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Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos
grasos: un ensayo clinico aleatorizado

1. Resumen

El presente estudio evalla el efecto de dos tipos de dietas diferentes en el tipo de carne principal
(ternera del Pirineo versus pollo) sobre la composicion de la microbiota intestinal y los niveles de
acidos grasos séricos. Se realizé un ensayo clinico cruzado y aleatorizado con dos periodos
experimentales de 8 semanas con un periodo de lavado de 5 semanas. Diecisiete participantes
fueron asignados aleatoriamente al grupo intervencion (ternera de los Pirineos), o al grupo control
(pollo convencional) durante el primer periodo del estudio, y en el contrario en la segunda fase. Se
tomaron muestras de sangre y heces al inicio y al final de cada periodo. El grupo control presento
una disminucion de los niveles séricos de PUFA omega-6 y de la abundancia de Chloroflexi y
Synergistetes, mientras que en el grupo intervencién disminuyé Proteobacteria (p<0,05).
Encontramos asociaciones lineales negativas en Actinobacteria del grupo intervencion para el
acido behénico y en Chloroflexi del grupo control para PUFA omega-6, y positivas en Firmicutes
del grupo intervencion para el acido behénico y del grupo control para los PUFA totales (p<0,,05).
Estos resultados preliminares sugieren que la carne de ternera procedente de ganaderia extensiva
podria ser igual de beneficiosa que la de pollo, en cuanto a las concentraciones séricas de acidos
grasos y la abundancia de filos de la microbiota intestinal, y puede ser incluida dentro de una

dieta equilibrada.
Abstract

This study evaluates the effect of two different types of diets in the main type of meat (Pyrenean
beef versus chicken) on the composition of the gut microbiota and serum fatty acid levels. A
randomized crossover clinical trial was conducted with two 8-week experimental periods with a 5-
week washout period. Seventeen participants were randomly assigned to the intervention group
(Pyrenan veal), or to the control group (conventional chicken) during the first period of the study,
and the opposite in the second phase. Blood and stool samples were taken at the beginning and at
the end of each period. The control group presented a decrease in the serum levels of omega-6
PUFA and in the abundance of Chloroflexi and Synergistetes, while in the intervention group
Proteobacteria decreased (p<0.05). We found negative linear associations in Actinobacteria from
the intervention group for behenic acid and in Chloroflexi from the control group for omega-6
PUFA, and positive in Firmicutes from the intervention group for behenic acid and from the control
group for total PUFA (p<0.05). These preliminary results suggest that beef from extensive farming
may be just as beneficial as chicken, in terms of serum concentrations of fatty acids and the

abundance of phyla in the intestinal microbiota, and can be included in a balanced diet.

2. Palabras clave

Microbiota intestinal, acidos grasos, carne, ternera, pollo.

Gut microbiota, fatty acids, meat, beef, chicken.
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3. Glosario

AA: acido araquiddnico

AG: acidos grasos

ALA: a-linolenic acid (acido a-linolénico)

CLA: conjugated linoleic acid (acido linoleico conjugado)
DHA: acido docosahexaenoico

DUFAs: doble-unsaturated fatty acids (acidos grasos diinsaturados)
EPA: &cido eicosapentaenoico

HYA: 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico

IAGT: acidos grasos trans de origen industrial

IMC: indice de masa corporal

LA: linoleic acid (&cido linoleico)

MetaHIT: Metagenomics of the Human Intestinal Tract (metagendmica del tracto intestinal

humano)

MUFAs: Mono-Unsaturated Fatty Acids (acidos grasos monoinsaturados)
NAGT: acidos grasos trans de origen natural

PUFAs: poly-unsaturated fatty acids (acidos grasos poliinsaturados)
PUFA n6: 4cido graso poliinsaturado omega 6

PUFA n3: &cido graso poliinsaturado omega 3

SFAs: saturated fatty acids (a4cidos grasos saturados)

TMA: trimetilamina

TMAO: Oxido de trimetilamina

UFAs: unsaturated fatty acids (4cidos grasos insaturados)

Ul: Unsaturation Index (indice de insaturacion)


https://www.researchgate.net/figure/Unsaturation-Index-UI-of-fatty-acids-of-erythrocyte-membranes-of-volleyball_fig4_5293482
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4. Introduccidon

4.1 Definicion

La microbiota intestinal se define como el conjunto de microorganismos que habitan en el aparato
gastrointestinal humano, encontrandose la mayoria de ellos a nivel del colon; es por ello que

comunmente se usan como sindénimos el término microbiota intestinal y microbiota coldnica (1).

El papel de esta microbiota es fundamental para el correcto funcionamiento del cuerpo humano.
Gracias a una intima relacién de mutualismo/simbiosis del conjunto de seres vivos que componen
la microbiota con el intestino del huésped humano, se regulan practicamente todos los procesos
fisiologicos de este 6rgano, incluido el metabolismo de los nutrientes, el aprovechamiento de la

energia, la desintoxicacion, la funcién de barrera o la inmunidad (2).
4.2 Composicién

La microbiota humana se compone de mas de 100 billones de microorganismos, la mayoria de los
cuales pertenecen al Dominio Bacteria; sin embargo, segun el proyecto MetaHIT (Metagenomics
of the Human Intestinal Tract), financiado por la Comision Europea, un 1-2% de estos

microorganismos se corresponderian con virus (en su mayor parte bacteriéfagos) u hongos (3,4).

Dado que dentro del conjunto de microorganismos que componen la microbiota intestinal la
mayoria son bacterias, en este trabajo nos vamos a centrar exclusivamente en la composicion
bacteriana de la microbiota.

Tal como se muestra en la Figura 1, el 90 % de la microbiota col6nica se compone, dentro del
Dominio Bacteria, de los filos Bacteroidetes (destacando los géneros Bacteroides y Prevotella) y
Firmicutes (destacando los géneros Faecalibacterium, Roseburia, Clostridium y Ruminococcus,
Lactobacillus y Enterococcus) (1). El 10 % restante lo completan los filos Proteobacteria,
Actinobacteria (siendo el género Bifidobacterium el mas representativo), Fusobacteria y

Verrucobacteria, junto con unas pocas especies del Dominio Arquea (4-6).

BACTERIA
90 % . |
Firmicutes Bacteroidetes Actinobacteria | | Proteobacteria | | Fusobacteria | | Verrucobacteria
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3 Figura 1. Composicion de la microbiota intestinal
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En la Figura 2 se muestra otra forma de catalogar la microbiota intestinal, propuesta por el
proyecto MetaHIT (7), que tras observar composiciones microbianas intestinales claramente
similares en ciertas poblaciones, define el concepto de enterotipo, el cual clasifica la microbiota en
torno a tres grupos de acuerdo a la abundancia relativa de tres Géneros: Bacteroides (enterotipo
1), Prevotella (enterotipo 2) y Ruminococcus (enterotipo 3) (5,6);. El concepto de enterotipo
sugiere que el ecosistema microbiano en el intestino humano forma diferentes estados de
simbiosis entre los distintos miembros de la comunidad microbiana, probablemente determinados
por las redes metabdlicas en las que se agrupan; de esta manera, al igual que se tiene un grupo

sanguineo, cada persona presenta un tipo de microbiota intestinal o enterotipo (4,8,9).

Enterotipo 1 Enterotipo 2 Enterotipo 3

Figura 2: Tipos de enterotipos segun el proyecto MetaHIT
4.3 Variabilidad y disbiosis

Como se ha indicado, el intestino contiene la mayor cantidad de microorganismos en el organismo
humano, y ademas presenta una importante variabilidad intra- e interindividual. Los componentes
de variabilidad incluyen la genética y factores ambientales, como la exposicion microbiana, la dieta
o los antibioticos (10). Si bien la microbiota presenta resistencia a los cambios ambientales, varios
factores como el estrés, la infeccion por patégenos u otras condiciones patoldgicas, pueden
conducir a una interrupcion de la homeostasis de la microbiota intestinal, lo que conocemos como
"disbiosis" (5,10,11), la cual esta fuertemente correlacionada con enfermedades no solo
gastrointestinales, sino también con enfermedades psiquiatricas como la esquizofrenia o el
trastorno del espectro autista (12) o con enfermedades crénicas como diabetes, cancer y asma
(13).
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La identificacion y prevencion de estos factores son fundamentales para el manejo terapéutico de
la disbiosis y la prevencién de sus correlatos clinicos, incluidos la obesidad y el sindrome

metabolico, las enfermedades cardiovasculares y los procesos neurodegenerativos (10,14).
4.4 Estudio de la microbiota

La técnica ideal o “gold standard” para estudiar la microbiota es la biopsia intestinal; sin embargo
se trata de un método muy invasivo y poco practico a la hora de realizarlo en una muestra

representativa de la poblacion (2).

En su lugar la opcion mas extendida es el analisis de muestras de heces (2). Después de la
recoleccién, las muestras fecales se congelan y almacenan inmediatamente, tras lo cual se extrae
el ADN mediante el uso de reactivos y centrifugacion. Después de esto, el ADN resultante se

amplifica y analiza utilizando diferentes técnicas (9).

Tradicionalmente los métodos de estudio de la microbiota se realizaban mediante cultivos
bacterianos convencionales, lo cual conlleva un problema, y es que la gran mayoria de las
bacterias de la microbiota intestinal son anaerobias estrictas, por lo que su cultivo es
extremadamente complicado. Por lo tanto los resultados de estos estudios solo permitian aislar
entre 10-25 % de las bacterias que componen la microbiota, aportandonos una vision sesgada de

la composicion de la misma (6,8).

