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La microbiota intestinal es un factor determinante en las enfermedades metabdlicas
como la obesidad. La microbiota intestinal tiene un papel en la bajada de peso. Se
piensa que diferentes intervenciones para la pérdida de peso, tendran una respuesta
diferente en la poblacion de microbiota intestinal. Asi, el objetivo del presente estudio
sera el estudiar tres tipos diferentes de intervenciones para la disminucion de peso de
pacientes con diferente grado de obesidad: cirugia bariatrica, dieta mediterranea y dieta
cetogénica. Para ello se recogieron muestras fecales de pacientes obesos antes y
después de las intervenciones para su posterior secuenciacion del gen bacteriano 16S
rRNA mediante un secuenciador NGS (Ion S5, Thermofisher), asi como muestras de
sangre para la medicion de las variables bioquimicas de rutina. Las secuencias fueron
traducidas en las poblaciones microbianas con QIIME2, PICRUSt para su analisis
funcional y analizado estadisticamente con las plataformas MicrobiomeAnalyst and
STAMP, respectivamente. Se han encontrado interesantes diferencias entre los tres
métodos estudiados. La cirugia bariatrica, que consigui6 las mayores pérdidas de peso,
si bien no produjo un cambio radical del perfil de la microbiota intestinal, cambi¢6 la
funcionalidad de esta. La dieta mediterranea, que produjo el menor cambio en términos
de peso corporal, registré un aumento significativo de la diversidad y de las bacterias
productoras de SCFAs. La dieta cetogénica que se situdé en un punto intermedio entre
los otros dos procedimientos en cuanto a la bajada de peso, produjo un cambio dréstico
en la microbiota intestinal y cambios en la capacidad funcional de la poblacion
bacteriana. Este estudio abre las puertas a nuevas terapias para la obesidad basadas en la
microbiota intestinal.




Abstract (in English, 250 words or less):

Gut microbiota is a key factor in metabolic diseases like obesity. Gut microbiota has a
role in weight loss. Different interventions for weight loss could have a different
response in the gut microbiota profile. Thus, the aim of the current study is to study
different interventions for weight loss in patients with a different degree of obesity:
bariatric surgery, Mediterranean diet and ketogenic diet. Stool and blood were sampled
before and after the interventions for the bacterial 16 rRNA sequencing by NGS (Ion
S5, Thermofisher) of the stool samples and the measurement of biochemical variables
in blood. QIIME2 was used for the sequences analysis and translation into bacteria,
PICRUSt for their functional inference and MicrobiomeAnalyst and STAMP,
respectively, for their statistical analysis. There were interesting differences between
the analyzed procedures. Bariatric surgery, which obtained the highest weight loss,
although it did not radically change the gut microbiota profile, it changed its
functionality. Mediterranean diet, which obtained the least weight losses, registered a
significant increase of the diversity and SCFAs producers. The ketogenic diet, which
was in a intermediate point about the weight loss, produced a drastic change in the gut
microbiota profile and its potential functionality. This study could open new research in
obesity therapies targeting gut microbiota.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

El punto de partida del trabajo ha sido desarrollar la linea de investigacion en la que
actualmente trabajo. Se necesitaba desarrollar un workflow de la nueva plataforma de
secuenciacion usada en el laboratorio, un Ion S5 (Thermofisher), para el estudio de la
microbiota intestinal usando el kit Ion 16S Metagenomics (Thermofisher). Mi
aportacion se ha centrado en la busqueda de un protocolo para poder analizar las
secuencias generadas mediante dicha tecnologia, analizar su informacion y poder

generar figuras de calidad que puedan presentarse en los trabajos cientiticos.
1.2 Objetivos del Trabajo

Objetivos generales:

OC: Estudiar los diferentes perfiles de microbiota intestinal con tres estrategias de

bajada de peso: cirugia bariatrica, dieta mediterranea y dieta cetogénica.

OT: Desarrollar un pipeline de analisis desde secuencias crudas hasta la generacion de

figuras de calidad para publicaciones.

Objetivos especificos:

OCl: Estudiar las variaciones de la microbiota intestinal con tres estrategias de bajada

de peso: cirugia bariatrica, dieta mediterranea y dieta cetogénica.

OC2: Estudiar las relaciones de la microbiota intestinal con los cambios en las variables

bioquimicas y antropométricas de los pacientes.

OC3: Estudiar el metabolismo de la microbiota intestinal en relacion a las diferentes

estrategias en la bajada de peso.
OC4: Intentar establecer bacterias clave en cada estrategia de pérdida de peso.

Por su lado, los objetivos técnicos se centraran en encontrar la mejor manera de analizar

y presentar los datos:



OT1: Pasar del software para el estudio de la microbiota QIIME 1.9.1 a QIIME2.

OT?2: Utilizar el software de prediccion génica PICRUST.

OT3: Analizar los datos en R mediante paquetes especialmente disefiados para el

analisis de microbiota como Phyloseq.

1.3 Enfoque y método seguido

Se ha querido adaptar la forma de trabajar anteriormente con las secuencias de el
secuenciados GS Junior (Roche) aplicando lo conocido. Sin embargo, debido a que la
plataforma informatica qiime se ha actualizado a QIIME2 y se ha cambiado por
completo la forma de analizar, esta tarea se ha complicado. De todas formas el enfoque
seguido ha sido conseguir una manera facil y dindmica de analizar los datos que
provienen del secuenciador Ion S5 (Thermofisher) de microbiota intestinal y poder

presentar los datos en un trabajo cientifico.

1.4 Planificacion del Trabajo

Objetivos Objetivos secundarios Semanal |Semana2 (26- | Semana3 (02- [Semanad (09- | Semanas (16] Semanab (23-] Semana7 (30- |Semana8 (07-] Semanad | (21/05-
jetive jetivos secundari (19-26/04)| 03/02-04) 09/04) 16/04) 23/04) 30/04) 04/07-05) 14/05) | (1a-21/05) | 05/06)
0C1: Estudiar las variaciones de la
microbiota intestinal con tres estrategias de
bajada de peso: cirugia bariétrica, dieta
_ _ mediterranea y dieta cetogénica. ) Uso de todas las
OC: Estudiar los diferentes| Fusién de los .
S . . - o herrmaientas disponibles
perfiles de microbiota JOC2: Estudiar las relaciones de la microbiota Recopilacién de las datos de las ara el anlisis de QUIME2 "
intestinal con tres intestinal con los cambios en las variables variables antropométricas  bacterias con P PICRUSt y Phyloseq o ’ 8
estrategias de bajada de y antropométricas de los y bioguimicas de los las variables . . E 2
glas | jaca 1 i cugluier otro paquete Anélisis estadistico de los ] 5
peso: cirugia bariétrica, |pacientes. pacientes de los i) £
N N 4 N . encontrado resultados 4 o
dieta mediterranea y dieta| pacientes 2 £
cetogénica. 0C3: Estudiar el metabolismo de la 2 7:
microbiota intestinal en relacién a las PICRUSt b '2
diferentes estrategias en la bajada de peso. 2 S
0C4: Intentar establecer bacterias clave en : . % 14
! ecer Anélisis multiple multivariante 3 8
cada estrategia de pérdida de peso. 3 3
g
OT1: Pasar del software para el estudio de la |Uso de QIIME2: generacién €
OT: Desarrollar un N N =
- Al microbiota QIIME 1.9.1 a QIIME2. de las tablas con la
pipeline de analisis desde . i
. OT2: Utilizar el software de prediccién PPN
secuencias crudas hastala] * * Prediccion génica con PICRUSt
eneracion de figuras de génica PICRUST.
fﬂli e 0T3: Analizar los datos en R mediante Estudiar paguete Phyloseq
N P. i parael y/o otros paquetes para
publicaciones. Al N N li
analisis de microbiota como Phyloseq. andlisis de datos en R

Hitol: El principal hito a conseguir es aprender a utilizar la herramienta QIIME2 que
nos proporcionaran las distintas bacterias presentes en las muestras biologicas. De no
conseguir implementar este paso, no se podria continuar con los demaés (final semana?2).
Hito2: Utilizar PICRUSt para inferir los genes presentes en nuestra microbiota y poder
analizar las rutas metabdlicas de éstas. Esto nos permitird realizar el OC3 (final

semana4).



Hito3: Analisis de los datos con R (Phyloseq o cualquier otro paquete disponible para el
andlisis de datos de metagendmica dirigida). Este hito nos permitird implementar
nuevos analisis de los datos y sobre todo preparar graficas de calidad que incluyan todos
los datos disponibles, tanto de bacterias como de variables bioquimicas y
antropomeétricas (final semana6).

Hito4: Analisis multivariante y busqueda de bacterias clave en cada grupo (final
semanas).

Hito5: Redaccion de la memoria.

1.5 Breve sumario de productos obtenidos

Se presentan los resultados provenientes del andlisis de datos reales orientado a la
escritura del posterior trabajo cientifico: introduccién, material y métodos, resultados,
discusion y conclusiones extendidas. Los workflow de andlisis se presentan como

ancxos.

1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria
La memoria se ha establecido como si se tratara de un trabajo cientifico cualquiera. Se
han analizado datos de pacientes reales con tres intervenciones diferentes de bajada de

peso.



2. Memoria del estudio

1. INTRODUCCION

La obesidad humana es una pandemia que ha ido aumentado en los ultimos treinta afios.
Este incremento es alarmante debido al amplio espectro de complicaciones derivadas
(como por ejemplo la diabetes tipo 2 o enfermedades cardiovasculares). Existe un
consenso acerca de que tanto los factores genéticos como ambientales juegan un
importante papel, de tal forma que no solo el aumento de la ingesta calorica ni la

disminucion de la actividad fisica, son los unicos determinantes de la enfermedad.

La microbiota intestinal ha recibido una especial atencion en los ultimos afios. El ser
humano puede entenderse como un “superorganismo” debido a que hospeda cerca de
10'* microorganismos de entre 500 y 1000 especies distintas (1), los cuales han
establecido una relacion simbiotica con el hospedador totalmente necesaria para la
correcta homeostasis intestinal. De hecho, hoy dia se considera como un nuevo 6rgano
cuyas funciones especificas son claves en el mantenimiento de nuestra salud, sin
embargo, recién estamos comenzando a entender como funciona e interactua con los

demas organos.

En la literatura cientifica podemos encontrar mucha informacion acerca de la relacion
entre la microbiota intestinal y la obesidad y sus comorbilidades asociadas, como la
diabetes mellitus tipo 2 o el sindrome metabolico (2). Si bien es incuestionable que la
microbiota intestinal desempefia un papel importante en el metabolismo del hospedador,
la inmunidad e incluso el comportamiento, nunca hay que olvidar que el estudio de la
microbiota intestinal es una ciencia nueva, de apenas veinte afios, en continuo cambio.

Algunas suposiciones tomadas en los primeros momentos se han refutado.

Desde un punto de vista evolutivo, la microbiota intestinal y su hospedador han
evolucionado de manera conjunta. Esta microbiota nos ha acompanado a lo largo de
nuestra evolucion (3), de esta manera nuestra microbiota intestinal se ha adaptado a los
cambios ambientales y culturales. De hecho, elementos ambientales, como la dieta o los
antibidticos, provocan alteraciones rapidas en la microbiota, que trata de adaptarse al

huésped y a sus propias necesidades (4,5). La microbiota y sus modificaciones en



respuesta a factores ambientales tales como el tipo de dieta, el consumo de fibra y
antibioticos es dependiente de la susceptibilidad genética del hospedador y de las
condiciones ambientales (6) Pero las continuas modificaciones culturales han dado
lugar a cambios importantes en el estilo de vida (cocina, agricultura, industrializacion)
que han estado acompafiados de cambios fundamentales en la composicion microbiana
y su funcionalidad (7), y posiblemente, de una disminucién en la riqueza y diversidad
de la microbiota intestinal. Esta suposicion puede inferirse de los datos recopilados de

antiguas culturas (8), o incluso de las diferencias entre poblaciones rurales y urbanas
).

Aunque existe una gran variacion entre los diferentes individuos de una poblacién, se ha
sugerido que existe un microbiota basal (10) el cual ha sido ampliamente estudiado. Sin
embargo, las relaciones complejas y, sobre todo, la dificultad para establecer el estado
saludable de un sujeto, dificultan el consenso sobre cudl es realmente esta microbiota

basal.

