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1 Datos del centro

El Instituto de Investigacion Sanitaria Pere Virgili (IISPV) es una entidad sin
animo de lucro que acoge a investigadores que realizan investigacion sanitaria y
biomédica en la Provincia de Tarragona. El organismo cuenta con sede en la

ciudad de Tarragona y en la ciudad de Reus.

El ISPV se cre6 en el afilo 2005 en el marco de un acuerdo cientifico entre el
Instituto Catalan de la Salud, el Hospital Universitario Joan XXIII de Tarragona,
el Hospital de Tortosa Virgen de la Cinta, el Hospital Universitario San Juan de
Reus, el Hospital Psiquiatrico de la Universidad Instituto Pere Mata de Reus y la

Universidad Rovira i Virgili.

El centro lleva afios liderando en la investigacion en biomedicina y salud
contando con mas de 400 investigadores y mas de 100 proyectos en activo. La
oportunidad brindada de poder trabajar junto a ellos me ha permitido reforzar y

ampliar mis conocimientos en el campo biotecnolégico.

Teléfono: +34-977-75-93-94

Ubicacion en Tarragona: Calle Dr. Mallafré Guasch, 4, 43007 Tarragona



2 Resumen y palabras claves

En este estudio, se investigd la influencia de diferentes intervenciones dietéticas
en la composicion de la microbiota intestinal en ratones obesos. Un grupo de
ratones obesos fueron alimentados con dieta hipercalérica y otro grupo fueron
sometidos a restriccion calérica (con alimento balanceado comercial). Para cada
grupo se evaluaron diferentes tipos de ayuno intermitente. Estas intervenciones

se siguieron durante 4 semanas.

Para evaluar las diferencias en la microbiota intestinal, se utilizaron varias
técnicas de andlisis. Se calculd el indice de Shannon como una medida de
diversidad microbiana. Ademas, se realizé un andlisis de componentes
principales (PCoA, en inglés “principal coordinate analisis”) para identificar
patrones en la estructura de la microbiota. Por altimo, se gener6é un heatmap de
log fold change para visualizar las diferencias en la abundancia de los taxones

entre los diferentes grupos dietéticos.

Para identificar los taxones que mostraban diferencias significativas entre los
grupos dietéticos, se empled el método ANCOM-BC (en inglés “ANCOM with
Bayesian Corrections”). Este enfoque estadistico permitié analizar la abundancia
relativa de los taxones y determinar aquellos que presentaban cambios
significativos en su abundancia entre los diferentes grupos de intervencion
dietética. Estas herramientas nos permitieron investigar y comparar los perfiles

de la microbiota intestinal en respuesta a las distintas intervenciones dietéticas.

Palabras clave: Obesidad, restriccion calorica, ayuno intermitente, dieta

hipercalorica, microbiota intestinal, indice de Shannon, ANCOM-BC, PCoA.



3 Introduccién
3.1 Obesidad

La obesidad es una condicion médica compleja y multifactorial que se caracteriza
por una acumulacion excesiva de grasa corporal. Esta condicién es considerada
un importante problema de salud publica en todo el mundo, debido a su alta
prevalencia y a las consecuencias negativas que tiene en la salud de las

personas que la padecen.

La obesidad puede ser causada por una variedad de factores, que incluyen
factores genéticos, ambientales, psicolégicos y socioecondmicos. Entre los
factores genéticos, se han identificado varios genes asociados con la obesidad,
gue afectan la forma en que el cuerpo procesa y almacena los alimentos.
Ademas, la obesidad también puede ser causada por factores ambientales,
como la dieta y el estilo de vida sedentario, asi como por factores psicologicos,
como el estrés y la depresion (Lin & Li, 2021).

El indice de masa corporal (BMI, en inglés “body mass index”) es una medida
ampliamente utilizada para evaluar si una persona tiene un peso saludable en
relacion con su estatura. Aunque es Util para evaluar el riesgo de enfermedades
relacionadas con la obesidad, presenta limitaciones al no considerar la
composicion corporal y la distribucion de la grasa corporal. A pesar de estas
limitaciones, el BMI sigue siendo una herramienta importante en la evaluacion

del riesgo de enfermedades relacionadas con la obesidad (Clin et al., 2018).

BMI Obesity  Disease Risk* (Relative to Normal Weight
(kg/m?) Class and Waist Circumference)

Men <40 inches (102cm) >40in (>
Women < 35 inches (< 88 102 cm)

cm) >35in (> 88
cm)
Underweight <18.5 - -
Normal 18.5— - -
24.9
Overweight  25.0— Increased High
29.9
Obesity 30.0- | High Very High
34.9
35.0- i Very High Very High
39.9




Extreme =40 [l Extremely High Extremely
Obesity High
Tabla 1: Clasificacion del sobrepeso y la obesidad por BMI, perimetro de cintura y riesgo de

enfermedad asociado. Extraido de: (Purnell, 2018)

La Tabla 1 presenta una clasificacion del sobrepeso y la obesidad basada en el
BMI, asi como los rangos de perimetro de cintura que indican el riesgo de
enfermedad asociado. Esta tabla ofrece informacion detallada sobre los
diferentes niveles de BMI y perimetro de cintura que se asocian con un mayor
riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas y cardiovasculares, como la
diabetes tipo 2 (T2D, en inglés “type 2 diabetes”), la hipertension arterial y la
enfermedad coronaria (Purnell, 2018).

La comprension detallada de las causas fisiopatoldgicas que subyacen al
desarrollo de las comorbilidades asociadas a la obesidad, como la resistencia a
la insulina, la inflamacion sistémica y el estrés oxidativo, entre otras, es esencial
para el desarrollo de enfoques terapéuticos novedosos y mas efectivos. En este
sentido, la identificacion de las vias de sefializacibn molecular y celular
involucradas en la patogénesis de la obesidad y sus comorbilidades puede
proporcionar nuevas dianas terapéuticas para el disefio de tratamientos

personalizados y mas precisos (Fernandez, 2021).

Aunque los habitos de vida saludables, como una dieta adecuada y un aumento
de la actividad fisica, son la primera linea de tratamiento en pacientes con
obesidad, la pérdida de peso sigue siendo fundamental para el tratamiento de la
obesidad y sus comorbilidades. Ademas, estas medidas también ayudan a
prevenir el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas. En caso
de que la introduccion de habitos saludables no sea suficiente, también existen
farmacos para el tratamiento de la obesidad que pueden ser utilizados de forma
complementaria. Sin embargo, es importante destacar que estos medicamentos
sélo estan indicados en pacientes con un BMI superior a 30 kg/m2 o superior a
27 kg/m2 en presencia de comorbilidades asociadas a la obesidad (Lavie et al.,
2018).

Para casos mas graves de obesidad, como la obesidad morbida, se puede

considerar la cirugia bariatrica como una opcién terapéutica. Este procedimiento



quirdrgico puede lograr una pérdida de peso significativa y sostenida, lo que se
traduce en mejoras importantes en la salud metabdlica y cardiovascular de los
pacientes. Sin embargo, la cirugia bariatrica es un procedimiento invasivo que
conlleva riesgos y complicaciones, y debe ser cuidadosamente evaluada y
discutida con el paciente antes de ser considerada como una opcion terapéutica
viable (Bray et al., 2018).

Actualmente, se estan investigando diversas opciones para el tratamiento de la
obesidad y las enfermedades metabdlicas. Dos de estas opciones son la
restriccion calorica (CR, en inglés “caloric restriction”) y el ayuno intermitente (IF,
en inglés “intermittent fasting”). Estas estrategias estan ganando cada vez mas
atencion debido a su capacidad para reducir el peso corporal y mejorar la salud

metabodlica.

3.2 Restriccion caldérica y ayuno intermitente como estrategias

terapéuticas en la obesidad

La CR es una estrategia en la que se reduce la cantidad de calorias que se
consume diariamente, sin cambiar la frecuencia o el momento de las comidas.
Esta técnica se logra mediante la administracion de una dieta baja en calorias y
equilibrada en nutrientes balanceada con el gasto energético diario. La CR se ha
considerado un buen enfoque para tratar la obesidad humana y las
complicaciones relacionadas, incluyendo la T2D. Sin embargo, la adherencia a

esta dieta a largo plazo puede ser dificil, lo que limita su eficacia.