En la actualidad, el rapido desarrollo de las tecnologias moleculares de secuenciacion masiva de
alto rendimiento, juntos con los avances en bioinformatica, ha revolucionado en pocos afios el
estudio de la microbiota. Por lo general, estos métodos implican la amplificaciéon y secuenciacién
de regiones de ADN microbiano especificas, en su mayor parte, a través del ADN que codifica el
ARN ribosomal 16S. La region 16S del gen bacteriano es pequefia y esta muy conservada, y
presenta 9 sitios hipervariables que difieren entre las diferentes especies bacterianas. Estos
procesos son seguidos de un analisis estadistico de la identidad y diversidad microbiana en
funcién de la similitud de secuencias y comparaciones con bases de datos gendmicos microbianos
de referencia (2,4,6,15).

En la Figura 3 se muestran los diferentes tipos de estudios aplicables a la microbiota intestinal.

e La metagenomica realiza una secuenciaciéon de ADN de la microbiota intestinal completa y

clasifica y resume sus funciones genéticas mediante una base de datos (2,4,6).

e La protedbmica secuencia la estructura proteica del huésped o de las células bacterianas
intestinales para obtener datos el metabolismo celular, y mide directamente la actividad de las

enzimas (2).

¢ La metabolémica evalGa los metabolitos producto de las reacciones enzimaticas resultantes

de la interrelacion del metabolismo bacteriano-huésped, los cuales pueden detectarse en

5
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diferentes muestras biolégicas del cuerpo humano (2,4,14). La metabolémica combinada con
la metagenomica se puede utilizar para descubrir vias relevantes en el metabolismo

microbiano, exponiendo su funcién fisioldgica (2).

e La transcriptémica estudia las moléculas de ARN de la microbiota intestinal, mide la expresion

dindmica de las moléculas de ARN en diferentes condiciones genémicas y revela el genotipo

de la microbiota intestinal en condiciones de enfermedad (2).

Metagendmica Protedmica Metabolémica Transcriptomica

Metaboloma Transcriptoma
W Proteinas Metabolitos W

Figura 3: Tipos de estudios de la microbiota intestinal

4.5 Funciones de la microbiota

4.5.1 Funciones protectora e inmunoldgica

El tracto digestivo estd continuamente expuesto a agentes externos, por lo que no es

sorprendente la estrecha relacion de la microbiota intestinal y el sistema inmunolégico.

La microbiota intestinal desempefia una funcion fundamental en la regulacion de diversos
aspectos de la inmunidad innata y adquirida, a través de su interaccion con el epitelio intestinal y
el sistema linfoide asociado al intestino (GALT) contribuyendo a regular la adhesion, colonizaciéon

e invasion microbiana gracias a diferentes mecanismos (11).

1. Induccién de péptidos antimicrobianos, de la sintesis de IgA secretora (11), por parte de las
bacterias Gram-negativas mediante la estimulacion de las células dendriticas y de la mucina,
esta Ultima a través de la regulacion de la expresion de los genes que la codifican (MUC-2,
MUC-3) y modifican su patrén de glicosilacion (4,6).

2. Efecto trofico, influyendo en la proliferacion de las células epiteliales y el mantenimiento de las
uniones intercelulares estrechas y, de este modo, contribuyendo a fortalecer la funcién del

epitelio como barrera fisica frente a la entrada de agentes exdgenos (4,6).
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3. Regulacion del equilibrio de las subpoblaciones linfocitarias Thl y Th2, asociadas al desarrollo
de enfermedades intestinales inflamatorias crénicas (enfermedad de Crohn y enfermedad

celiaca) y alergias (4,6).

4. Favorecimiento del desarrollo de tolerancia inmunoldgica y reduccion de las reacciones de
hipersensibilidad, mediante la induccion de la sintesis de citoquinas anti-inflamatorias y
linfocitos T reguladores (Tregs) (4,6,11,16).

4.5.2 Funciones metabdlicas

La microbiota intestinal ejerce un papel clave en el proceso de digestion de los nutrientes y en la

regulaciéon metabdlica de su huésped.

El proceso mas comun y mas estudiado es el de la fermentacién de hidratos de carbono
complejos no digeribles, la fibra que contienen los alimentos de origen vegetal, por parte de
Bacteroides, Roseburia, Akkermansia, Faecalibacterium entre otros, generando asi acidos grasos
de cadena corta, principalmente acido butirico, propiénico y acético, que son utilizados por los
enterocitos del colon como fuente de energia, ademas de entrar en el torrente sanguineo para

ejercer efectos epigenéticos e inmunomoduladores en otros érganos del cuerpo (13,17-20).

La microbiota intestinal también interviene en la metabolizacion de proteinas a través de diferentes
proteinasas y peptidasas microbianas. Varios transportadores de aminoacidos en la pared celular
bacteriana facilitan la entrada de aminoacidos desde la luz intestinal a la bacteria, donde los
aminoacidos se convierten en pequefias moléculas de sefializacién y péptidos antimicrobianos
(bacteriocinas). Ejemplos importantes de este proceso son la conversion de L-histidina en
histamina por la enzima bacteriana histamina descarboxilasa, y la transformacién de glutamato a

acido y-amino butirico (GABA) por la glutamato descarboxilasas (6).

La sintesis de vitamina K y varios componentes de la vitamina B es otra funcibn metabdlica

importante de la microbiota intestinal (15).

La microbiota intestinal humana también est4 involucrada en la descomposicion de polifenoles que
se consumen en la dieta, en su mayor parte procedentes de alimentos vegetales y derivados,
como el té, el cacao o el vino; de estos, los flavonoides son los que absorben con mayor
frecuencia en el intestino. La microbiota intestinal transforma estos compuestos dietéticos
inactivos en moléculas bioactivas, siendo el mejor ejemplo la conversién de isoflavonas inactivas

en aglicén y equol, que tienen efectos antiandrogénicos e hipolipidémicos (15).

La microbiota también puede generar compuestos potencialmente téxicos, como la formaciéon de
trimetilamina (TMA) a partir de colina y carnitina presentes principalmente en los productos
carnicos. La TMA, que se absorbe y se transforma en 6xido de trimetilamina (TMAO) en el higado,

es factor de riesgo de enfermedad cardiovascular (13,17,20,21).
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Por ultimo la microbiota también regula el almacenamiento de lipidos; sin embargo, mientras que
el metabolismo microbiano de los carbohidratos y las proteinas en el intestino ha sido bien
estudiado, llegandose a dilucidar muchos de los componentes que influyen en el proceso,
incluyendo las reacciones bioquimicas, las enzimas, los factores genéticos y los microorganismos
implicados, la interaccion entre la microbiota intestinal humana y las grasas de la dieta adn

requiere mas investigacion, dado que la mayoria de estos procesos no han sido aclarados (22).

Actualmente el principal objeto de investigacion en este campo es a propésito de las grasas, la
microbiota y la relacién de ambas con la obesidad y el sindrome metabdlico, encontrando en este
ambito numerosos estudios, tanto en humanos como en ratones. Por ejemplo, encontramos
diferentes estudios en ratones han demostrado que el trasplante fecal de ratones con obesidad a
ratones con peso normal es capaz de transferir el fenotipo, haciendo que los ultimos ganen mas

peso y almacenen més grasa (4).

En el estudio de Fava et al, en el que se investigaba especificamente los efectos de grasas en la
dieta sobre la microbiota intestinal humana, los autores concluyeron que en el consumo de una
dieta baja en grasas habia una mayor abundancia de Bifidobacterium, y que en la dieta alta en
grasas saturadas aumenté la proporcion relativa de Faecalibacterium prausnitzii, mientras que en
los sujetos con un alto consumo de grasas monoinsaturadas no experimentaron cambios en la
abundancia relativa de ningun género bacteriano (23). Acorde con estos hallazgos, un estudio que
analiza el efecto del consumo de salmén en la microbiota (el cual tiene un alto contenido de
grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas) refiere que el consumo de este no altera la

composicion de la microbiota fecal en 123 sujetos (24).

Otros estudios en ratas han demostrado que la ingesta de una dieta alta en grasas da como
resultado una cantidad considerablemente menor de Lactobacillus intestinalis y un aumento de
especies productoras de propionato y acetato, como Clostridiales, Bacteroides y Enterobacteriales
(25) .
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4.6 Acidos grasos y microbiota intestinal

Acidos grasos

Saturados Insaturados

Acido palmitico
Acido estearico
Acido behénico

Acido tricosanoico

Acido lignocérico

J

Poliinsaturados

Acido linolénico
EPA
DHA

Acido oleico Acido linoleico
Acido nervénico Acido araquidénico

Figura 4: Clasificacion de &cidos grasos

Los &cidos grasos (AG) son los componentes principales de los triacilgliceroles que se encuentran
en los aceites y grasas. Presentan diferentes funciones; proporcionan energia (9 kcal/g)
transportan vitaminas liposolubles (A, D, E y K), constituyen los fosfolipidos de la membrana
celular y participan en sus procesos de sefalizacion, regulan del sistema inmunitario, la
coagulacion sanguinea y el metabolismo del colesterol (26); es por ello que existen muchos acidos
grasos que promueven la salud, siendo cruciales para aliviar el riesgo de enfermedades cronicas
(27).

Sin embargo el consumo de dietas ricas en AG saturados y trans se ha relacionado ampliamente
con el aumento del riesgo de enfermedades cardiovasculares debido a multiples factores, como el
aumento de colesterol total y LDL en la sangre; ademds, estas disfunciones pueden estar
asociadas con la disbiosis en la microbiota intestinal del huésped (27).

Los AG se pueden clasificar segun la presencia de dobles enlaces en sus cadenas laterales
(clasificacién que se resume en la Figura 4) o en funcion de la longitud de su cadena de carbono
(28).