En lo que si hay consenso es en que las poblaciones sanas ademds de presentar este
microbiota basal, deberian presentar una amplia diversidad, ya que se sabe que una
mayor diversidad de especies estd correlacionada con una mayor estabilidad en la
composicion general de la microbiota (11). Esta mayor diversidad promueve una
redundancia funcional y asegura que la pérdida de una especie bacteriana no conlleve la
pérdida de la funcion lograda por la especie desaparecida. De esta manera, la microbiota
intestinal entre las personas es muy variable y esta influenciada por numerosos factores,
que incluyen, entre otros, el modo de nacimiento, tipo de lactancia, los habitos
alimenticios, el estado de salud y las condiciones sanitarias (12-15). Algunos grupos
han establecido que la microbiota basal estd compuesto por nueve géneros
predominantes, formados por productores de acidos grasos de cadena corta (SCFAs) y
aparecen en todos los individuos estudiados (16), otros establecieron que la microbiota
basal estaba formada por 14 géneros (10). De hecho, parece ser que la funcionalidad es
el punto clave. Esta estrategia fue seguida en la teoria de los enterotipos en la cual las
poblaciones se clasificaron en tres grupos diferentes (enterotipos) (17). Estos
enterotipos se caracterizan por presentar un grupo determinado de especies. Cada
enterotipo tiene propiedades Unicas, pero tienen una serie de funciones comunes
esenciales, que probablemente representen las funciones necesarias para sobrevivir en el

habitat intestinal.



La disbiosis microbiana se entiende como una desviacion en cuanto a la diversidad o
proporcion de un determinado conjunto microbiano que va a dar como resultado un
cambio en la microbiota establecido para una poblacion sana. De esta manera, la
disbiosis se ha considerado como responsable del desarrollo de ciertas enfermedades, ya
que un cambio en la composicion de la microbiota intestinal podria inducir alteraciones
en la homeostasis del hospedador; aunque no hay que olvidar que en esta simbiosis las
alteraciones de salud del hospedador también inducirian cambios en las condiciones
ambientales de esos microorganismos, favoreciendo o perjudicando a los diferentes

grupos, por lo que también se llegaria a una disbiosis.

Sin embargo, volviendo a la historia evolutiva del ser humano, debemos tener en cuenta
que es posible que lo que entendemos actualmente como la microbiota de una persona
sana, en relacion con lo que fue en el pasado sea disbiotica, debido a los cambios
ambientales, sociales o de estilo de vida a los que hemos estados sometidos, lo que
aumentaria significativamente el riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas. Por lo
tanto, la instauracion de un equilibrio en la microbiota intestinal es esencial para
numerosos aspectos de la salud humana, sin embargo, este proceso es complejo y muy

variable.
Alteraciones metabolicas

Las enfermedades metabolicas han aumentado su prevalencia en los paises
desarrollados. El aumento en la ingesta alimentos energéticos y la disminucion en la
actividad fisica se consideran como las causas més comunes de este espectacular
aumento. Sin embargo, incluso cuando estos factores estdn controlados, la prevalencia
continda creciendo exponencialmente, por lo que otros factores ambientales deben estar
influyendo. Dentro de estos factores debemos incluir los cambios en la microbiota
intestinal. De esta forma, las alteraciones en la microbiota intestinal se han relacionado
con la prevalencia creciente de trastornos metabdlicos que incluyen obesidad,
resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2. Esta relacion quedo patente cuando se
comprobd que la ecologia microbiana intestinal estaba alterada en la obesidad (18); que
la microbiota intestinal de pacientes obesos se caracterizaba por una mayor capacidad
para la obtencion de energia (19); y que la microbiota intestinal podria contribuir a
alteraciones en el metabolismo de la glucosa (20). Este fue el comienzo del estudio del

papel de la microbiota intestinal en enfermedades metabolicas.



Posteriormente Cani y colaboradores identificaron la endotoxemia metabdlica, causada
por el lipopolisacarido bacteriano (LPS), como el factor desencadenante de la obesidad
y la resistencia a la insulina (21). Se describié un aumento en la permeabilidad intestinal
después de una dieta alta en grasas (22) y que el péptido similar al glucagon-1 y 2
(GLP-1 y GLP-2, respectivamente) y el péptido YY (PYY) se asociaron con una mejora

de la barrera intestinal después de un consumo prebidtico (23).

Los acidos grasos de cadena corta aparecieron como metabolitos clave de la microbiota
intestinal, y especialmente el butirato, ya que la disminucion en las bacterias
productoras de butirato se han identificado como una pauta caracteristica en los
pacientes metabolicos (24,25). Aunque en ultima instancia, el acetato estd atrayendo
una atencion especial, debido a que un aumento en la produccion de este dcido graso de
cadena corta por una microbiota intestinal alterada promoveria el sindrome

metabolico(26).

Los carbohidratos son una fuente importante de energia tanto para los humanos como
para la microbiota la cual es capaz de producir acidos grasos de cadena corta a partir de
la fermentacion de carbohidratos de la dieta que el ser humano no puede digerir por si
mismo. Entre los acidos grasos de cadena corta, butirato, propionato y acetato son los
mas estudiados. El butirato es la fuente principal de energia de los colonitos, favorece la
funciéon de la barrera intestinal y reduce la inflamacién (27). El propionato es
metabolizado en el higado y disminuye la lipogénesis hepatica y los niveles de
colesterol en suero y es un potente activador de las células L enteroendocrinas para la
senalizacion de la respuesta de saciedad (28). El acetato se usa principalmente como
fuente de energia pero también tiene un efecto periférico en el nlcleo arqueado del

hipotalamo para reducir el apetito (29).

Pero los acidos biliares también se han introducido en esta intrincada red, debido al
papel de la microbiota intestinal en el metabolismo de los 4acidos biliares secundarios y
la sintesis de acidos biliares en el higado por los mecanismos dependientes del receptor
X farnesoide (FXR) (30), ademas de que los acidos biliares pueden modular la
composicion microbiana intestinal mediante la activacion de la inmunidad innata (31).
Ademas, una reconstitucion de la microbiota intestinal restaura los niveles de acidos

biliares (32).



Los 4cidos biliares tienen un papel en la digestion de los lipidos pero también actiian
como moléculas de sefializacion. Los 4cidos biliares primarios activan preferentemente
a FXR mientras que TGRS es activado por los acidos biliares secundarios (33). Estos
receptores tienen un papel importante en la regulacion de numerosos procesos
metabolicos incluyendo la homeostasis de la glucosa y lipidica. La activacion en el
intestino de FXR conduce al incremento de los niveles circulantes del factor de
crecimiento de fibroblastos 19 (FGF19) el cual atentia la conversion hepatica de
colesterol a acidos biliares (34). Ademas, parece ser que la activacion de FXR juega un

papel muy importante en la regulacion hepatica del metabolismo de la glucosa (35).
Pérdida de peso

De esta manera, son numerosos los estudios que han asociado la obesidad con cambios
en la composicion y la funcion metabdlica de la microbiota intestinal (36,37). Los
desequilibrios de la microbiota intestinal se han reconocido como centrales en la
patogénesis de la obesidad (38). De una manera interesante, la pérdida de peso también
induce cambios importantes en la composicion de la microbiota intestinal. Sin embargo,
si los cambios observados en la composicion de la microbiota intestinal contribuyen a la
pérdida de peso o si es tan solo una consecuencia, no esté tan claro. La asociacion entre
la microbiota intestinal y la obesidad existe, pero la relacion causal o la consecuencia y

la magnitud de su contribucion en humanos, aun tiene que ser dilucidada.

El interés creciente de los estudios de microbiota intestinal en el campo de la obesidad
estan motivados por la posibilidad de manipulacion de la microbiota intestinal y que

esto sirva para ayudar a alcanzar y mantener la pérdida de peso.

Cualquier tipo de intervencion para la pérdida de peso va a cambiar la microbiota
intestinal, aunque su impacto no siempre va a estar correlacionado con la cantidad de
peso perdida (39). El tratamiento que primero se le recomienda al pacientes combina la
dieta y la actividad fisica. Otros procedimientos incluyen medicacion, pero los
procedimientos quirurgicos son los mas exitosos controlando el peso a largo plazo y

reduciendo la incidencia de otras comorbilidades (40,41).
Tratamiento dietético
Un gran numero de estudios han revelado que la dieta es la principal fuente de energia

de la microbiota intestinal, de esta manera tiene un impacto alto en su composicion y

funcionalidad (42,43). En modelos animales se ha llegado a explicar el 57% de la



variabilidad de la composicion de la microbiota intestinal con la dieta, mientras que la
genética explicaba un valor pequeno (44). La microbiota intestinal también es capaz de
responder rapidamente a los cambios especificos en la dieta, hacienda falta tan solo diez
dias o incluso solo uno para cambiar su perfil (42). Sin embargo, las pautas dietéticas a
largo plazo es lo que mayor impacto tiene sobre la composiciéon de la microbiota

intestinal (45).

La diversidad microbiana (riqueza y diversidad u homogeneidad) juega un papel clave
en la respuesta a las intervenciones dietéticas. Los cambios en la microbiota intestinal
inducidos por la dieta parecen contribuir al incremento de las epidemias de
enfermedades metabolicas de la actualidad, como la obesidad o la diabetes tipo 2, las
cuales muestran una caracteristica comuin que es un desequilibrio en sus microbiotas
intestinales o disbiosis (46). Una baja diversidad indica una respuesta pobre a la
intervencion (39). Este hecho podria explicar la baja efectividad (en porcentaje de

pérdida de peso) de los pacientes obesos con dieta.

Por otra parte, diferentes estrategias dietéticas van a desencadenar en diferentes
resultados. Esta disbiosis asociada a la obesidad y a la diabetes tipo 2 podria estar
mediada por la pautas dietéticas tan pobres caracteristicas de la dieta occidental, que
poseen un alto contenido en grasas saturadas y azucares. De hecho, esta dieta se ha
asociado a una gran disbiosis microbiana (47). Ademés, muchos otros procedimientos
usados debido a su gran eficacia en la pérdida de peso como las dietas restrictivas
parecen que promueven una reduccion de la diversidad microbiana, que es
correlacionada con la deficiencia del macronutriente mas que con la pérdida de peso

(39).

La dieta mediterranea es el modelo dietético que provee una mayor proteccion frente a
los eventos cardiovasculares (48). La dieta mediterranea se caracteriza por una gran
proporcion de consumo de verduras y una baja proporcion de consumo carne, y estd
asociada con perfiles metabdlicamente beneficiosos de microbiota intestinal (49). Estos
beneficios estan asociados con una mejora de la diversidad microbiana de los pacientes
(50). El consumo de una dieta compleja tiene como resultado un incremento en los
niveles de acidos grasos de cadena corta y ayudan a reclutar una mayor diversidad de la
microbiota intestinal (51). Asi pues, la dieta como la principal fuente de energia para la

microbiota intestinal tendrd un gran impacto sobre la composiciéon de microbiota



intestinal y su funcionalidad (52), lo que implica que una intervencion dietética podria

aliviar las enfermedades metabodlicas que causan disbiosis.

Cirugia bariatrica

Actualmente el método mas exitoso para el tratamiento de la obesidad, cuando se tiene
en cuenta la pérdida de peso, es la cirugia baridtrica. La cirugia bariatrica también es
altamente exitosa en la mejora de la salud comparado con los métodos dietéticos
convencionales, de hecho, la cirugia metabolica se ha incluido entre los tratamientos
antidiabéticos disponibles para los pacientes con diabetes tipo 2 y obesidad (53).
Después de un bypass gastrico, la diabetes se puede resolver incluso antes de que los
pacientes comiencen a perder peso, sugiriendo que este tipo de cirugia tiene un efecto
antidiabético directo. No se sabe exactamente cémo ocurre, pero el cambio de la
composicidn microbiana sugiere que la microbiota intestinal contribuye a la mejora
metabolica después del bypass gastrico (54). La reduccion de peso a través de la cirugia
bariatrica afecta a la composicion de la microbiota intestinal, pero la pérdida de peso
podria no ser el Unico factor responsable de estas modificaciones. La cirugia bariatrica
induce unos grandes cambios como resultado de la dieta, el a ambiente, cambios
sistémicos y anatomicos. El cambio del tracto gastrointestinal debido a la cirugia tiene
como resultado una enteroplasticidad causada por la alta tasa de nutrientes y un pH

alterado en el intestino delgado que contribuyen a los efectos fisiologicos (55).

El incremento de la abundancia relativa del filo Proteobacteria es una de las
alteraciones mas altas después de la cirugia bariatrica, y estd asociado al incremento en
la clase Gammaproteobacteria y a los géneros Escherichia, Klebsiella y Enterobacter
en las muestras de los pacientes después de una cirugia bariatrica y en modelos
animales (36,37). Ademads, se ha sugerido que la microbiota intestinal es un factor
relevante en el mantenimiento de la pérdida de peso en el largo plazo tras la

intervencion bariatrica (37).

Considerando que diferentes procedimientos de cirugia bariatrica tienen como resultado
diferentes recolocaciones del tracto digestivo, es posible que tengan efectos diferentes
sobre la microbiota intestinal. Algunos estudios han comparado la microbiota intestinal
de dos grupos de pacientes obesos después de diferentes procedimientos y han

encontrado que poseen diferentes perfiles (37). Ademas, cuando la cirugia bariatrica se
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acompafia con una intervencion dietética, los cambios en la microbiota intestinal son
mas pronunciados en los pacientes que se han realizado una cirugia bariatrica,
observando un crecimiento en la abundancia de las Proteobacteria y los Bacteroidetes
estos resultados indicarian que distintos procedimientos alteran la microbiota de una
manera diferente, y que los cambios en la microbiota intestinal podrian contribuir a la

mejora de la salud encontrada (56).

