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RESUMEN

Introduccién: En los ultimos afos se ha evidenciado la relacion, si bien no causal, que
existe entre las patologias (inmuno)metabdlicas y la microbiota intestinal. En este sentido llaman
la atencidn ciertas especies con capacidades “beneficiosas” del género Bacteroides spp debido
a su influencia en el sistema inmune. Las intervenciones nutricionales tienen la capacidad de
modular la composicion de la microbiota, de la misma manera el sistema inmune tiene gran
comunicacion e influencia sobre el microbioma; en este sentido, las intervenciones
inmunonutricionales han sido poco exploradas. Objetivo: Determinar, con una perspectiva de
género, la influencia de una intervencion inmunonutricional sobre la proporcién de miembros del
geénero bacteroides que estan asociados positivamente con el control de patologias metabdlicas.
Material y Métodos: Se incluyeron dos grupos de voluntarios sanos (n=12/grupo), los cuales se
sometieron a distintas intervenciones inmunonutricionales en paralelo. Se tomaron muestras
fecales al inicio y al final del estudio; a partir de las cuales se realizé una extraccion del DNA
microbiano para posteriormente cuantificar los cambios en su microbiota intestinal mediante la
técnica qPCR. Resultados: La intervencion funcional no presenta efecto negativo en los
microorganismos que componen la microbiota intestinal, mientras que, la intervencion comercial
reduce la composicion de la microbiota en el género masculino. La relacion Bacillota/
Bacteroidota no se ve alterada en ninguno de los grupos de intervencion. Al considerar la
perspectiva de género, la poblacion masculina se caracteriza por la pérdida del efecto positivo
de la formulacion funcional en la expansion del filo Bacteroidota y especies como Bacteroides
fragilis (B. fragilis), la cual mostré un efecto positivo y significativo en la poblacién femenina.
Conclusion: La intervencidén mediante la formulaciéon funcional genera cambios positivos
incrementando la poblacion del filo Bacteroidota, estos cambios presentan una orientacion

particular atendiendo a género y en funcién de especies determinadas.

Palabras clave: Microbiota intestinal, Bacteroides spp., patologias metabdlicas, inmunonutricion.



1. INTRODUCCION

Datos de la OMS muestran que las Enfermedades No Transmisibles (ENT) tienen una elevada
prevalencia y son responsables del 74% de las muertes a nivel mundial, entre las principales se
encuentran las patologias cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares, cancer,
enfermedades respiratorias crénicas y diabetes (OMS, 2022). Al mismo tiempo, el Sindrome
Metabdlico (SM), es una condicién que también va en aumento, constituyéndose una verdadera
epidemia. La Federacion Internacional de Diabetes (IDF) estima que un cuarto de la poblacion
mundial tiene SM, esta condicibn aumenta en 2 veces el riesgo de desarrollar enfermedad
cardiovascular (ECV) y en 5 veces el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2 (DM2), ademas

de otros desordenes relacionados (Carvajal, 2018).

Las patologias metabdlicas representan una carga importante de morbilidad a nivel global. En
cuanto a la poblacion Espafiola, en 2016 las ENT fueron la principal causa de muerte (92,8%)
(OCDE, 2021; Soriano et al., 2016). Respecto a su distribucion por género se ha visto bastante
variabilidad segun la patologia, el estudio de Higueras y colaboradores (2022), sobre la
prevalencia del SM en el ambito laboral concluye que los hombres presentan mayor riesgo de
contraerlo; el estudio de Fernandez-Bergés y colaboradores (2012), realizado en 10
comunidades auténomas encontré una prevalencia de 32% en hombres y de 29% en mujeres,
predominando en el sexo masculino hasta los 55 afios y en el femenino a partir de los 65. Por
otro lado, el Departamento de Investigacion “Statista”, menciona que en 2018, aproximadamente
el 52% de la poblacion Espafola diagnosticada con enfermedades metabdlicas eran mujeres

(Departamento de investigacion “Statista”, 2018).

Las patologias metabdlicas como la diabetes mellitus tipo 2, el sindrome metabdlico, el higado
graso, hipertension y la dislipidemia se caracterizan por alteraciones en el metabolismo
glucolipidico, estados proinflamatorios y protrombéticos (Gallo et al., 2008; Laclaustra et al.,
2005). El vinculo entre todas ellas se atribuye a la resistencia insulinica (asociada con una
distribuciéon abdominal de grasa), favorecida por el aumento de acidos grasos libres, muchas
veces relacionado con el sobrepeso. Este estado provoca trastornos en la utilizacion de glucosa
celular, asi como desregulacién de su produccion hepatica (Gallo et al., 2008; Laclaustra et
al;2005). El estado inflamatorio cronico se asocia con alteraciones tanto en la funcion del tejido

adiposo como en las células inmunes que estan presentes en este tejido.



