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En los ultimos afios, Akkermansia muciniphila ha ganado prominencia en la investigacidn cientifica debido a su posible contribucidn a la regulacién
de la respuesta inmunoldgica, la sensibilidad a la insulina, la prevencion de enfermedades inflamatorias y la salud metabdlica. En concreto, su
abundancia se ha correlacionado inversamente con el peso corporal y su presencia podria tener un efecto beneficioso en la regulacién del
metabolismo. El objetivo del presente estudio fue examinar si A. muciniphila estaba asociada con el IMC en personas con trastornos gastrointestinales.
Los resultados sugieren que la abundancia de A. muciniphila es muy baja en pacientes con trastornos gastrointestinales (1,35%) y menor en personas
con sobrepeso u obesidad, aunque los resultados no fueron significativos. Este estudio no pudo confirmar de forma estadisticamente significativa la
hipétesis de la relacién entre Akkermansia y el sobrepeso o la obesidad. Lo cual puede sugerir o una potencia del efecto menor del mismo al esperado,
o la no relacion directa o causal.

Palabras claves: Akkermansia muciniphila; indice de Masa Corporal; obesidad; microbiota intestinal; ADNr 16S.

Abstract

In recent years, Akkermansia muciniphila has gained prominence in scientific research due to its potential contribution to the regulation of immune
response, insulin sensitivity, prevention of inflammatory diseases, and metabolic health. Specifically, its abundance has been inversely correlated with
body weight, and its presence may have a beneficial effect on metabolism regulation. The aim of this study was to examine whether A. muciniphila
was associated with BMI in individuals with gastrointestinal disorders. The results suggest that the abundance of A. muciniphila is very low in patients
with gastrointestinal disorders (1.35%) and lower in individuals with overweight or obesity, although the results were not significant. This study could
not confirm in a statistically significant way the hypothesis of the relationship between Akkermansia and overweight or obesity. Which may suggest
either a lower power of the effect than expected, or no direct or causal relationship.
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Introduccion

La microbiota intestinal ha emergido como un area de investigacion de gran relevancia en la salud humana.
Esta comunidad bacteriana ejerce influencia en la digestidon de nutrientes, la produccion de vitaminas y la
proteccion contra agentes patdgenos (1). En particular, la bacteria Akkermansia muciniphila ha suscitado un
interés considerable en la investigacidn cientifica debido a su potencial impacto en la salud observado en
modelos animales (2). Es una bacteria comun del tracto gastrointestinal humano, constituyendo entre el 3-
5% de la comunidad microbiana del intestino, y esta especializada en la degradacién de la mucina (3), una
sustancia gelatinosa que recubre el revestimiento intestinal. Comienza su colonizacién desde la primera
infancia y alcanza un nivel estable durante la madurez que se reduce en la senectud (4).

Recientes estudios han comprobado que A. muciniphila puede desempefiar un papel en la prevencién de
enfermedades y la salud metabdlica en humanos. Por ejemplo, algunos estudios han observado que A.
muciniphila se asociaba en el intestino con la modulacién de la respuesta inmunitaria, contribuyendo a la
homeostasis inmunoldgica y a la proteccion contra enfermedades autoinmunitarias (2, 5). La relacién entre
la diabetes y A. muciniphila también ha suscitado interés, ya que se ha observado mayores niveles de esta
bacteria en individuos con tolerancia normal a la glucosa que en prediabéticos (6), asi como mas sensibilidad
a lainsulina y capacidad de regular los niveles de glucosa en sangre (7, 8). Ademas, la inflamacién crdnica es
un factor clave en diversas enfermedades, y A. muciniphila ha demostrado su capacidad para reducir la
inflamacidn en el intestino y otros tejidos (9, 10). Esta propiedad antiinflamatoria podria tener implicaciones
significativas en la prevencidn y el tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas. Sin embargo, uno
de los aspectos mas intrigantes de la relacidon entre A. muciniphila y la salud se centra en la obesidad, la cual
representa una afeccion crdénica y metabdlica que supone un grave problema de salud publica, dada la
presencia de comorbilidades asociadas con el exceso de peso corporal como las enfermedades
cardiovasculares y la diabetes tipo 2 (11). En este sentido, el Indice de Masa Corporal (IMC) es propuesto
como una herramienta basica que permite clasificar a las personas adultas segln su peso: bajo peso, peso
normal, sobrepeso y obesidad (12). Considerando lo anterior, A. muciniphila ha surgido como un potencial
regulador de la obesidad, puesto que se ha observado que su abundancia se correlaciona inversamente con
el IMC en nifios de etapa preescolar (13), mujeres adultas (14) o de cualquier sexo (15) y su suplementacion
fue capaz de reducir la grasa corporal (8). Es mads, se han informado de cinco especies candidatas distintas
del género Akkermansia, pero tan solo A. muciniphila se asocia con un IMC mas bajo (16).