Por otro lado, evidencias emergentes muestran que las dietas que incorporan el
IF también tienen efectos beneficiosos, incluso cuando no hay ni reduccién en la
ingesta de energia ni una pérdida de peso (Oliveira et al., 2022). El IF consiste

en alternar periodos de ayuno y alimentacion.

Varios estudios han demostrado que tanto la CR como el IF pueden mejorar la
sensibilidad a la insulina (factor clave en el desarrollo de la T2D y otros trastornos
metabdlicos relacionados con la obesidad) y reducir el riesgo de enfermedades

metabdlicas (Gabel et al., 2019). Ademas de mejorar la sensibilidad a la insulina,



tanto la CR como el IF han sido asociados con una reducciéon en la inflamacion

cronicay en promover la autofagia (Bagherniya et al., 2018; Margina et al., 2020).

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios en animales se han centrado en los
efectos beneficiosos de la IF como estrategia de prevencion, sin embargo, su
eficacia como tratamiento una vez establecida la obesidad es incierta (Gotthardt
et al., 2016; Henderson et al., 2021). Los regimenes de IF mas comunes usados
en modelos de ratones obesos son IF 1:1 o ayuno en dias alternos, que
comprende 1 dia de alimentaciéon y 1 dia de ayuno, e IF2:1, que comprende 2
dias de alimentacion y 1 dia de ayuno (K. H. Kim et al., 2017). No obstante, no
existe un consenso sobre los efectos y mecanismos beneficiosos de estos. En
particular, los resultados son contradictorios en cuanto a la ingesta energética y
la regulacion del peso corporal (Deng et al., 2020; Gotthardt et al., 2016;
Henderson et al., 2021; Y. H. Kim et al., 2019; G. Li et al., 2017). Aunque en la
mayoria de los estudios se ha demostrado que el IF protege contra el aumento
de peso (Deng et al., 2020; Gotthardt et al., 2016; Henderson et al., 2021; Joslin
et al., 2017; G. Li et al., 2017), su efecto sobre la pérdida de peso aun no esta

bien definido.

En general, la mayoria de los estudios en animales han demostrado mejoras
metabdlicas gracias al IF, incluso en presencia de una dieta alta en grasas (HFD,
en inglés “high fat diet”). Sin embargo, todavia no se comprende bien cémo el IF
mejora la homeostasis de la glucosa en la obesidad. Se han propuesto diversos
factores subyacentes a los beneficios de este tipo de intervencion dietética, como
la inflamacion, la termogénesis y la regulacion de la microbiota intestinal (K. H.
Kim et al., 2017; G. Li et al., 2017). Aunque estos hallazgos son prometedores,
Su interpretacion es cuestionable debido a la incertidumbre sobre si los efectos
beneficiosos del IF se deben principalmente a la reduccién de la ingesta de
alimentos o al propio IF (Boutant et al., 2016; Wan et al., 2003). Si se atribuyen
al propio IF, aun no se sabe si los efectos son comparables a los de la CR. Por
lo tanto, son necesarios mas estudios preclinicos para aclarar los beneficios del

IF y conocer los mecanismos subyacentes.

Dado que la interaccién entre la ingesta de alimentos, el tipo de dieta y el tipo de

ayuno pueden jugar un papel importante en la salud metabdlica, es fundamental
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considerar estos factores de manera integral en futuros estudios. En este
sentido, existe solo un estudio preclinico que ha evaluado los efectos de la IF
(1:1) en combinacion con una HFD o con una dieta baja en grasas (LFD, en
inglés “low fat diet”) en ratones obesos (Gotthardt et al., 2016). Ademas, no se
han realizado estudios que comparen los efectos de diferentes regimenes de IF
y diferentes dietas.

Por lo tanto, para esclarecer la interaccion entre diferentes protocolos de IF y
dietas, y para identificar la intervencion mas adecuada en ratones obesos, se
llevard a cabo un estudio en el que se examinaran los efectos de diferentes

regimenes de IF en combinacion con diferentes dietas.

3.3 Microbiota intestinal

La microbiota es el conjunto de microorganismos que se hospedan en el cuerpo
humano. Esta se encuentra poblando la piel y numerosas cavidades con mucosa
como la nasal, la pulmonar o la oral, entre otras. No obstante, donde se
encuentra la mayor abundancia de microorganismos es en el intestino,
concretamente en el ciego del intestino grueso. A esta poblacion se le conoce
como microbiota intestinal. Esta es heterogénea y se compone por un grupo de
especies no constante. Contiene alrededor de 10 1-10 *? células microbianas y
habitan principalmente bacterias, aunque también se observan virus, hongos y
otros microorganismos. De hecho, se cree que los microorganismos de la
microbiota intestinal pueden llegar a sumar entre 1 y 2 kg. También se ha
demostrado que hay 150 veces mas genes en el genoma de la microbiota

intestinal que en el genoma humano (Senchukova, 2023).

Cada vez hay mas evidencias que respaldan el papel crucial que desempefa la
microbiota intestinal en la salud humana, dado que contribuye a funciones
fisiologicas clave como el metabolismo energético, la sefializacibn metabdlica y
la regulacion de la integridad de la barrera intestinal (Marlatt & Ravussin, 2017).
Ademas, se ha observado que la microbiota intestinal y el huésped han
desarrollado una relacién mutualista a lo largo del tiempo, donde el huésped

brinda un ambiente nutricionalmente estable para la supervivencia de los
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microbios, y a su vez, la microbiota intestinal cumple una serie de funciones

esenciales para el huésped (Anwar et al., 2021).

De hecho, se ha demostrado que las funciones pleiotrépicas de la microbiota
intestinal van mas alla de la digestién de macronutrientes dietéticos complejos y
proporcionan nutrientes y vitaminas esenciales para contribuir a la defensa
contra los patdgenos, incluida la formacién y el mantenimiento del sistema
inmunoldgico. Ademas de estas funciones de "limpieza", la microbiota intestinal
actla como un dérgano endocrino, convirtiendo las sefiales nutricionales en
sefiales similares a las hormonas que ingresan a la circulaciéon y viajan a sitios
distales con un impacto directo en la fisiologia del huésped (Cornejo-Pareja et
al., 2018). Por esto, mantener una microbiota intestinal saludable es fundamental
para el mantenimiento de un adecuado estado nutricional y fisiologico del
huésped, y también para la prevencion de diversas enfermedades. La disbiosis,
una alteracion en la composicion de la microbiota intestinal, puede desencadenar
una serie de efectos adversos en la fisiologia del huésped y aumentar su
susceptibilidad a diversas enfermedades cronicas y afecciones (Patterson et al.,
2016). Entre ellas, se incluyen los trastornos metabdélicos como la obesidad, la
T2D, las enfermedades cardiovasculares y la enfermedad del higado graso no
alcohdlico (NAFLD, en inglés “non-alcoholic fatty liver disease”), las cuales se

encuentran estrechamente relacionadas con un estado inflamatorio cronico.

Una medida comunmente utilizada para evaluar la diversidad de la microbiota es
el indice de diversidad de Shannon, que tiene en cuenta tanto la riqueza de
especies (numero de especies diferentes presentes) como la equitatividad
(distribucion relativa de cada especie). Este indice se calcula a partir de la
abundancia de cada taxon identificado en la muestra y su frecuencia relativa.
Una mayor diversidad de especies en la microbiota se asocia a un mejor estado
de salud (Roswell et al., 2021).

Ademas de la diversidad alfa (dentro de la muestra), medida por el indice de
Shannon, también se pueden analizar la diversidad beta (entre muestras). La
diversidad beta se refiere a las diferencias en la composicién de la microbiota
entre individuos o grupos de individuos. Esta diversidad se puede evaluar

mediante técnicas de analisis multivariante (Wagner et al., 2018).
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La diversidad alfa (medida por indice de Shannon) y la diversidad beta son
medidas importantes para evaluar la salud de la microbiota intestinal y su
relacion con la obesidad y otras enfermedades metabdlicas. Se ha observado
gue las personas con obesidad tienen una menor diversidad taxonémica en su
microbiota intestinal, es decir, una menor diversidad de Shannon en

comparacion con individuos con un BMI normal (Gao et al., 2018).

