microbianas entre los grupos de estudio.
Finalmente, para determinar la significancia se realizd un analisis por
PERMANOVA

4.10. Analisis estadistico

Todas las pruebas estadisticas realizadas fueron ejecutadas en el software

RStudio v. 1.4 y bajo la prueba no- paramétrica de Mann-Whitney.
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5. Resultados:

1. Seleccidn de pacientes:

Un total de 7 pacientes fueron incluidos en el presente estudio. Cuatro de
ellos corresponden al género masculino y tres al femenino; uno de cada
género pertenecia al grupo “obeso” y todos los demas al grupo "obeso-
hipertenso”. Los pacientes en estudio se encontraban en el rango de edades
de 24 a 48 (ppeso-nipertenso T IQR =43 %6 )y (Xopeso £ [QR =28 £4). La
mayoria de los pacientes presentaron de un IMC = 30 y en aquellos que
pertenecian al grupo obeso-hipertenso reportaron valores de presion
arterial (PA) = 140/90 mmHg, mientras que en el grupo obeso esta se
encontraba por debajo de 120/90 mmHg (Tabla 4).
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Tabla 4. Datos clinicos generales de los pacientes incluidos en el protocolo

Paciente Sexo Estado de | Edad IMC PA
Salud (anos) (mmHg)
HOO1 Mujer Obeso- 47 30.0 170/110
Hipertenso
HO002 Mujer Obeso- 41 54.0 175/105
Hipertenso
HOO03 Hombre Obeso- 48 34.0 155/103
Hipertenso
HO04 Hombre Obeso- 36 34.0 145/88
Hipertenso
HOO05 Hombre Obeso- 42 39.0 150/92
Hipertenso
X+ IQR 43+6 38+5 159/84+20/13
HOO06 Mujer Obeso 24 29.0 108/81
HOO07 Hombre Obeso 31 27.0 124/94
X+ IQR 28+4 28+1 116/88+8/7
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2. Analisis de la calidad del DNA:

2.1. Cuantificacion y pureza del DNA:

Los valores de concentracidon y pureza fueron determinados para todas las

muestras de DNA extraido. La concentracion del DNA oscilo entre los valores
de 153.47 y 15.63 [ng/uL], mientras que en el radio de pureza 260/280 en

todas las muestras se reportd un valor superior a 1.80 (x + IQR = 2.03 £+ 0.15)

(Tabla 5).

Tabla 5. Datos de cuantificacidn y pureza del DNA extraido de heces

Paciente Estado de Salud Concentracion 260/280
(ng/uL)

HOO1 Obeso-Hipertenso 153.47 1.98
HO002 Obeso-Hipertenso 80.87 1.94
HOO3 Obeso- Hipertenso 27.77 2.12
HOO04 Obeso- Hipertenso 15.63 2.17
HOO5 Obeso- Hipertenso 20.57 2.02
HO006 Obeso 46.93 2.09
HOO7 Obeso 28.33 1.92

X+ IQR 2.03£0.15

55



2.2. Integridad del DNA extraido:

Posterior a la cuantificacion del DNA, se realizé el analisis de integridad. En
dicho analisis, ninguna de las muestras presenté barridos o lineas dobles
gue mostraran degradacién del DNA (Figura 7). Las muestras de DNA de
este estudio fueron enviadas a la empresa Novogene (Beijing, China) para
la secuenciacion del DNA, se confirmé la calidad de las muestras obtenidas
en el laboratorio y todas fueron aceptadas para realizar el proceso de

secuenciacion.

HO002 HOO3 HO04 HOO5

——
—_—

— p—

Figura 7. Andlisis de integridad del DNA: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Tincién
con Bromuro de etidio, cantidad de DNA ajustada a 50ng (calculada por medio de valores
de concentracion promedio).
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3. Analisis de la secuenciacion

3.1. Comprobacidn de la calidad de las secuencias

La calidad promedio por base de las secuencias de los pacientes incluidos
en el protocolo se mostré siempre dentro de un score de calidad superior a
30 (Tabla 6). En la figura 8 Ay B se puede observar que la calidad promedio
por base en las lecturas del paciente HO01, se mantiene por arriba de un
QScore de 32 a lo largo de los 250 pb que forman al segmento amplificado
tanto en el sentido de lectura forward como en el reverse. Por otro lado, en
todas las posiciones del segmento amplificado el valor de la mediana se
encuentra por arriba de un score de calidad de 36, ademas de no observarse
decaimientos en la calidad al principio o al final, en ninguno de los sentidos

de lectura.