Todos estos estudios sugieren que A. muciniphila podria representar una opcién prometedora en el
desarrollo de terapias para diversas enfermedades, incluyendo trastornos metabdlicos e inflamatorios,
gracias a sus propiedades beneficiosas para la salud intestinal (17). Aun asi, todavia no hay suficientes
evidencias al respecto.

Objetivos

El objetivo del presente estudio fue examinar si A. muciniphila estaba asociada con el IMC de personas con
trastornos gastrointestinales.
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Metodologia

Diseio del estudio

Estudio piloto de corte transversal.
Muestra

La muestra estuvo compuesta por 44 participantes espafoles entre 25 y 64 afios que presentaban al menos
dos trastornos en el sistema digestivo. Los requisitos de inclusidn se basaron en la edad, que debia estar
dentro del rango de 18 a 65 aiios, y en la presencia de trastornos gastrointestinales, que abarcaban la
hinchazdn, el dolor abdominal, la flatulencia, la diarrea, los ruidos intestinales, los cambios en la textura de
las heces, el estrefiimiento, las nduseas, los eructos, el reflujo acido y el dolor en la parte superior del
abdomen. Por otro lado, se establecieron criterios de exclusidon que abarcaban a personas con sensibilidad
guimica multiple, aquellas que seguian dietas especificas y personas que padecian enfermedades crdnicas,
tales como enfermedad pulmonar obstructiva crénica, cancer, lupus, VIH, infarto de miocardio, hepatitis,
tuberculosis, esclerosis, asi como quienes habian sido sometidos a colectomias, enterectomias, o
presentaban diagndsticos de colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, enfermedad celiaca o alergia al trigo.

Analisis molecular

Extraccion del ADN

El ADN de las muestras fecales fue extraido siguiendo las indicaciones del fabricante utilizando el Kit PSP Spin
Stool DNA Plus de Invitrogen Molecular GmbH en Berlin, Alemania. Luego de la recoleccidn, se aisl6 todo el
ADN, que corresponde a 1,4 ml de heces homogeneizadas con bacterias de dificil lisis, y se deposité en tubos
Safe-Lock de 2,0 ml. La muestra homogeneizada fue sometida a una incubacién de 10 minutos a 95 °C en un
termomixer, con agitacion constante a 900 rpm. Posteriormente, se enfriaron las muestras en hielo durante
3 minutos y se sometieron a una segunda incubacion de 3 minutos a 95 °C en el bloque térmico. Luego, se
afiadieron cinco Zirconia Beads Il de Invitrogen Molecular GmbH (Berlin, Alemania) a la muestra
homogeneizada y se agitaron durante 2 minutos a temperatura ambiente (aproximadamente 20-22 °C). Las
muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 1 minuto para eliminar los inhibidores de la reaccién de la
cadena de la polimerasa (PCR), y el sobrenadante se transfirid a un tubo InviAdsorb. Las suspensiones se
incubaron durante 1 minuto a temperatura ambiente (aproximadamente 20-22 °C), seguido de una segunda
purificacién y posterior digestién continua. Para ello, se afadieron 25 ul de proteinasa K y 800 ul del
sobrenadante a un tubo receptor de 1,5 ml, se mezclaron utilizando un vortex y se incubaron durante 10
minutos a 70 °C con agitacién constante a 900 rpm. La unién del ADN se llevd a cabo al agregar 400 pl de
buffer de union P al lisado y mezclar brevemente con el vortex. Luego, las muestras se transfirieron a una
membrana de filtro RTA Spin, se incubaron durante 1 minuto a temperatura ambiente (aproximadamente
20-22 °C) y se centrifugaron durante 2 minutos a 10.000 rpm. Se realizé un lavado para eliminar el etanol y
se repitiod el proceso de lavado una vez mas. Finalmente, se procedié a la elucién del ADN colocando el filtro
de centrifugacidon RTA en un nuevo tubo receptor de 1,5 ml y afiadiendo entre 100 y 200 ul de buffer de
elucién D precalentado a 70 °C. La mezcla se incubd durante 3 minutos y se centrifugé durante 1 minuto a
10.000 rpm.