3.3.1 Microbiota intestinal y obesidad

A medida que se ha profundizado en el conocimiento de la microbiota intestinal,
se ha demostrado que esta estrechamente relacionada con el desarrollo de la
obesidad y de enfermedades metabdlicas como la T2D. Se ha observado que la
composicion de la microbiota intestinal difiere entre individuos con obesidad y

aquellos con un peso normal.

Asimismo, se cree que la disbiosis intestinal, es decir, el desequilibrio en la
composicion de la microbiota, puede tener un papel importante en la obesidad.
Los estudios han demostrado que la microbiota intestinal de las personas obesas
es menos diversa y tiene una menor cantidad de bacterias beneficiosas, como
las del género Bifidobacterium y Lactobacillus. Ademas, se ha demostrado que
un desequilibrio entre los filos Bacteroidetes y Firmicutes se asocia a la obesidad.
No obstante, cabe decir que no todas las especies de estos filos son perjudiciales
(Cao et al.,, 2019). También, se encontré6 una disminucion significativa en la
abundancia de bacterias de la especie Bifidobacterium adolescentis en ratones
obesos alimentados con HFD en comparacion con ratones alimentados con una
dieta normal (B. Wang et al., 2021).

Estudios en animales de laboratorio han demostrado que los cambios en la
composicion de la microbiota pueden influir en el aumento de peso corporal y en

la resistencia a la insulina, un factor de riesgo para la T2D (Diamant et al., 2011).

Se ha demostrado que el trasplante de microbiota intestinal de ratones delgados
en ratones obesos puede reducir el peso corporal y mejorar la sensibilidad a la

insulina y viceversa. Ademas, la modificacién de la microbiota intestinal mediante
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el uso de probidticos, prebidticos y antibidticos ha demostrado ser una estrategia
prometedora para prevenir o tratar la obesidad y las enfermedades metabdlicas

asociadas (Cornejo-Pareja et al., 2018).

Se ha investigado cémo la microbiota intestinal afecta al metabolismo de los
lipidos y los carbohidratos. Se ha demostrado que las bacterias del intestino son
capaces de producir &cidos grasos de cadena corta que tienen efectos
beneficiosos en el metabolismo lipidico, asi como en la regulacion del apetito y
la sensacion de saciedad. También se ha demostrado que la microbiota intestinal
influye en la produccion de hormonas que regulan el apetito y la saciedad, como

la grelina y la leptina (Queipo-Ortufio et al., 2013).

Sin embargo, aun hay mucho que se desconoce sobre la relacion entre la
microbiota intestinal y la obesidad. Se necesitan mas estudios para comprender
los mecanismos subyacentes y como se pueden utilizar estrategias de
modificacién de la microbiota intestinal para prevenir o tratar la obesidad y las

enfermedades metabdlicas.

3.3.2 Microbiota intestinal e intervenciones dietéticas

La microbiota intestinal podria desempefiar un papel clave en los efectos
beneficiosos tanto de la CR como del IF. Estas practicas dietéticas han sido
objeto de investigaciones recientes debido a su impacto en el metabolismo y la
prevencion de enfermedades. Comprender la interaccion entre la microbiota
intestinal y estos enfoques dietéticos podria revelar los mecanismos

subyacentes a estos efectos positivos.

En cuanto a la CR, se ha demostrado que induce cambios en la composicion y
funcién de la microbiota intestinal, lo que se ha relacionado con efectos
beneficiosos para la salud. En varios estudios se usaron modelos de ratones
obesos para investigar el efecto de la CR sobre la microbiota intestinal. Los
resultados mostraron que la CR inducia cambios en la composicién de la
microbiota intestinal, incluyendo una reduccion en la abundancia de bacterias

proinflamatorias y un aumento en la abundancia de bacterias productoras de
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acidos grasos de cadena corta, como el butirato y el propionato. Entre ellas
destacan las especies Clostridium ramosum, Hungatella hathewayi,
Akkermansia muciniphila y Alistipes obesi. Ademas, se observo una disminucion
en la abundancia de bacterias de la familia Lachnospiraceae y un aumento en la
abundancia de bacterias de la familia Bacteroidaceae. Estos cambios se
asociaron con una mayor sensibilidad a la insulina y una mejor regulacion del
metabolismo de la glucosa en los ratones (Sbierski-Kind et al., 2022; Tanca et
al., 2018; Xu et al., 2020).

Respecto al IF, se ha demostrado que este induce cambios similares a la CR en
la composicién y funcion de la microbiota intestinal, lo que también se ha
relacionado con efectos beneficiosos para la salud. Estos cambios estan
estrechamente relacionados con la reduccion de la resistencia a la insulina y la
mejora del control glucémico, la disminucion de la inflamacion y la oxidacion, y
la activacion de vias de reparacion celular y de autofagia, entre otros (Song &
Kim, 2023). Un estudio publicado en 2020 encontro que las diferentes duraciones
del ayuno tenian impactos variables en la microbiota intestinal. Por ejemplo, con
un ayuno de 16 horas se observaba un aumento de los niveles de Akkermansia
y una disminucion de los niveles de Alistipes. Estos cambios se asociaron con
una reduccion en la inflamacion y una mejora en la permeabilidad intestinal en
los ratones. El articulo destaca el potencial del IF para dar forma a la microbiota
intestinal y que el impacto puede depender en funcion de los protocolos de ayuno
empleados (Li et al., 2020).

Estos estudios sugieren que tanto la CR como el IF pueden modificar la
composicion y funcion de la microbiota intestinal de ratones obesos, lo que se
asocia con efectos beneficiosos para la salud, como una mejora en la regulacion

del metabolismo de la glucosa y una reduccion en la inflamacion.
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4 Hipétesis y objetivos

Considerando que:

En humanos, la CR se considera una buena estrategia para tratar la
obesidad, pero su mantenimiento a largo plazo resulta dificil.

Las dietas basadas en el IF parecen tener efectos beneficiosos similares
a la CR en humanos, y presentan una mejor adherencia. No obstante, se
requieren estudios preclinicos para comprender los mecanismos y los
efectos en profundidad.

En la mayoria de los estudios en ratones, se han observado mejoras
metabolicas con el IF, incluso en presencia de una dieta hipercaldrica. Sin
embargo, la interpretacion de estos hallazgos es cuestionable, ya que no
esta claro si los beneficios del IF se deben principalmente a la reduccion
de la ingesta de alimentos o si son atribuibles especificamente al IF.
Ademas, se ha estudiado principalmente como una estrategia de
prevencion y no como un tratamiento una vez que la obesidad ya esta
establecida.

Se ha observado que tanto la CR como los regimenes de IF en la
obesidad estan asociados en parte con cambios en la microbiota
intestinal.

La microbiota intestinal desempefia un papel fundamental en el
mantenimiento de la salud del huésped, ejerciendo diversos efectos
protectores, estructurales, inmunitarios y metabdlicos en el intestino y los

tejidos periféricos.

Nuestra hipotesis es que en ratones obesos, el tipo de dieta y el régimen de IF

utilizado pueden tener efectos diferentes, tanto a nivel metabdlico como en la

microbiota intestinal. Por lo tanto, nuestro objetivo general es estudiar los efectos

de diferentes intervenciones dietéticas, basadas en la CR continua y en

diferentes regimenes de IF, sobre la microbiota intestinal en ratones obesos.

Ademas, durante este proyecto se plantean las siguientes tareas especificas:

Evaluar la diversidad de la microbiota intestinal en ratones obesos

mediante la aplicacion de diferentes protocolos dietéticos, que incluyen la
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HFD, CR y diferentes regimenes de IF, utilizando el indice de Shannon
como medida de diversidad.

Realizar un PCoA para identificar patrones en la estructura de la
microbiota intestinal de los ratones obesos sometidos a los diferentes
protocolos dietéticos. Este andlisis permitird visualizar las similitudes y
diferencias en la composicién de la microbiota entre los grupos de ratones.
Realizar un andlisis de las diferencias en la abundancia de los taxones
utilizando el método fold change ANCOM. Este analisis estadistico
permitird identificar los taxones microbianos que presenten diferencias

significativas en su abundancia entre los diferentes protocolos dietéticos.
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5 Metodologia
5.1 Fase experimental in vivo

La fase experimental in vivo y la extraccibn de muestras fue realizada por el
grupo DIAMET como parte de un proyecto de investigacion en curso dirigido por
la Dra. Victoria Ceperuelo Mallafré y se aportaron datos sobre la evolucion del
peso corporal y el perfil metabdlico para desarrollar el presente trabajo de fin de

grado proyecto.