A continuacién, se procede a describir las caracteristicas de los tipos de acidos grasos mas

comunes.
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o Los AG saturados (SFA) se componen de cadenas lineales de carbono e hidrogeno unidos por
enlaces sencillos, sin dobles enlaces entre ellos. El 80-90% de la ingesta total de &cidos
grasos saturados lo componen los AG de cadena larga (que presentan de 13 a 18 carbonos

saturados), como el acido palmitico (C16:0) y estearico (C18:0) (26).

e Los AG insaturados (UFAs) son aquellos que tienen dobles enlaces entre sus carbonos y
dependiendo de la orientaciébn en el espacio de estos dobles enlaces se diferencian dos

configuraciones: cis y trans (29).

e Los AG monoinsaturados (MUFAS) son un grupo insaturado con un doble enlace en sus
estructuras, siendo el acido oleico el méas representativo; el consumo de MUFA se asocia con
la reduccion de la obesidad y sus sindromes metabdlicos asociados (26).

e Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) son un grupo insaturado que presenta desde dos a
seis enlaces dobles en sus estructuras (26). Los PUFA son AG esenciales, debido al hecho de
gue las células humanas no tienen suficiente actividad desaturasa para introducir los dobles
enlaces omega-3 y omega-6 en los precursores de los &cidos grasos, por lo cual deben

obtenerse a través de la dieta (10,30).

Dentro de familia de los PUFA omega-3 el mas representativo es el acido a-linolénico (ALA),

mientras que en la familia de los PUFA omega—6 es el acido linoleico (LA).

En el cuerpo, el ALA se convierte en acidos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico
(DHA) a través de una serie de reacciones de desaturacién y elongacion, y presenta efectos
antiinflamatorios, vasodilatadores y de antiagregacion plaquetaria (26); acorde a estos datos,
diversos estudios asocian las dietas ricas en PUFA omega-3 con la reduccién de
enfermedades cardiovasculares, cancer, y con la disminucién o prevencion de enfermedades
cronicas y metabodlicas como la diabetes, la obesidad, la osteoporosis, la degeneracién

neurolégica y las fracturas 6seas (26,28).

El LA sigue las mismas vias y enzimas que los PUFA omega-3, se convierte en acido
araquidoénico (AA) y presenta un efecto antagonista a del ALA, asociandose con la inflamacion,
la vasoconstriccion y la agregacion plaquetaria. Estas respuestas inflamatorias agudas tienen
efectos beneficiosos sobre el cuerpo al protegerlo contra infecciones y lesiones, pero el
exceso de estimulos inflamatorios puede ser tener consecuencias negativas para el
organismo; las investigaciones actuales asocian una dieta rica en PUFAs omega-6 con el
sindrome metabdlico, las enfermedades inflamatorias del intestino, la esteatohepatitis no

alcohdlica, procesos tumorales y las enfermedades cardiovasculares (26,28).

En este contexto, la evidencia experimental indica que la relacion 6ptima entre los PUFA

omega-6 y omega-3 debe ser cercana a 4:1-5:1, y no debe exceder 10:1 (31).
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e Los AG trans son un grupo de insaturado que presenta una cadena hidrocarbonada con un
doble enlace en configuracién trans. Los AG trans de origen industrial (IAGT) se fabrican
sintéticamente a través de la hidrogenacion parcial de aceites vegetales y se utilizan para la
produccién industrial de alimentos (29). Por otra parte, los AG trans de origen natural (nAGT)
son producidos en el rumen de animales como la ternera gracias a su microbiota intestinal
(Butyrivibrio fibrisolvens y Propionibacterium acnes) a través de la biohidrogenacién parcial de
los PUFA,; el isébmero trans mas abundante en la carne y los productos lacteos es el acido
vaccénico (AV) (32) .

Todos estos acidos grasos son metabolizados no solo por el organismo humano sino también por
su microbiota intestinal. EI metabolismo de saturacion de los PUFA los transforma en AG libres
menos toxicos mediante un proceso desintoxicante por parte de las bacterias anaerobias, siendo
las organismos mas representativas de este proceso las bacterias productoras de acido lactico,
los Lactobacillus, pero también pudiéndolo llevar a cabo diferentes cepas de Bifidobacterias y
Propionibacterias (30,32). Este metabolismo genera diferentes tipos de AG, como AG hidroxi, AG
0xo0, AG conjugados y AG trans (33).

El término “Acido graso conjugado” hace referencia a isémeros posicionales y geométricos de
acidos grasos con dobles enlaces conjugados. En particular, los acidos linoleicos conjugados
(CLA), como cis-9,trans-11-CLA y trans-10,cis-12-CLA (32), han demostrado reducir la
carcinogénesis, la aterosclerosis y la grasa corporal, llegandose incluso a comercializarse como

un suplemento adelgazante en Estados Unidos y algunos paises europeos (29).

Ademas, durante la isomerizacién del LA por parte de la microbiota intestinal se producen los AG
intermedios hidroxi y oxo, como 10-hidroxi-cis-12-10-hidroxi-cis-12-octadecenoico (HYA), 10-oxo-
cisl2-octadecenoico (KetoA) y 10-oxo-cis9,transll-octadecenoico (KetoC), los cuales se han
asociado a efectos beneficiosos para el organismo, mejorando las defensas antioxidantes y
desintoxicantes (34), frenando la progresion de la esteatohepatitis no alcohdlica (35) induciendo la
activacion de la adipogénesis (36), contribuyendo a mejorar los tratamientos para el trastorno del
metabolismo de la glucosa (37), las enfermedades cardiovasculares y la dislipemia (38,39) y

previniendo trastornos metabodlicos como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (40).
Los efectos biol6gicos del CLA se han atribuido a dos posibles mecanismos de accion:

1) el CLA desplaza el AA de los fosfolipidos de la membrana celular, lo que disminuye la sintesis
de eicosanoides derivados del acido araquidénico, como las prostaglandinas y los leucotrienos

implicados en los procesos proinflamatorios (41).

2) el CLA media en la activacion de factores de transcripcidn como los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPAR), que afectan procesos celulares como el metabolismo de

los lipidos, la apoptosis y la funcion inmunitaria (41).
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A raiz de estos hallazgos, estudios en ratones han demostrado que el metabolismo de los 4cidos
grasos por parte de la microbiota intestinal modifica la composicion de acidos grasos de su
huésped (33). Por lo tanto, las investigaciones del metabolismo de los lipidos por parte de la
microbiota intestinal pueden proporcionar nuevos meétodos para mejorar nuestra salud al alterar el

metabolismo de los lipidos relacionado con la aparicion del sindrome metabdlico.

5. Objetivos e hipotesis

El objetivo general de este estudio consiste en evaluar el efecto de dos tipos de dietas diferentes
en cuanto al tipo de carne principal (ternera en contraposicion al pollo) sobre la composicion de la
microbiota intestinal y los niveles de &acidos grasos.

Los objetivos especificos son:

1) Evaluar el efecto de los dos tipos de dieta sobre los niveles de acidos grasos de los
participantes del estudio.

2) Evaluar el efecto de los dos tipos de dieta sobre la relacion entre la variabilidad de la
abundancia de la microbiota intestinal y los niveles de &cidos grasos sanguineos.

La hipétesis del presente estudio se basa en la no inferioridad de una intervencion nutricional
realizada con carne de ternera del Pirineo en comparacién con carne de pollo convencional en la
concentracion de acidos grasos segun las modificaciones de la microbiota intestinal de los

individuos aragoneses.

6. Material y métodos

6.1 Disefo del estudio

El presente estudio es un ensayo clinico controlado aleatorio y cruzado desarrollado en tres
residencias universitarias, una en la ciudad de Zaragoza y dos en la ciudad de Huesca (Aragon,
Espafia). El estudio consistio en 2 periodos experimentales de 8 semanas de duracion cada uno,

con un periodo de lavado entre ellos de 5 semanas.

Los participantes fueron asignados aleatoriamente a un grupo que consumia carne de ternera
(grupo de carne de ternera de los Pirineos), 0 a un grupo que consumia carne de pollo
convencional. El periodo de lavado se realizd para eliminar los posibles efectos residuales de la
dieta experimental anterior, sobre las diferentes variables analizadas. Se instruy6 a los
participantes para que mantuvieran una dieta saludable, y se les pidi6 que no cambiaran sus

habitos de alimentacion o de actividad fisica durante toda la duracién del estudio.

El disefio del estudio se presenta en la Figura 5. La primera visita se program¢ la tarde anterior al
inicio de la intervencién, en la que se registré la informacién sobre la historia clinica, variables

sociodemogréficas y de estilo de vida, ademas de asignar a cada participante al grupo control o
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intervencion y de tomarse las medidas antropométricas, de presion arterial (sistélica y diastdlica) y
de frecuencia cardiaca. El dia posterior, tras un ayuno nocturno de 12 horas, se realiz6 una
primera extraccion de sangre para evaluar el perfil cardiovascular, la hematologia, el metabolismo
del hierro, otros minerales (calcio, magnesio y zinc), las apolipoproteinas (Al y B), la proteina C

reactiva y el perfil de acidos grasos. También se recogieron muestras de heces.

Tras finalizar el primer periodo de 8 semanas se volvié a evaluar a los participantes, realizando de
nuevo todas las mediciones, cuestionarios y toma de muestras biolégicas (sangre y recogida de
muestras de heces). Siguiendo el disefio cruzado, en el segundo periodo los participantes
cambiaron el tipo de carne asighado, los que habian comenzado siendo intervencion (consumo de
carne de ternera de los Pirineos) en el primer periodo pasaron a ser control (consumo de carne de
pollo) en el segundo periodo, y viceversa. Al igual que en el primer periodo se volvieron a realizar
todas las evaluaciones descritas a los participantes, tanto al inicio como al final del segundo
periodo.