Asi pues el objetivo del presente estudio serd estudiar como cambian los diferentes
perfiles de microbiota intestinal con tres estrategias de bajada de peso: cirugia

bariatrica, dieta mediterranea y dieta cetogénica.

2. MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Todos los estudios fueron realizados en los hospitales Virgen de la Victoria u Hospital
Regional de Malaga (Malaga, Espafia), con la aprobacion del comité de ética de
Andalucia (CCEIBA) y bajo las directrices de la declaracion de Helsinki (2008) de la

asociacion médica mundial. Los participantes no recibieron ninglin incentivo monetario.
Cirugia bariatrica (BS)

El estudio incluyd 21 pacientes con obesidad modrbida que sufrieron una cirugia
bariatrica por laparoscopia del tipo manga gastrica. Fueron evaluados previamente a la
cirugia y tras tres meses durante un examen rutinario. Los criterios de inclusion fueron
presentar obesidad al menos durante 5 afios, con un indice de masa corporal > 35 kg/m”.
Los criterios de exclusion fueron: diabetes mellitus tupo 2 con tratamiento de insulina o
cualquier otro tratamiento antidiabético diferente de la metformina, pacientes con
cualquier otra patologia grave (cardiovascular, inflamatoria aguda, artritis o enfermedad
infecciosa), consumo de antibidticos o probiodticos o cualquier otra sustancia que cambie
la microbiota intestinal durante los tres meses previos a la cirugia, los pacientes que no
siguiesen la dieta recomendada por su médico el mes anterior a la cirugia, y que no

firmase el consentimiento informado del estudio.
Dieta mediterranea (MD)

21 pacientes de entre 55 y 75 afios fueron reclutados por la unidad de Endocrinologia.
Los criterios de inclusion fueron: edad comprendida entre los 55 y 75 afios, con un IMC

de entre 27-40 kg/m” que cumplan con al menos 3 criterios de sindrome metabélico
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segiin Aberti et al (57). El objetivo de la intervencioén dietética fue conseguir una
pérdida de peso corporal > 5%. Se recomend6 una Dieta Mediterranea, basada en el uso
de aceite de oliva como principal fuente de grasa visible y el consumo regular de
verduras y hortalizas (2 raciones/dia), frutas (3 porciones/dia), legumbres (3
raciones/semana) y pescado (3 veces en semana), reduciendo el consumo de carnes
rojas o embutidos (<2 veces en semana) y eliminando (o reduciendo a <l vez/semana)
el consumo de lacteos, bebidas azucaradas y reposteria o bolleria industrial. La dieta
recomendada aportd un déficit caldrico de 600 Kcal/dia, calculado segtn la ecuacion de
Harris-Benedict. La distribucion calérica fue: 45 % Hidratos de carbono, 35% grasas y
20 % proteinas y se recomendaron al menos cuatro ingestas al dia (Desayuno,
Almuerzo, Merienda y Cena). Ademas, se les recomend6 un programa de actividad

fisica.
Dieta cetogénica (CD)

Los 19 pacientes de este estudio pertenecen a un ensayo clinico de intervencion
nutricional, aletorizado, controlado y ciego que se desarrolld en un solo centro, el
Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Malaga. Los criterios de inclusion
fueron: edades comprendidas entre los 18 y los 65 afios, un indice de masa corporal >
30 kg/m”> y un peso estable en los tres meses previos. Los principales criterios de
exclusion fueron: diabetes mellitus, obesidad inducida por cualquier otro desorden
endocrino o por medicamentos. Los criterios de exclusion secundarios fueron:
desérdenes gastrointestinales, cualquier uso de antibioticos, probidticos o prebiodticos
que puedan alterar la microbiota intestinal en los 3 meses previos, depresion severa o
cualquier otra enfermedad psiquiatrica, abuso de narcéticos o de alcohol, insuficiencia
hepatica severa, cualquier tipo de insuficiencia renal o episodios de gota, neoplasia,
eventos previos de enfermedad cardiovascular o cerebrovascular, litiasis renal,
hipertension incontrolada y alteraciones electroliticas. Las mujeres embarazadas, en
lactancia, intentando quedarse embarazadas o no usando un método adecuado

contraceptivo, fueron excluidas.

Todos los participantes siguieron una dieta muy baja en hidratos de carbono de acuerdo
al programa comercial de pérdida de peso PnK (PnK method by Pronokal Group;
http://www.pronokalgroup.com), que incluye apoyo en la modificacién de los habitos
de vida y comportamentales de los pacientes. La intervencion incluye una evaluacion

por el especialista médico que desarrolla el estudio y la valoracion por un experto
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dietista. El programa de pérdida de peso consta de dos fases. Una primera fase que
consiste en la dieta cetogénica muy baja en hidratos de carbono con 600-800 Kcal/dia,
baja en hidratos de carbono y en grasa, que conlleva una suplementacion de vitaminas y
minerales como potasio, sodio, magnesio, calcio y 4acidos grasos 6émega-3.En este
estudio esta fase se mantuvo durante dos meses. Este método se basa en preparaciones
proteicas con una muy alta calidad proteica que continen 15 g de proteina, 4 g de
carbohidratos, 3 g de grasa y 50 mg de acido docosahexaenoico, que provee 90-110
Kcal. Luego los pacientes comienzan una dieta baja en carbohidratos de 800-1500
Kcal/dia, que dura otros dos meses. Sin embargo, para este TFM solo se tuvo en cuenta

la primera fase, la fase estrictamente cetogénica.
Medidas antropométricas y bioquimicas

Todos los pacientes entregaron una muestra fecal previa al comienzo del estudio (basal)
y tras el periodo de tratamiento: 2 meses en el caso de la dieta cetogénica, 3 meses para
la cirugia bariatrica y 6 meses para el caso de la dieta mediterranea. Asimismo, se les
realizaron las medidas antropométricas: peso y altura, con lo que se calcul6 el indice de
masa corporal (IMC) como el peso (kg) entre la altura al cuadrado (m?), asi como la
circunferencia de cintura, un estimador de la grasa visceral. También se les extrajo una
muestra de sangre tras un ayuno de 12 horas para la medida de las variables bioquimicas
de rutina: las concentraciones glucosa, colesterol total, colesterol HDL (lipoproteina de
alta densidad) y triglicéridos se midieron en un Dimension autoanalyzer (Dade Behring
Inc., Deerfield, IlI) por métodos enzimaticos (Randox Laboratories Ltd., UK). La
concentracion de colesterol LDL (proteina de baja densidad) se calculé mediante la
formula de Friedewald. Ademas, se les tomo la presion sanguinea sistolica y diastolica.
Toda esta informacién se introdujo en una base de datos usando el paquete estadistico

SPSS version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Extraccion de ADN de las muestras fecales

Las muestras fecales que se recogieron en el punto basal y tras la correspondiente
intervencion se congelaron inmediatamente a -80°C hasta su andlisis. La extraccion se
realiz6 con 200 mg de heces usando el QIAamp DNA stool minikit (QIAGEN)
siguiendo las intrucciones del fabricante. La concentracion de ADN y su pureza se

determinaron mediante un espectrofotdémetro Nanodrop (Nanodrop Technologies).

Anadlisis de la microbiota intestinal
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El ADN fecal se amplifico para la region 16S del rDNA bacteriano con el Ion 16S
Metagenomics Kit (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Este kit incluye
dos sets de primers que amplifican selectivamente las regiones hipervariables del 16S
rDNA bacteriano: el juego de primers V2-4-8 y el V3-6-7-9. Los productos de PCR
obtenidos se purificaron con las Agencourt AMPure XP DNA purification beads
(Beckman Coulter Inc., Ma, USA). Tras la verificacion de los amplificados mediante
gel de agarosa, la concentracion de ADN obtenida de las secuencias amplificadas se
estimaron con el sistema Qubit siguiendo las instrucciones del fabricante (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Las librerias se crearon usando el Ion Plus
Fragment Library kit (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Se usaron
cddigos de barras para diferenciar cada muestra con el Ion Xpress Barcode Adapters
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). La PCR en emulsion se realize en
el sistema automatizado Ion Chef System (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciacion de las librerias se
llevo a cabo en un Ion 520 chip usando el lon Torrent S5 (ThermoFisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Procesamiento de las secuencias

El preprocesamiento de las secuencias se realiz6 con el Torrent SuiteTM server
software (thermofisher), version 5.4.0 con los pardmetros por defecto para el 16S Target
Sequencing (bead loading <30, key signal<30 y usable sequences <30). Se obtuvieron
secuencias con 239 pares de bases de media, 255 pb de mediana y una moda de 261 pb.
Tras esto, se utilizo el pluggin del mismo software “fastq creator” para crear un archivo

fastq demultiplexado por muestra con el que continuar trabajando externamente.
Alineamiento y clasificacion taxonoémica de las secuencias

Las secuencias de alta calidad que pasaron los filtros anteriores se utilizaron para su

posterior analisis en el software gratuito QIIME2 (https://qiime2.org). La informacion
completa se puede encontrar en el anexo 1, pero someramente: los archivos fastq
generados por el Torrent SuiteTM server software (thermofisher) se importaron en
QIIME2 en forma de artefacto asi como sus metadatos asociados. Se construyé la
“FeatureTable” que contiene las frecuencias de cada secuencia individual encontrada en
cada muestra utilizando DADA?2 (58) que integra un filtrado de secuencias quiméricas.

Para los siguientes pasos de diversidad filogenética, se construy6 un arbol con todas las
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interrelaciones existentes entre las secuencias unicas encontradas anteriormente. Se
calcularon la alfa y beta diversidades de nuestras comunidades, previa rarefaccion de las
muestras a 22.273 secuencias, que es el menor nimero de secuencias que presentan
nuestras muestras. Se utilizaron las distancias UniFrac para calcular las similitud entre
poblaciones (59). Para clasificar las secuencias de acuerdo a su informacion taxonémica
se utiliz6 la extension qiime feature-classifier utilizando el método de alineamiento por
consenso vsearch (60), utilizando la base de datos Greengenes 16S rRNA gene al 99%

de identidad.

Para el analisis de los datos obtenidos, se dio paso su traduccion al formato biom
compatible con las mayoria de los programas disponibles, mediante la herramienta
qiime tools exports. Con esto, se obtuvo una otu table.biom que es totalmente

comparable a las FeatureTable con la que hemos trabajado.

Se utiliz6 la plataforma Microbiome Analyst (http://www.microbiomeanalyst.ca), en su
version Marker Data Profiler (MDP) (61) que provee de una gran variedad de analisis
para la explotacion de los resultados de metagendomica dirigida. En el anexo 2 se

presentan las caracteristicas del programa.
Andlisis funcional

Para estudiar la potencialidad de nuestra microbiota, inferimos la funcionalidad de los
genes presentes en nuestras muestras mediante el programa PICRUSt (Phylogenetic
Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States) (62). Para el
uso de esta herramienta se necesita que nuestra otu_table.biom se haya construido bajo
un régimen de enfrentar nuestras secuencias a las secuencias referencia de la base de
datos Greengenes 13 5 al 97% de identidad en un pick closed reference otus. Para
ello se utiliz6 la antigua version de qiime (63) debido a su mayor velocidad. Para su
andlisis se utilizo el softwate STAMP (64), previa adaptacion de los formatos con la

plataforma Microbiome Helper (65) (Anexo 3).
3. RESULTADOS
a) Caracteristicas de los pacientes

Las caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los diferentes pacientes a tiempo
basal y post-tratamiento se observan en la tabla 1. En términos generales se observan
diferencias entre las caracteristicas de los pacientes a tiempo basal, algo esperable ya

que se tratan de tres cohortes independientes. Los pacientes que se sometieron a la dieta
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mediterranea presentan una edad mayor que el resto de tratamientos. De igual manera,
el IMC de los pacientes sometidos a cirugia baridtrica fue mayor que la de los pacientes
del resto de tratamientos, situandose en valores de obesidad moérbida (IMC>40 kg/m2),
mientras que el resto de pacientes eran obesos (30<IMC<40 kg/m2). Con respecto al
resto de variables metabdlicas se observa que el metabolismo glucidico de los pacientes
que iban a someterse a MD y a BS estaba en peor estado que el de CD (mayores niveles
de glucosa y hemoglobina glucosilada, aunque esta tltima solo mostrd una tendencia).
Sin embargo, el metabolismo lipidico establecido con los valores de triglicéridos y de
colesterol, no mostraba grandes diferencias entre los grupos, si bien los pacientes de CD

y MD obtuvieron unos mayores niveles de LDL colesterol con respecto al grupo BS.

Tabla 1. Tabla de variables antropométricas y bioquimicas principales de los grupos de
estudio antes y después de la intervencion de bajada de peso. Se ha analizado
estadisticamente con una t de student de muestras relacionadas dentro de cada grupo. *
Indica P>0.05 del tiempo postratamiento con respecto al tiempo basal. * Indica
diferencias entre los tres grupos a tiempo basal (ANOVA, P>0.05). € Indica diferencias

entre los tres grupos a tiempo post-tratamiento (ANOVA, P>0.05).