En esta fase experimental, se usaron ratones macho C57BL/6J como modelo de
estudio. Los ratones se alimentaron con una dieta hipercalérica (Rodent Diet
With 60 kcal% Fat D12492, Fisher Scientific, New Hampton, EE. UU.) durante 8
semanas para inducir el fenotipo obeso. Luego, una parte continué con la misma
dieta y otra cambio a una dieta de CR que consiste en una dieta normal con un
30% de reduccion de (3,1% contenido de grasa; dietas SAFE, A04; restriccion
energética del 30%, SAFE, Augy, Francia). Posteriormente, se dividieron en 6
intervenciones en funcidn del protocolo que siguieron: intervencion 1,
intervencion 2, intervencion 3, intervencion 4, intervencion 5 e intervencion 6. Los
ratones recibieron estas dietas durante 4 semanas Yy, por lo tanto, la duracion

total de la fase in vivo fue de 12 semanas.

Para evaluar la efectividad de las diferentes dietas y regimenes de ayuno en el
metabolismo de los animales, se realizaron diversas pruebas al finalizar las 4
semanas de intervencion dietética, para analizar el perfil metabdlico de los
mismos. Para ello, se midieron los niveles basales de glucosa e insulina en
sangre, se evaluo la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina y se
midieron los niveles de triglicéridos (TG, en inglés “triglycerides”) y colesterol total

en sangre.

Para evaluar la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina, se realizaron
inyecciones intraperitoneales de glucosa y de insulina en los ratones ayunados

durante 16 horas y 3 horas respectivamente.

Se recolectaron muestras de sangre de la cola de los animales en diferentes
tiempos y se midieron los niveles de glucosa en sangre utilizando un glucémetro

portatil (lector de glucosa Accu-Chek; Roche).
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Los niveles basales de insulina en sangre se midieron utilizando un kit comercial
ultrasensible a la insulina de raton (BioVendor) y los de glucosa utilizando un
glucémetro portatil (lector de glucosa Accu-Chek; Roche). Los niveles de TG y
colesterol total en sangre se midieron enzimaticamente utilizando Kkits
comerciales adaptados a un autoanalizador COBAS 6000 (Roche Diagnostics,
Rotkreuz, Suiza).

5.2 Anédlisis del microbioma fecal

Durante el analisis de muestras fecales de ratones, se obtuvieron amplicones del
gen 16S rRNA siguiendo estrictamente el protocolo de preparacion de bibliotecas
de secuenciacion del gen 16S rRNA de lllumina Inc. (San Diego, CA; Cod.
15044223 Rev. A). Especificamente, se amplificaron las regiones V3 y V4 del
gen 16S rRNA utilizando secuencias de cebadores especificas con adaptadores
lllumina ligados en los extremos. En este sentido, los cebadores utilizados para
la amplificacion de longitud completa de estas regiones del gen se designan
como 16S rRNA V3-V4 Forward (TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG
AGA CAG CCT ACGGGNGGC WGC AG) y 16S rRNA V3-V4 Reverse (GTC
TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GAC TACHVGGG TAT CT
AATCC), respectivamente, y utilizando la nomenclatura de nucleétidos estandar
de la IUPAC.

El ADN gendémico microbiano (5 ng/uL en Tris 10 mM, pH 8,5) se utilizé como
material de partida para el protocolo de amplificacion de ARNr 16S. Una vez
finalizada la amplificacién, se procedié a la multiplexacion de los productos de
PCR con el Nextera XT Index Kit de lllumina. Luego, se corrieron los productos
de PCR en un chip Bioanalyzer DNA 1000 para verificar el tamafio, esperando
encontrar un pico sobre los 550 pares de bases en el electroferograma de
Bioanalyzer. Finalmente, las bibliotecas resultantes se secuenciaron utilizando
el kit de reactivos MiSeq v3 (MS-102-3001) en un secuenciador MiSeq, siguiendo
las instrucciones del fabricante (lllumina). El analisis de la composicion
microbiana fue hecho siguiendo protocolos descritos anteriormente (Cardona et
al., 2012; Santiago et al., 2014).
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La identificacién taxondmica de los amplicones secuenciados fue realizada
bioinforméaticamente segun métodos previamente descritos en publicaciones del
grupo (Huber-Ruano et al., 2022) por una plataforma especializada (FISABIO).
Este trabajo se centra en el andlisis bioinformético posterior a la identificacion

taxonomica.
5.3 ANCOMBC y transformacion centered log ratio

Para el analisis diferencial de la abundancia relativa de la microbiota intestinal
se opt6 por usar la libreria ANCOMBC (Analysis of Composition of Microbiomes
with Bias Correction) del programario R. Esta es una herramienta de analisis de
datos de microbiota que se utiliza para identificar las diferencias significativas
entre las composiciones de microbiotas de dos o mas grupos. ANCOMBC se
basa en la técnica de transformacion centered log ratio (clr) para tener en cuenta
la composicionalidad inherente de los datos de microbiota, como en la correccion
del sesgo muestral, el que ocurre debido a diferencias en el muestreo de las

muestras o del tamafio muestral (Cappellato et al., 2022).

La transformacion clr se basa en la teoria de la composicion, que establece que
los datos de microbiota son inherentemente composicionales, lo que significa
gue la abundancia relativa de cada especie esta estrechamente relacionada con

la abundancia relativa de las otras especies en la muestra.

El resultado es una matriz de datos transformados que representa la diferencia
logaritmica entre la abundancia absoluta de cada especie y la media geométrica

de todas las especies en la muestra (Quinn et al., 2019).

Esta transformacién tiene varias ventajas. En primer lugar, elimina la
dependencia entre las diferentes especies en una muestra, lo que permite el uso
de técnicas estadisticas con asunciones de independencia. Ademas, esta
transformacién se puede aplicar solo a los valores de abundancia absoluta que
son superiores a cero, reduciendo el impacto de estos ceros y facilitando el
analisis de datos con alta dispersién. En tercer lugar, la transformacién clr
produce una medida de similitud entre las diferentes especies que tiene en
cuenta las proporciones relativas entre ellas, lo que es importante en el andlisis

de datos de composicion.
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La técnica clr se utiliza comiunmente en el analisis de datos de microbiota, ya
gue los datos de microbiota son inherentemente composicionales y pueden ser
dificiles de analizar con técnicas estadisticas clasicas debido a la alta dispersion

y al nimero elevado de ceros.

El método ANCOMBC introduce también un método de correccion del sesgo
muestral mediante una regresién lineal en la cual se afade un coeficiente de
compensacion, calculado a partir de los datos observados. Esta compensacion
del ANCOMBC para el sesgo muestral se refiere por sus autores como “bias

correction”.

También proporciona una métrica de distancia para evaluar la similitud entre las
composiciones de microbiota de los diferentes grupos. La métrica de distancia
gue ANCOMBC utiliza es la distancia de Aitchison, una medida de la diferencia
relativa entre las composiciones de microbiota de dos grupos (Gloor et al., 2017).

ANCOMBC es una herramienta de andlisis de datos de microbiota ampliamente
utilizada y validada en la literatura cientifica. Ha demostrado ser una herramienta
poderosa para identificar las diferencias significativas entre las composiciones
de microbiota de dos 0 mas grupos, mientras se tiene en cuenta la estructura de

composicion de los datos y se corrige el sesgo técnico.

En nuestro caso y para este trabajo, obtuvimos los datos de abundancia absoluta
con los taxones ya identificados y con sus relaciones filogenéticas, por parte del
Instituto de Investigacion Sanitaria Pere i Virgili (IISPV). Esos datos estaban en
el formato phyloseq, una estructura de datos que se utiliza mucho en el andlisis
de datos de microbioma. Este formato permite ademas almacenar y manipular
datos de diversidad microbiana, lo que incluye informacién de las abundancias
relativas de distintos taxones en muestras biolégicas, informacion de los
metadatos de las muestras y la informacion taxon6mica de cada secuencia

obtenida. Este formato se puede almacenar y leer como un objeto de R.