Perioda 2
8 semanas
n=17

Periodo 1
B semanas
n=17

GRUPQ CONTROL

n=12 A

GRUPO INTERVENCION
n=12

Periodo de lavado
5semanas

Cc

GRUPO CONTROL

GRUPO INTERVENCION n=5

n=5

WMuestras de heces

Muestras de heces

Gruposde los graficosy analisis subsecuentes

1 => Periodo 1 A => Muestras al inicio del grupo control

2=> Periodo 2 B =» Muestras al final del grupo control
C == Muestras al inicio del grupo intervencion
D => Muestras al final del grupo intervencion

Figura 5: Disefio del ensayo clinico
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6.2. Participantes

Se reclutaron participantes mayores de 18 afios (rango de edad: 18,1 a 27,5 afios). De los 52
participantes que aceptaron participar en el estudio, 2 se negaron a realizarlo antes de empezar el
primer periodo y 3 no aceptaron participar en el segundo. Se recogieron muestras de heces para
la evaluacion de la microbiota de 17 participantes, que fueron los que se incluyeron finalmente en
el estudio (65% varones). Los criterios de inclusion fueron no padecer ninguna enfermedad
crénica, metabolica, endocrina o relacionada con la nutricion. Se pidié a los participantes que

informaran del tratamiento médico en la historia clinica.

Se obtuvo la autorizacion del Comité de Etica de la Investigacion del Gobierno de Aragén
(Espafia) (N° 17/2018), y cada participante dio su consentimiento informado por escrito. El estudio
se realiz6 siguiendo las directrices éticas de la revision de Edimburgo de la Declaracion de
Helsinki de 1964 (2000).

6.3. Mediciones

Las mediciones antropométricas fueron obtenidas siempre por el mismo investigador capacitado.
El peso corporal (kg) se midid con una bascula electronica (Tanita BC 418 MA, Tanita Europe
GmbH, Sindelfingen, Alemania). El participante se puso de pie en la plataforma de la bascula sin
apoyo, con el peso corporal distribuido uniformemente entre ambos pies. Se llevaba ropa ligera de

interior, excluyendo zapatos, pantalones largos y jersey.

La altura (en centimetros) se obtuvo con un estadiémetro de precision (SECA 225), con una
precision de 0,1 cm y un rango de 70-200 cm. El participante se colocé en posicidn erguida: pies
juntos, rodillas rectas y los tobillos, las nalgas y la espalda tocando directamente la parte posterior
del estadiometro. La cabeza se colocé en el plano de Frankfurt. Los brazos colgaban relajados a
los lados del cuerpo, con la parte interna de la mano orientada hacia el muslo. La parte movil y
horizontal del estadiometro tocaba la cabeza del participante, con una ligera presion sobre el

cabello.

La masa grasa se obtuvo mediante un andlisis de impedancia bioeléctrica (Tanita BC 418 MA,
Tanita Europe GmbH, Sindelfingen, Alemania). Se calculé el indice de masa corporal (kg/m?) y el

indice de masa grasa (kg de masa grasa/ m?).

Para evaluar el cumplimiento de la dieta, se pidi6 a los participantes que rellenaran 4 cuestionarios
para conocer sus estilos de vida, tanto la alimentacion, como la actividad fisica y las conductas
sedentarias, al principio y al final de cada periodo de 8 semanas. El cuestionario fue validado

previamente (42).
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6.4. Intervencioén

El valor nutricional de las dietas basadas en la carne de pollo y en la ternera de los Pirineos fue
similar, incluyendo las fuentes de proteinas y grasas de la dieta. Los participantes en el estudio
fueron instruidos para consumir 150 gramos (g) de carne de pollo o de ternera sin hueso (200 g

con hueso) 3 veces por semana.

La carne de ternera de los Pirineos procedia de terneras de menos de 12 meses de edad criadas
mediante ganaderia extensiva. Para garantizar la armonizacion, se sirvieron los productos control
e intervencion durante la hora de la comida y se dieron instrucciones sobre los métodos de

preparacion a cada cocinero de las residencias universitarias.
6.5. Andlisis de laboratorio

Las muestras de sangre (total: 4 muestras de sangre por cada participante) se extrajeron
mediante venopuncion tras 12 horas de ayuno nocturno. . Se procesaron las muestras y el perfil
de acidos grasos se analiz6 en la Universidad de Granada mediante cromatografia de gases-
liquidos acoplada a la deteccién por espectrometria de masas (GS-MS).

6.6. Analisis de la microbiota intestinal

Las muestras de heces fueron entregadas por cada uno de los participantes del estudio en los
tiempos asignados en el disefio experimental. La extraccion de ADN gendémico se realizd
mediante el método CTAB/SDS (por sus siglas en inglés de Cetyl Tri-methyl Ammonium Bromide/
Sodium dodecyl sulfate). La concentracion y la pureza del ADN se validaron mediante geles de

agarosa al 1%. Segun la concentracion, el ADN se diluy6 a 1ng/pL utilizando agua estéril.

A continuacion se realizé la generacion de amplicones y para ello se amplificaron mediante PCR
los genes 16S rRNA/18SrRNA/ITS de distintas regiones (16SV4/16SV3/16SV3-V4/16SV4-V5, 18S
V4/18S V9, ITS1/ITS2, Arc V4) utilizando cebadores especificos (por ejemplo, 16S V4: 515F-
806R, 18S V4: 528F-706R, 18S V9: 1380F-1510R). Todas las reacciones de PCR se llevaron a
cabo con Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs). Posteriormente se
cuantificaron los productos de PCR obtenidos. Se mezcl6é el mismo volumen de tampoén de carga
1X con los productos de la PCR y se realizé la electroforesis en un gel de agarosa al 2% para su
deteccién. Las muestras con un valor de amplicon de pares de bases (pb) entre 400-450 pb fueron
elegidas para los experimentos posteriores. Dichos productos de PCR se mezclaron en
proporciones de igual densidad. Los productos de PCR mezclados se purificaron con el kit de
extraccion de gel Qiagen (Qiagen, Alemania). Las bibliotecas se generaron con NEBNext®
UltraTM DNA Library Prep Kit de Illumina y fueron cuantificadas mediante Qubit y Q-PCR.

Finalmente, se secuenciaron utilizando la plataforma MiSeq de lllumina.
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6.7. Analisis bioinformatico de la microbiota intestinal

Las secuencias resultantes se dividieron teniendo en cuenta los cddigos de barras introducidos
durante el proceso de PCR. Las lecturas de los archivos R1 y R2 se introdujeron en el software de
cbdigo abierto QIIME 2 2020.8 (43) utilizando el formato de entrada con el script g2-tools-import a
través de CasavaOneEightSingleLanePerSampleDirFmt. Las lecturas se crearon utilizando la
secuenciacion V3-V4 del ARNr 16S. Se utiliz6 DADAZ2 (44) para el denoising, operando un modelo
de calidad de lllumina para los errores de amplicén con la idea de obtener una distribucion de
abundancia de las varianzas de la secuencia, que difieren de un solo nucle6tido. Tras seleccionar
los resultados de calidad, se empleé el script g2-dada2-denoise para truncar las lecturas forward
en la posiciébn 289 y recortar en la posicion 6. En el caso de las lecturas inversas, éstas se
truncaron en la posicion 220 y se recortaron en la posicion 7. La eliminacion de las quimeras se
realizo con el filtro "consensus" mediante g2-dada2-denoise en el que se identifican las quimeras
en muestras individuales. Se empleé MAFFT (45) para alinear las variantes de la secuencia del
amplicon (ASVs) via g2- alineacion y FASTTREE2 (via g2- filogenia) (46) para construir la
filogenia. Se empled el clasificador de taxonomia Sklearn naive Bayes (via g2-feature-classifier)
(47) para crear la taxonomia de las ASVs usando la base SILVA 16S V3-V4 v132_99 (48). Se
excluyeron las muestras con menos de 10.000 lecturas.

6.8. Analisis estadisticos

Las pruebas estadisticas se han realizado utilizando el paquete estadistico Jamovi (version 2.2.5

solid para Windows; AGPL3 licens).

Se realiz6 una comparacion de medias para muestras relacionadas con el test no parametrico
Wilconson, en funcion del grupo (control/intervencion) para analizar la abundancia de los

diferentes filos de la microbiota y los niveles séricos de acidos grasos.

Para analizar la asociacion entre la abundancia de microbiota y los niveles séricos de acidos
grasos se usO la regresion lineal simple y mdltiple ajustada en funcién de las variables de

confusién edad, sexo e indice de masa corporal.

Para todas las pruebas se ha establecido un nivel de significacién de p < 0.05.
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7. Resultados

grasos: un ensayo clinico aleatorizado

Las caracteristicas de los participantes se muestran en la Tabla 1, en funcién del género, la edad,

el IMC y el tipo de educacion de sus progenitores. No se observan diferencias significativas en las

caracteristicas de los participantes del estudio mas que en la variable género (p<0,001); un 35%

(N=6) pertenece al género femenino y un 65% (N=11) al masculino.