En los ultimos afnos se ha evidenciado la relacion, si bien no causal, que existe entre las
patologias metabdlicas y la microbiota intestinal, la cual es el conjunto de diversos
microorganismos (bacterias, virus, hongos, arqueas y protozoos) que habitan en el intestino
(Hernandez J et al., 2021). Actualmente es considerada como un o6rgano, ya que participa
activamente en procesos inmunoldgicos y metabdlicos cumpliendo funciones vitales para el
organismo. Los mecanismos por los que actia la microbiota son mediante la regulacion del
balance energético, la produccién de metabolitos beneficiosos, la interaccidon con receptores
inmunoldgicos, la regulacion del apetito y el metabolismo de los nutrientes (Valero et al., 2015).
Dentro de las bacterias que habitan en el intestino, los filos predominantes son Bacillota,
Bacteroidota y Actinobacteria; en menor proporcion estan las Proteobacterias, Fusobacterias y
Verrucomicrobia junto con pocas especies del dominio Arquea. Algunas enfermedades cronicas
no transmisibles (Sindrome metabdlico, enfermedades inflamatorias, cancer y algunos trastornos
neuroldgicos) se asocian a disbiosis: pérdida de riqueza y/o diversidad de especies en la

microbiota intestinal (Hernandez et al., 2021; Price et al., 2022).

Se han evidenciado cambios en la Microbiota intestinal en personas con patologias
metabdlicas respecto a individuos sanos (Hernandez et al., 2021). Algunos estudios han
encontrado asociacion entre niveles mayores del filo Bacillota y Actinobacteria respecto al filo
Bacteroidota en la obesidad y la DM2; si bien no es consistente entre los estudios, la mayor
proporcion de autores utilizan la relacion Bacillota/Bacteroidota como estimador de posibles
desbalances entre estos filos describiendo variaciones positivas del mismo. A nivel de género
Ruminococcus y Blautia (del filo Bacillota) se vieron positivamente asociados con la DM2,
mientras que Bifidobacterias y Bacteroides spp. parecen ser protectoras. Ademas, se encontrd
que una menor diversidad de bacterias intestinales, tanto dentro de la muestra (diversidad alfa)
como dentro de las poblaciones (diversidad beta), también se asocia con una menor salud

metabdlica y resistencia a la insulina (Price et al., 2022).

La alteracién de la composicion de la microbiota intestinal puede contribuir a la inflamacion
crénica de bajo grado (a través de mecanismos inmunes y permeabilidad intestinal) y la
resistencia a la insulina, lo que a su vez puede aumentar el riesgo de desarrollar patologias
metabdlicas (Zhang et al., 2013). Ademas, se ha demostrado que la microbiota intestinal de las
personas obesas difiere de la de las personas delgadas, lo que sugiere que su composicion
puede influir en el metabolismo energético y el almacenamiento de grasa (Hemarajata et al.,
2013); se ha observado que una mayor proporcion del filo Bacillota esta asociada con la

recoleccion de mas energia (Xu et al., 2023). Respecto al filo Bacteroidota (varios estudios los



sefialan como los mayores productores de propionato en el intestino humano) (Rios Covian,
2017), se conocen 2 géneros, Prevotella y Bacteroides, este ultimo es uno de los géneros
predominantes en el intestino humano, se caracterizan por ser bacterias gram negativas,
anaerobias obligadas con un papel importante en el mantenimiento de la red alimentaria
microbiana del intestino ademas de promover la estabilidad de un ecosistema intestinal sano
(Zafar y Saier, 2021.; Yoshida et al., 2020) Como microorganismos mutualistas pueden
proporcionar proteccion contra patdégenos y suministrar nutrientes a otros residentes microbianos
del intestino. Por otro lado, algunas especies pueden resultar patégenas segun su ubicacion en
el cuerpo, generalmente cuando estan fuera del intestino (Zafar y Saier, 2021). Asimismo, este
género puede tener efectos beneficiosos para la salud a través de mecanismos metabdlicos e
inmunolégicos. Se ha visto que ciertos metabolitos resultantes de procesos de interaccion
microbiana cruzada como los AGCC producidos por los Bacteroides tienen una importante
funcién reguladora en la homeostasis de la glucosa y metabolismo de los lipidos, se considera
que dichos metabolitos desempenan un papel inmunometabdlico central (Rios Covian et al.,
2017; Yoshida et al., 2020).

Se ha demostrado que la abundancia de ciertas especies de Bacteroides se “agotd” en
pacientes con fenotipos metabdlicos relacionados con la hiperlipidemia, lo que sugiere la
necesidad de evaluar los roles mutualistas de Bacteroides en el sindrome metabdlico (Xu et al.,
2023).Estudios preclinicos mediante la administracion oral de B. vulgatus Bv46, observaron que
fue capaz de remodelar el microbioma intestinal desequilibrado por una dieta alta en grasas, con
un aumento del filo Bacteroidota y disminucién del Bacillota, junto con la reduccion de la relacion
Bacteroidota/Bacillota, observada generalmente en individuos sanos sin obesidad o sindrome
metabdlico. De igual manera, se ha asociado la administracion de Bacteroides acidifaciens (B.
acidifaciens), Bacteroides dorei (B. dorei), Bacteroides vulgatus (B. vulgatus), Bacteroides
thetaiotaomicron (B. thetaiotaomicron) y Bacteroides uniformis (B. uniformis) con mejoras en
trastornos metabdlicos como la adiposidad y la aterosclerosis (Xu et al., 2023). Los Bacteroides
ejercen beneficios principalmente mediante el Polisacarido A (PSA) una molécula producida por
bacterias comensales (Troy et al., 2010), a través de esta, Bacteroides fragilis (B. fragilis) y B.
vulgatus tienen la capacidad de modular el sistema inmune y proporcionar efectos

antiinflamatorios (Rios Covian et al., 2017; Troy et al., 2010).