Segun las hipétesis del trabajo y la linea de investigacion del laboratorio, se

gueria investigar las diferencias entre ciertos grupos de muestras separadas

21



segun la dieta y el protocolo. Especificamente, eran de especial interés tres tipos

de comparaciones, que describimos a continuacion.

Resumiendo, para cada una de esas comparaciones se filtré apropiadamente el
objeto "phyloseq" de R, excluyendo los grupos que no son comparados y
formando las seis intervenciones: intervencion 1, intervencién 2, intervencion 3,

intervencion 4, intervencion 5 e intervencion 6.

Cabe decir que estos grupos también se formaron para el andlisis de diversidad
alfa y para la realizacion del PCoA Bray-Curtis. En cambio, para realizar el
heatmap se decidié fusionar las intervenciones 2 y 3 y las intervenciones 5y 6 y
realizar las siguientes comparaciones (comparacion 1, comparacion 2 y

comparacion 3).

La funcion ancombc() se utiliza para realizar el analisis de composicion
microbiota. Los parametros que se han modificado incluyen “data”, que es el
objeto phyloseq que contiene la informacion sobre la composicion de la a
analizar. “Tax_level”, sirve para especificar el nivel taxondmico en el que se
desea realizar el andlisis. En nuestro caso realizaremos el estudio a nivel de

familia, género y especie.

La variable "formula” se utiliza para especificar la férmula de modelo a utilizar
para realizar el andlisis de composicién multivariante. Especifica la relacion entre
la variable de respuestay las variables explicativas. En esta variable incluiremos
la variable que separa en funcion de las dietas o la que separa en funcion del
protocolo. Cabe decir que en todos los andlisis se ha afiadido de covariable el
peso. Al incluir el peso como covariable en la formula, se puede controlar su

efecto y mejorar la precision de los andlisis.

También se incluy® la variable “group”. Esta es un factor categoérico que se utiliza
para agrupar los datos antes de realizar el anélisis ANCOMBC. En nuestro caso

se agrupara en funcion al parametro establecido en la variable formula.

Otra variable por destacar a pesar de no ser modificada es el parametro
‘prevalence”. Este es un valor que indica la prevalencia minima que una

caracteristica debe tener para ser considerada en el analisis. El valor por defecto
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de este parametro es 0.2, lo que significa que una caracteristica debe estar
presente en al menos el 20% de las muestras para ser incluida en el analisis.
También se encuentra la variable “alpha”, la cual indica el nivel de significancia

deseado para la prueba. Por defecto, el valor es 0.05.

5.4 Diversidad alfay beta

Previamente al célculo de la diversidad alfa, se agregaron los valores de
abundancia absoluta de los taxones a nivel de especie mediante la funcién
“agglomerateByRank” de la libreria mia de R. La diversidad alfa de Shannon fue
calculada entonces con la funcion diversity() de la libreria vegan de R,

especificando “shannon” en el argumento “index” de esta funcion.

Previamente, al calculo de la diversidad beta, también se agregaron los valores
de abundancia absoluta de los taxones a nivel de familia, género y especie
mediante la funcién “agglomerateByRank”. La diversidad beta fue calculada
entonces con la funcion “vegdist” de la libreria “vegan” de R, especificando “bray”
(de Bray-Curtis) en el argumento “method” de esta funcién. Se aplicd después
un “weighted classical multidimensional scaling” (Principal Coordination Analysis
0 PCoA) sobre los resultados previos de disimilaridad mediante la funcion
“‘wcmdscale” de la libreria “vegan” de R con la opcién “eigen=TRUE”. Por ultimo,
se graficaron los resultados de ordinacion incluyendo elipses calculadas

mediante la funcién “ordiellipse” de la misma libreria.

23



6 Resultados

El codigo creado con la ayuda del bioinformético Joan Badia Cabré para la

realizacion de las diferentes representaciones es confidencial.

6.1 Analisis de los efectos de las diferentes dietas sobre el peso y el

perfil metabdlico

Durante las cuatro semanas de intervencion dietética, se llevdo a cabo un
seguimiento exhaustivo del peso corporal de los ratones. La evolucion del peso
corporal se puede observar en la Figura 1. Se observo un aumento en el peso
de los ratones en la intervencion 1 a lo largo de las semanas, mientras que las
intervenciones 2 y 3 lograron mantener practicamente su peso inicial a lo largo
del periodo de estudio. En contraste, las intervenciones 4, 5y 6 experimentaron

una disminucion significativa en su peso.
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Figura 1: Comparacion entre el peso corporal en gramos antes (en la semana 8) y después (en
la semana 12) de la intervencion dietética. Todos los valores expresados como media + S.E.M.

(n=12); *p<0,05; (analizado por ANOVA de dos vias). Proporcionado por: grupo DIAMET

Los resultados del test de tolerancia a la glucosa (GTT, en inglés “glucosa
tolerance test”) y del test de tolerancia a la insulina (ITT, en inglés “insuline
tolerance test”) se puede observar en la Figura 2. Estos resultados revelaron que

los ratones que siguieron intervencion 2 y 3 mostraron una mejora en su
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tolerancia a la glucosa en comparacion con la intervencion 1. Sin embargo, esta
mejora no fue tan marcada como la observada en las intervenciones 4, 5y 6,
donde se observé un mayor aumento en la tolerancia a la glucosa en las
intervenciones 5y 6 en comparacion con la 4. En cuanto a la sensibilidad a la
insulina, se observé una mejora similar en todas las intervenciones dietéticas en
comparacién con la intervencion 1, y no se encontraron diferencias significativas

entre las diferentes dietas y regimenes.
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Figura 2: Prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) y prueba de tolerancia a la insulina (ITT) a las
12 semana. Todos los valores expresados como media + S.E.M. (n=12); *p<0,05; (analizado por
ANOVA de dos vias). Proporcionado por: grupo DIAMET

Los niveles basales de glucosa, insulina, TG y colesterol se pueden observar en
la Figura 3. Se observa una reduccion en los niveles de glucosa basal e insulina
en todos los grupos sometidos a intervenciones dietéticas en comparacioén con
la intervencion 1. Esto era de esperar, dado que los ratones obesos de la
intervencion 1 presentaban un peso corporal mas elevado. Como dato
interesante, todas las dietas implementadas mostraron una disminucion similar
en los niveles de glucosa e insulina, sin que se observaran diferencias
significativas entre ellas. En cuanto al perfil lipidico, los niveles de TG solo
estaban disminuidos significativamente en las intervenciones 2 y 4. En cambio,
los niveles de colesterol total estaban disminuidos en todas las dietas, sobre todo

en las intervenciones 4, 5y 6.
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Figura 3: Niveles plasméticos de glucosa, insulina, TG y colesterol; Todos los valores
expresados como media £ S.E.M. (n=12); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (analizado mediante

ANOVA ordinario de una via). Proporcionado por: grupo DIAMET

Como conclusion se puede apreciar que en las intervenciones 4, 5y 6 se obtuvo
una pérdida de peso y una mejora de la homeostasis de la glucosa y del perfil
lipidico. Por otro lado, las intervenciones 2 y 3 ofrecieron un efecto protector
sobre el aumento de peso y también obtuvieron beneficios similares a los

comentados anteriormente.

6.2 Analisis de los efectos de las diferentes dietas sobre ladiversidad
y composicion de la microbiota intestinal

El indice de Shannon es una medida ampliamente utilizada para estimar la
diversidad y equidad de especies en una comunidad. Cuanto mayor es el valor
de Shannon, mayor es la diversidad alfa, lo que implica una mayor variedad de

especies y una distribucion mas equitativa de sus abundancias.