Tabla 1: Caracteristicas principales de los participantes del estudio

Muestra total

Muestras inicio

Muestras inicio

n=17 como control (n=12) | ¢°M° intgrvencién F p
(n=5)
Género n (%) o 1 5
Femenino 161(36559 11 0 13 <0,001
Masculino (65%)
Edad +DE (afios) 20,1+ 2,36 19,6 £1,72 21+ 3,31 12,0 0,064
indice de masa
corporal +DE(kg/m?) 24,3+4,23 23,2+3,97 27 +3,92 15,5 | 0,140
Educacioén de la
madre n(%) 1 (6%) 0 (0%) 1 (20 %)
Basica 10 (59%) 5 (41,67 %) 3 (60 %) 592 | 0,314
Superior 6 (35%) 7 (58,33 %) 1 (20 %)
Educacién del padre
" O6) 3 (18%) 1(8,33%) 120 %)
E/Iaes(;?: 10 (59%) 6 (50 %) 4 (80 %) 512 | 0,529
Superior 4 (23%) 5 (41,67%) 0 (0 %)

media, DE: desviacion
estandar
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En la Tabla 2 se muestran las medias de los AG por grupo de intervenciéon y control, al inicio y al
final de ambos periodos, asi como las diferencias de las medias en el tiempo entre ambos grupos
en la muestra total. Observamos en el grupo control (dieta de pollo convencional) una disminucion
significativa de las medias del acido linoleico (p=0,045), del acido araquiddnico (p= 0,031), DUFA
(p= 0,045), PUFA n6 (p=0,011) y PUFA >18C n6 (p=0,031). No se observan diferencias
significativas en las medias del grupo intervencién en ningdn AG. Solamente se observaron
diferencias significativas entre las diferencias de medias del grupo control e intervencién para
DHA.

La Tabla 3 presenta la descripcion de la abundancia relativa para los filos mas importantes
detectados en las muestras. Tanto el grupo control como el grupo intervencion presentan un
porcentaje de abundancia superior al 93% de Firmicutes, seguido por Actinobacteria con
porcentajes variables entre 2-3 % y el resto de filos con porcentajes inferiores al 2%. Atendiendo
al cambio de abundancias en el momento final respecto al inicial para cada grupo, varios filos
muestran cambios significativos. El grupo control presenta una disminucién significativa en la
abundancia de los filos Chloroflexi (p < 0,003) y Synergistetes (p < 0,003), mientras que el grupo
intervencion muestra una disminucion significativa de la abundancia de Proteobacteria (p = 0,021).
Solamente se observaron diferencias significativas entre las diferencias de medias del grupo

control e intervencién para el filo Synergistetes.
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Tabla 2: Medias * desviacion estandar de los AG por grupo de intervencion y control: antes, después y diferencias medias en el tiempo entre ambos grupos en

la muestra total

CONTROL (n=17)

INTERVENCION (n=17)

Diferencias de medias entre el principio y el final
entre ambos grupos (n=17)

INCIO FINAL F P INICIO FINAL F P Diferencias de IC F P
medias

Acido palmitico (%) 22,568+3,58 22,752%3,23 77,5 0,981 21,608+2,07 21,463+1,95 77.0 | 1,000 0,157 1,515,2,04 72 0,856
Acido estearico (%) 7,390+ 1,042 7,599+0,708 68,0 0,712 7,194%0,778 7,041+0,892 100,0 | 0,284 0,405 -0,605;1,345 100 0,284
Acido oleico (%) 19,129+3,31 19,568+2,55 71,0 0,813 19,088+2,73 19,616+2,71 68,0 | 0,712 -0,005 2.86:2,65 75,0 0,963
Acido linoleico (LA) (%) 40,018+5,46 38,621+4,22 119,0 [ 0,045* | 39,430+4,54 39,156+3,60 82,0 | 0,818 -1,465 4,155:1,49 55,0 0,329
Acido araquidénico (AA) (%) 7,719+ 2,09 7,105+1,99 122,0 [ 0,031 7,405+1,38 7,138+1,02 89,0 | 0,579 -0,370 -1,290;0,605 62,0 0,517
Acido behénico (%) 0,3040,464 0,387+0,441 15,0 0,726 0,632+0,384 0,571+0,353 790 | 0,103 0,115 -0,080;0,375 92,0 0,478
’?ECI'D% (f/i’;:osape”taeno'co 0,000+0,000 0,027+0,112 0,00 1,00 0,000+0,000 0,000+0,000 0,00 | NaN NaN NaN NaN NaN

Acido tricosanoico (%) 0,397+ 0,648 0,677+0,797 8,00 0,183 1,085+0,869 1,218+0,910 40,00 | 0,451 0,210 -0,430;0,785 90,00 | 0,548
Acido lignocérico (%) 0,404+0,486 0,491+0,506 29,0 0,756 0,570+0,457 0,761%0,363 43,0 | 0,205 -0,115 -0,395;0,220 56,0 0,353
Acido nervénico (%) 0,748+0,864 0,798+0,856 34,0 0,965 1,301+0,826 1,21540,711 81,0 | 0518 0,090 -0,415;0,820 86,0 0,678
’(A[;’}ff) ?(;)iosahexaeno'co 1,323+0,904 1,979+2,706 59,0 0,977 1,686+0,634 1,818+0,519 73,5 | 0,906 1,725 1,315:2,675 150,0 | <,001*
SFA (%) 31,063+4,03 31,904+3,21 62,0 0,517 31,091+2,07 31,055+2,23 80,0 | 0,890 0,720 -1,28:3,210 95,0 0,404
UFA (%) 68,0374,03 68,096+3,21 91,0 0,517 68,009+2,07 68,945+2,23 73,0 | 0,890 20,720 3,210,1,27 57,0 0,378
MUFA (%) 19,876%3,70 20,365+2,95 76,0 1,000 20,389+2,86 20,829+2,62 66,0 | 0,644 0,200 2.83;2,94 79,0 0,927
DUFA (%) 40,18+5,46 38,621+4,22 119,0 | 0,045* | 39,430+4,54 39,156+3,60 82,0 | 0,818 -1,465 -4,155:1,49 55,0 0,329
MUFA/DUFA (%) 0,510+0,139 0,537+0,113 64,0 0,570 0,531%0,130 0,541+0,109 745 | 0,943 0,02 -0,08:0,11 90,0 0,538
PUFA (%) 49,059+4,16 47,732+3,70 1135 | 0,084 | 48,520+4,39 48,116+3,56 84,0 | 0,747 -0,930 -4,110;2,09 64,0 0,579
MUFA/PUFA (%) 0,411%0,100 0,432+0,087 75,0 0,962 | 0,428+0,0946 0,437+0,0849 71,0 | 0,813 0,016 -0,10:0,1051 73,5 0,796
PUFA n6 (%) 45,308+10,44 | 43,544+10,29 131,0 | 0,011* | 46,835+4,24 46,297+3,65 86,0 | 0,678 -1,405 -4,195;1,65 56,0 0,353
PUFA n3 (%) 1,323+0,904 2,006+2,710 57,0 0,887 1,686+0,634 1,818+0,519 73,5 | 0,906 -0,030 -0,975:0,595 75,0 0,963
PUFA > 18C n6 (%) 7,719+2,09 7,105+1,99 122,0 | 0,031* 7,405+1,38 7,138+1,02 89,0 | 0,579 -0,370 -1,290:0,605 62,0 0,517
PUFA > 18C n3 (%) 1,323+0,904 2,006+2,710 57,0 0,887 1,686+0,634 1,818+0,519 73,5 | 0,906 0,0300 -0,595:0,975 78,0 0,963
ul 4,286+0,664 4,0553+0,631 1135 | 0,084 | 4,1741+0,469 4,1441+0,491 72,0 | 0,856 -0,1600 -0,7000:0,250 58,0 0,404
SFA/MUFA (%) 1,646+0,567 1,6041+0,322 71,0 0,813 | 1,5482+0,192 1,5118+0,206 84,0 | 0,740 0,0650 -0,2549:0,325 84,0 0,740
PUFA n6/PUFA n3 (%) 28,6+9,70 33,8427 30 0,519 28,3+8,08 27,246,61 88 0,323 1,01 -4,34;21,53 43,0 0,791

El simbolo * indica una diferencia significativa (p < 0,05) en los niveles de acidos grasos dentro del grupo control e intervencién en comparacion con los niveles iniciales. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos valores que no han podido ser

calculados. IC: intervalo de confianza, AA: acido araquidénico, DHA: &acido docosahexaenoico, DUFA: &cido graso diinsaturado, EPA: acido eicosapentaenoico, LA: acido linoleico, MUFA: &acido graso monoinsaturado, PUFA: &acidos grasos

poliinsaturados, PUFA n6: acido graso poliinsaturado omega 6, PUFA n3: &cido graso poliinsaturado omega 3, SFA: acido graso saturado, UFA: acidos graso insaturado, Ul: indice de insaturacién
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Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos grasos: un ensayo clinico aleatorizado

Tabla 3. Abundancias relativas (%) de bacterias en la microbiota fecal de los participantes estudiados a nivel de filos por grupo y momento.