Se ha visto que uno de los factores que mas influye en la composicién de la microbiota
intestinal es la dieta, esto sumado a factores como el estilo de vida, estrés, entorno geografico,

edad, tipo de parto entre otros van a hacer que cada persona tenga una microbiota unica



(Hernandez, 2021), en este contexto es clave identificar las principales bacterias implicadas en
las patologias metabdlicas. En este sentido, la nutricién de precisidén es una estrategia tanto de
prevencion como de tratamiento; se ha demostrado que la respuesta metabdlica a alimentos
especificos es individual, dependiendo de la composicion particular de la microbiota intestinal, la
modulacion de grupos bacterianos especificos mediante la alimentacién puede devolver el
equilibrio a la microbiota y contribuir a una microbiota con capacidad de pasar de estados de
enfermedad a situaciones mas saludables (Zmora, 2016). Dada la comunicacién del sistema
inmune con la microbiota, se han propuesto nuevas estrategias como la inmunonutricién (i.e.

administracion de agonistas inmunonutricionales) (Laparra, 2017).

Enfocandonos en el filo Bacteroidota, especificamente en el género Bacteroides y con el
conocimiento de especies que pueden contribuir a mejorar las patologias metabdlicas, se ha

determinado el objetivo del estudio.

2. OBJETIVO

o Determinar, con una perspectiva de género dados los escasos datos en este sentido, la
influencia de una intervencion inmunonutricional sobre la proporcion de miembros del
geénero Bacteroides que estan asociados positivamente con el control de patologias

metabdlicas.

La hipotesis de partida del trabajo es: La intervencion inmunonutricional es capaz de

aumentar la proporcién y/o actividad de Bacteroides “protectores” contra patologias metabdlicas.
Los objetivos especificos que se desprenden del objetivo general son los siguientes:

1. Realizar una revision bibliografica sobre el tema.
2. Cuantificar los cambios en la composicion de los grupos microbianos
(Bacillota/Bacteroidota/B. fragilis, B. vulgatus, B. uniformis) mediante la técnica q PCR.

3. Redactar la memoria.
3. MATERIALY METODOS

3.1 Sujetos de estudio y obtencion de muestras

El estudio se llevd a cabo con voluntarios sanos (18-25 anos) con indice de masa corporal
entre 18-26, sin tratamiento farmacoldgico activo y sin ingesta de pre/probidticos durante, al

menos, 15 dias (comité de ética n° IMD PI1-053, IMDEA Alimentacion) conforme a los estandares



éticos de los comités institucionales responsables de la experimentacion humana y de acuerdo

con la Declaracion de Helsinki de 1975 revisada en 1983.

3.2 Intervencidn inmunonutricional

Los voluntarios se aleatorizaron en dos grupos (n=12/grupo; n=6/grupo con perspectiva
de género) quienes, tras recibir consejeria nutricional, recibieron en forma de galleta dos
formulaciones: Grupo 1, formulacién comercial y Grupo 2, formulacién funcional con ingredientes

inmunonutricionales.

La administracién de los productos se llevé a cabo con un disefio ‘doble ciego’ durante
12 dias en una intervencion en paralelo (Figura n°1). Se tomo muestra en ambas visitas (V1 y

V2) de revisién de los voluntarios.

Figura n°1. Esquema del estudio de intervencion con las formulaciones de ‘galleta’

comercial y funcional.

Grupo 1
Formulacién Comercial
V1 V2
\"A| . - V2
Grupo 2

Formulacién Funcional

La obtencién de muestras fue guiada con instrucciones precisas del modo de deposicion
y toma de alicuota por el equipo de la plataforma GENYAL de estudios clinicos en IMDEA
Alimentacién. Las muestras fueron conservadas en las instalaciones del Instituto Madrilefio de
Estudios Avanzados en Alimentacion (IMDEA Alimentacién) en un congelador a -80 °C hasta su

analisis.

En el momento de toma de muestra se llevo a cabo el analisis antropométrico y de ingesta

dietética de los voluntarios participantes, asi como bioquimica general y de respuesta hepatica.

3.3 Anéalisis de poblaciones microbianas

El estudio de las poblaciones microbianas comenzé con la extraccion de DNA a partir de

las muestras de heces para posteriormente realizar la cuantificacién bacteriana por RT-q PCR.



3.3.1 Extraccion de DNA de muestras de heces

La extraccion de DNA se realizé utilizando el PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit
(Invitrogen Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California USA, ref: A29789) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se emplearon alicuotas (50 mg) de las muestras de contenido
colonico se diluyeron en el reactivo facilitado en el kit y se homogeneizé completamente mediante
agitacion en vortex. La figura n°2 muestra el flujo de trabajo para la obtencién de DNA

microbiano.