En la figura 4 se observa que la intervencion 1 presenta una tendencia hacia una
mayor variabilidad en la diversidad alfa de la microbiota intestinal en
comparacién con los otros protocolos evaluados. Ademas, al comparar las
intervenciones 2y 3 con la 1y las intervenciones 5y 6 con la 4, no se encontraron
diferencias significativas, como tampoco al comparar la intervencion 1 con la 4.
Eso significa que no hay cambios estadisticos significativos en la diversidad alfa

de la microbiota intestinal debido a las intervenciones analizadas.
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Figura 4: Diversidad alfa de la microbiota intestinal en los diferentes protocolos estudiados;
p<0.05. Realizado con la ayuda de Joan Badia Cabré

También se llevo a cabo un analisis PCoA con Bray-Curtis. En el analisis PCoA
con Bray-Curtis, se utilizé una métrica de disimilaridad llamada indice de Bray-
Curtis para evaluar la composicion de la microbiota intestinal entre diferentes
ecosistemas o grupos. Como explicacion simplificada, la métrica de Bray-Curtis
entre dos muestras compara tanto las especies compartidas como las especies
exclusivas, con el valor maximo de 1 representando que no hay ninguna especie
compartida y con el valor minimo de O representando que todas las especias

estan compartidas.

En este andlisis PCoA, se observaron diferencias significativas a nivel general
en los tres niveles taxondmicos analizados con una prueba de Adonis, lo que
indica una disimilitud en la composicién microbiana entre los grupos segun los
diferentes protocolos. Debido a una falta de consenso sobre métodos
estadisticos post-hoc para comparar a pares los grupos cuando hay dos
variables de respuesta o dimensiones, se ha optado por no presentar los

resultados post-hoc, pero el laboratorio esta trabajando en ello.
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Se observa como en las intervenciones 5 y 6 se producen mayores cambios en
la composicion microbiana. Estos grupos se separan mas del resto en el andlisis

a nivel de familia (Figura 5a).

A nivel de género (Figura 5b), se aprecian diferencias mas marcadas entre las
intervenciones 1,2 y 3 y las intervenciones 4, 5y 6. Las intervenciones 5y 6

siguen mostrando una mayor separacion entre los grupos.

En el analisis a nivel de especie (Figura 5c), se observa una tendencia similar a
la gréfica de género. En él se distinguen diferencias entre marcadas entre las
intervenciones 1,2 y 3 y las intervenciones 4, 5y 6. Las intervenciones 1, 2y 3
muestran una mayor proximidad entre si, lo que indica una mayor similitud en la
composicion de especies de la microbiota intestinal en comparacion con los
demas grupos. Por otro lado, los grupos 4 y 6 también presentan cierta
proximidad entre ellos, pero se separan del conjunto anterior. Ademas, el grupo
5 se encuentra separado de todos los demas grupos, lo que indica una

composicion de especies Unica y diferente.

En resumen, se encontraron diferencias significativas en las tres categorias
taxonomicas analizadas, indicando una separacion de los grupos segun las
diferentes dietas. La intervenciones 5 y 6 parecen tener un mayor impacto en la
microbiota, mostrando una mayor separacion en comparacion con el resto. A
nivel de género y especie, se observan patrones similares, donde las diferencias

entre las dietas son mas pronunciadas.
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Figura 5: Grafico PCoA de la diversidad de la microbiota intestinal en diferentes protocolos de
estudio utilizando la distancia de Bray-Curtis para a) nivel de familia, b) nivel de género y c) nivel
de especie. Realizado con la ayuda de Joan Badia Cabré

6.3 Cambios relativos en composicién microbiana

En el presente estudio se realizé un analisis diferencial de la abundancia relativa
microbiana mediante ANCOMB-BC. Este método proporciona tanto el p-valor
como la magnitud del cambio entre dos comparaciones de abundancia relativa
en escala logaritmica (LFC), los cuales hemos representado mediante un mapa
de calor. En el mapa de calor solo representamos los taxones a nivel de género

que han salido diferencialmente abundantes (p-valor < 0.05) en cualquier
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comparacion, ademas de la familia a la que pertenecen (Figura 6). El objetivo
principal de este andlisis fue investigar las diferencias en la composicion relativa
de la microbiota entre las dietas, asi como evaluar el efecto del IF en ambas
dietas. Se ha escogido representar todas las comparaciones juntas para
contextualizar los resultados y ver si algunos taxones estan cambiados en mas
de alguna comparacion mediante la comparacién 1, comparacion 2 y

comparacion 3.

El calculo del LFC se realiza comparando las abundancias relativas de cada
género entre las condiciones de interés como se puede observar en la formula
1. Donde X representa la abundancia relativa de un género en una condicion
especifica (por ejemplo, intervencion 4) e Y representa la abundancia relativa del
mismo género en otra condicion (por ejemplo, intervencion 1). El resultado del
célculo del LFC es una medida de la proporcion del cambio relativo en la

abundancia entre las condiciones comparadas.

X
LFC = log2(7)

Férmula 1: Calculo log fold change

Un LFC positivo indica que la abundancia de un género es mayor en la condicion
4 en comparacion con la condicion 1. Por otro lado, un LFC negativo indica que

la abundancia es menor en la condicion 4 en comparacion con la condicion 1.

Antes de entrar en detalle en cada una de las comparaciones, es importante
destacar las observaciones generales que se pueden extraer del analisis. En
primer lugar, se observaron diferencias significativas en la composicion de la
microbiota intestinal en la comparacion 1. Ademas, se observdé que la
intervencion fusionada 5 y 6 parece tener un mayor impacto en la comparacion
3 en comparacion con la intervencioén fusionada 2 y 3 de la comparacion 2, tal y

como se observo en los diferentes PCoA.

En la comparacion 1 se observé que los géneros de las familias Atopobiaceae y
UCG-010 y los géneros Rombustia, Faecalibaculum y Enterorhabdus presentan

una disminucién significativa en la abundancia relativa de estas familias en los
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ratones que se han sometido a la intervencion 4 en comparacion con los ratones
que siguieron la intervencion 1. Mientras que se observd un aumento significativo
en otras familias como Muribaculaceae y Mitochondia y en los géneros
Allobaculum, Akermansia, Anaeroplasma, Bifidobacterium y Parasutterella en la
intervencion 4 en comparacion con la intervencion 1. Sin embargo, en la familia
Erysipelotrichaceae, se observd que algunos géneros presentaron un aumento
en la abundancia relativa en la intervencién 4, mientras que otros mostraron una
disminucion.

A pesar de no haber tantos cambios significativos en la comparacion 2, se
identific6 un aumento significativo en la abundancia relativa de los géneros UCG-
005, Parabacteroides y Allobaculum en los ratones de la intervencion fusionada
con la 2y 3 en comparacion con la 1. No obstante, se observa una disminucion
significativa del género Desulfovibrio en la intervencion fusionada 2 y 3 en
comparacion con la 1. Por otro lado, en la comparacion 3, se observé un aumento
significativo en la abundancia relativa de la intervencion fusioanda 5 y 6 respecto
a la intervencion 4 en los géneros Anaeroplasma, Ruminococcus vy
Gastranaerophilales, entre otros. Y también una disminucion significativa en los
géneros Alistipes, Anaerotruncus y Intestinimonas, entre otros, en la intervencion

fusionada 5y 6 respecto a la intervencion 4.
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Figura 6: Representacion gréfica del log fold change en forma de heatmap, mostrando la
comparacion de abundancia relativa de géneros agrupados por familias en diferentes
intervenciones dietéticas (*p < 0.05). Realizado con la ayuda de Joan Badia Cabré.
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También se realizé un analisis adicional a nivel de especie, agrupado por
familias, utilizando la misma representacion de log fold change en forma de
heatmap como se puede ver en la Figura 7. Se compararon las mismas
condiciones dietéticas. Al igual que en el heatmap anterior, se observan
diferencias significativas en la composicion de la microbiota intestinal en la
comparacién 1. No se distinguié ninguna especie que cambie significativamente

en todas las dietas.

En la comparacion 1, se encontré un aumento significativo en la abundancia
relativa de las especies “uncultured” 5 y 14, entre otras, en la intervencion 4 en
comparacién con la 1, mientras que se observé una disminucion significativa en
las especies “uncultured” 7, 9, 22 y 31, entre otras, en la intervencion 4 respecto

a la intervencion 1.

En la comparacion 2 cabe destacar el aumento de la especie Parabacteroides
goldsteinii y la disminucion de las bacterias Dubosiella newyorkensis y

Clostridium leptum en la intervencion fusionada 2 y 3 en comparacion con la 1.