CONTROL (n=17)

INTERVENCION (n=17)

Diferencias de medias entre el
principio y el final

entre ambos grupos (n=17)

INICIO FINAL F P INICIO FINAL F = Diferencia IC F P
de medias
Actinobacteria 3,1855+1,443 | 2,8439%+2,8439 | 91,0 0,517 2,0729+0,948 2,0482+0,648 76,0 1,000 -0,3104 -1,9227:1,275 67,0 0,678
Bacteroidetes 0,1178%+0,1274 | 0,0854%0,1195 | 1055 | 0,177 | 0,1315%0,2679 | 0,0373%£0,0499 | 106,0 | 0,052 0,03330 -0,0583;0,1666 | 92,0 0,487
Chloroflexi 0,907+0,710 0,183+0,384 77,0 | 0,003* 0,423+0,725 0,000+0,000 15,0 0,059 -0,328 -1,145;0,341 57,0 0,378
Firmicutes 93,15+3,040 95,11+3,901 440 | 0,132 96,05+3,097 97,56+0,970 59,0 0,431 0,0528 -3,09;5,185 77,0 1,000
Proteobacteria 0,73440,606 1,17142,161 76,0 1,000 0,464%0,535 0,11940,200 113,0 | 0,021* 0,433 -0,3829;1,768 | 100,0 | 0,284
Synergistetes 1,406+1,091 0,250%0,738 78,00 | 0,003* 0,539%0,954 0,00020,000 15,00 | 0,059 -1,70 -2,102;-1,33 0,00 | <,001*

Los datos se presentan como medias + desviacion estandar. La tabla solo muestra las abundancias de los filos mas importantes. Control:
sujetos con dieta a base de carne de pollo; intervencion: sujetos con dieta a base de carne de ternera. Las comparaciones entre las
abundancias relativas al inicio y después de la ingesta de cada tipo de dieta se analizaron mediante comparacién de medias para muestras

apareadas. * indica una diferencia significativa (p < 0.,05) en abundancia relativa dentro del grupo control e intervencion en comparacion con la

abundancia relativa inicial. IC: intervalo de confianza.
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Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos
grasos: un ensayo clinico aleatorizado

En las tablas 4.1, 4.2 y 4.3 se muestra el modelo 0, que analiza mediante una regresién lineal
simple los niveles de acidos grasos (variable dependiente) en funcion de la abundancia relativa de
los filos, separados por grupo intervencion y control. Se muestran los coeficientes de regresién o

valores [3 (estimate), los intervalos de confianza (IC) y la significacion estadistica (p) para cada filo.

Se han encontrado asociaciones lineales negativas en el filo Actinobacteria del grupo intervencién
para el acido behénico (f=-0,20, 1C=-0,31;-0,09, p=0,002), en el filo Chloroflexi del grupo
intervencion para MUFA (B=-2,41, IC=-4,57;-0,26 p=0,031), MUFA/DUFA (3=-0,10, IC=-0,19;-0,01
p = 0,035) y MUFA/PUFA (3=-0,07, 1C=-0,14;-0,003 p= 0,043), en el filo Proteobacteria del grupo
intervencion para el acido behénico (f=-0,36, 1IC=-0,64;-0,08 p=0,014) y en el filo Synergistetes del
grupo control para PUFA (B=-1,53, 1C=-3,02;-0,03, p=0,046), mientras que se han observado
asociaciones lineales positivas con significacion estadistica en el filo Firmicutes del grupo
intervencion para el acido behénico (p=0,07, IC= 0,03;0,11, p= 0,004), MUFA (B=0,48,
1C=0,03;0,93 p=0,04) y MUFA/DUFA (p=0,02, 1C=0,002;0,04 p=0,036), y en el filo Proteobacteria
del grupo control para PUFAN6/PUFANG (3=5,57, IC=1,14;10,0 p=0,019).

En las tablas 5.1, 5.2, 5.3 se muestra el modelo ajustado, una regresion lineal multiple entre
acidos grasos (variable dependiente) y la abundancia relativa de los filos por grupo intervencion y
control, ajustado en funcion de las variables de confusion sexo, edad e IMC. Se muestran los
coeficientes de regresion o valores 8 (estimate), los intervalos de confianza (IC) y la significacion

estadistica (p) para cada filo.

Se han encontrado asociaciones lineales negativas en el filo Actinobacteria del grupo intervencién
para el acido behénico (3=-0,23, 1C=-0,37;-0,08, p=0,005), en el filo Chloroflexi del grupo control
para PUFAn6 (B -2,90, IC=-5,56;-0,24, p=0,035). Se han observado asociaciones lineales
positivas con significacién estadistica en el filo Firmicutes del grupo intervencion para el 4acido
behénico (p=0,13, 1C=0,06;0,20, p=0,001) y en el filo Firmicutes del grupo control para PUFA

(B=0,26, 1C=-4,42;0,52, p=0,050). No se han encontrado asociaciones significativas en mas filos.

Por tanto, tras ajustar el modelo segun los factores de confusion, desaparecen las asociaciones
lineales significativas de los filos Proteobacteria y Synergistetes, mientras que se mantienen las de
los filos Actinobacteria y Firmicutes para el acido behénico. Por otra parte, desaparece la
asociacion negativa de filo Chloroflexi con MUFA y aparece con PUFA n6, y también desaparece

la asociacion positiva del filo Firmicutes con MUFA, apareciendo en su lugar con PUFA.
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Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos grasos: un ensayo clinico aleatorizado
Tabla 4.1: Regresion lineal simple entre acidos grasos (variable dependiente) y la abundancia relativa de los filos Actinobacteria y Bacteroidetes por grupo

(variable independiente), modelo sin ajustar.

ACTINOBACTERIA

BACTEROIDETES

CONTROL (n=17)

INTERVENCION (n=17)

CONTROL (n=17)

INTERVENCION (n=17)

Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p
Acido palmitico (%) 0,08 -0,59,0,74 0,804 0,04 20,91,1,00 0,923 1,22 -7,37,9,82 0,766 -0,22 -4,59,4,15 0,916
Acido estearico (%) 0,16 -0,07,0,39 0,151 0,14 20,27,0,55 0476 | 033 -3,51;2,85 0,828 1,33 -0,44;3,01 0,129
Acido oleico (%) 011 -0,61;0,83 0748 | 088 -2,22,0,45 0178 6,14 -2,55114,8 0,153 -1,82 -8,23;4,59 0,553
Acido linoleico (LA) (%) 0,57 11,21,0,07 0,075 1,53 20,12;3,18 0,066 | -7,69 -15,92,0,53 0,065 1,25 -7.17:9,67 0,756
Acido araquidonico (AA) (%) | 0,21 -0,04;0,45 0,09 | -0,163 -0,73,0,40 0548 | 021 -3,68,3,26 0,897 -0,49 -3,09,2,11 0,694
Acido behénico (%) 0,03 -0,06;0,12 0507 [ 020 -0,31;-0,09 0002* | 017 -0,99:1,32 0,764 -0,09 -0,81;0,63 0,788
égfczo/eo)ucosapentaenouco 0,01 -0,03;0,02 0,703 NaN NaN NaN -0,07 -0,40;0,26 0,651 NaN NaN NaN
Acido tricosanoico (%) 0,03 -0,150,21 0715 | -0,10 -0,45;0,26 0,569 0,95 -1,28:3,19 0,378 0,37 -1,24:1,98 0,633
Acido lignoceérico (%) 20,02 -0,13,0,08 0634 | 0,08 -0,28,0,12 0422 | 098 -2,24,0,29 0,120 -0,06 -0,10,0,88 0,892
Acido nervénico (%) -0,02 -0,21,0,17 0803 | -025 -0,60;0,12 0,176 0,03 -2,43;2,49 0,979 -0,68 -2,45,1,09 0,426
gﬂgo((g;)cosahexaenmco 0,01 -0,62;0,64 0,970 -0,05 -0,32,0,23 0,706 0,78 -7,34:8,89 0,841 0,42 -0,84;1,68 0,488
SFA (%) 0,28 -0,42,0,97 0411 | 019 -1,30,0,93 0,727 1,04 -8,14,10,23 0,812 1,33 374,641 0,584
UFA (%) 0,28 -0,97:0,42 0,411 0,19 -0,93,1,3 0727 | -104 -10,23;8,14 0,812 -1,33 6,41,3,74 0,584
MUFA (%) 0,09 -0,69,0,86 0814 | -113 243,017 0,083 6,16 -3,30,15,62 0,185 -2,50 -8,93,3,94 0,421
DUFA (%) 0,57 -1,21,0,07 0,075 1,53 -0,12; 3,18 0066 | -7,69 -15,92,0,53 0,065 1,25 7,17:9,67 0,756
MUFA/DUFA (%) 0,01 -0,02,0,03 0,480 | 0,05 -0,10,0,01 0,057 0,21 -0,07,0,49 0,123 -0,08 -0,35,0,19 0,547
PUFA (%) -0,36 -1,05;0,32 0,280 1,32 -0,46;3,09 0134 | -719 -15,54:1,15 0,086 1,18 -7,56:9,91 0,778
MUFA/PUFA (%) 0,01 -0,02,0,03 0689 | 0,04 -0,08:0,01 0,091 018 -0,08,0,43 0,166 -0,05 -0,25,0,16 0,629
PUFA n6 (%) -0,25 0,93;0,44 0,454 1,37 -0,26;3,00 0093 | -7.40 -15,47,0,66 0,069 0,75 -7,43;8,93 0,847
PUFA n3 (%) 0,01 -0,62,0,63 0982 | 0,05 -0,33,-0,33 0,706 0,71 -7,38,8,79 0,855 0,42 -0,84,1,68 0,488
PUFA > 18C n6 (%) 021 -0,04;0,45 00% | -016 -0,73;0,40 0548 | 021 -3,68;3,26 0,897 -0,49 -3,09;2,11 0,694
PUFA > 18C n3 (%) 0,01 -0,62:0,63 0982 | -0,05 -0,33,0,23 0,706 0,71 -7,38;8,79 0,855 0,42 -0,84;1,68 0,488
ul 0,07 -0,230,10 0,404 0,08 -0,17;0,33 0494 | 0,80 -2,89:1,29 0,428 -0,26 -1,41;0,90 0,645
SFA/MUFA (%) 0,06 -0,05;0,16 0,262 0,07 -0,03;0,18 0167 | -046 -1,87,0,96 0,502 0,38 -0,10;0,86 0,112
PUFA n6/PUFA n3 (%) 3,33 -3,58;10,3 0308 | -0,38 -2,982,22 0758 | 537 -89,1;78,4 0,889 -4,52 -14,62;5,58 0,353

El simbolo * indica una diferencia significativa (p < 0,05) en los niveles de acidos grasos dentro del grupo control e intervenciéon en comparacién con los niveles iniciales. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos valores que no han podido ser

calculados. Estimate: coeficientes de regresion o valor B, IC: intervalos de confianza, p: significacion estadistica, AA: acido araquidonico, DHA: acido docosahexaenoico, DUFA: acido graso diinsaturado, EPA: acido eicosapentaenoico, LA: acido

linoleico, MUFA: &cido graso monoinsaturado, PUFA: acidos grasos poliinsaturados, PUFA n6: acido graso poliinsaturado omega 6, PUFA n3: acido graso poliinsaturado omega 3, SFA: acido graso saturado, UFA: &cidos graso insaturado, Ul: indice de

insaturacion
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Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos grasos: un ensayo clinico aleatorizado

Tabla 4.2: Regresion lineal simple entre acidos grasos (variable dependiente) y la abundancia relativa de los filos Chloroflexi y Firmicutes por grupo (variable

independiente), modelo sin ajustar.