Calidad del ADN

La cantidad de ADN se determind empleando el andlisis con el reactivo Quant-iT PicoGreen dsDNA. Se utilizé
el Reactivo Quant-iT PicoGreen™ dsDNA de Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, un colorante fluorescente
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altamente sensible para acidos nucleicos, con el fin de medir la concentracién de ADN de doble cadena
(ADNds). La intensidad de emisién de fluorescencia se cuantificé a una longitud de onda de 260 nm mediante
un espectrofluorometro VICTOR3. Cabe destacar que el ensayo Quant-iT PicoGreen™ de Invitrogen™,
Thermo Fisher, mantuvo su capacidad de medicidn precisa incluso en presencia de diversos compuestos que
suelen contaminar las preparaciones de acidos nucleicos.

Construccion de la biblioteca de ADN

Se generd la biblioteca de secuenciacién a través de la fragmentacion al azar de la muestra de ADN o ADNc,
seguida por la union de los cebadores 5'y 3'. La fragmentacion y la unidn se realizaron simultdneamente en
una sola etapa, lo que resultd en una mejora notable en la eficacia del proceso de preparacién de la
biblioteca. Luego, los fragmentos unidos a los adaptadores se amplificaron utilizando la técnica de PCR y se
purificaron mediante electroforesis en gel.

Secuenciacion

Para generar los agrupamientos, se introdujo la muestra de la biblioteca en una celda de flujo, donde los
fragmentos se adhirieron a una superficie de vidrio que contenia oligonucledtidos que eran complementarios
a los adaptadores de la biblioteca. Cada fragmento se multiplicé en diversos grupos clonados utilizando una
técnica de amplificacion en puente. Una vez completada la formacién de los grupos, se procedio a secuenciar
las plantillas mediante el uso de la tecnologia de secuenciacidn de alto rendimiento de lllumina MiSeq, con
el fin de analizar las comunidades bacterianas presentes en el intestino, tras previamente haber amplificado
la region V4 del ADNr 16S mediante PCR.

Analisis bioinformatico

Se utilizd el programa informatico o suite USEARCH v11.1 (18) para el procesamiento bioinformatico de las
muestras secuenciadas. Este software analizé las secuencias del amplicdn 16S (bacterias) empleando varios
algoritmos computacionales heuristicos con el fin de determinar los ZOTUs (Zero-radius Operational
Taxonomic Units) presentes en las muestras, la estimacion de su abundancia en cada una de ellas y su
correspondiente anotacién taxonédmica previa al inicio del analisis bioinformatico.

Se detectaron 2 ZOTUs (19.261 lecturas) cuya asignacion taxondmica fue a la especie A. muciniphila. No se
rarificd en ningin momento los datos metagendmicos, ya que la secuenciacién, clusterizacién y asignacién
taxondmica fue correcta.