Basal 6M Basal 2M Basal 3M
21 18 22

SEXO (H/M) 10/11 8/10 9/13
EDAD (afios) 64.70+£2.40 42.61+10.86 47.54+5.52
GLUCOSA*® 106.85+19.19 100.9+10.39 87.22+9.43 83.17£9.26  113.42.00+34.51  89.38+12.13*
CINTURA®® 112.03+8.15 104.28+8.18* 110.44+6.57 97.89+6.69* 132.15+11.59 116.20+8.93*
MC* 33.41£3.30 30.66%3.35% 33.06+5.02 28.53+1.34* 4527+4.97 37.30+4.40*
COLESTEROL
TOTAL 210.45+30.61 199.75+35.93  203.94+31.63  185.89+30.08%*  190.38+22.43 187.00+£24.04
HDL-COL* 50.90+12.96 56.25+13.56* 53.53+13.15 53.22+12.77 46.10£10.19 46.29+9.89
LDL-COL* 129.00+30.85 119.30+33.99 125.41+30.55 116.03+27.40 107.73+22.51 116.19+22.60
TAS® 138.24+12.41 132.19+13.01 129.44+16.52  118.39+11.99*  139.40+22.67 132.65+22.31
TADIAS® 75.76+10.26 131.90£14.84* 79.56+7.41 74.39+8.72* 86.35+11.23 82.15+13.30
TG* 153.60+45.82  120.85+47.30%  137.17+63.26  83.17£23.92%  208.76+185.53  123.33+39.65*
PESO** 88.11£11.22 80.30£10.93* 93.16+10.21 80.23+7.42% 128.55£17.42  104.63+13.26*
hbacl® 5.90+0.57 5.58+0.29% 5.45+0.21 5.13+0.34* 5.99+1.01 5.39£0.29%

En la tabla 2 se pueden observar las diferencias medias que cada grupo sufrid6 con

respecto a las variables bioquimicas y antropométricas anteriores. De esta manera se
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pueden observar mejor los resultados de los tratamientos. Se observa que los mayores
cambios como era de esperar debido a ser una técnica mas agresiva. La dieta cetogénica
se encuadraria en un tratamiento intermedio, mientras que la dieta mediterranea, si bien

ha sido el periodo més largo, seria el tratamiento que unos menores cambios reportaria.

Tabla 2. Tabla de variables antropométricas y variables bioquimicas de los cambios
establecidos en estas variables durante el periodo de estudio. Se ha analizado
estadisticamente mediante una ANOVA con un post-hoc de Bonferroni. Letras

diferentes significan diferencias entre grupos (P<0.05).

Basal Basal Basal
n 21 18 22
GLUCOSA -5.95+17.47b -4.05+10.87 b -24.05+£27.59 a
CINTURA -7.75+2.57 b -12.56+4.46 a -15.95+5.61 a
IMC -2.74£0.91 ¢ -4.52+0.70 b -7.97£2.09 a
COLESTEROL
TOTAL -10.70+25.96 -18.06+29.37 -3.38+20.74
HDL-COL 5.354£9.34 0.70+7.46 0.19+8.50
LDL-COL -9.70+£21.80 a -7.204+24.35 ab 8.46+23.50 b
TAS -6.05+13.60 -11.06+10.80 -6.75+20.91
TADIAS 6.14£13.31 -5.17+£7.76 -4.2+14.37
TG -32.75+£37.41 -54.00+59.23 -85.42+170.53
PESO -7.81£1.96 ¢ -12.924£3.07 b -23.92+7,51 a
hbacl -0.32+0.38 -0.32+0.26 -0.60+0.90

b)

Caracteristicas de las secuencias analizadas

En total se han recopilado y secuenciado 124 muestras: 21 pacientes con dieta
mediterranea, 19 con dieta cetogénica y 22 pacientes con cirugia baridtrica. En total
tenemos 17.133.859 de secuencias con un minimo de 21.870 y un maximo de 369.393.

Mediana de 114.323,5 secuencias.

En el proceso de los analisis de calidad de las muestras, se ha observado que si bien las
secuencias tienen una mediana de 255 pb, las muestras que poseen un tamafio mayor a

las 300 pb pierden estabilidad (Figura 1):
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Figura 1. Andlisis de calidad de las muestras. Se representa el nivel de calidad (que se

espera sea >30) en relacion a la longitud de la secuencia.

Adentrandonos en las muestras, observamos que tras realizar la asignacion de las
diferentes unidades de observacion (features) las muestras presentan principalmente

unas 70.000-80.000 unidades observacion.
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Figura 2. Histograma de la frecuencia de unidades de observacién por muestra.

¢) Microbiota intestinal

En un primer acercamiento a los resultados de la microbiota intestinal, se estableci6 el

andlisis de la beta diversidad. En la figura 3 se observan las distancias unweighted
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Unifrac en un analisis de coordinadas principales las poblaciones microbianas de los
tres tratamientos antes y después de la intervencion. Si bien aparentemente no hay una
diferencia, en un andlisis PERMANOVA posterior, se estableci6 que existian

diferencias entre ellas:
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Figura 3. Andlisis de coordinadas principales entre las poblaciones microbianas
estudiadas. El andlisis PERMANOVA establece que hay diferencias entre las
poblaciones estudiadas (P=0,001).

En cuanto a la alfa diversidad, con la que podemos estimar la riqueza y diversidad de
los tratamientos, observamos en la Figura 4 que teniendo en cuenta diferentes indices
que si bien hay diferencias entre diferentes poblaciones, con la dieta mediterranea
difiriendo claramente de las demads, hay unos pequefios cambios en las intervenciones
que deben ser estudiadas para los casos particulares ya que de manera general se

pierden:
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Figura 4. Alfa diversidad de los diferentes tratamientos estudiados. BS: cirugia

bariatrica, CD: dieta cetogénica y MD: dieta mediterranea.

Asi una vez explorados los datos de una manera general, pasamos a lo que es central en

el estudio, los cambios que se encuentran dentro de cada tratamiento.

Cirugia baridatrica

Pacientes

Observando la tabla 1 encontramos que la cirugia baridtrica va a cambiar
significativamente los siguientes pardmetros: peso, glucosa, cintura, IMC, triglicéridos y
hemoglobina glicosilada. Sin embargo no se observan diferencias en las variables de
colesterol y presion arterial, indicativo de su procedimiento de cirugia, la manga

géstrica.
Microbiota intestinal
Diversidad

Cuando atendemos a los analisis de beta diversidad para encontrar las relaciones de las
poblaciones bacterianas no se llegan a observar diferencias significativas atendiendo al

analisis de PERMANOVA (p=0,407) (figura 5a).
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Figura 5. a) PCoA de la intervencion de cirugia bariétrica para la pérdida de peso. Los
puntos naranjas corresponden al tiempo basal, mientras que los verdes al punto post-
intervencion. b) Medidas de la Riqueza (indice de Shannon) y la diversidad (indice de

Pielou) de las poblaciones bacterianas antes y después de la intervencion quirurgica.

En cuanto a la diversidad observamos un ligero aumento de la riqueza y de la

diversidad, pero sin llegar a ser significativo (Figura 5b)
Poblaciones microbianas

Para observar la homogeneidad de las muestras en cuanto a la filogenia de sus
poblaciones, realizamos un grafico de areas atendiendo a los filos, familias y géneros de
las poblaciones, venos que si bien se observan los mismos filos, se observa una gran

variabilidad entre los diferentes individuos (figura 6):
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Figura 6. Graficos de area de las poblaciones bacterianas de los pacientes sometidos a
una cirugia baridtrica para la bajada de peso: a) nivel de filo, b) nivel de familia, ¢) nivel

de género.

Para poder observar los resultados consenso de los diferentes puntos de andlisis, vamos
a observar un grafico circular donde se van a representar las poblaciones consenso de
los diferentes puntos de muestreo. En este caso mostramos los resultados para el nivel

de filo y género.
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Lo primero que observamos es un aumento de los Bacteroidetes y de las
Proteobacterias en detrimento de los Firmicutes. Algo que llama la atencion también es
el alto nimero de bacterias que no se han podido clasificar. Sin embargo, poco se puede
decir sin realizar una estadistica de los datos de su abundancia diferencial. En el estudio
de la microbiota intestinal se han establecido diferentes aproximaciones, si bien, no hay
ninguna estandarizaciéon, por lo que muchas veces lo correcto es aplicar diferentes
aproximaciones y observar como de homogéneas son entre ellas: analisis univariante, el
mas estricto; andlisis usando MetagenomeSeq ideado para las plataformas de
secuenciacion masiva; y estrategias RNAseq. En la siguiente tabla (Tabla 3)
observamos los diferentes taxones para los que encontramos diferencias significativas

atendiendo a la abundancia diferencial antes y después del tratamiento:

Tabla 3. Taxones con la abundancia estadisticamente significativa diferente antes y
después de la cirugia bariatrica atendiendo a tres estrategias estadisticas diferentes:
analisis univariante (U-MannWhitney), MetagenomeSeq (Ajuste gaussiano) o RNAseq

(algoritmo EdgeR basado en una distribucion negativa binomial). Se muestran aquellos
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taxones estadisticamente significativos después de corregirse para comparaciones

multiples (FDR).

Univariante MetagenomeSeq RNAseq
Carnobacteriaceae | Lentisphaerae Lentisphaerae (0.05215)
Verrucomicrobia

Bacteroidetes (0.05215)
Carnobacteriaceae Porphyromonadaceae
S24 7 Victivallaceae
Victivallaceae Parabacteroides
Mogibacteriaceae Klebsiella
Odoribacteraceae Clostridium
Prevotellaceae (0.053044) | Anaerotruncus
Granulicatella Anaerostipes
Anaerostipes Granulicatella
Klebsiella Megamonas
Megamonas Roseburia
Mogibacterium Ruminococcus
Faecalibacterium
(0.055054) Akkermansia

En la siguiente figura (Figura 7) se pueden observar los taxones diferentes por

método RNAseq:

24



Figura 7. Poblaciones bacterianas atendiendo al nivel de filo, familia y género
estadisticamente significativas comparando las poblaciones de la microbiota intestinal

tras someterse a una cirugia bariatrica.

Busqueda de marcadores

Uno de los andlisis mas importantes en el estudio de la microbiota intestinal es la
busqueda de marcadores de bacterias que sean clave para un tratamiento. De esta
manera se han desarrollado dos estrategias: una basada en el algoritmo LEFse (Analisis
linear discriminante basado en el efecto del tamano) y un Random Forest. No se han
encontrado diferencias significativas después de la correccion por comparaciones
multiples en el analisis con LEFSE, aunque se han observado diferentes tendencias. En
cuanto al test de Random Forest se han observado grupos minoritarios que podrian
establecer algun tipo de importancia, aunque hay que decir que parece que son varias las

poblaciones que podrian tener un papel en ello: Actinobacteriaceae, Carnobacteriaceae

y Granulicatella (Figura 8).
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Figura 8. Busqueda de marcadores mediante a) LEFse y b) Random Forest asociados a

la cirugia bariatrica.

Dieta Mediterranea

Pacientes
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Los pacientes que han sido sometidos a una intervencion dietética con dieta
mediterranea se observa que han perdido una media de 8 kg, por lo que su peso, IMC y
perimetro de la cintura ha mejorado considerablemente. Otros pardmetros se han visto
igualmente beneficiados, como: el aumento del HDL-colesterol, una disminucion de los

triglicéridos y de la hemoglobina glicosilada.
Microbiota intestinal
Diversidad

Atendiendo a los datos de diversidad, en el caso de la dieta mediterranea observamos
(Figura 9) que si bien en el PCoA no se observa una separacion de las poblaciones
bacterianas antes y después de la intervencion dietética (PERMANOVA, p=0,948), en
el caso de la alfa diversidad se observa un claro aumento de la riqueza (indice de

Shannon, p=0,012) y de la diversidad (evenness, p=0,054).

Shannon Index
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‘ |
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b ]
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Figura 9. Diversidad microbiana de los pacientes sometidos a dieta mediterranea. a)
Beta diversidad, Distancias Unweighted Unifrac, b) alfa diversidad medida con la

riqueza (indice de Shannon) y de diversidad (evenness, indice de Pielou).