CHLOROFLEXI FIRMICUTES
CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17) CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17)
Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p

Acido palmitico (%) 0.86 1,43:3,14 0438 | 027 11,95:1,41 0,735 0,04 -0,34:0,26 0,791 0,02 -0,37:0,32 0,887
Acido estearico (%) 0,10 -0,76:0,97 0,802 0,55 012:1,22 0101 | -007 -0,17,0,04 0,181 0,12 -0,26:0,02 0,090
Acido oleico (%) 1,00 -1,46:3,46 0401 | -2.06 -4,28,0,17 0068 | -014 -0,46,0,18 0,373 0,37 -0,10,0,85 0,112
Acido linoleico (LA) (%) 213 -4,34,0,09 0,059 2,63 -0,285,54 0,073 0,20 -0,11,0,50 0,190 -0,54 -1,14,0,06 0,074
Acido araquidénico (AA) (%) | 0,11 -1,04,0,83 0,814 0,09 -0,92:1,09 0860 | -006 -0,18,0,05 0,272 0,01 20,20,0,22 0,938
Acido behénico (%) 0,01 -0,30,0,33 0923 | 022 -0,47,0,03 0075 | -001 -0,04,0,04 0,865 0,07 0,03:0,11 0,004%
égfc(’(yi)'cosape”taeno'co 0,03 0,15:0,06 0,534 NaN NaN NaN 0,01 -0,01;0,02 0,597 NaN NaN NaN

Acido tricosanoico (%) 0,32 -0,270,92 0267 | -031 -0,91;0,29 0289 | -002 -0,10,0,06 0,662 0,074 -0,05;0,20 0214
Acido lignocérico (%) 0,13 -0,49,0,24 0,477 0,01 -0,35,0,37 0,952 0,02 -0,03;0,07 0,340 0,03 -0,050,10 0,455
Acido nervénico (%) 0,20 -0,86;0,46 0520 | -035 -1,02;0,32 0,277 0,02 -0,07,0,10 0,677 0,10 -0,030,21 0,115
éﬂg%%’cosahexaeno'co 0,30 -1,89;2,50 0774 | -0,06 10,55,0,43 0,798 | 0,09 -0,19,0,37 0,520 0,03 10,07;0,13 0,553
SFA (%) 117 11,243,558 0318 | -024 221,1,72 0795 | -011 -0,42,0,21 0,491 0,03 -0,38,0,44 0,886
UFA (%) 1,17 -3,581,24 0,318 0,24 1,72:2,21 0,795 0,11 -0,21,0,42 0,491 -0,03 -0,44:0,38 0,886
MUFA (%) 0,80 -1,89;3,49 0536 | -2.41 -4,57.-0,26 0031* | 012 -0,47:0,23 0,472 0,48 0.03:0,93 0,039*
DUFA (%) 213 -4,34,0,09 0,059 2,63 -0,28,5,54 0,073 0,20 -0,11,0,50 0,190 -0,54 -1,14,0,06 0,074
MUFA/DUFA (%) 0,04 -0,034:0,12 0247 | -0.10 -0,19:-0,01 0,035 | -0,01 -0,02:0,01 0,340 0,02 0,01,0,04 0,036
PUFA (%) 11,96 -4,22,0,30 0,084 2,66 -0,381,5,69 0,082 0,22 -0,08,0,52 0,132 20,51 1,14:0.13 0112
MUFA/PUFA (%) 0,03 -0,04,0,11 0333 [ -0072 -0,14,-0,01 0,043* | -0,01 -0,01;,0,01 0,367 0,01 -2,36,0,03 0,053
PUFA n6 (%) 1,82 -4,050,41 0,103 2,72 -0,06;5,49 0,054 0,09 -0,22,0,40 0,548 -0,53 -1,12,0,05 0,069
PUFA n3 (%) 0,28 -1,91;2,46 0793 | -006 -0,55;0,43 0,798 0,09 -0,19,0,37 0,503 0,30 -0,07;0,13 0,553
PUFA > 18C n6 (%) 0,11 -1,04;0,83 0,814 0,09 -0,92;1,09 0,860 | -0,06 -0,18;0,05 0,272 0,10 :0,20,0,22 0,938
PUFA > 18C n3 (%) 0,28 -1,91;2,46 0793 | -006 -0,55;0,43 0,798 0,09 -0,19,0,37 0,503 0,03 -0,07;0,13 0,553
Ul 0,35 20,90,0,19 0,186 0,16 -0,28,0,60 0,446 0,02 -0,05,0,10 0,503 -0,03 20,12,0,07 0,543
SFAIMUFA (%) 0,08 -0,30,0,47 0,651 017 -0,01,0,35 0062 | -002 -0,07,0,04 0,531 0,04 -0,07;0,01 0,065
PUFA n6/PUFA n3 (%) 7,18 -29,9:15,6 0498 | -074 -4,95:3,47 0711 | -162 -4,27:1,02 0,201 0,17 0,77:1,12 0,702

El simbolo * indica una diferencia significativa (p < 0,05) en los niveles de &cidos grasos dentro del grupo control e intervencién en comparacion con los niveles iniciales. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos valores que no han podido ser
calculados. Estimate: coeficientes de regresion o valor B, IC: intervalos de confianza, p: significacion estadistica, AA: &cido araquidénico, DHA: acido docosahexaenoico, DUFA: &cido graso diinsaturado, EPA: &cido eicosapentaenoico, LA: acido
linoleico, MUFA: &cido graso monoinsaturado, PUFA: acidos grasos poliinsaturados, PUFA n6: acido graso poliinsaturado omega 6, PUFA n3: &cido graso poliinsaturado omega 3, SFA: acido graso saturado, UFA: &cidos graso insaturado, Ul: indice de

insaturacion
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Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos grasos: un ensayo clinico aleatorizado

Tabla 4.3: Regresion lineal simple entre acidos grasos (variable dependiente) y la abundancia relativa de los filos Proteobacteria y Synergistetes por grupo

(variable independiente), modelo sin ajustar.

PROTEOBACTERIA SYNERGISTETES
CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17) CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17)
Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p
Acido palmitico (%) -0,06 -0,77,0,65 0,864 | 0,417 -1,65;2,49 0,674 0,67 -0,89;2,23 0,374 NaN NaN NaN
Acido estearico (%) 018 20,07,0,42 0,147 0,48 -0,39,1,35 0,257 -0,10 -0,69;0,49 0,724 NaN NaN NaN
Acido oleico (%) 0,30 -0,45;1,05 0,406 1,21 -4,22;1,81 0,407 0,75 -0,94:2,43 0,359 NaN NaN NaN
Acido linoleico (LA) (%) 0,05 -0,71,0,82 0,888 2,63 -1,13;6,38 0,157 1,05 -2,670,561 0,184 NaN NaN NaN
Acido araquidénico (AA) (%) 011 -0,17:0,39 0,420 -0,09 -1,33:1,15 0,877 -0,13 -0,77:0,51 0,673 NaN NaN NaN
Acido behénico (%) -0,02 -0,12;0,07 0,596 0,36 -0,64;-0,08 0,014* 0,07 -0,14;0,28 0,504 NaN NaN NaN
égf?;;cosapemaeno'co -0,01 -0,03;0,02 0,651 NaN NaN NaN -0,01 -0,07;0,05 0,707 NaN NaN NaN
Acido tricosanoico (%) -0,04 -0,23,0,15 0,656 -0,65 -1,34;0,029 0,059 0,32 -0,06;0,71 0,095 NaN NaN NaN
Acido lignocérico (%) 20,05 -0,16;0,06 0,353 20,27 -0,69,0,15 0,194 -0,07 -0,32;0,18 0,573 NaN NaN NaN
Acido nervénico (%) -0,03 -0,23,0,18 0,787 0,57 -1,38,0,23 0,149 20,11 -0,56:0,35 0,621 NaN NaN NaN
gﬂgo(;’?cosahexaenmco -0,43 -1,06;0,20 0,164 0,37 -0,95;0,20 0,189 -0,33 -1,83,1,17 0,644 NaN NaN NaN
SFA (%) 0,003 -0,760,76 0,993 -0,39 -2,82;2,05 0,741 0,89 -0,75:2,53 0,265 NaN NaN NaN
UFA (%) -0,003 -0,76:0,76 0,993 0,36 -2,05:2,82 0,741 -0,89 -2,53,0,75 0,265 NaN NaN NaN
MUFA (%) 0,28 -0,54;1,09 0,483 1,78 -4,76,1,19 0,221 0,64 -1,19,2,47 0,468 NaN NaN NaN
DUFA (%) 0,05 -0,712;0,815 | 0,888 2,63 -1,13;6,38 0,157 -1,05 -2,67:0,56 0,184 NaN NaN NaN
MUFA/DUFA (%) 0,01 -0,02;0,03 0,644 20,09 -0,21,0,04 0,150 0,03 -0,03,0,08 0,334 NaN NaN NaN
PUFA (%) -0,28 -1,02;0,47 0,444 217 -1,83;6,16 0,265 1,53 -3,02;-0,032 0,046* NaN NaN NaN
MUFA/PUFA (%) 0,01 -0,02;0,03 0,468 20,06 -0,15,0,04 0,204 0,03 -0,02,0,08 0,297 NaN NaN NaN
PUFA n6 (%) 015 -0,59;0,89 0,674 2,54 -1,10;6,18 0,158 -0,87 -2,48,0,74 0,266 NaN NaN NaN
PUFA n3 (%) -0,44 -1,06;0,19 0,156 0,37 -0,95;0,20 0,189 -0,34 -1,83,1,15 0,631 NaN NaN NaN
PUFA > 18C n6 (%) 0,11 -0,17;0,39 0,420 -0,09 -1,33,1,15 0,877 -0,13 -0,77:0,51 0,673 NaN NaN NaN
PUFA > 18C n3 (%) -0,44 -1,06;0,19 0,156 20,37 -0,95;0,20 0,189 -0,34 -1,83,1,15 0,631 NaN NaN NaN
ul 0,01 -0,16;0,19 0,869 0,18 -0,37,0,72 0,497 20,21 -0,59,0,17 0,249 NaN NaN NaN
SFAIMUFA (%) 0,01 -0,11,0,12 0,927 0,10 -0,14;0,35 0,374 0,02 -0,25;0,28 0,900 NaN NaN NaN
PUFA n6/PUFA n3 (%) 5,57 1,14;10,0 0,019* 0,83 -5,30;6,97 0,775 -2,88 -18,0,12,2 0,681 NaN NaN NaN