En la calidad promedio por lectura del paciente HO01 se reporté un valor
promedio de 36 en ambos sentidos de lectura; es decir, una probabilidad
de error menor a 1 en 1000 (Figura 9 Ay B). A su vez, no se reportan picos

intermedios que revelen conjuntos de lecturas con baja calidad.

De manera general, todas las secuencias mostraron comportamientos de
calidad similares (Tabla 7). En el caso de la calidad promedio por lectura se
reporté como valor minimo un PhredScore de 33 pero en todas las lecturas

de los pacientes de estudio la probabilidad de error fue menor a 1 en 1000.
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Tabla 6. Calidad promedio por base de las secuencias de los pacientes del

estudio

Paciente

QScore por base

forward = 30

QScore por base

reverse = 30

HO02 4 v
HOO3 v v
HO04 v v
HOO5 4 v
HO06 v v
HOO07 4 v
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A Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

WL

123456789 20-24 40-44 60-64 80-84 100-104 125-129 150-154 175-179 200-204 225-229 250

24

20
13
16
14
12

o ON R o@m

123456789 20-24 40-44 6064 80-84 100-104 125-129 150-154 175-179 200-204 225-229 250
Position in read {(bp)

Figura 8. Calidad promedio por base de las secuencias del paciente H001. A. Calidad
promedio por base de la lectura forward. B. Calidad promedio por base de la lectura
reverse.
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Quality score distribution over all sequences

70000 Average Quality per read

50000

30000

20000

10000

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 3/ 37
Mean Sequence Quality (Phred Score)

B Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read

70000

50000

30000

20000

10000

17 184 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3= 36 37
Mean Sequence Quality (Phred Score)

Figura 9. Calidad promedio por lectura de secuencias del paciente HOO1. A.

Calidad promedio por lectura de secuencias forward. B. Calidad promedio por

lectura de secuencias reverse.
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Tabla 7. Calidad promedio por lectura de los pacientes del estudio

QScore por base

QScore por base

Paciente forward = 30 reverse 2 30
H002 v Y
H003 v Y
H004 v Y
H005 v Y
HO006 v Y
H007 v Y

4. Limpieza de las secuencias:

El nimero de lecturas iniciales, es decir el nUmero contenido en los archivos

fastq antes de realizar el proceso de limpieza intensiva tuvo un valor

promedio de 173313 lecturas (Tabla 8). Posterior a la eliminacidon de

artefactos, eliminacién de lecturas de baja calidad y desreplicacion y, de

acuerdo con el algoritmo utilizado por el pipeline dada2, cerca del 42% de

las lecturas iniciales fueron aprobadas (x = 9474 lecturas).
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Tabla 8. Secuencias

secuencias aprobadas una vez realizada la limpieza final.

iniciales contenidas por archivo y reporte de

Paciente Lecturas iniciales Lecturas aprobadas

HOO1 172229 104516
H002 168395 98161
HO0O03 178331 103394
HOO04 176119 111330
HOO05 165024 79097
HO006 168662 81921
HO07 184430 84655

x 173312 94724
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5. Curvas de rarefaccion:

Cada paciente fue representado por una linea de diferente color (Figura 10)
y la observacion de mesetas a partir de las 20000 lecturas en cada una de
estas, permiten identificar que a la rarefaccidon (75000 lecturas) realizada,
se obtuvo la mayor identificacién de especies posibles para cada uno de los

pacientes.

100
|

80

B0

Especies ldentificadas
40

[ | | [ [ |
0 20000 40000 60000 80000 100000

Mo. de Lecturas

===H001 = HO002 == HO003
H004 ===H005 === H006 == HO007

Figura 10. Curvas de rarefaccion por paciente. Profundidad de muestreo n= 75000 lecturas. La
linea media en el eje de las x representa el corte a la cual la rarefaccién fue realizada. Realizada
en: RStudio 1.4 (vegan v 2.5-7) Modificado de: QIIME2 V. 2019.10.
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6. Diversidad-a:

A pesar de que entre los pacientes del grupo obeso se observaron
diferencias entre los valores de los indices utilizados, de manera general,

las medianas muestran una tendencia a una menor diversidad-a en dicho

grupo. (Figura 11 A, By C).