Figura n° 2. Flujo de trabajo para la extraccion de DNA microbiano
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Este Kit permite una purificacion eficiente y de alta calidad de ADN microbiano y del
huésped, mediante una combinacion de técnicas de lisis térmica, quimica y mecanica (Los
equipos utilizados para dichos procesos fueron Thermo-shaker, Kisker-biotech para la lisis
térmica y el Tissuelyser I, Qiagen para la lisis mecanica), proporcionando una recuperacion de

ADN de alta pureza compatible con aplicaciones posteriores comunes, como qPCR.

3.3.2 Cuantificacion del ADN microbiano

Una vez extraidas las muestras de ADN se realizd su cuantificacion en el
espectrofotémetro NanoDrop 2000 de ThermoFisher Scientific a partir de un volumen de muestra

de 1.5 uL, midiendo los ratios de absorbancia entre 230/260 nm y 260/280 nm, los cuales



permiten evaluar la pureza del ADN cuantificado. La normalizacion de concentraciones entre las

muestras se realizé con un ajuste de una concentracion final de 50ng/pl.

3.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa qPCR para deteccion de bacterias

Se analizé la composicion de la microbiota mediante gPCR en tiempo real (Jian et al.,
2020). En el analisis se utilizaron cebadores especificos (Tabla 1) para cuantificar los diferentes
grupos bacterianos de la microbiota intestinal, conforme a estudios previos (Laparra et al., 2012).
Cada mezcla de reaccion de PCR fue realizada en un volumen final de 10 uL. Los componentes

empleados en la reaccion se muestran en la siguiente tabla:

Tabla n° 1 Componentes empleados en la reaccion de RT-qPCR

COMPONENTES VOLUMEN

Primers Forward/Reverse 1uL
SyBr Green PCR Master Mix-Applied Biosystems, Lithuania (x2) 5puL
H20 libre de DNAsas 1.5 UL
DNA (20 ng/ pL) 2.5puL

Posteriormente, la amplificacion y cuantificacion del contenido microbiano se realizé con
el Termociclador: QuantStudio 12k Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Reino
Unido). El equipo se programé en una 12 etapa de apertura, 95°C durante 30s; 22 etapa de
hibridacion, 60 °C durante 30s y 32 etapa de extension, 72 °C durante 30s durante 40 ciclos
(Figura n°2). La especificidad de la reaccion fue determinada mediante las curvas de Melting al
concluir la PCR.

Figura n° 3 Programacidén de tiempo y temperatura de las etapas de la RT -gPCR
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El contenido microbiano se calculd conforme a la siguiente férmula:

Contenido (Log [nimero de copias] = (DNAreacc * 6.022x102%) / (LgthAmpl * 1x10°* 650)

siendo, DNAreacc = cantidad de DNA utilizada en la reaccion y LgthAmpl= longitud del
producto de amplificaciéon de cada secuencia
(https://www.thermofisher.com/es/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-
biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-
web-tools/dna-copy-number-calculator.html). El resultado final se expresé por gramo de muestra
de heces.

Se utilizaron seis concentraciones estandar distintas para construir las curvas estandar
utilizadas en la cuantificacion de la microbiota (Laparra et al., 2012).

La identificacion de las poblaciones bacterianas de interés se determiné mediante cebadores
especificos Tabla N° 2.

Tabla n° 2 Cebadores utilizados en la cuantificacion de las poblaciones bacterianas

: . Producto  Annealing .
Grupo Diana Cebador Secuencia (5 a 3) (pb) T (°C) Referencia
. HDA1 ATCCCTACGGGAGGCAGCAGT
Bacterias Totales 200 59
HDA2 GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC
Laparra et al.,
Firm 1 TGAAACTYAAAGGAATTGACG 2020.
Bacillota 149-157 60
Firm 2 ACCATGCACCACCTGTC
Bact1060R AGCTGACGACAACCATGCAG
Bacteroidota 126 60 Guo, 2008
Bact 934 F GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT
Bfra531F ATACGGAGGATCCGAGCGTTA Vanhoutie et al
Bacteroides fragilis (grupo) 293 65 s
Bfra766R CTGTTTGATACCCACACT
BF VUL1 CGGGCTTAAATTGCAGATGA
Bacteroides vulgatus 147 63
BF VUL 2 CATGCAGCACCTTCACAGAT
Tong et al, 2011
B FUN 1 TCTTCCGCATGGTAGAACTATTA
Bacteroides uniformis 112 60
B FUN 2 ACCGTGTCTCAGTTCCAATGTG

3.4 Analisis del microbioma (‘Microbiome Analyst’®)

En el andlisis del microbioma se utilizé el programa Microbiome Analyst® v2.0. El analisis
de datos del microbioma es conceptualmente similar a otros flujos de trabajo de analisis de datos
‘Omicos’ y consta de tres etapas tipicas: procesamiento de datos, analisis estadistico e

interpretacion funcional. (Lu et al., 2023) El flujo de trabajo consta de cuatro pasos principales
(Figura n°4).
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Figura n° 4 Flujo de trabajo Microbiome Analyst® v2.0
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Esta herramienta en linea se encuentra disponible en:

(https://www.microbiomeanalyst.ca/MicrobiomeAnalyst/upload/OtuUploadView.xhtml).