Observando las pautas individuales de los pacientes sometidos a MD observamos de
nuevo que hay una gran heterogeneidad entre pacientes en todos los o6rdenes. Esta vez lo

estudiamos gracias a los heatmaps (Figura 10)

26



27

Description
Treatment.time
Time
Treatment

Bacteroidaceae
Pasteurellaceae
Peptostreptococcaceae
Streptococcaceae
Porphyromonadaceae
Prevotellaceae
Enterobacteriaceae
Alcaligenaceae
Paraprevotellaceae
Barnesiellaceae
Verrucomicrobiaceae
Bifidobacteriaceae
Coriobacteriaceae
Desulfovibrionaceae
Veillonellaceae
Odoribacteraceae
Rikenellaceae
Not_Assigned
Christensenellaceae
Oxalobacteraceae
Erysipelotrichaceae
Lachnospiraceae
Clostridiaceae

Ruminococcaceae

Description
Treatment.time
Time
Treatment

Proteobacteria

Synergistetes

Firmicutes
Tenericutes
Bacteroidetes
Cyanobacteria
Not_Assigned
Actinobacteria

Verrucomicrobia

-2

-4
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Figura 10. Heatmaps de las poblaciones bacterianas de los pacientes sometidos a dieta

Description
Treatment.time
Time
Treatment

n

Oscillospira
Akkermansia
Butyricimonas
Alistipes

Ruminococcus

Blautia
Bifidobacterium
Collinsella
Anaerostipes
Parabacteroides
Paraprevotella
Sutterella
Bacteroides
Prevotella
Streptococcus
Roseburia
Bilophila
Phascolarctobacterium
Oxalobacter
Odoribacter
Coprococcus
Not_Assigned
Lachnobacterium
Lachnospira
Dorea
Faecalibacterium
Adlercreutzia

Clostridium

mediterranea. a) Nivel de filo, b) nivel de familia, ¢) nivel de género.

Pero lo que mas nos interesa es observar las poblaciones a los diferentes tiempos

(Figura 11):
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Figura 11. Graficos circulares de las poblaciones bacterianas antes y después de la
intervencion de dieta mediterranea a nivel de filo y de los géneros pertenecientes a los

principales filos encontrados.

Con los graficos circulares podemos hacernos una mejor idea de lo que esta ocurriendo.
Tras el periodo de dieta mediterrdnea observamos principalmente una disminucion de
los Bacteroidetes con un aumento de los Firmicutes. Vemos que en el nivel de género
muchas de las secuencias no se han podido identificar, pero esta pauta parece constante
entre los dos tiempos medidos. Observamos un aumento bastante pronunciado de
Lachnospira y una disminucion de Sutterella. Asi, nos adentramos en los buscar
abundancias diferentes estadisticamente significativas entre los dos tiempos, siguiendo
con la anterior estrategia de usar diferentes aproximaciones estadisticas. Los taxones
diferentemente abundantes y estadisticamente significativos entre ambos tiempos se ven

reflejados en la siguiente tabla (Tabla 4):

Tabla 4. Taxones estadisticamente significativos atendiendo a los diferentes test
estadisticos: test univariante, MetagenomeSeq y RNAseq entre los dos tiempos de la

intervencion con dieta mediterranea.
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Univariante | MetagenomeSeq RNAseq

Verrucomicrobia

(0.051179) Verrucomicrobia

Oxalobacteraceae Verrucomicrobiaceae

Verrucomicrobiaceae Peptostreptococcaceae

Peptostreptococcaceae Akkermansia

Akkermansia Lachnospira
Adlercreutzia
Oxalobacter

Se observa que los taxones afectados por la dieta son menores que en el caso de la
cirugia bariatrica, prueba de una intervencidon no tan agresiva como la anterior técnica
de pérdida de peso. Atendiendo a las variaciones se observa un aumento de las
Verrucomicrobiaceae 'y Oxalobacteriaceae, asi como de la bacteria beneficiosa
Akkermansia, y una disminucion de las Peptostreptoccoccaceae, cuando se analiza
mediante MetagenomeSeq y con la aproximacion RNAseq, se muestra un aumento de
las Verrunomicrobia, su familia Verrucomicrobiaceae y su género Akkermansia, asi

como de Lachnospira, Azlercreucia y Oxalabacter, y una disminuciéon de las

Peptostreptoccoccaceae (Figura 12).
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Figura 12. Taxones diferentemente abundantes a los dos tiempos medidos de la
intervencion con dieta mediterranea atendiendo a la estrategia estadistica seguida por

RNAseq.
Busqueda de marcadores

Utilizando la estrategia anterior de buscar marcadores mediante la herramienta
estadistica LEFse y Random Forest, podemos decir que si bien sigue sin haber ningun
grupo bacteriano claro por la herramienta LEFse estadisticamente significativa, en el
Random Forest se han encontrado unos taxones que tienen algo mas de poder que en la
cirugia bariatrica. Asi, podemos ver que los Firmicutes aumentan, disminuyendo las
Actinobacteria 'y las Proteobacteria. Aumentan las Verrucomicrobiaceae y las

Bifidobacteriaceae, asi como Coprococcus (Figura 13):
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Figura 13. Busqueda de marcadores mediante a) LEFse y b) Random Forest asociados a

la dieta mediterranea.

Dieta cetogénica

Pacientes

En cuanto a la pérdida de peso, la dieta cetogénica se encuentra en un nivel intermedio
entre la MD y la BS, de igual manera que en muchas de las mejoras metabolicas que se
han registrado tras la intervencion cetogénica: una bajada de los niveles de colesterol
total, triglicéridos y de la presion arterial diastdlica, asi como de la hemoglobina

glicosilada.
Microbiota intestinal
Diversidad

La dieta cetogénica va a transformar completamente la microbiota intestinal, como se
observa en el andlisis de su beta diversidad en el que un analisis d¢ PERMANOVA nos
da diferencias estadisticamente significativas entre la poblacion microbiana a tiempo
basal y tras dos meses sometidos a dieta cetogénica (P=0,017). Sin embargo, la riqueza

y la diversidad, si bien se observa un pequefio incremento, no llega a ser
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estadisticamente significativo (Shannon index, p=0,204, Pielou index, p=0,193). Estos

datos se pueden observar en la Figura 14:

b) Shannon Index
a)
o
° .
o
L]
o
) o
Oe °
° Evenness
9 U.o o o2
L] o 0.
° ° .
o o "
o ® o ® © J |
® \ |
° °® ‘ ! ‘ ‘
° ° [ -
Axis 3 (1.498 %) ° Axis 1(11.40 %)

Figura 14. Diversidad microbiana de los pacientes sometidos a dieta cetogénica. a) Beta
diversidad, Distancias Unweighted Unifrac, b) alfa diversidad medida con la riqueza

(indice de Shannon) y de diversidad (evenness, indice de Pielou).
Poblaciones microbianas

Observamos de nuevo en los graficos de areas una gran variacion interindividual. Pero
en este caso se observan claras diferencias entre el pre-tratamiento y el post-tratamiento,
sobre todo al nivel de familia y género, con la aparicion y desaparicion de bacterias

(Figura 15):
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Figura 15. Gréficos de area de las poblaciones bacterianas de los pacientes sometidos a
una dieta cetogénica para la bajada de peso: a) nivel de filo, b) nivel de familia, c) nivel

de género.

En los gréficos circulares (Figura 16), observamos un aumento de la variedad de
bacterias. Parabacteroides y Phascolabacterium sufrieron un gran incremento, como

decrecieron Lachnospira, Sutterella y Klebsiella.
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Figura 16. Graficos circulares de las poblaciones bacterianas antes y después de la
intervencion de dieta cetogénica a nivel de filo y de los géneros pertenecientes a los

principales filos encontrados.

Tabla 5. Taxones estadisticamente significativos atendiendo a los diferentes test

estadisticos: test univariante, MetagenomeSeq y RNAseq entre los dos tiempos de la

intervencion con dieta cetogénica.

Univariante MetagenomeSeq RNAseq
Porphyromonadaceae Verrucomicrobia Verrucomicrobia
Christensenellaceae Porphyromonadaceae Porphyromonadaceae
Parabacteroides Christensenellaceae Verrucomicrobiaceae
Roseburia Verrucomicrobiaceae Parabacteroides
Ruminococcus Parabacteroides Roseburia
Akkermansia (0.058383) | Akkermansia Akkermansia

Adlercreutzia Ruminococcus

Roseburia Klebsiella

Ruminococcus

Phascolarctobacterium

Eggerthella

Clostridium
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Esta tendencia observada de grandes cambios en las poblaciones bacterianas, se ve
reflejada en el andlisis de abundancia diferencial, ya que se observan grandes cambios
en las bacterias con la intervencion dietética, incluso con el analisis univariante (Tabla

5):

Asi, se observan muchos cambios con todas las aproximaciones, pero con
MetagenomeSeq se han reportado una mayor cantidad: aumento de la mayoria de los
taxones que se ven a continuacion (Figura 17), a excepcion de Roseburia 'y Clostridium

que se vieron mermados.
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Figura 17. Taxones diferentemente abundantes a los dos tiempos medidos de la
intervencion con dieta cetogénica atendiendo a la estrategia estadistica seguida por

Metagenomeseq.
Busqueda de biomarcadores

En este caso, se han encontrado diferencias significativas incluso por la herramienta
LEFse por lo que podrian servir como biomarcadores en los siguientes grupos:

Porphyromonadaceae y Christensenellaceae, asi como en Parabacteroides, Roseburia
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y Ruminoccocus. Atendiendo al andlisis por Random Forest, también se han encontrado
los siguientes grupos: aumento de Verrunomicrobia es indicador del post-tratamiento,

asi como las Porphyromonadaceae y Parabacteroides (Figura 18):
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Figura 18. Busqueda de marcadores mediante a) LEFse y b) Random Forest asociados a

la dieta cetogénica.

Microbiota intestinal a tiempo final

Diversidad

Para poder hacer una valoracion conjunta de las diferentes estrategias de pérdida de
peso, vamos a analizar las tres poblaciones a tiempo final. Observamos que hay
diferencias claras entre las tres poblaciones bacterianas en el analisis de PERMANOVA
con las tres poblaciones (P=0,001) y también cuando se estudiaban apareadas
(P=0,001). En cuanto a los analisis de riqueza se observa que hay diferencias claras
(P=0,0002), pero al ahondar en las relaciones se observa que las diferencias se
encuentran entre la cirugia bariatrica y la dieta cetogénica (P=0,0009) y la dieta
cetogénica y la mediterranea (P=0,0004), no encontrandose entre la cirugia bariatrica y
la dieta mediterranea. Por su parte en la diversidad, se observan exactamente las mismas
relaciones: entre los grupos (P=0,00003), entre la cirugia bariatrica y la dieta cetogénica
(P=0,0003), y la dieta cetogénica y la dieta mediterranea (P=0,00009), no encontrandose

diferencias estadisticamente significativas entre la dieta mediterranea y la cirugia
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bariatrica (P=0,610). Estos resultados se pueden observar de manera grafica en la figura

19:
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Figura 19. Diversidad microbiana de los pacientes sometidos a las diferentes
intervenciones para la pérdida de peso. a) Beta diversidad, Distancias Unweighted
Unifrac, b) alfa diversidad medida con la riqueza (indice de Shannon) y de diversidad
(evenness, indice de Pielou). BS: cirugia baridtrica, CD: dieta cetogénica y MD: dieta

mediterranea.
Busqueda de biomarcadores

Si directamente nos vamos a la busqueda de biomarcadores con las tres poblaciones,
encontramos grupos bacterianos claros atendiendo a las dos estrategias seguidas: LEFse

y Random Forest. En la primera observamos

En la dieta cetogénica observamos un aumento considerable de Proteobacteria,
mientras que en la dieta mediterranea de Firmicutes. Estos dos resultados se observan
en ambas estrategias. A nivel de familia, y teniendo en cuenta las dos estrategias, nos
quedamos con que la familia Porphyromonadaceae estd aumentada en la dieta
cetogénica, mientras que las Streptococcaceae en la cirugia baridtrica y las
Ruminococcaceae en la dieta mediterranea. A su vez, a nivel de género, nos quedamos
con Parabacteroides en la dieta cetogénica, Streptoccocus y Dorea en la cirugia

bariatrica y Roseburia, Lachnospira y Odoribacter en la dieta mediterranea (Figura 20):
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Figura 20. Busqueda de marcadores mediante a) LEFse y b) Random Forest asociados a
la cada tipo de intervencion para la pérdida de peso. BS: cirugia baridtrica, CD: dieta

cetogénica y MD: dieta mediterranea.

d) Analisis funcional

Tras conocer el perfil de la microbiota intestinal, es el momento de conocer qué es lo
que potencialmente puede hacer, de manera que podamos entender mejor cémo la
microbiota intestinal estd interviniendo en la pérdida de peso en cada tipo de
intervencion. Para ello, se analizaron nuestras poblaciones con el programa PICRUSH,

que utilizando las secuencias del 16S rRNA, es capaz de inferir los genes de esas

bacterias.

Cirugia baridtrica

El efecto de la cirugia bariatrica en la intensificacion del metabolismo se puede observar
en la potencialidad de la funcionalidad de la microbiota de los pacientes. En la figura
21 se pueden observar las rutas que se vieron afectadas por el tratamiento. Llama la
atencion la mejora del metabolismo hidrocarbonado y lipidico. Por otro lado parece que
se pierde actividad en el metabolismo de los nucleétidos, aminoacidos y vitaminas, y de

una forma general, en el metabolismo energético, al disminuir la cantidad de energia a

metabolizar.
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Figura 21. Rutas KEGG de las contribuciones predichas de los datos metagenomicos de

cirugia bariatrica en el nivel 2. En rojo se han resaltado las rutas implicadas en el

metabolismo.