De acuerdo con el indice de OTUS Observados (Figura 11 A) y Chao (Figura
11 B), el grupo obeso-hipertenso presenta una mayor riqueza que el grupo
obeso. De igual manera, y de acuerdo con el indice de Shannon (Figura 11
C) el grupo obeso-hipertenso muestra una mayor abundancia y riqueza.
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Figura 11. Diagramas de cajas y bigotes de los diferentes indices utilizados para el analisis
de diversidad-a (ntotal= 7, nobeso-hipertenso= 5 y nobeso=2). A. Analisis de diversidad-a
por la métrica de OTUS observados. B. Andlisis de diversidad-a por la métrica de Chaol. C.
Analisis de diversidad-a por la métrica de Shannon. Realizado en RStudio v.1.4. Modificado

de OIIME2 V.2019.10.
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7. Diversidad-f:

El analisis de diversidad-B o de diferencias entre muestras, se realizé entre
los dos grupos de estudio y se observd una tendencia a la separacion entre
ellos, ademas de cierto agrupamiento entre muestras pertenecientes al
mismo grupo (Figural2), la significancia de este analisis fue realizado por
medio de un analisis PERMANOVA (p=0.097)

Axis 2 (18.12 %)

(]

Axis 132.08 %) o
<ﬂmﬁ«7.66 %)

Figura 12. Grafica de coordenadas principales de la métrica de Bray Curtis para el analisis
diversidad-B. Los colores utilizados en el grafico denotan los dos diferentes grupos de estudio; azul
grupo obeso-hipertenso(n=5), morado grupo obeso(n=2).

Elaborado con: emperor plot in QIIME2 V.2019.10
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8. Perfiles taxonomicos:

Una vez realizada la asignaciéon taxondmica se encontraron la presencia de
nueve phyla: Bacteroidetes, Firmicutes, Cyanobacteria, Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria, Tenericutes, TM7 y Verrucomicrobia, de los

cuales los primeros seis representan una frecuencia absoluta > 99%.

Los phyla Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria fueron los que se
observaron en una mayor proporcidon en todos los pacientes de estudio y
solo el primero de estos representa mas del 35% de la frecuencia relativa
total. Mientras que, de manera general, el phylum con la menor frecuencia

fue Fusobacterium. (Figuras 13 y 14).

En el grupo obeso; es decir en los pacientes HO06 y HO07 se observaron
tendencias de frecuencia relativa similares en todos los phyla presentes, a
excepcion de Actinobacteria. El cual, se encontré en mayor proporcion en
el paciente HO06. (Figura 13).

En el grupo obeso-hipertenso, en los pacientes H0O01, HO02 y HOO5 se
observaron frecuencias relativas similares en los phyla Proteobacteria y
Fusobacteria. De igual manera, en los pacientes HO01 y HOO5 se obtuvieron
frecuencias similares en los phyla Bacteroidetes y Firmicutes. Dichos
resultados también se encontraron en los pacientes HO03 y H004. Por otro
lado, en estos pacientes se obtuvo la mayor frecuencia del phylum
Proteobacteria, con aproximadamente 40%, siendo este el mas abundante

en ellos.

Por otro lado, de todos los pacientes en estudio, el Unico con una frecuencia
relativa >1% del phylum Cyanobacteria fue el H005. Del mismo modo,
frecuencias considerables del phylum Actinobacteria fueron observadas

Unicamente en los pacientes HO01 y HO06 (Figural3).
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La taxonomia a nivel de phyla por grupos de estudio mostré diferencias
entre los phyla Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria,; siendo la mas
marcada de ellas la observada en el phylum Proteobacteria pues la
frecuencia relativa en el grupo obeso-hipertenso es casi 5 veces mayor a la
reportada en el grupo obeso. Por otro lado, y al solo ser observado en el
paciente HO05, el phylum Cyanobacteria fue el Unico en donde se obtuvo

una presencia, practicamente, exclusiva en el grupo obeso-hipertenso.