Analisis estadistico

Se presentan las medias y desviaciones estandar o las frecuencias y porcentajes de las caracteristicas de los
participantes, que se dividieron en personas con peso normal (IMC < 25 kg/m?) y sobrepeso/obesidad (IMC
> 25 kg/m?). Con el fin de verificar la homogeneidad de los grupos de estudio y descartar posibles variables
de confusidn en los resultados, se emplearon dos pruebas diferentes. Se utilizé la prueba t de Student no
pareada para las caracteristicas cuantitativas que cumplian con el supuesto de normalidad. En los casos en
gue no se cumplia este supuesto, se aplicé la prueba de Mann-Whitney. Y en cuanto a las caracteristicas de
presencia/ausencia, se analizaron con la prueba exacta de Fisher. Por Ultimo, se evalud la relacion entre la
abundancia relativa de A. muciniphila y el IMC mediante la prueba de correlacién de Spearman y para
comparar la cantidad de esta bacteria segun los grupos, se empled la prueba de Mann-Whitney. Todas las
pruebas fueron llevadas a cabo usando el software estadistico R (v4.1.2).
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Resultados
Caracteristicas de la muestra

La muestra estuvo compuesta por 44 pacientes con trastornos gastrointestinales de entre 25 y 64 afios (41,23
+ 9,11), y cuyas caracteristicas principales son presentadas (Tabla 1). La mayoria sufrian flatulencias,
hinchazén, dolor abdominal, sonidos estomacales, no evacuaban completamente y sentian urgencia para
defecar. Los grupos se encontraban claramente diferenciados segun el peso e IMC (p < 0,001), como era de
esperar. No obstante, hubo mayor porcentaje del esperado que tenian sobrepeso u obesidad y urgencia para
defecar (p < 0,05), asi como mayor dolor abdominal (p = 0,060), aunque sin resultar significativo en este

ultimo caso.
Total Normal Sobrepeso/obesid
(n=44) (n=26) ad (n=18) P
Edad, M £ DE 41,23 +9,11 41,04 + 8,75 41,50 + 9,87 0,871
Sexo, n (%)
Mujer 35(79,5) 23 (88,5) 12 (66,7) 0,128
Hombre 9 (20,5) 3(11,5) 6 (33,3)
Peso (kg), M + DE 69,08 + 15,74 59,79 +1,00 82,51+12,50 < 0,001
Talla (cm), M + DE 1,66 + 0,08 1,65 +0,07 1,66 £ 0,08 0,459
IMC (kg/m?), M + DE 25,10+5,24 21,81 +2,55 29,85 14,40 <0,001
Trastornos
gastrointestinales, n (%)
Flatulencias 40 (90,9) 24(92,3) 16 (88,9) 1,000
Hinchazén 36 (81,8) 21 (80,8) 15 (83,3) 1,000
Dolor abdominal 35(79,5) 18 (69,2) 17 (94,4) 0,060
Sonidos estomacales 33 (75) 19 (73,1) 14 (77,8) 1,000
Evacuacién incompleta 29 (65,9) 16 (61,5) 13(72,2) 0,531
Urgencia para defecar 24 (54,5) 10 (38,5) 14 (77,8) <0,05
Eructos 22 (50) 13 (50) 9 (50) 1,000
Diarrea 21 (47,7) 10 (38,5) 11 (61,1) 0,220
Ardor 20 (45,5) 12 (46,2) 8 (44,4) 1,000
Dolor epigastrico 20 (45,5) 11 (42,3) 9 (50) 0,760
Estrefiimiento 16 (36,4) 12 (46,2) 4(22,2) 0,125
Nausea 15 (34,1) 11 (42,3) 4(22,2) 0,208
Regurgitacion acida 13 (29,5) 7 (26,9) 6(33,3) 0,742

Tabla 1. Caracteristicas de los participantes
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Abundancia de A. muciniphila

La abundancia media de A. muciniphila fue de 1,35% en los pacientes con trastornos gastrointestinales y
hasta el 36,36% de la muestra no tuvo lecturas, es decir, no se detectaron bacterias del género Akkermansia
en las muestras de heces, mientras que en el resto de participantes hubo cierta variabilidad. La correlacion
entre A. muciniphila y el IMC fue negativa pero no alcanzé la significaciéon estadistica (Fig. 1A). La abundancia
relativa de A. muciniphila en los participantes con peso normal fue superior, aunque el resultado no fue
significativo (abundancia relativa mediana: 0,06% con peso normal vs 0,002% con sobrepeso/obesidad, p =
0,101) (Fig. 1B).
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Fig. 1. Asociacion entre la abundancia relativa de A. muciniphila y el IMC. (A) Correlacién de Spearman. (B) Prueba de
Mann-Whitney para comparar el IMC categorizado en peso normal (IMC < 25 kg/m?) y sobrepeso/obesidad (IMC > 25
kg/m?). Tamafios muestrales: Peso normal (n = 26) y sobrepeso/obesidad (n = 18). Se muestran las medias marcadas en
los boxplots.