Adentrandonos mads concretamente en lo que significan estas rutas metabdlicas,
observamos en la figura 22 como todas las rutas implicadas en el metabolismo
aminoacidico se han visto altamente mermadas con la intervencion, si bien algunas se

han visto incrementadas como la degradacion de la lisina o el metabolismo de la beta-
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alanina. Sin embargo, el metabolismo de los acidos grasos se ha visto incrementado
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Figura 22. Rutas KEGG de las contribuciones predichas de los datos metagenomicos de
cirugia bariatrica en el nivel 3. En rojo se han resaltado las rutas implicadas en el

metabolismo.

Dieta Mediterranea

Como en el caso del perfil de microbiota intestinal, en el caso de la funcionalidad de sus
genes también se han observado pocas variaciones con la intervencion dietética de tipo
mediterraneo. Como se observa en la figura 23, no hay grandes rutas implicadas en el
metabolismo, si no que las rutas mas afectadas pertenecen a procesos regulatorios del

propio sistema
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Figura 23. Rutas KEGG de las contribuciones predichas de los datos metagenomicos de
dieta mediterranea en el nivel 2. En rojo se han resaltado las rutas implicadas en el

metabolismo.

Yendo un poco mas lejos para entender mejor las rutas encontramos en la Figura 24 que
ha habido una disminucién de la biosintesis de lipopolisacaridos y un aumento en la

sintesis y degradacion de los cuerpos cetonicos.
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Figura 24. Rutas KEGG de las contribuciones predichas de los datos metagenomicos de

dieta mediterranea en el nivel 3. En rojo se han resaltado las rutas implicadas en el

metabolismo.

Dieta cetogénica

La dieta cetogénica supone un aumento de la funcionalidad del sistema excretor y de las
enfermedades metabolicas, siendo estas las dos estadisticamente mas relevantes ya que
superan hasta la correccién multiple por FDR. Pero de especial interés es el hecho de
que aumente el metabolismo de carbohidratos y lipidico, entendiendo que con esto la

microbiota intestinal esta altamente involucrada en el metabolismo de esta dieta (Figura

25).
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Figura 25. Rutas KEGG de las contribuciones predichas de los datos metagenomicos de
dieta cetogénica en el nivel 2. En rojo se han resaltado las rutas implicadas en el

metabolismo.

Cuando ahondamos en lo que esto supone, observamos que si bien se han encontrado
mas de 50 funciones que se ven cambiadas estadisticamente, en la Figura 26 se
muestran tan solo aquellas que son més fuertes y que son capaces de pasar la correccion
multiple FDR. De especial mencion es el aumento del metabolismo del piruvato y de los

azucares aminoacidicos y nucleotidicos.
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Figura 26. Rutas KEGG de las contribuciones predichas de los datos metagenomicos de
dieta cetogénica en el nivel 3. En rojo se han resaltado las rutas implicadas en el

metabolismo.

Comparacion entre los tres tratamientos

Al analizar las relaciones entre la cirugia bariatrica y la dieta mediterranea, observamos
que esta ultima incrementa el metabolismo energético y nucleotidico de las purinas y
pirimidinas. Sin embargo, no se observan unas grandes diferencias, de hecho ninguna de

las relaciones aguanta la correccion multiple por FDR.
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Figura 27. Rutas KEGG de las contribuciones predichas de los datos metagendémicos
post-intervencion de la cirugia bariétrica (BS) y la dieta mediterranea (MD) en el nivel

2. En rojo se han resaltado las rutas implicadas en el metabolismo.

Cuando comparamos la cirugia bariatrica con la dieta cetogénica, se observa que la
microbiota intestinal que se obtiene tras la cirugia bariatrica tiene una mejora de la
capacidad de metabolizar los carbohidratos y los lipidos. Sin embargo, la dieta
cetogénica ve aumentada la ruta de la sefial de PPAR y de sefalizacion de las
adipokinas, viéndose su relacion con el tejido adiposo de los pacientes y con la via de

sintesis y degradacion de los cuerpos cetonicos.
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Figura 28. Figura 27. Rutas KEGG de las contribuciones predichas de los datos
metagenomicos post-intervencion de la cirugia bariatrica (BS) y la dieta cetogénica
(CD) en los niveles 2 y 3. En rojo se han resaltado las rutas implicadas en el

metabolismo.

Cuando comparamos las dos intervenciones dietéticas, observamos las diferencias entre
ambas y como la distinta disponibilidad de nutrientes afecta a la funcionalidad de la
microbiota intestinal. Asa, la dieta cetogénica aumenta lo relativo al metabolismo de
los 4cidos grasos, mientras que la dieta mediterranea mejora la adaptacion del ambiente.
En la Figura 29 observamos tan solo aquellas rutas que han pasado la correccién
multiple por FDR, pero en el anexo observamos todas las relaciones significativas con
el p-valor corregido. Asi se puede ver como aumenta la maquinaria para la degradacion
de las fibras alimentarias por parte de la dieta mediterranea o un aumento de los

lipopolisacaridos en la dieta cetogénica.
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Figura 29. Figura 27. Rutas KEGG de las contribuciones predichas de los datos
metagenomicos post-intervencion de la dieta mediterranea (MD) y la dieta cetogénica
(CD) en los niveles 2 y 3. En rojo se han resaltado las rutas implicadas en el

metabolismo.
e) IMC y microbiota

Utilizando el antiguo formato de qiime, ya que en QIIME2 esta herramienta no esta
disponible, se han desarrollado andlisis de correlacion con las bacterias y la variable

IMC y se han encontrado las siguientes pautas:

En la cirugia baridtrica se han encontrado diferentes bacterias que han correlacionado
con el IMC, sin embargo una vez que se corregian por comparaciones multiples
mediante el método FDR, muchas de ellas se han perdido. En el nivel de familia hemos

encontrado una asociacion negativa con las Rikenellaceae (R=-0,506, FDR-p=0,037).

En la dieta cetogénica por su parte encontramos una correlacion estadisticamente
significativa entre el IMC y las Verrunomicrobia (R=-0,515, FDR-P=0,019) y los TM7
(R=0,463, FDR-P=0,034). A nivel de familia con las Christensenellaceac (R=-0,640,
FDR-P=0,002), Verrucomicrobiaceae (R=-0,557, FDR-P=0,020); y a nivel de género
con Anaerostipes (R=0,665, FDR-P=0,001), un género de la familia Christensenellaceae
(R=-0,640, FDR-P=0,002), Roseburia (R=0,562, FDR-P=0,022) y Akkermansia (R=-
0,557, FDR-P=0,022).

Sin embargo, en la dieta mediterranea no se observa ninguna relacion estadisticamente

significativa con el IMC después de corregir por comparaciones multiples.

4. DISCUSION

En el presente estudio se han puesto de manifiesto los grandes cambios que pueden

producirse en los perfiles de microbiota intestinal debido a las diferentes técnicas de
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reduccion de peso. Ademads, se ha observado que diferentes estrategias dietéticas van a
desencadenar unos cambios diferentes en los perfiles de microbiota intestinal. De las
tres estrategias que se han estudiado: cirugia bariatrica, dieta mediterranea y dieta
cetogénica, se ha observado que como era de esperar, la técnica que ha proporcionado
una mayor bajada de peso ha sido la cirugia bariatrica, mientras que la que menor
bajada de peso ha demostrado ha sido la dieta mediterranea a pesar de que ha sido el
tratamiento mas largo. La dieta cetogénica se ha colocado en un lugar intermedio con
unos grandes resultados tanto en pérdida de peso como en mejora de los parametros

metabolicos.

La relacion entre la cirugia bariatrica y la microbiota intestinal se ha estudiado en los
ultimos afios de una manera extensiva. Los principales cambios que se han reportado en
la microbiota intestinal tras la cirugia baridtrica han sido el aumento de las
Proteobacterias, y muy especialmente su clase Gammaproteobacterias (66), sin embargo
parece que en nuestro estudio estas pautas no se han seguido. Nuestros pacientes se
habian sometido al procedimiento de manga géstrica, la cual es una técnica restrictiva
que lo que hace es disminuir al minimo el tamafio del estémago y que actualmente es la
técnica de eleccion debido a sus grandes resultados (67). La mayoria de los resultados
encontrados por otros investigadores se han centrado en la técnica del bypass gastrico,
debido principalmente a que anteriormente era la técnica de eleccion. El bypass gastrico
es una técnica tanto malabsortiva como restrictiva que implica una reestructuracion del
tracto digestivo, desembocando en cambios drasticos debido a cambios en la
disponibilidad de 4cidos biliares y el cambio del pH ambiental (68). De esta manera, el
procedimiento quirtirgico debe de ser tenido en cuenta. Nosotros hemos encontrado que
la familia Carnobacteriaceae se encuentra aumentada tras la operacion. Esta familia es
tipica de la microbiota oral y no suele ser tan tipica en la intestinal (69), asi que podria
ser que debido al menor tamaio del estdmago pueda traspasar esa barrera y encontrarse
en las heces de los pacientes. Lo mismo ocurre con Granulicatella que es también un
residente normal de la microbiota oral (70). De tal manera que los cambios producidos
en la cirugia baridtrica parecen estar mediados principalmente por ese cambio en el

medio gastrointestinal.

La cirugia bariatrica se ha relacionado con un aumento del metabolismo hidrocarbonado
y lipidico, especialmente el de los hidratos de carbono y en particular la ruta del

piruvato, la molécula final de la glicolisis y clave en el metabolismo humano (71). Por
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otro lado se ha observado una disminucion en el metabolismo de algunos aminoacidos,
que puede ser debido a la menor disponibilidad en el medio de estos aminoacidos, ya
que se ha reportado anteriormente una disminucién de algunos aminodcidos tras una

cirugia bariatrica (72).

La dieta mediterranea se ha asociado con un aumento de la diversidad microbiana
anteriormente (50). Este resultado se ha visto corroborado en este trabajo, siendo la
unica intervencion que ha sido capaz de mejorar la diversidad de una manera
estadisticamente significativa. Sin embargo, esta dieta no ha interferido drasticamente
en los perfiles. Los resultados apuntan a que debido a que la dieta mediterranea es una
dieta rica en vegetales, se necesitan mas bacterias capaces de reducir la fibra asociada, y
por eso se ha visto un aumento de los Firmicutes, los cuales se sabe que tienen varios
componentes capaces de reducir la fibra alimentaria (73). Estas bacterias son capaces de
producir los tan preciados acidos grasos de cadena corta a partir de esta fibra, como
Faecalibacterium y Roseburia, ambos aumentados en esta intervencion dietética. Estos
acidos grasos de cadena corta tienen unos grandes efectos sobre la salud como fuente de
energia, moduladores inflamatorios, vasodilatadores, y en la movilidad y la curacién de
las heridas. Entre los SCFAs los mas estudiados son el butirato, el propionato y el
acetato. Estos SCFAs son importantes bioldgicamente en cantidad y en proporcion. Y
entre ellos el butirato es la fuente de energia preferida por los colonocitos, lo que mejora
su funcion como barrera protectora y reduce la inflamacion (74). Por otro lado,
atendiendo a la potencialidad de los genes de la microbiota intestinal se ha observado en
este estudio que la dieta mediterranea disminuye la funcionalidad de la produccion de
lipopolisacaridos. Los lipopolisacaridos presentes en la pared bacteriana de las bacterias
Gram (-) se han relacionado con la endotoxemia metabdlica a nivel sistémico (21). De
esta manera la dieta mediterranea aumentaria la diversidad, aumentaria la cantidad de
bacterias beneficiosas, como aquellas productoras de butirato, y disminuiria las
bacterias perjudiciales, como aquellas productoras de lipopolisacaridos, disminuyendo

la endotoxemia metabolica.

Por su parte, los pacientes que se sometieron a la dieta cetogénica mostraron una bajada
de peso mayor que la dieta mediterranea y en un tiempo mucho menor que esta otra
intervencion. Ademas, los parametros bioquimicos de colesterol y triglicéridos, es decir,

las variables relativas al metabolismo lipidico se vieron claramente reducidos
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Asi, la dieta cetogénica se postula como una herramienta en la pérdida de peso
altamente eficaz, que se sitila en un término intermedio entre la cirugia bariatrica y la
dieta mediterranea en cuanto a sus resultados, pero que no es un método tan drastico
como la cirugia al tratarse de una intervencion dietética. La microbiota intestinal por su
parte, se ha visto claramente influenciada por esta pauta dietética, como se ha observado
en el analisis d¢ PERMANOVA. Aqui hay que resaltar que las dietas cetogénicas se
habian asociado histéricamente con una disminucion de la diversidad (75). Sin embargo
en este estudio esta merma no se ha observado, incluso se podria decir que ha

aumentado, aunque sin llegar a alcanzar significacion estadistica.