Por otro lado, los phyla Bacteroidetes y Firmicutes presentaron una
frecuencia relativa de, aproximadamente, 10% mas en el grupo obeso en
comparacién con el grupo obeso-hipertenso con 48.8% y 42.7%, en cada

phylum respectivamente (Figura 14).
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Figura 13. Perfil taxondmico a nivel de phyla por paciente incluido en el estudio (Phyla con frecuencias
relativas >1%). Las caracteristicas clinicas de cada paciente son reportadas en la tabla 3. Realizada
en: RStudio 1.4. Modificado de: QIIME 2 V.2019.10. (Base de datos: Greengenes v13_8)
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Figura 14. Perfil taxondmico a nivel de phyla por grupo de estudio clasificado de acuerdo con el estado
de salud. (obeso-hipertenso n=5, obeso n=2). Realizada en: RStudio 1.4. Modificado de: QIIME2
V.2019.10. (Base de datos: Greengenes vi3_8)
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Un total de 18 géneros presentaron una frecuencia absoluta > 1.2%; los

cuales corresponden a una frecuencia absoluta de > 80% (Figura 15).

Los géneros Prevotella y Faecalibacterium al igual que aquellos
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, son los que se encuentran
de manera predominante en todos los pacientes. Por otro lado, aquellos con
la frecuencia menor fueron Oscillospira, Lachnospira, ademas de los

pertenecientes al orden Clostridiales (Figura 15).

En el perfil taxondmico en el grupo obeso; es decir en los pacientes HO06 y
HOO07, se observaron tendencias de frecuencia relativa similares en todos
los géneros presentes, con excepcidon de la familia Enterobacteriaceae y el
género Dialister, los que se encontraron en mayor proporcién en el paciente
HOO06.

Por otro lado, en el grupo obeso-hipertenso se observaron grandes
variaciones interpersonales a nivel de género. Sin embargo, en todos los
pacientes pertenecientes a este grupo se obtuvieron frecuencias relativas

similares en los géneros Lachnospira, Streptococcus y Oscillospira.

En el grupo obeso-hipertenso, de manera particular, en los pacientes HO03
y HO004 se observd la mayor frecuencia relativa de la familia
Enterobacteriacea, mientras que en el resto de los pacientes de este grupo

la frecuencia fue similar.

Finalmente, en el paciente HO05 se observé la mayor frecuencia relativa del
género Paraprevotella siendo aproximadamente 2% mayor que en el resto
de los pacientes de estudio independientemente de su estado de salud.
(Figura 15).

La taxonomia a nivel de género por grupos de estudio mostrd diferencias

importantes, principalmente entre los géneros Prevotella, Faecalibacterium

70



y aquellos pertenecientes a Enterobacteriaceae. Siendo la mas marcada de
estas, la diferencia en la familia Enterobacteriaceae, pues la frecuencia
relativa en el grupo obeso-hipertenso es casi 17 veces mayor a la reportada
en el grupo obeso. El género Enterobacter, inicamente tiene una frecuencia
relativa considerable en el grupo obeso-hipertenso. Por el contrario, los
géneros Prevotella y Faecalibacterium se presentaron con una frecuencia
relativa cercana al doble en el grupo obeso en comparacién con el grupo
obeso-hipertenso con 51.7% vy 13.78%, en cada uno de los géneros

respectivamente (Figura 16).

Finalmente, géneros como Haemophilus y Lachnospira, a pesar de
encontrarse en una frecuencia relativa <3% fueron mas abundantes en el

grupo obeso-hipertenso en comparacién con el grupo obeso.
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Figura 15. Perfil taxondmico a nivel de género por paciente de protocolo de estudio. (Géneros con frecuencias
absolutas > 1.2%). Las caracteristicas de cada paciente son reportadas en la tabla 3. Realizada en: RStudio 1.4
Modificado de: QIIME2 V. 2019.10. (Base de datos: Greengenes v13_8)
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Figura 16. Perfil taxondmico a nivel de género por grupo de estudio clasificado de acuerdo al estado de salud.
(Géneros con una frecuencia relativa > 1.2%). (obeso-hipertenso n=5, obeso=2). Realizada en: RStudio 1.4

Modificado de: QIIME2 V. 2019.10. (Base de datos: Greengenes v13_8)
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9. Significancia a nivel de phyla y género:

No se obtuvieron diferencias significativas en la frecuencia en el perfil
taxondmico a nivel de phyla y género entre los diferentes grupos de estudio.
Sin embargo, se identificaron ciertas tendencias de una mayor frecuencia

de ciertos phyla y géneros entre grupos.