Discusion

El objetivo del presente estudio fue evaluar la relacién entre la bacteria A. muciniphila y el IMC en personas
con trastornos gastrointestinales y los resultados obtenidos sugieren una tendencia de que la abundancia de
esta bacteria podria ser inferior en personas con sobrepeso u obesidad.

Esta observacion, podria reflejar el potencial impacto de Akkermansia en la homeostasis metabdlica y
especialmente en la sensibilidad a la insulina y los lipidos o lipoproteinas, en relacidon con la composicién
corporal: peso, IMC, grasa corporal y grasa visceral. Sin embargo, esto no se ha podido comprobar en estudios
previos en humanos (7), a pesar de si observar esas diferencias en los biomarcadores homeostaticos. Tal y
como se obtuvo en el presente estudio. Los datos previos reportados sugieren el potencial clinico de
incrementar la mejora metabdlica y resistencia a la insulina, mediante la suplementacion (8), o comprender
mejor los cambios observados, sin poder excluir la posibilidad de cambios adaptativos de la microbiota con
el huésped y ambiente (dieta, ejercicio, habitos de vida). Ya se habia observado menor abundancia en nifios
con sobrepeso (13) y en mujeres adultas con obesidad severa (14). Sin embargo, en este ultimo estudio, el
aumento de A. muciniphila en las pacientes tras ser sometidas a la cirugia bariatrica, no necesariamente se
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asociaba con una mejora en la salud metabdlica. Ademas, la presencia de esta bacteria en la microbiota
intestinal se ha relacionado con un menor riesgo de desarrollar obesidad (15), aunque difiere de los
resultados obtenidos en el presente estudio y de autores previos (7). Ademas, con la hipdtesis de modelos
preclinicos se han realizado ensayos clinicos en humanos con A. muciniphila viva y pasteurizada (8). Por
ahora, siendo esta especie la Unica reportada del género Akkermansia (16). En el estudio piloto de prueba de
concepto, no se puedo comprobar diferencias significativas entre los grupos, solo tendencias a 12 semanas
de intervencidn, pero donde la relevancia clinica de las diferencias, pre / post tratamiento, no son relevantes

(8).

La principal limitacion del presente estudio fue que, a diferencia de otras investigaciones, los pacientes
presentaban trastornos gastrointestinales y este hecho podria estar detras del pequefio porcentaje de A.
muciniphila en el conjunto de la muestra. De hecho, casi el 40% no tuvieron lecturas y el peso corporal no
parecia ser la causa. Teniendo en cuenta que el tamafio muestral del estudio no era muy amplio, la pérdida
de lecturas pudo mermar las opciones de obtener resultados significativos. Ademas, se observd que los
participantes con sobrepeso u obesidad tenian mayor predisposicién a defecar con urgencia y a presentar
dolor abdominal. A pesar de ello, se descartd que tuviese algun efecto sobre la abundancia de A. muciniphila,
sin tener clara su posible relacién, ante la falta de evidencia previa, y porque sugiere que podria deberse a
los cambios anatémicos del aparato digestivo relacionados con la propia obesidad.

Conclusiones

El presente estudio explora la bacteria A. muciniphila en el intestino de pacientes con trastornos
gastrointestinales, en el que no se pudo confirmar de forma estadisticamente significativa la hipdtesis de la
relacion entre Akkermansia y el sobrepeso o la obesidad. Lo cual puede sugerir o una potencia del efecto
menor del mismo al esperado, o la no relacién directa o causal. Nuevas investigaciones deberian centrar sus
esfuerzos en mejorar la comprensidn de los mecanismos subyacentes y cémo influyen en la salud metabdlica
y el peso corporal, asi como incluir mayor nimero de factores de confusion (como patrones de alimentacién
y habitos de vida de los sujetos), para poder establecer un analisis mas critico de la exposicion de los
resultados.
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