De especial interés es el hecho de que las Verrunomicrobiaceae con su integrante
Akkermansia y en particular A. muciniphila (nico integrante de esté género) se hayan
visto aumentadas. A. muciniphila se ha asociado en varios estudios con una mejora de la
permeabilidad intestinal (76) y con una mejora de la endotoxemia (77). Ademas se ha
relacionado con la familia Porphymonadaceae la cual posee varios individuos que son
capaces de producir butirato (78). Por su parte, Parabacteroides es un productor de
propionato y ademds son capaces de eliminar del medio sulfatos (79). El propionato
podria ser uno de los responsables de la bajada del colesterol ya que el propionato es
metabolizado en el higado y decrece la lipogénesis hepatica reduciendo el colesterol
sérico, ademas de desencadenar una respuesta de saciedad (80). En este caso de la dieta
cetogénica, también se observa un aumento del metabolismo del piruvato, que como
hemos observado anteriormente es un metabolito clave del ciclo de Krebs (71) y por lo

tanto de la oxidacion de los acidos grasos.

En cuanto a la funcionalidad se ha visto que una dieta cetogénica aumenta el
metabolismo de carbohidratos y lipidos. Ademas, la glucosidacion se ha visto
aumentada tras la intervencion. Esto podria estar relacionado con la formacion del moco
intestinal (81), asi como con el aumento de 4. muciniphila ya que esta bacteria es
mucolitica (82). Una funcion interesante es la de la ruta de la sefial de PPAR, que esta
aumentada tras la intervencioén e interviene en la produccion y degradacion de los

cuerpos cetonicos.

Una vez que se han encontrado las relaciones existentes entre las bacterias intestinales
con cada una de las intervenciones de bajada de peso, se establecieron una serie de
analisis correlacionales para tratar de encontrar bacterias clave en la bajada de peso de

cada intervencion. De esta manera, en la cirugia baridtrica se encontrd una fuerte

50



relacion negativa de la familia Rikenellaceae con el IMC. Las Rikenellaceae son una
familia que son resistentes a los acidos biliares (83). Si bien, en la cirugia bariatrica
estudiada no es caracteristica el incremento de los 4cidos biliares como en otros tipos, si
que esta relacionada con cambios en los acidos biliares (84) que podrian favorecer la
supervivencia de esta familia. Por otro lado, la dieta cetogénica se ha relacionado
negativamente con el IMC y principalmente con el filo Verrunomicrobia, su familia
Verrunomicrobiaceae y su género Akkermansia, seguramente con A. muciniphila. Esta
bacteria ya se ha relacionado previamente con promover la reduccion de peso y podria
estar relacionado con la mejora de la permeabilidad intestinal y la posterior correccion
de la disbiosis intestinal de los pacientes (85). Christensellaceae también se ha
relacionado negativamente con el IMC. Estas bacterias ya se habian descrito
anteriormente con un fenotipo delgado que parece promover cambios en las demas
bacterias del ambiente para mejorar la disbiosis previa (86)También es de remarcar la
asociacion que se ha encontrado con Roseburia, relaciondndola con un aumento del
IMC. Roseburia es una bacteria asociada con beneficios para la salud principalmente
por ser productora de butirato (87), sin embargo necesita de hidratos de carbono
complejos para poder realizar su funcion. La reduccion producida en este tipo de dietas
principalmente es debida a la bajada en la disponibilidad de estos nutrientes. De hecho,
esta bacteria se ha incrementado en la dieta mediterranea, la cual posee un alto aporte de
estos nutrientes (88). Si bien hay que decir que no hemos encontrado ninguna bacteria
altamente relacionada con la dieta Mediterranea, creyendo que sus beneficios podrian
estar mediados por el aumento de la diversidad reportado con esta intervencion dietética

(50).
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5. CONCLUSIONES

* Lapérdida de peso sufrida por los pacientes es superior con la cirugia bariatrica,
siendo la dieta mediterrdnea la intervencion que mas lentamente hace bajar de
peso. La dieta cetogénica produce una bajada de peso intermedia a las otras
intervenciones.

* Los tres tipos de intervenciones para la pérdida de peso producen mejoras
metabodlicas en los pacientes, con especial mencion de los metabolismos
glucidico y lipidico.

* Las intervenciones de pérdida de peso producen cambios en los perfiles de
microbiota intestinal, siendo los cambios producidos por la dieta cetogénica los
mas drasticos.

* La cirugia bariatrica produce un aumento de las bacterias caracteristicas
Actinobacteriaceae, Carnobacteriaceae 'y  Granulicatella. Mejora el
metabolismo glucidico y lipidico, disminuyendo el de los aminoécidos.

* La dieta mediterranea produce un aumento de la diversidad bacteriana. La
intervencion dietética con pauta mediterranea cambia el perfil de microbiota,
aumentando los Firmicutes, Verrucomicrobiaceae, Bifidobacteriaceae, asi como
Coprococcus, y disminuyendo las Actinobacterias y las Proteobacterias.

* La dieta cetogénica cambia drasticamente el perfil de microbiota. Las
Verrunomicrobias con su especie caracteristica Akkermansia muciniphila,
ademas de Porphyromonaceas y Parabacteroides presentaron un incremento en
este tratamiento. Estas bacterias productoras de acidos grasos como el butirato y
el propionato, podrian estar detrds de las mejoras encontradas en relacion con el
colesterol.

* La perdida de peso se ha relacionado en cada intervencion con unas poblaciones
bacterianas caracteristicas. La cirugia bariatrica se ha relacionado negativamente
con las Rikenellaceae y la dieta cetogénica con las Verrunomicrobia y las
Christensellaceae. Sin embargo, la dieta mediterranea no correlaciono
significativamente con ninguna bacteria particular, pudiendo indicar que
depende mas de la poblacion completa que de cambios particulares en la

microbiota intestinal.
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* La microbiota intestinal interviene en la bajada de peso en las diferentes
estrategias utilizadas adaptindose a los cambios producidos por las

intervenciones y adecuando su metabolismo a las necesidades del hospedador.
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3. Autoevaluacidon

Podemos dividir las conclusiones del presente trabajo en dos tipos, al igual que los
objetivos: unos cientificos y otros técnicos.

Dentro de las conclusiones cientificas podemos decir que diferentes intervenciones de
pérdida de peso, influyen de manera diferente en la microbiota intestinal, por lo que el
cambio de la microbiota intestinal no es debido al cambio de peso persé. Se ha
encontrado que la microbiota intestinal se adapta a los cambios que su medio, el
hospedador, esta sufriendo. Se han encontrado diferentes bacterias claves en la pérdida
de peso para la cirugia bariatrica y la dieta cetogénica, si bien no se ha conseguido en la
dieta mediterranea, donde el aumento de la diversidad intestinal en su conjunto podria
ser la via.

En cuanto a la conclusion técnica se puede decir que no hay un proceso estandarizado
para el andlisis de los datos de metagendmica dirigida. Se estdn desarrollando
continuamente muchas herramientas para su analisis, la mayoria de ellas teniendo como
base otros programas como qiime y ahora QIIME2, que sigue siendo de los mas
ampliamente utilizados. Hay muchos paquetes desarrollados para el analisis, muchos en
R, pero también es cierto que se han desarrollado una infinidad de webs e interfaces
graficas que facilitan el andlisis de los datos. De esta manera Microbiome Analyst se ha
encontrado que es una herramienta muy fécil y versatil, con andlisis muy potentes que
facilitan enormemente el trabajo. Lo que si hay que tener claro es que el bioinformatico
tiene que estar siempre pendiente de las ultimas herramientas disponibles para siempre

poder obtener el mejor aprovechamiento de los datos.

De una manera critica, si bien el trabajo ha salido adelante de una manera creo que
satisfactoria, lo que se propuso en un principio fue demasiado optimista. Y si bien se
comenzd a utilizar los paquetes de R disponibles, con especial hincapié en Phyloseq,
este paquete es demasiado complejo para dominarlo en este corto periodo de tiempo. De
esta manera, se buscaron herramientas que facilitasen el trabajo emergiendo
Microbiome Analyst el cual estd basado en paquetes como Phyloseq o vegan
implementados para R. El estudio de QIIME2 ha sido complejo, sobre todo por lo
costoso en los recursos que consume y por el hecho de que estd implementado

principalmente para otras tecnologias, por lo que la adaptacion a la tecnologia Torrent
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ha sido dificil. Por otro lado, el enfoque cientifico fue demasiado optimista, ya que el
entender las tres intervenciones y los cambios que producian ha consumido mucho

tiempo y recursos. Posiblemente podria haber elegido un solo procedimiento.

De esta manera, la planificacion no se ha seguido completamente y se han tenido que
buscar alternativas para la correcta consecucion de la parte cientifica. Si bien,
personalmente creo que esta versatilidad es la que se busca en el profesional

bioinformatico debido a la complejidad de su actividad.

Por lo tanto, en los proximos meses se seguird profundizando en lo aprendido en este
estudio. Se adaptaran mejor los analisis con QIIME2 a la tecnologia Ion Torrent para
poder sacar ventajas de las nuevas implementaciones y se seguira tratando de introducir

los andlisis con Phyloseq y vegan de forma nativa.
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4. Glosario

SCFAs: short chain fatty acids. Acidos grasos de cadena corta.

OTUs: Operational Taxonomic Units.

Feature: secuencias unicas. Por la forma de analizar los datos, semejante a los OTUs.
Alfa diversidad: riqueza de especies que hay en una comunidad.

Beta diversidad: diversidad entre diferentes habitats.

Disbiosis: pérdida del equilibrio entre la poblacion de la microbiota intestinal.
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6. Anexos

ANEXO1. QIIME2 workflow

Para analizar las muestras fecales secuenciadas se utilizo el software gratuito QIIME2
(https://qiime2.org).

La ultima implementacion ha permitido que haya varias interfaces que hace que sea mas
facil de manejar para personas que no estdn acostumbradas. Sin embargo, se utilizo la
version nativa en terminal.

Activamos la sesion:
source activate qiime2-2018.2

Importacidon de secuencias. Tras la creacion del manifiesto con todas las muestras que
van a estar incluidas en el proyecto, se procede a la importaciéon de las secuencias
demultiplexadas.

Ejemplo de manifiesto:

# single-end PHRED 33 fastq manifest file for forward reads
sample-id,absolute-filepath,direction

sample.18014-

6M,/Volumes/Elements/dieta_vs BSFinal/grupo dieta_med/fastq/18014 6M.fastq,forw
ard

sample.18014B,/Volumes/Elements/dieta_vs BSFinal/grupo_dieta_med/fastq/18014B.f
astq,forward

ITan2) ITENT: “

Nota: en el nombre de las muestras se deben de utilizar solo ““.” o “-*, no utilizar “_
Comando de importacion en la terminal:

qiime tools import --type 'SampleData[SequencesWithQuality]' --input-path se-33-
manifest-dieta-CB-completo2.txt --output-path single-end-demux.qza --source-format
SingleEndFastqManifestPhred33

Creacion de un sample metadata en el que todas las muestras tengan asociada su
informacion. Se valida con el complemento para chrome “Keemei”. Seguir las
instrucciones.