En phyla como Bacteroidetes y Fusobacteria, las proporciones de frecuencia
relativa en ambos grupos se mantuvieron similares (Figural7 A y B). Sin
embargo, en el caso de Proteobacteria, una mayor frecuencia fue obtenida
en el grupo obeso-hipertenso (Figural’7 D). Por otro lado, la tendencia
contraria fue observada en el phylum Actinobacteria, ya que el grupo obeso

mostrd una mayor frecuencia que el grupo obeso-hipertenso (Figural7 E).

En géneros como Roseburia, Enterobacter y Haemophilus, ademas de
aquellos pertenecientes a Enterobacteriaceae se obtuvo una frecuencia
mayor en el grupo obeso-hipertenso en relacién con el grupo obeso
(Figural8 B, D, E y F). Lo contrario fue observado para los géneros
Prevotella y Faecalibacterium,; en estos se reportd una frecuencia mayor en

el grupo obeso en comparacién con el grupo obeso-hipertenso (Figura 18 A
y C).
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Siginificancia a nivel de Phyla
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Figura 17. Significancia a nivel de phyla entre grupos de estudio. (obeso- hipertenso n=5,
obeso n=2). (A)Significancia entre grupos del phylum Bacteroidetes (Mann- Whitney p>0.1).
(B)Significancia entre grupos del phylum Firmicutes (Mann- Whitney p>0.1). (C)Significancia
entre grupos del phylum Cyanobacteria (Mann- Whitney p>0.1). (D)Significancia entre
grupos del phylum Proteobacteria (Mann- Whitney p>0.1). (E)Significancia entre grupos del
phylum Actinobacteria (Mann- Whitney p>0.1). (F)Significancia entre grupos del phylum
Fusobacteria (Mann- Whitney p>0.1). Realizada en: RStudio 1.4
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Figura 18. Significancia a nivel de género entre grupos de estudio. (obeso-hipertenso n=5, obeso
n=2). (A)Significancia entre grupos del género Prevotella (Mann- Whitney p>0.1).
(B)Significancia entre grupos de la familia Enterobacteriacea (Mann- Whitney p>0.1).
(C)Significancia entre grupos del género Faecalibacterium (Mann- Whitney p>0.1).
(D)Significancia entre grupos del género Roseburia (Mann- Whitney p>0.1). (E)Significancia entre
grupos del género Enterobacter (Mann- Whitney p>0.1). (F)Significancia entre grupos del género
Haemophilus (Mann- Whitney p>0.1). Realizada en: RStudio 1.4
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10. LEfSe (Linear discriminant analysis Effect Size)

Las comparaciones entre grupos de estudio mostraron enriquecimientos en
la familia Enterobacteriaceae, al igual que en los géneros Enterobacter y
Roseburia en el grupo obeso-hipertenso, siendo el presentado por la familia
Enterobacteriaceae el que presenta un mayor efecto de tamafo (LDA Score,

Linear Discriminant Analysis Score, por sus siglas en inglés).

Por otro lado, se determinaron disminuciones de enriquecimiento en las

bacterias pertenecientes a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus en el

grupo obeso (Figura 19).