Finalmente, en la comparacion 3, se identificé un aumento significativo en la
abundancia de las especies “uncultured” 5 y 6 en la intervencion fusionada de 5
y 6 en comparacion a la intervencion 4, y una disminucion significativa en la
especie “uncultured” 16 en el grupo fusionado de las intervenciones 5y 6

respecto al grupo 4.
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Figura 7: Representacion gréfica del log fold change en forma de heatmap, mostrando la
comparacion de abundancia relativa de especies agrupadas por familias en diferentes

intervenciones dietéticas: (*p < 0.05). Realizado con la ayuda de Joan Badia Cabré.
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7 Discusion

Hoy en dia, la obesidad es uno de los principales problemas de salud. A nivel
mundial, se ha estimado que el 15% de las muertes por todas las causas, se
deben a un BMI alto. A pesar de los esfuerzos realizados para tratar y prevenir
esta condicion, su prevalencia continta en aumento (Riquelme et al., 2021). Ante
esta situacion, las dietas de CR y el IF pueden ser métodos efectivos para reducir
la obesidad y sus complicaciones asociadas. Sin embargo, los mecanismos
subyacentes a estos efectos beneficiosos aun no se comprenden
completamente. En este contexto, se ha estudiado el efecto limitado del IF
combinado con HFD o LFD en ratones obesos, siendo escasos los estudios
realizados hasta el momento (Gotthardt et al., 2016). Sin embargo, no se ha
investigado de forma exhaustiva la comparacion de los efectos de diferentes

dietas y regimenes de IF en este contexto.

En este proyecto, nos propusimos profundizar en la comprension de los efectos
del IF y la CR en la microbiota intestinal, ya que existe una creciente evidencia
de que la composicion y funcién de la microbiota pueden desempefiar un papel
crucial en la regulacion metabdlica y la homeostasis energética.
Especificamente, nos centramos en investigar la interaccion entre diferentes
protocolos de IF y la composicidon de la dieta en ratones con obesidad inducida

por la dieta.

En el marco de este proyecto, iniciado previamente por el grupo DIAMET, se
evalué minuciosamente el impacto de diversas intervenciones dietéticas en el
fenotipo del peso corporal de los roedores utilizados en el estudio. Los resultados
obtenidos revelaron que la implementacién de la intervencidbn 2 y 3 en
comparacién con la 1, proporcion6 una proteccién significativa contra el aumento
de peso. Por otro lado, las intervenciones 4, 5 y 6 se asociaron de manera
evidente con una pérdida de peso destacada. Estos hallazgos respaldan la
nocion de que las intervenciones 4, 5 y 6 se presentan como la estrategia
dietética mas eficaz para lograr una pérdida de peso significativa en el modelo
experimental de ratones con obesidad inducida por la dieta, mientras que las

intervenciones 2 y 3 exhiben un efecto protector frente al aumento de peso.
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Dentro del mismo proyecto, se encontré que las intervenciones 2 y 3 generaron
mejoras metabdlicas notables, similares a las obtenidas en las intervenciones 4,
5y 6, al reducir los niveles basales de glucosa e insulina, los TG plasméticos y
mejorar la sensibilidad a la insulina. A pesar de ello, las intervenciones 2 y 3
también mejoraron la tolerancia a la glucosa y los niveles de colesterol, aunque
se observl una mejor respuesta en las intervenciones 4, 5y 6. En general, las
intervenciones 2, 3, 4, 5y 6, conducen a mejoras metabdlicas similares. La
capacidad de las intervenciones 2 y 3 para mejorar el metabolismo incluso en

presencia de una dieta hipercaldrica plantea una observacion intrigante.

Nuestro estudio respalda la amplia investigacion sobre la relacién entre la
microbiota intestinal y la obesidad. Observamos cambios significativos en la
composicion y estructura de la microbiota en respuesta a las intervenciones
dietéticas 2, 3, 4, 5y 6. Este hecho se ha contrastado en otro estudio (Teker &
Ceylani, 2023), el cual respalda la idea de que la dieta desempeiia un papel
fundamental en la composicion y estructura de la microbiota intestinal, y su
modificacion a través de intervenciones dietéticas puede tener efectos

significativos en la diversidad microbiana.

En el estudio de la variabilidad microbiana de nuestro proyecto, se observaron
patrones distintos en la riqgueza microbiana en respuesta a las diferentes
intervenciones dietéticas. Las intervenciones 4, 5 y 6 tenian una tendencia hacia
valores mas altos del indice de Shannon en comparacion con las intervenciones
1, 2 y 3. Esto indica que los tratamientos 4, 5y 6 pueden presentar una mayor
diversidad microbiana en comparacion con los tratamientos 1, 2 y 3. Este hecho
es contrastado por varios estudios en los que se asocian las intervenciones 4, 5
y 6 con valores mas altos del indice de Shannon, lo que indica una mayor
diversidad microbiana en comparaciéon con las intervenciones 1, 2 y 3(Kern et
al., 2023).

Asimismo, gracias al analisis de PCoA con Bray-Curtis a nivel de familia, género
y especie, se observo una clara separacion entre los grupos 4, 5y 6 y los grupos
1, 2 y 3. Esta separacion se mantuvo consistente en los niveles taxonémicos de
familia, género y especie, lo que indica que la composicion de la microbiota

intestinal difiere significativamente entre estas intervenciones.
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En este contexto, en las intervenciones 4, 5 y 6, se observdO una mayor
separacion entre los grupos 5y 6 en comparacioén con el 4. Estos hallazgos
sugieren que las intervenciones 5 y 6 tienen un efecto aditivo en la modulacién
de la microbiota intestinal, lo que resulta en una composiciébn microbiana aun
mas distinta entre los grupos. Sin embargo, es importante destacar que se
observan efectos mas pronunciados en la intervencion 5, la cual muestra una
mayor separacion con respecto a la intervencion 4, mientras que el grupo 6 se
asemeja mas al grupo 4. En el caso de los grupos 1, 2 y 3, se encontrd una
separacion menos pronunciada entre el grupo 1 y los grupos 2 y 3 a nivel de
familia, género y especie. Esto indica que las intervenciones 2 y 3 en los grupos
tuvieron un impacto relativamente menor en la composicion de la microbiota.
Estos hechos sugieren que las diferentes intervenciones alteran la microbiota de

manera dependiente al tipo de dieta y al tipo de IF.

Los hallazgos obtenidos, respaldan la evidencia existente de que la composicion
de la microbiota intestinal esta asociada con la obesidad y sugieren que las
intervenciones dietéticas 2, 3, 4, 5y 6, pueden influir en la composicion de la
microbiota intestinal (Pinto et al., 2022; von Schwartzenberg et al., 2021). Estos
cambios en la microbiota podrian desempefiar un papel en los efectos
beneficiosos observados en la regulacion del metabolismo y la prevencion de la
obesidad y las enfermedades metabdlicas asociadas. Sin embargo, se requiere
una mayor investigacion para comprender los mecanismos subyacentes y
aprovechar las estrategias de modificacion de la microbiota intestinal como

enfoques terapéuticos para abordar la obesidad y sus complicaciones.

Por otro lado, en este proyecto se decidié las intervenciones 2 y 3 y las
intervenciones 5 y 6 para el andlisis del log fold change mediante heatmap
debido a la falta de diferencias significativas en los perfiles metabdlicos y lipidicos
entre ellos. Con ello, queremos comprobar que los cambios en la mejora
metabdlica podrian ser por cambios en la microbiota. Sin embargo, al analizar el
PCoA, se observo una mayor separacion entre los grupos de 2, 3, 4, 5y 6,
especialmente en el caso del protocolo 5. Dada esta observacion y a que no se
han reportado estudios previos que comparen especificamente los efectos de

estas intervenciones, seria interesante realizar andlisis adicionales en futuros
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estudios para profundizar en el efecto de los diferentes intervenciones

mencionadas en la microbiota intestinal.

Al realizar este ultimo andlisis, se observaron diferencias significativas en la
composicion de la microbiota intestinal, especificamente en la 1. Estas
diferencias respaldan la nocién de que la diferencia entre la intervencién 1y la 4
ejerce un impacto notable en la composicion de la microbiota intestinal, lo cual
estd en linea con los conocimientos existentes (S. Wang et al., 2018). Sin
embargo, también se observdé un mayor impacto en la composicion de la
microbiota en los grupos de la comparacién 3 en comparacion con aquellos de
la 2. Esta diferencia también se evidencio en los analisis de PCoA, donde se
observo una mayor separacion entre las intervenciones 5 y 6 en comparacion
con las intervenciones 2 y 3. No obstante, no se tiene mucha informacion sobre
el papel que juega en la composicion de la microbiota intestinal la combinacion
las intervenciones 2, 3, 4, 5y 6, siendo practicamente inexistente la bibliografia

sobre este tema.