3.5 Procesamiento v analisis estadistico de los datos

Para el analisis de datos se calcularon las variaciones de los Log N° copias/gr. entre
ambos grupos. El analisis de los resultados para las poblaciones microbianas se realizé mediante
el empleo de la prueba T de Student. En todas las comparaciones se establecié el nivel de
significancia estadistica de p<0.05. La representacién grafica de los resultados se realiz6 con el
software Graph Pad Prims (GraphPad Prism version 8.0.0 para Windows, GraphPad Software,
San Diego, California USA).

4. RESULTADOS

4.1 Valoracién dietética y antropométrica de la poblacion

En el estudio realizado, la valoracion antropométrica de los participantes pone de manifiesto
caracteristicas homogéneas entre ambos grupos (Tabla n°3). La valoracién dietética indica un
promedio de calorias y proteinas que se encuentra dentro de los valores normales recomendados
por la OMS, la EFSA y la Fundacién Espafola de la nutricién (European Food Safety Authority,
2019/ ANIBES, 2015); detectandose un ligero incremento en los lipidos y una disminucion del

aporte de carbohidratos (Tabla n°4).


https://www.microbiomeanalyst.ca/MicrobiomeAnalyst/upload/OtuUploadView.xhtml

Tabla n°3. Valoracién antropométrica de la poblaciéon

Formulacién Peso IMC %Grasa %Masa Muscular Cintura Cadera
(Kg) (kg/m?) Total (cm) (cm)
Comercial 64,31 £ 10,85 22,82 £ 2,94 26,89 + 9,25 32,88 £ 7,39 73,31 +£10,33 97,16 £ 5,27
Funcional 63,00 £ 8,07 22,29 + 2,23 27,71 £ 10,16 32,07 £ 7,77 71,44 £ 5,70 97,82 + 6,38

Los resultados se muestran como media + SD (n=12/grupo, incluyendo ambos géneros).

Tabla n° 4. Valoracidon dietética de los participantes durante el estudio de intervencion

Grupo Comercial (GC)

Grupo Funcional (GF)

Calorias (Kcal)

Carbohidratos (gr)

%HC/Valor calérico Total
Azucares simples

Fibra (gr)

Proteinas (gr)

%Proteinas/ Valor calorico Total
Lipidos (gr)

%Lipidos/ Valor cal6rico Total
Acidos grasos saturados

Acidos grasos monoinsaturados
Acidos grasos poliinsaturados
Omega 3/0Omega 6

indice glucémico

Promedio + SD
2057,32 £+ 614,71

194,00 + 79,36

39,35+ 7,94
70,26 + 26,51
18,74 + 6,84
87,50 + 30,57
17,02 + 3,22
91,71 + 31,25
42,93 + 6,53
30,63 +£12,19
44,01 + 13,83
12,00 + 4,43
6,94 + 2,66
53,49 + 6,26

Promedio = SD
2016,69 + 496,34
176,44 + 50,27

38,75 + 6,63
70,14 + 24,92
20,97 £ 8,92
83,74 + 39,38
16,87 + 3,32
95,52 + 30,28
43,75+ 7,24
29,39 +9,83
40,87 + 14,45
13,12 £ 5,72
8,90 £ 4,01
47,95 + 7,07

Los resultados se muestran como media + SD (n=12/grupo, incluyendo ambos géneros).
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4.2 Relacion de filos en la microbiota Intestinal

Al cuantificar el contenido de microorganismos que componen la microbiota intestinal
podemos observar que la intervencion con la formulacion funcional no presenta efecto negativo
en la reduccion de la misma (Tabla n° 5), si bien, la formulacion comercial si tiene una influencia
negativa y reduce la composicién de la microbiota, si bien, solo para el género masculino. La
variacion se puede llegar a cuantificar en un 11.1% en el grupo 1 entre visitas V1-V2, mientras
que resulta en un 9.3% con respecto al contenido en hombres cuantificado en la intervencién con

la formulacion funcional (Grupo 2 en visita 2).

Tabla n°5. Contenido total de microorganismos en la poblaciéon de voluntarios
participantes en el estudio: perspectiva de género.

Contenido total de microorganismos

Vi V2
Grupo de Intervencion Mujeres Hombres Mujeres Hombres
Grupo 1 13.69+0.13¢ 13.67 £0.132 13.32+£0.30% 12.15+1.49'a
Grupo 2 13.70£0.292  13.52+0.172 13.76 £ 0.282 13.39 £ 0.35°

'Contenido cuantificado mediante gPCR (Log N° copias/muestra). Los valores se muestran como
media + SD (n=6). Indica diferencias estadisticas (p<0.05) entre las visitas V1 y V2 para la misma
categoria. 2° Indica diferencias estadisticas (p<0.05) entre la misma categoria para los distintos
grupos de intervencion.