I Obeso B Obeso-Hipertenso
! |
[?nterobacteriaceae
Roseburia
Enterobacter
Lautropia
Kingella
Ruminococcus
Bilophila
Lachnospira
Parabacteroides

: _ Catenibacterium

[ Gifidobacterium

| & ctobacillus

. I Atopobium
[ \egamonas

i I i

-4 -2 0 2 4
LDA SCORE (log 10)

Figura 19. Analisis LEfSe a nivel de todos los géneros presentes en los
diferentes grupos de estudio. Kruskal-Wallis (p<0.1), Wilcoxon (p<0.1),
LDA>1.0. Elaborado en: https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/

77



6. Discusion

En las Ultimas décadas, ha habido un aumento en la incidencia de
enfermedades multifactoriales a nivel mundial que no puede ser explicado
en su totalidad por los factores genéticos ni por los ambientales. Por las
caracteristicas que son atribuidas a la fisiopatologia de estas enfermedades
y la relacién que presentan con el ambiente se ha establecido un posible
vinculo con el desarrollo de estas y la diversidad, rigueza y taxonomia de la

microbiotal®29,

Para el estudio de la microbiota intestinal, es posible utilizar diversos tipos
de muestra; siendo el mas comun las heces. Los resultados obtenidos en el
presente proyecto mostraron que la cantidad de DNA extraido de un mismo
tipo de muestra puede variar considerablemente de persona a persona; ya
que las bacterias del colon son incluidas en las heces por arrastre y estas
no se distribuyen de manera homogénea en las mismas, ni existe la misma
cantidad entre individuos. Sin embargo, por las caracteristicas propias de
los equipos secuenciadores no se requieren altas concentraciones de DNA,
si no que este se encuentre lo mas puro posible; es decir que no se
encuentre contaminado por proteinas, tal como se demostré en el indice de
calidad 260/280 que muestra que el material genético extraido contaba con

una cantidad de proteinas minima.

Para llevar a cabo el anadlisis del microbioma de manera correcta es
necesario que tras la recepcion de las secuencias se realice la comprobacion
de la calidad de estas. Una vez realizado lo anterior, los resultados
mostraron nimeros de lecturas diferentes en cada uno de los pacientes; es
importante recalcar que aun cuando esto pueda ser considerado como un
marcador de riqueza, no es posible comparar el niumero de lecturas en
crudo ya que estas contienen informacidn que no es bioldgicamente

relevante (artefactos) o que no proporciona informacién confiable para
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llevar a cabo analisis posteriores®3. En consecuencia, no es posible obtener
ningln parametro comparativo entre ellas sino hasta el momento en el que

la rarefaccion es realizada.

Las lecturas sin artefactos y filtradas son utilizadas para el analisis de
diversidad. En el cual, en la mayoria de los casos, se observan valores
menores cuando se considera que el nicho intestinal se encuentra en un
estado de disbiosis?2. De hecho, estas observaciones son reproducidas en
la mayoria de las enfermedades multifactoriales asociadas con la
abundancia y riqueza de la microbiota, siempre y cuando los pacientes de
estudios sean comparados con grupos control considerados aparentemente
sanos?2:23, Sin embargo, en un reporte de microbiota intestinal®> en los
pacientes con hipertension arterial sistémica clasificados en dos grupos
(obesos y con IMC normal), se observd un indice de Shannon mayor en los
pacientes obesos con hipertensidn en comparacion con aquellos con un IMC
normal e hipertensién. Los resultados del presente estudio concuerdan con
lo previamente sefalado, ya que en los analisis de diversidad-a realizados
(indices: OTUS observados, Chaol y Shannon) se observd una mayor
riqueza en el grupo obeso-hipertenso en comparacion con el grupo obeso.
Sin embargo, entre los pacientes de este grupo se observaron diferencias
entre los valores de dichos indices. Al evaluar los datos clinicos colectados,
en el paciente HOO7 se reportd cierta elevacion en la presion arterial
diastdlica haciéndola mas cercana a la mediana del grupo obeso-hipertenso;
lo cual puede verse relacionado con la similitud en los valores de diversidad-
a de este con dicho grupo. No obstante, los resultados anteriores3 y lo
obtenido en el presente estudio permiten decir que al presentar dos o mas
enfermedades de caracter multifactorial no necesariamente se presenta una
menor diversidad al compararlo con aquellos grupos que solamente

presentan una.
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Por otro lado, es posible apreciar en los datos clinicos que los pacientes
muestran grandes variaciones en cuanto a su edad. Si bien es cierto, esta
contribuye de manera importante en los cambios en algunos parametros
clinicos no es asi en la microbiota intestinal. Ya que, tal y como fue
mencionado, esta permanece relativamente estable a lo largo de la adultez®
y ho se observan cambios importantes en cuanto abundancia y riqueza
(diversidad- a) sino hasta la tercera edad (65 anos en adelante). Esta
misma situacién es reportada en los perfiles taxondmicos, ya que la
frecuencia relativa de los principales phyla de la microbiota intestinal es
similar en adultos desde los 20 hasta los 509462, Dicho lo anterior, es posible
asegurar que las edades de los pacientes en estudio no afectan de manera

considerable los resultados en cuanto a diversidad, riqueza y abundancia.