Control de calidad y creacion de la FeatureTable: QIIME2 nos permite realizar
diferentes controles de calidad basados en diferentes métodos, la mayoria
implementados principalmente para Illumina. Utilizaremos DADA2 con los cambios
necesarios para usar con la tecnologia Ion Torrent. DADA2 es capaz de detectar y
corregir errores de secuenciacion en los amplicones y que por lo tanto nos dard una
mayor precision de nuestras secuencias, permitiendo que nuestro perfil mejore
significativamente. Sin embargo, para encontrar los mejores parametros hay que hacer
primero unas observaciones:
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qiime demux summarize --i-data single-end-demux.qza --o-visualization single-end-
demux.qzv

Se consigue un archivo .qzv que puede ser visualizado con toda la informacion de
nuestras secuencias:

qiime tools view single-end-demux.qzv
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Aqui se observa que la calidad es mas o menos homogénea hasta una longitud de unas
300 pb, que seria el tamafio con el que trabajar. Sin embargo, las posibilidades que nos
ofrece el programa lo mejor para el caso de nuestra tecnologia es continuar con las
muestras sin cortar por longitud, aunque cortando las primeras 15 pb de la izquierda.
Asi, con estos parametros crearemos nuestra feature-table, uno de las dos archivos
clave. Este proceso es largo, alrededor de 36 horas:

qiime dada2 denoise-single --i-demultiplexed-seqs single-end-demux.qza --p-trim-left
15 --p-trunc-len 0 --o-representative-sequences rep-seqs-dada2.qza --o-table table-
dada2.qza

Exploracion de los resultados: Después del paso de filtrado, exploramos los datos, de tal

manera que podamos establecer la cantidad de secuencias asociadas a cada una de
nuestras muestras y las feature=secuencias Unicas encontrados en ellas.

qiime feature-table summarize --i-table table-dada2.qza --o-visualization table-dada.qzv
--m-sample-metadata-file dieta_vs_bs map.txt

qiime feature-table tabulate-seqs --i-data rep-seqs-dada2.qza --o-visualization rep-
seqs.qzv
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Generacion del arbol filogénetico: A partir de ahora lo que vamos a hacer es generar el
arbol filogenético para los andlisis de diversidad:

Primero alineamos nuestras secuencias:

qiime alignment mafft --i-sequences rep-seqs-dada2.qza --o-alignment aligned-rep-seqs-
dada.qza

Filtramos las posiciones altamente variables de nuestras secuencias:

qiime alignment mask --i-alignment aligned-rep-seqs-dada.qza --o-masked-alignment
masked-aligned-rep-seqs-dada.qza

Aplicamos el método FastTree para generar el arbol filogenético de nuestras secuencias
alineadas y filtradas:

qiime phylogeny fasttree --i-alignment masked-aligned-rep-seqs-dada.qza --o-tree
unrooted-tree.qza

Aplicamos la raiz de nuestro arbol:
qiime phylogeny midpoint-root --i-tree unrooted-tree.qza --o-rooted-tree rooted-tree.qza

Andlisis de alfa y beta diversidad: El siguiente paso es uno de los mas importantes en
ecologia microbiana, establecer la diversidad de nuestros grupos. Para ello vamos a
crear diferentes analisis de alfa y beta diversidad agrupados en el core-metrics.

qiime diversity core-metrics-phylogenetic --i-phylogeny rooted-tree.qza --i-table table-
dada2.qza --p-sampling-depth 22273 --m-metadata-file dieta vs bs map.txt --output-
dir core-metrics-results-even22273

Para hacer los analisis estadisticos de cada indice medido:

qiime diversity alpha-group-significance --i-alpha-diversity core-metrics-results-
even22272/shannon_vector.qza --m-metadata-file dieta_vs_bs_map.txt --o-visualization
core-metrics-results-even22272/shannon-group-significance.qzv

qiime diversity alpha-group-significance --i-alpha-diversity core-metrics-results-
even22272/evenness_vector.qza --m-metadata-file dieta_vs bs_map.txt --0-
visualization core-metrics-results-even22272/evenness-group-significance.qzv

qiime diversity alpha-group-significance --i-alpha-diversity core-metrics-results-
even22272/observed otus vector.qza --m-metadata-file dieta vs bs map.txt --o-
visualization core-metrics-results-even22272/observed-otus-group-significance.qzv

qiime diversity alpha-group-significance --i-alpha-diversity —core-metrics-results-

even22272/faith pd vector.qza --m-metadata-file dieta_vs_bs_map.txt --o-visualization
core-metrics-results-even22272/faith-pd-otus-group-significance.qzv
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qiime diversity beta-group-significance --i-distance-matrix core-metrics-results-

even22272/unweighted unifrac_distance matrix.qza --m-metadata-file
dieta vs bs map.txt --m-metadata-column Treatment-time --o-visualization core-
metrics-results-even22272/unweighted unifrac tretment time-significance.qzv --p-
pairwise

Ahora llega el paso mas importante y mas costoso del andlisis, el saber qué es lo que
tenemos en nuestras secuencias. Para ello, debido a que nuestra tecnologia de
secuenciacion, lon Torrent, es diferente a la Illumina que es para la que QIIME esta
implementada, ha hecho falta hacer varias pruebas para determinar el mejor modelo con
el que trabajar. Finalmente ha sido alinear las secuencias mediante Vsearch con una
identidad del 99% con los OTUs presentes en la base de datos Greengenes version
13 8:

Lo primero es adecuar los template al formato de qiime2:

qiime tools import --type FeatureData[ Taxonomy] --source-format
HeaderlessTSVTaxonomyFormat --input-path
/Volumes/Elements/plataforma metagenomica/gg 13 8 otus/taxonomy/99 otu taxono
my.txt --output-path ref-taxonomy-ggl3 8.qza

qiime tools import --type FeatureData[Sequence] --input-path
/Volumes/Elements/plataforma_metagenomica/gg 13 8 otus/rep_set/99 otus.fasta --
output-path gg99 13 8 otus.qza

qiime feature-classifier classify-consensus-vsearch --i-query rep-seqs-dada2.qza --i-
reference-reads gg99 13 8 otus.qza --i-reference-taxonomy ref-taxonomy-ggl3 8.qza
--p-perc-identity 0.99 --o-classification taxonomy 99ggl3 8-vsearch.qza

Este es el paso clave en el analisis:

qiime feature-classifier classify-consensus-vsearch --i-query rep-seqs-dada2.qza --i-
reference-reads 2g99 13 8 otus.qza --i-reference-taxonomy ref-taxonomy-
ggl3 8 99.qza  --p-perc-identity 0.99 --o-classification taxonomy 99ggl3 8-
vsearch.qza --p-threads 0

NOTA: para que el ordenador trabaje a pleno rendimiento utilizad —p-threads 0, pero
hara casi imposible que el ordenador pueda hacer cualquier otra tarea. Con —p-threads 2
el analisis durara unas 72 horas.

Observamos los resultados:

qiime metadata tabulate --m-input-file taxonomy 99ggl3 8-vsearch.qza --o-
visualization taxonomy-99gg13 8-vsearch.qzv

qiime taxa barplot --i-table table-dada2.qza --i-taxonomy taxonomy 99ggl3 8-

vsearch.qza --m-metadata-file dieta vs_bs map.txt --o-visualization taxa-bar-plots-
99ggl13 8.qzv
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Ahora llega el momento de analizar las diferencias de abundancia de los diferentes
taxones con el método ANCOM:

qiime taxa collapse --i-table table-dada.qza --i-taxonomy taxonomy 99ggl3 8-
vsearch.qza --p-level 6 --o-collapsed-table table-dada-L6.qza

qiime composition add-pseudocount --i-table table-dada-L6.qza --o-composition-table
table-dada-L6.qza

qiime  composition ancom  --i-table  table-dada-L6.qza  --m-metadata-file
dieta_vs bs map.txt --m-metadata-column Treatment --o-visualization ancom-comp-
feces-table-dada-L6.qzv
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Anexo 2. Microbiome Analyst

Para la presentacion de los resultados filogenéticos se ha seguido en todos los casos la
misma secuencia.
Debido a la alta cantidad de datos disponibles, el tiempo restringido y las amplias
posibilidades que se estan abriendo cada semana en el andlisis de la microbiota
intestinal, he decidido utilizar un analisis basado en la implementacion de diferentes
pipelines utilizados en el andlisis de la microbiota y recogidos todos en una web que
ayuda con estos andlisis para hacerlos de una manera sencilla:
http://www.microbiomeanalyst.ca/faces/home.xhtml
MicrobiomeAnalyst estd basado en tres lenguajes de programacion diferentes: Java, Ry
Javascript, y se ha creado una web mediante la tecnologia Java Server Faces usando la
libreria Primefaces. La web usa recursos de diferentes paquetes, pero principalmente
toda la estadistica est4 basada en paquetes de R ampliamente utilizados:

- phyloseq: para la manipulacion general de los datos y los andlisis estadisticos de

los datos metagendmicos.

- vegan: Para la rarefaccion de los datos y otros analis.

- metagenomeSeq, edgeR & DESeq2: para la comparacion estadistica de los

resultados.

- ggplot2: visualizacion de los datos.
De esta manera, podemos utilizar todas las herramientas disponibles de una manera
sencilla, aunque se puedan seguir implementando andlisis mds pormenorizados
directamente con los paquetes por el usuario.
La secuencia de analisis y presentacion de resultados ha sido la siguiente.

Se ha utilizado el archivo .biom generado a partir de los datos de qiime2.

Qiime tools export table-dada2.qza --output-dir table

qiime tools export taxonomy 99ggl3 8-vsearch.qza --output-dir taxonomy cp
exported/taxonomy.tsv biom-taxonomy.tsv

##tcambiar la primera linea del archivo

Feature ID Taxon Confidence¢#OTUID taxonomy confidence

73



Biom add-metadata —i feature-table.biom —o table-with-taxonomy.biom -- observation-

metadata-fp biom-taxonomy.tsv --sc-separated taxonomy --header- key taxonomy

La tabla con los metadatos se ha limpiado de columnas vacias y se han introducido

indicando que se ha utilizado la “Greengenes Taxonomy”.

Secuencia de analisis en MicrobiomeAnalyst:

Quitar las secuencias que no se encuentren al menos en dos muestras, que tengan una
prevalencia de al menos el 20% y que tengan una varianza menor del 10%.
Normalizacion de las secuencias: La normalizacion de los datos permite tratar el
problema de la variabilidad en la profundidad de la secuenciaciéon de los datos y
permitir una comparacion entre muestras mas bioldgicamente significativa. Cuando se
utiliza la secuenciacion del gen 16S, la rarefaccion también se recomienda. Asi que
vamos a utilizar la técnica de la rarefaccion al niimero de secuencias minimo de
nuestras muestras, pero también vamos a escalar nuestras muestras con la técnica
recomendada, que es la TSS.

Una vez hecho esto, ya tenemos disponibles todas las herramientas para explorar
nuestros datos. Asi, todas las comparaciones se van a presentar de la misma manera
como sigue:

1. Exploracion visual de los datos:

a. Grafico de areas: Nos dard una idea de la homogeneidad de las

muestras dentro de cada tratamiento. Se realizard en el nivel de filo, familia y género,
los tres taxones mas representativos en este tipo de andlisis. Los taxones que tengan
menos de 10 copias, se eliminaran.

b. Grafico de circulos: observaremos los taxones consenso dentro de cada tratamiento a
nivel de filo y género. De igual manera se eliminaran los taxones que tengan menos de
10 copias.

2. El perfil de la comunidad sin embargo se realizard con los datos directamente del
qiime?2.

a. Analisis de alpha diversidad

b. Andlisis de beta diversidad

3. Andlisis de clusters. Se presentara un grafico heatmap en los diferentes
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niveles de taxones utilizando la distancia Euclidea. El algoritmo de clusterizacién
utilizado sera el de Ward que utiliza las medidas de distancia con un andlisis de su
varianza.

4. Analisis de la diferente abundancia. Se utilizaran tres medidas diferentes y se buscara
el consenso entre ellas. Actualmente no hay ningin consenso de como realizar el
analisis. El analisis univariante basado en la estadistica clasica se ha observado que es
demasiado restrictivo al corregir por las comparaciones multiples debido a la alta
cantidad de observaciones que se tienen en cuenta. Por lo que se han desarrollado
diferentes aproximaciones con herramientas implementadas para andlisis de
secuenciacion masiva.

a. Andlisis univariante. Se realizard un test no paramétrico (Mann Whitney/kruskal
Wallis) con una p-ajustada por el método FDR.

b. MetagenomeSeq. Analisis estadistico de secuenciacion masiva. El modelo estadistico
utilizado sera el ajuste Gausiano . p-ajustada por el método FDR.

c. Métodos de RNAseq. Métodos de analisis de la abundancia diferencial. Se utilizara el
algoritmo EdgeR basado en una distribucion negativa binomial (estimacion Bayesiana,
tests exactos, GLM y de bondad de ajuste). p-ajustada por el método FDR.

5. Andlisis de biomarcadores. Se buscaran grupos bacterianos representativos de cada
tratamiento mediante dos aproximaciones:

a. LEFse. Analisis linear discriminante basado en el efecto del tamafio. Para que sea
significativo se utilizara un logaritmo del LDA score de 1.0. p-ajustada por el método
FDR.

b. Random Forest. Algoritmo de machine learning para identificar y predecir
biomarcadores. Se basa en construir una gran cantidad de arboles de decision como
entrenamiento y prediciendo la respuesta de cada arbol. Se utilizardan 500 arboles de

decision y 7 predictores.
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Anexo 3. PICRUt workflow

1.

Construir la otu_table.biom frente a Greengenes 13 5 al 97% de identidad. Se
hara en qiime.
Macqiime
Split_libraries_fastq.py — fastq,fastq,fastq —sample-ids
samplel,sample2,sample3 —o slout not multiplexed 20/ -q 19 —barcode type
‘not-barcoded’ —phred-offset 33
Pick closed reference otus.py —i seqs.fha —r refseqs 97.fna —o otus w_tax/ -t
taxa 97.txt —p params
Ya podemos utilizar PICRUSt:

a. Normalizar la tabla:
Normalize by copy number.py - closed otu_table.biom -0
normalized table.biom

b. Predecir las funciones del metagenoma:
Predict metagenomes.py - normalized_table.biom —0
metagenome_predictions.biom

c. Analizar los metagenomas predecidos:
Categorize by function.py - metagenome_predictions.biom —0

predicted metagenomes L3.biom —c KEGG_pathways —1 3
Pasar los archivos a formato .spf con la herramienta Microbiome Helper
Biom_to stamp.py —-m KEGG Pathways predicted metagenomes L3.biom >

predicted metagenomes [.3.spf

Cargar los datos en STAMP y analizar: se utilizara el

predicted metagenomes L3.spfy la sample metadata.
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