Al considerar la variacién de la microbiota entre visitas (Figura n®5), la relacion entre los filos
Bacillota/Bacteroidota no se ve alterada en ninguno de los grupos de intervencion (Fig. 5A), si
bien, el calculo de las variaciones de los filos muestra variaciones con tendencias opuestas en
ambos filos atendiendo al grupo de intervencién considerado (Fig. 5 B y C). Estas observaciones
nos permitirian hipotetizar un efecto positivo en la homeostasis metabdlica de los voluntarios en
la intervencion con la formulacion funcional. De modo similar, este perfil de variaciones en la
microbiota se revelan, al considerar la perspectiva de género, en la poblaciéon femenina (Fig. 5D-
F). Sin embargo, la poblacién masculina se caracteriza por la pérdida del efecto positivo de la
formulacién funcional en la expansion del filo Bacteroidota (Fig. 5G-I). Estos resultados sugieren
que la intervencion funcional podria tener un efecto favorable de tipo inmunonutricional derivado

del mantenimiento de la poblacién de Bacteroides spp.
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Figura n° 5. Cambios en la microbiota en ambos grupos de intervencién
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A) Variacién de poblacion de Bacterias totales B) Variacion de la relacion entre filos
Bacillota/Bacteroidota. C) Variacion de poblacién del filo Bacteroidota. D) Variacién de poblacion
del filo Bacillota. Resultados expresados como la media + SEM (n=12/grupo en poblacion total;
n=6/grupo en poblacion femenina y masculina). *Indica diferencias estadisticas (p= <0.05)

4.3 Cambios inducidos en la microbiota intestinal

El estudio se enfocd en valorar los cambios en especies concretas de microorganismos,
especificamente sobre las especies del género Bacteroides - B. fragilis, B. vulgatus y B. uniformis

- (Figura n°4). Estas especies presentan prevalencias del 100% en los voluntarios participantes
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del estudio, independientemente del género e intervencién a que se han sometido. En cuanto a
la variacion de las especies del género Bacteroides se cuantificd una variaciéon significativa de
caracter opuesto en el contenido de B. fragilis (Fig. 4A) en ambos grupos de intervencion. La
proporcion de B. vulgatus (Fig. 4B) presenta un comportamiento opuesto en ambos grupos,
mientras que la incidencia de B. uniformis (Fig. 4C) se ve incrementada independientemente de

la intervencion.

Al considerar la perspectiva de género en estos estudios, se revelan evidentes diferencias
entre ambas intervenciones. En la poblacién femenina, la formulacién funcional presenta un
efecto positivo sobre las especies de estudio alcanzando la significacién estadistica para B.
fragilis y B. vulgatus (Fig. 4 D y E). Este efecto resulta opuesto en el grupo de intervencion con
la formulacién comercial. Sin embargo, al considerar los voluntarios masculinos; las diferencias
entre ambas formulaciones aparecen de un modo mas coincidente entre ambas intervenciones
atendiendo a B. fragilis y B. uniformis; mientras que B. vulgatus tiene la misma tendencia que en

las mujeres (Fig. 4 G, He l).

4.4 Estudio del microbioma

El estudio del microbioma en conjunto reveld la ausencia de variaciones significativas en la
diversidad (indice de Shannon) microbiana en las distintas intervenciones (Fig. 5A). Sin embargo,
al considerar la diversidad ‘beta’ si se identifican diferencias mas marcadas entre las distintas
intervenciones (Fig. 5B). En conjunto, los datos obtenidos nos permiten evidenciar que, si bien,
la diversidad microbiana no sufre cambios muy significativos en funcién de la intervencion llevada
a cabo si pueden calcularse diferencias minimas en la abundancia de las distintas especies en
funcion de la visita de toma de muestra e intervencion, tanto en los voluntarios en general (Fig.
5 C-E) como desde la perspectiva de género(Fig. 5 F-K) lo cual, sugiere cambios en los atributos
genodmicos y funcionales asociados con el género Bacteroides, los cuales, podrian explicar, al

menos en parte los efectos a observar sobre los voluntarios.
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Figura n° 4. Cambios de especies de Bacteroides spp. en ambos grupos
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Figura n°4. A) Variacion de B. vulgatus representada como A V2-V1. B) Variacion de B. fragilis
representada como AV2-V1. C) Variacion de B. fragilis representada como AV2-V1. D) Variacion
de B. vulgatus representada como A V2-V1 en mujeres. E) Variacion de B. fragilis representada
como A V2-V1 en mujeres. F) Variacion de B. fragilis representada como A V2-V1 en mujeres. D)
Variacién de B. vulgatus representada como A V2-V1 en hombres. E) Variacion de B. fragilis
representada como A V2-V1 en hombres. F) Variacion de B. fragilis representada como A V2-V1
en hombres. Resultados expresados como la media £+ SEM (n=12/grupo en poblacién total;
n=6/grupo en poblacion femenina y masculina). Diferencias estadisticas (p= <0.05).
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Figura n°5. Variacion del microbioma en los distintos grupos de intervencién
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5. DISCUSION

Este estudio demuestra la efectividad de una intervencién inmunonutricional, basada en la
administracion de agonistas, principalmente el receptor inmunoldgico innato tipo ‘Toll’ (TLR)-4
intestinal (Selma-Gracia et al., 2020; Srdi¢ et al., 2020), para promover cambios orientados y
selectivos en el microbioma. La administracion de la formulacién funcional (Figura n°5) permite,
sin modificar la relacién de filos — Bacillota/Bacteroidetes — mantener y/o aumentar la proporcion
de algunos componentes del género Bacteroides spp. Estos cambios se han asociado a un mejor
control de la trigliceridemia y produccién de insulina en los voluntarios de la intervencién (Laparra

et al., 2023, solicitud de patente en curso).