Cabe resaltar, y tal como fue mencionado en los métodos, los pacientes
pertenecientes al grupo obeso presentaron un IMC que permitia
categorizarlos como obesos; mientras que los pacientes del grupo obeso-
hipertenso, ademas de cumplir con dicho IMC presentaron un diagndstico
de HAS. Por lo cual, y de acuerdo a lo establecido en la literatura®®, ambos

grupos de estudios se encontraban en un estado de inflamacién crénica.

Bajo este mismo parametro es imprescindible mencionar que existen pocos
estudios donde se comparen los perfiles de la microbiota intestinal en
pacientes con dos morbilidades y ain menos reportes donde una de estas
se encuentre directamente relacionada con el desarrollo de la otra. Sin
embargo, y de acuerdo con la tendencia de separacion entre los grupos de
estudio observada en la diversidad- es posible decir que existen diferencias
entre la composiciéon de su microbiota dependiendo del estado de salud de

los sujetos.

Por otro lado, y como ya fue previamente mencionado, los acidos grasos de

cadena corta (SCFA) son los productos de fermentacidn de la microbiota
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gue permiten, entre muchas otras cosas, la disminucion de la presidn
arterial cuando estos pasan a circulacién. Algunos géneros bacterianos son
los principales productores de estos y se ven disminuidos cuando el
hospedero desarrolla hipertensién. Las principales diferencias entre las
frecuencias relativas de los grupos de estudio fueron observadas en los
géneros productores de SCFA. Tal es el caso de Faecalibacterium spp. y
Roseburia spp., que en diversos reportes han demostrado una disminucion
en los pacientes hipertensos en comparacion con aquellos aparentemente
sanosl®®’, Los resultados del presente estudio concuerdan con lo
encontrado en la literatura para el género Faecalibacterium spp., ya que en
aquellos pacientes con diagndstico de obesos-hipertensos se encuentra
disminuido en comparacion con los pacientes obesos. Sin embargo, en el
caso de Roseburia spp. y a diferencia de lo previamente sefialado, en este
género se observd una mayor abundancia en el grupo hipertenso-obeso en
comparacién con el grupo obeso. De hecho, de acuerdo con lo obtenido en
el analisis LEfSe el aumento de este género en el grupo obeso-hipertenso
en comparacion con el grupo obeso se encuentra correlacionado con el
estado de salud de estos pacientes; es decir puede encontrarse relacionado
con el desarrollo de hipertension en estos. De igual manera, los resultados
obtenidos concuerdan con la informacion disponible del perfil taxondmico
de la microbiota intestinal en la poblacion brasilefia, la cual es la Unica latina
de la que actualmente se cuenta con informacién (Tabla 9),°° en ella se
observd una disminucion en el género Faecalibacterium en el grupo de

pacientes con hipertension.
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Tabla 9. Comparacion entre los resultados obtenidos y las diferencias entre
los perfiles bacterianos reportados en diferentes poblaciones con

hipertension.

México (este | Brasil®? Finlandia>! Chinal!l

estudio)

! l Sin resultados | |
Faecalibacterium | Faecalibacterium | reportados Faecalibacterium
SPpP- SPPp- SPPp-

1 Roseburia spp. || Roseburia spp. | Sin resultados || Roseburia spp.
reportados

| Prevotella spp. | Sin resultados | Sin resultados | 1 Prevotella spp
reportados reportados

| Bifidobacterium | Sin resultados | Sin resultados | Sin resultados

spp. reportados reportados reportados
lLactobacillus Sin resultados | |Lactobacillus Sin resultados
spp. reportados spp. reportados