Entrando en detalle en los resultados obtenidos por el mapa de calor del LFC,
se evidencidé una disminucion significativa en la comparacion 1 (mayor
abundancia en intervencion 1 que en la 4) en la familia UCG-010. Estos hallazgos
son respaldados por estudios recientes (Senior et al., 2021) que han reportado
resultados similares. En relacion a los géneros, se observd un incremento
significativo en la abundancia del género Allobaculum durante la intervencién
fusionada 2 y 3 respecto a la 1, mientras que se observé una disminucion del
género Desulfovibrio en la misma intervencion. Estos resultados coinciden con
estudios previos realizados en modelos similares, que también informaron
conclusiones parecidas (Beli et al., 2018; Fontana & Partridge, 2015). Ademas,
se ha demostrado en estudios previos (Zhang et al., 2015) que el género
Allobaculum puede contribuir al alivio de la inflamacion, la resistencia a la insulina
y la obesidad al reducir las endotoxinas intestinales en la sangre. Por otro lado,
la abundancia del género Ruminococcus aumenté en la intervencion fusionada
5y 6 respecto al grupo 4, en concordancia con estudios previos (J. Liu et al.,
2021).
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A nivel de especie destacan Dubosiella newyorkensis y Parabacteroides
golsteinii. En nuestro estudio se ha detectado una disminucion de la especie
Dubosiella newyorkensis en los ratones sometidos a las intervenciones 2 y 3. Sin
embargo, es importante destacar que tanto en la comparacion 1 como 3, también
se observa una disminucion, aunque no significativa. Este hallazgo es contrario
a un estudio (T. H. Liu et al., 2023) que sugiere que Dubosiella newyorkensis
puede tener efectos positivos en la salud. En este estudio se ha investigado que
esta especie puede mejorar el estrés oxidativo, promover la funciéon endotelial y
modular la composicién de la microbiota intestinal, aumentando la abundancia
de géneros beneficiosos. Otra especie identificada con cambios significativos es
Parabacteroides golsteinii. Se observa un aumento de la abundancia en todas
las dietas, aunque solo significativo en la intervencion fusionada 2 y 3. Estos
resultados van en concordancia con estudios previos ya que, se ha demostrado
(Wu et al., 2019) que la especie Parabacteroides golsteinii previene el aumento
de peso corporal, mejora la integridad intestinal y reduce la inflamacion y la

resistencia a la insulina.
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8 Conclusién

e Las intervenciones 2 y 3 muestran un efecto protector contra el aumento
de peso, mientras que las intervenciones 4, 5y 6 resultan en una pérdida
de peso significativa.

e Las intervenciones 2, 3, 4, 5y 6 generan mejoras metabdlicas notables,
incluyendo la reduccién de los niveles de glucosa e insulina, triglicéridos
plasméaticos y mejora de la sensibilidad a la insulina.

e Lasintervenciones 4, 5y 6 presentan una tendencia hacia un mayor indice
de Shannon, lo que indica una mayor diversidad bacteriana. En cambio,
las intervenciones 2 y 3 no parecen tener efecto sobre la diversidad.

e Las intervenciones 2, 3, 4, 5y 6 producen cambios en la composicion de
la microbiota.

e Lasintervenciones 2, 3, 4, 5y 6 alteran de manera diferente la microbiota,
en funcidn del tipo de IF usado y del tipo de dieta.

e Las intervenciones 2, 3, 4, 5 y 6 producen cambios en la abundancia

relativa. Siendo mayor en la intervencion 4.

Este estudio revela que las intervenciones 2, 3, 4, 5y 6 tienen efectos distintos
en la microbiota intestinal. Ademas, se observa que el impacto del IF varia segun
el tipo de ayuno y la dieta utilizada. Estos hallazgos resaltan la importancia de
continuar investigando la relacion entre las mejoras metabdlicas y la microbiota
intestinal, con el objetivo de desarrollar estrategias terapéuticas mas eficaces

para promover la salud y prevenir enfermedades, como la obesidad.
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10 Autoevaluacién

En primer lugar, cuando se aborda un proyecto de investigacion, es fundamental
tener claras las expectativas que se tienen respecto al mismo. En este sentido,
en el desarrollo del proyecto de investigacién sobre la microbiota intestinal de
ratones obesos, se plantearon diversas expectativas que se esperaba alcanzar

al finalizar el proyecto.

Entre las principales expectativas se encontraba la identificacion de posibles
diferencias significativas en la abundancia relativa de la microbiota intestinal de
ratones obesos al aplicar diferentes protocolos dietéticos. Asimismo, se
esperaba obtener una comprension mas detallada sobre la complejidad de la

microbiota intestinal y su posible relacion con la obesidad.

Otra expectativa era poder evaluar la utilidad de la libreria ANCOMBC para el
analisis de datos de microbiota, y su comparacion con otros métodos de analisis
de datos similares. También se buscaba obtener una visibon mas amplia sobre
las técnicas de visualizacion de datos, con el fin de poder representar la

informacion obtenida de forma clara y concisa.

Ademas de las expectativas relacionadas con los resultados del proyecto,
también se tenian en cuenta las expectativas personales del investigador. En
este sentido, se esperaba adquirir un conocimiento mas profundo en el ambito
de la microbiota intestinal y su relacién con la salud, asi como mejorar las

habilidades en el manejo de herramientas y técnicas de analisis de datos.

En cuanto a los aprendizajes adquiridos durante la realizacién del trabajo, puedo
decir que ha sido una experiencia muy enriquecedora en varios aspectos. En
primer lugar, he aprendido a trabajar con la libreria ANCOMBC en R, lo cual ha
sido una experiencia muy valiosa, ya que me ha permitido adquirir habilidades

en el analisis de datos microbiol6gicos complejos.

Ademas, he mejorado mi capacidad para interpretar resultados estadisticos
complejos, lo que me ha permitido comprender mejor los conceptos teéricos que
subyacen a la investigacion de la microbiota intestinal. Aprendiendo a realizar

diferentes tipos de gréaficos y visualizaciones para representar los datos de
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manera clara y comprensible. Esto ha sido muy importante para poder comunicar

los resultados de forma efectiva en la memoria final.

Por otro lado, también he aprendido sobre el proceso de investigacion cientifica,
desde la formulacién de la hip6tesis hasta la interpretacion de los resultados. He
adquirido conocimientos sobre la literatura cientifica relacionada con el tema de

estudio y sobre como realizar una revision sistematica de la misma.

Asimismo, también he aprendido a trabajar en equipo de manera efectiva, ya que
este trabajo ha requerido la colaboracién de varios miembros del equipo. Esto
ha implicado la comunicacidon constante para compartir avances y resolver
problemas juntos, lo cual ha sido una experiencia muy valiosa para el desarrollo

de habilidades interpersonales y de trabajo en equipo.

También he adquirido una mayor capacidad de organizacion y planificacion del
trabajo, lo que me ha permitido gestionar el proyecto de manera mas eficiente y

obtener mejores resultados.

En conclusion, este proyecto me ha permitido adquirir valiosos conocimientos
técnicos en el analisis de datos microbiologicos y estadisticos utilizando
herramientas como R y la libreria ANCOMBC. Ademas, he desarrollado
habilidades en la elaboracion de graficos y visualizaciones para presentar de

manera clara y efectiva los resultados obtenidos.

Asimismo, la realizacion de este trabajo ha supuesto un importante reto personal,
ya que he tenido que enfrentarme a la planificacion y ejecucién de un proyecto
de investigacion de gran complejidad. A lo largo del proceso he aprendido a
manejar situaciones de incertidumbre y a tomar decisiones en momentos criticos,
lo que ha fortalecido mi capacidad de resolucion de problemas y liderazgo en el

trabajo en equipo.

En definitiva, este proyecto ha sido una experiencia altamente enriquecedora,
gue me ha permitido desarrollar tanto habilidades técnicas como personales que

sin duda me seran de gran utilidad en mi futuro profesional.
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