Figura 8. Composicion nutricional de las formulaciones administradas durante la intervencion

(Laparra et al., 2023, solicitud de patente en curso).
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Los cambios en la microbiota intestinal estan asociados con el estado de salud del huésped,
con una participacion activa en la promocion o desarrollo de diversas patologias metabdlicas e
inmunoldgicas (i.e., obesidad, diabetes tipo 2, NAFLD, etc). Generalmente, incrementos en la
relacion de filos Bacillota/Bacteroidota se asocian a patologias como la obesidad y diabetes tipo
2 entre otras (Magne et al., 2020), aunque, todavia existe un debate abierto sobre esta relacion,
ya que podemos encontrar estudios con resultados contradictorios (Schwiertz et al., 2010). En
las intervenciones llevadas a cabo, la diversidad general de la microbiota no resulté modificada,

aunque el estudio particular de especies del género Bacteroides revela que si existen cambios
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significativos en la incidencia de algunas de ellas. Los estudios en humanos han generado
resultados contradictorios y con elevada variabilidad, debido a la alta heterogeneidad
interindividual en términos de dieta, edad y factores hormonales, y a la influencia en gran medida
inexplorada del género. La uniformidad en la dieta de las poblaciones incorporadas en el estudio
sugiere que “a priori” los beneficios no serian esperables alteraciones en la microbiota debido a
diferencia caldricas y macro/micronutrientes dietéticos, lo que nos permite atribuir el efecto a los

agonistas inmunonutricionales.

Las diferencias en la composicién y/o actividad de la microbiota intestinal observada entre
hombres y mujeres podria tener un papel dominante en la definicion de las diferencias de género
en la prevalencia de enfermedades inflamatorias intestinales y metabdlicas. A este respecto, los
escasos datos existentes ponen de manifiesto cambios ‘opuestos’ en la proporcién de
Bacteroides spp, tanto en personas obesas de género femenino y masculino, si atendemos al
indice de masa corporal (IMC) (Haro et al., 2016); 4 en mujeres con IMC <30, pero T con IMC
entre 30-33, pero vuelven a { con IMC >33. Nuevamente, la ausencia de diferencias en el IMC
entre la poblacion de los grupos participantes en la intervencion avala que los efectos sean
debidos a los agonistas inmunonutricionales. Estudios previos han demostrado la menor
abundancia del género Bacteroides en la poblaciéon femenina (IMC, 25+4) (Dominianni et al.,
2015). En este estudio, no se cuantificaron diferencias significativas (p>0.05) entre los contenidos
de Bacteroides spp en la poblacion femenina (Log N° copias/g, 13.2) en comparacién con la
masculina (Log N° copias/g, 12.79). Sin embargo, los datos obtenidos demuestran la efectividad
de la intervencion inmunonutricional para favorecer una mayor incidencia de este género
bacteriano en la poblacién femenina (Fig. 5 B y E). Esto podria tener un efecto significativo en el
control de patologias como la obesidad ya que se ha asociado el incremento de la poblacién de

Bacteroides spp. con procesos favorables en la pérdida de peso (Luoto et al., 2011).

Ademas de funciones criticas en el sistema inmunoldgico por parte de los Bacteroides spp.
(Zafar y Saier, 2021), la composicion de especies en este género puede determinar como se
almacena vy utiliza la energia en el organismo (Haro et al., 2016). Un desequilibrio crénico entre
la ingesta elevada y el gasto de energia disminuido constituye una de las principales causas de
un almacenamiento excesivo de grasa, el cual, va a favorecer, entre otras, la pérdida de la funcion
hepatica y desarrollo de esteatosis hepatica no alcohdlica, sindrome metabdlico y obesidad. En
este contexto, las intervenciones conductuales y de estilo de vida tienen una eficacia limitada
dada la participacion de factores hormonales, asi como inmunometabdlicos con un papel

determinante en el desarrollo de estas patologias. La microbiota intestinal tiene una funcion
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importante en la regulacion de la homeostasis del colesterol del huésped (Le Roy et al., 2019).
Los Bacteroides se encuentran entre los componentes de la microbiota con un papel mas
relevante (~25%) en el metabolismo del colesterol (Le et al., 2022). Estos autores han identificado
una sulfotransferasa sensible al colesterol en Bacteroides (enzima BT_0416) y han sugerido que
este enzima responde a mecanismos dependientes de la dieta. Ademas, la participacion de
Bacteroides spp en el metabolismo del colesterol es mayor en comparacion con la de otros

microorganismos como Bifidobacterias spp (~7%) y Lactobacillus spp (~8%).