A pesar de no tener una contribucién clara en el metabolismo de los SCFA
o en el desarrollo mismo de la hipertensidén en un estudio de poblacién China
se reportd un aumento en el género Prevotella en pacientes con HAS en
comparacién con sujetos aparentemente sanos!!. Dichas observaciones
contrastan con lo obtenido en el presente estudio ya que en el grupo obeso-
hipertenso se obtuvo una frecuencia relativa, aproximadamente, 17 veces
menor en comparacion con el grupo obeso. Esta predominancia en personas
obesas también ha sido reportada en poblacién mexicana obesa, sin

ninguna comorbilidad, residente de EUA40
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Por otro lado, algunos géneros son considerados como claves para la
produccién de SCFA, ya que a pesar de no producirlos algunos productos
de su metabolismo son precursores para la sintesis de estos. Tal es el caso
de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus que son considerados como
esenciales para la produccién de estos acidos y una disminucion en los
mismos, ha sido reportada en pacientes con hipertensién>!. Los resultados
obtenidos, a pesar de no ser mostrados en el perfil taxondmico por no
representar un porcentaje mayor al 1% de la frecuencia relativa total de las
especies del perfil, muestran, de acuerdo con lo obtenido en el analisis
LEfSe, que su disminucién en los pacientes hipertensos-obesos se
encuentra relacionado con su estado de salud. Dichos resultados
concuerdan con lo reportado en Finlandia®! pues se reportdé que la
frecuencia de este género presenta una relacién inversamente proporcional

a la presion arterial.

Finalmente, el aumento de la familia Enterobacteriaceae, bacterias
clasificadas como patobiontes, es considerado como un indicador de una
produccién deficiente de butirato y, por ende, estos aumentan en pacientes
hipertensos6:68 (Figura 20). Estos microorganismos son clasificados como
anaerobios facultativos y su desarrollo, se ve favorecido cuando este SCFA

no se produce.
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Figura 20. Modelo de la posible contribucién de la disminucion y aumento de ciertos géneros
bacterianos al desarrollo de hipertension arterial, en el grupo obeso-hipertenso, por las bajas
concentraciones de SCFA.

Por accidén indirecta, el butirato produce un ambiente de hipoxia que es
revertido cuando hay aumentos en esta familia, que al igual que en diversos
reportes previos®’/, se presentd una mayor frecuencia relativa en el grupo
obeso- hipertenso en comparacion con el grupo obeso. A su vez, la
disminucidon en los géneros precursores de SCFA como Lactobacillus vy
Bifidobacterium puede contribuir a que no exista una regulacién a la baja

de la presidn arterial en dicho grupo.
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7. Conclusiones:

Las muestras de DNA obtenidas cumplieron con los estandares de pureza e
integridad, lo cual fue posible por la modificacién a la metodologia

planteada.

A partir del analisis del gen 16S rRNA se identificaron los diferentes phyla y
géneros presentes en los dos diferentes grupos de pacientes estudiados:

obesos y obesos-hipertensos.

La tendencia a la separacidon entre grupos de estudio en el analisis de
diversidad- B permitié determinar que existen diferencias entre la

microbiota intestinal de los dos grupos.

Las diferencias entre las frecuencias relativas de algunas familias y géneros,
como es el caso de Enterobacteriaceae, Enterobacter y Roseburia parecen

estar relacionadas con el estado de salud de los pacientes.

Finalmente, los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la
literatura, en particular, la disminucion de todos los géneros que
contribuyen a la produccion de SCFA en los pacientes obesos-hipertensos,

tales como: Faecalibacterium, Bifidobacterium y Lactobacillus.

8. Perspectivas

El presente estudio, es el uno de los varios primeros pasos requeridos para
elaborar un régimen de tratamiento adecuado para pacientes mexicanos
obesos-hipertensos y puede continuarse hasta recolectar una muestra

considerable de pacientes que incluyan controles sanos. Lo anterior, con el
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fin de tener un parametro que permita tener un comparativo sin un estado

de inflamacién cronica y verificar la existencia de una posible disbiosis.

A su vez, de las muestras de heces recolectadas podria realizarse la
cuantificacion de los SCFA. Lo cual permitiria asegurar y demostrar la
concentracion baja en dichos metabolitos microbianos en los pacientes con
hipertension arterial sistémica y correlacionarla con la baja en las especies

productoras.
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Anexos:
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