En el grupo de intervencion con la formulacién funcional se cuantificaron variaciones negativas
(¥34%) en los valores de colesterol total en comparacién con los participantes del Grupo_1.
Generalmente, los hombres presentaron concentraciones mas altas de colesterol que las
mujeres (Laparra et al., 2023, solicitud de patente en curso). Esta observacion nos permitiria
hipotetizar que es uno de los motivos de la diferencia en la proporcion de las distintas especies
de Bacteroides que se han cuantificado entre la poblacion femenina y masculina (Fig n°® 6).
Ademas, B. uniformis podria tener una ventaja metabdlica derivada de su elevada versatilidad
glicolitica (Benitez-Paez et al., 2017). Estas acciones metabdlicas mediadas por los Bacteroides
spp podrian tener un gran impacto en el control de la severidad de patologias como la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) donde la lipotoxicidad mediada por la sobrecarga de
colesterol libre hepatico favorece la necroinflamacion y la fibrosis (Horn et al., 2022). Igualmente,
el proceso de resolucion inmune es importante para generar una respuesta efectora adecuada,
la cual, se ha asociado con el metabolismo del colesterol, revelando este como un actor con una
funcién dual; agrava y controla la inflamacion y actividad inmunolégica (Cardoso y Perucha,
2021). B. uniformis se ha identificado como contribuyente positivo mejorando mejorando los
mecanismos de defensa inmune, deteriorados en la obesidad (Gauffin et al., 2012). Estos efectos
aparecen derivados de su influencia en la actividad de macréfagos, los cuales, desempefian una

funcién esencial en el control y desarrollo del NASH.

Ademas, Bacteroides spp desempefan una funcién importante en la promocion de la salud
gastrointestinal ya que los esfingolipidos derivados de estos son fundamentales para mantener
la homeostasis y la simbiosis intestinal (Brown et al., 2019). Estas capacidades contribuyen, de
modo importante, al mantenimiento y promocién de una microbiota ‘mas’ saludable (Price et al,
2022). Asi, el intestino se convierte en una fuente nutrientes y metabolitos que favorecen el
estado nutricional, si bien, ademas sefiales y activacion del sistema inmunoldgico. Por ejemplo,
B. vulgatus Bv46 produce hidrolasas de acidos biliares (i.e., cloilglicina hidrolasa) capaces de

eliminar el grupo esteroide de los acidos biliares (Xu et al., 2023) y minimizando la produccién de
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oxisteroles. B. fragilis presenta propiedades inmunomoduladoras debido a la produccién de su
polisacarido capsular (Troy et al., 2010) y se ha asociado, si bien, no de modo causal, a una
mejor respuesta inmunoldgica protectora contra el cancer colorrectal (Roberti et al., 2023). En
conjunto, la promocién de estas especies en el Grupo_2 de la intervencién avala el efecto positivo
de la misma sobre la poblacion de Bacteroides spp. Sin embargo, no hay que olvidar que la
participacién de B. fragilis en la salud intestinal todavia presenta aspecto que necesitan aclararse
ya que su presencia también se ha asociado a la enfermedad de Chron (Becker et al., 2021) y

agravar la obesidad en mujeres peri- y postmenopausicas (Shen et al., 2022).

6. CONCLUSIONES

La intervencion inmunonutricional asociada a la administracion de la formulacién funcional, si
bien, una limitacion del estudio es el tamano muestral, favorece el aumento de la poblacién del
filo Bacteroidota, de modo especifico en las especies de B. fragilis y B. vulgatus con un efecto
genero dependiente. Los cambios en la microbiota, relativos a las especies nombradas tiene
lugar de modo especifico atendiendo al género del huésped. Las variaciones cuantificadas
permiten asumir la microbiota tras la intervencion funcional como ‘mas saludable’ en comparacion

con la poblacién que recibe la formulacion comercial.

Es importante conocer las alteraciones de la microbiota intestinal caracteristicas de las
patologias metabdlicas, para desarrollar estrategias de intervencion que orienten a la microbiota
hacia estados mas favorables de salud. En este sentido la nutricion de precision es una gran

estrategia ya que toma en cuenta las caracteristicas individuales de cada persona.

7. RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio con mayor numero de voluntarios para conseguir resultados de mayor
relevancia.

e Si bien este estudio estuvo enfocado en especies concretas, también se recomienda
estudiar el comportamiento de los demas grupos microbianos apoyandose en técnicas de
estudio de nueva generacién, para analizar con mayor profundidad los cambios que ocurren
en la microbiota a raiz de la intervencion inmunonutricional.

e Continuar con la busqueda de estrategias que tomen en cuenta la interaccion existente entre
los sistemas endocrino, inmune y de la microbiota; para tratar a los pacientes de manera

holistica, tomando en cuenta sus caracteristicas individuales (edad, sexo, estilos de vida,
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habitos dietéticos, ubicacion geografica, aspectos psicoldgicos, sociales y espirituales), ya

que el conjunto de todo esto tiene un impacto en la microbiota, y por tanto en la salud.
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