El simbolo * indica una diferencia significativa (p < 0,05) en los niveles de acidos grasos dentro del grupo control e intervenciéon en comparacion con los niveles iniciales. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos valores que no han podido
ser calculados. Estimate: coeficientes de regresion o valor B, IC: intervalos de confianza, p: significacion estadistica, AA: acido araquidénico, DHA: acido docosahexaenoico, DUFA: &cido graso diinsaturado, EPA: &cido eicosapentaenoico, LA:
acido linoleico, MUFA: &cido graso monoinsaturado, PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados, PUFA n6: acido graso poliinsaturado omega 6, PUFA n3: acido graso poliinsaturado omega 3, SFA: 4cido graso saturado, UFA: &cidos graso insaturado, Ul:
indice de insaturacién
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Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos grasos: un ensayo clinico aleatorizado

Tabla 5.1: Regresién lineal multiple entre &cidos grasos (variable dependiente) y la abundancia relativa de los filos Actinobacteria y Bacteroidetes por grupo,
modelo ajustado en funcion del sexo, edad e IMC.

ACTINOBACTERIA BACTEROIDETES
CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17) CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17)
Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p
Acido palmitico (%) 0,05 20,71,0,81 0,885 0.28 71,03,1,59 0,651 2.16 8,73, 13,04 0,673 052 5,15:6,18 0,846
Acido estearico (%) 0,08 20,15;0,31 0,457 20,14 20,63:0,35 0,555 1,61 1,57.4,78 0,292 0.74 11,352,82 0,457
Acido oleico (%) 0.27 20,50:1,05 0,456 20,50 22,29:1,29 0,558 455 -6,48,15,59 0,386 2011 7.92:7,70 0,976
Acido linoleico (LA) (%) 20,72 1,33012 0,024" 111 11,083,30 0,292 20,12 18,37,0,21 0,055 1,47 11,31,8,.37 0,750
Acido araquidénico (AA) (%) 0,16 20,08;0,40 0,174 20,06 -0,79:0,68 0,874 1,54 210,517 0,375 0,08 -3,083,24 0,957
Acido behénico (%) 0,03 -0,07:0,13 0,495 20,23 -0,37,-0,08 0,005% 0.19 1,27:1,65 0,782 0,03 -0,85:0,90 0,946
égfc(’(y‘z;cosapemaeno'co -0,01 -0,04:0,02 0,572 NaN NaN NaN -0,06 -0,49:0,36 0,749 NaN NaN NaN
Acido tricosanoico (%) 0,06 20,12:0,23 0515 20,10 -0,50;0,29 0,583 0,09 2,51:2,69 0,941 051 1,9:2,21 0,525
Acido lignocérico (%) 20,01 20,13:0,12 0918 20,09 20,350,18 0493 1,68 73,08.-0,28 0,023" 20,12 1,29:1,05 0,826
Acido nervénico (%) 0,02 -0,20:0,23 0,855 20,27 -0,76:0,2 0,258 20,83 -3,86:2,20 0,561 -0,69 -2,89:1,51 0,508
gﬂg?%’cosahexaeno'co 0,07 -0,66:0,80 0,842 -0,14 -0,50:0,21 0,399 1,52 -8,95:11,98 0,757 0,19 -1,39:1,77 0,795
SFA (%) 0.21 20,55:0,97 0,554 20,27 1,82:1,23 0,709 237 -8,60,13,33 0,647 1,68 2,94:8,30 0,591
UFA (%) 20,21 20,97:0,55 0,554 0.27 1,28,1,82 0,709 2,37 -13,33; 8,60 0,647 1,68 -8,30,4,94 0,591
MUFA (%) 0,29 20,53.1,12 0,457 0,77 2,47:0,92 0,347 371 -8,20:15,63 0,510 20,79 -8,39:6,81 0,825
DUFA (%) 20,72 1,33.-0,12 0,024" 1,11 -1,08;3,30 0,292 29,07 -18,37,0,23 0,055 1,47 11,31:8,37 0,750
MUFA/DUFA (%) 0,01 20,01,0,04 0.210 20,04 20,11,0,03 0,262 0.18 -0,16,0,52 0,265 0,01 20,31,0,31 0,986
PUFA (%) 20,50 11,07:0,07 0,078 1,04 11,39;3,47 0,371 -6,06 14,55,2,43 0,146 20,88 711,69,9,92 0,862
MUFA/PUFA (%) 0,01 20,01;0,03 0,345 20,03 20,08:0,03 0314 0,11 0,20,0,42 0,451 0,01 20,24:0,25 0,981
PUFA n6 (%) 0,41 11,03,0,22 0.185 1,05 1,14:3,25 0317 7,80 -16,21,0,61 0,066 1,40 11,22:8.41 0,761
PUFA n3 (%) 0,06 -0,67:0,79 0,859 -0,02 -0,36:0,32 0,916 1,45 -8,98;11,89 0,767 0,52 -0,90:1,94 0,443
PUFA > 18C n6 (%) 0.16 -0,08:0,40 0,174 20,06 20,79:0,68 0874 1,54 210,520 0,375 0,08 -3,08,3,24 0,957
PUFA > 18C n3 (%) 0,06 -0,67:0,79 0,859 20,02 -0,36:0,32 0,916 1,45 -8,08;11,89 0,767 0,52 -0,90:1,94 0,443
ul 20,08 20,24:0,08 0,303 0,08 20,26:0,43 0,605 20,89 3,23,1,46 0,426 20,39 11,88-1,88 0,575
SFA/MUFA (%) 0,01 -0,09;0,14 0,598 0,71 -0,10;0,18 0,569 0,06 -1,60;1,72 0,935 0,28 -0,31;0,87 0,317
PUFA n6/PUFA n3 (%) 3,37 15,90:12,63 0,419 -0,55 -4,25;3,15 0,749 1,25 -108,90;111,40 0,979 5,89 -19,24:7,47 0,353

El simbolo * indica una asociacion lineal significativa (p < 0,05) entre acidos grasos y microbiota intestinal dentro del grupo control o intervencion. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos valores que no han podido ser calculados. El simbolo »
indica un coeficiente de regresion cuyo intervalo de confianza no incluye 0, pero dentro de un modelo que ajustado en funcién de los factores de confusién no tiene significacién estadistica. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos valores que
no han podido ser calculados. Estimate: coeficientes de regresién o valor B, IC: intervalos de confianza, p: significacion estadistica, AA: éacido araquidénico, DHA: é&cido docosahexaenoico, DUFA: &cido graso diinsaturado, EPA: &cido
eicosapentaenoico, LA: 4cido linoleico, MUFA: 4cido graso monoinsaturado, PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados, PUFA n6: acido graso poliinsaturado omega 6, PUFA n3: 4cido graso poliinsaturado omega 3, SFA: 4cido graso saturado, UFA: acidos
graso insaturado, Ul: indice de insaturacion
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Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos grasos: un ensayo clinico aleatorizado

Tabla 5.2: Regresion lineal multiple entre acidos grasos (variable dependiente) y la abundancia relativa de los filos Chloroflexi y Firmicutes por grupo, modelo

ajustado en funcion del sexo, edad e IMC.

CHLOROFLEXI FIRMICUTES
CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17) CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17)
Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p
Acido palmitico (%) 0,49 -3,13:4,11 0,774 0,23 -3,80:4,26 0,904 20,01 -0,37,0,36 0,935 -0,25 -0,91,0,42 0,434
Acido estearico (%) 0,25 -1,34:0,85 0,631 0,21 1,71;1,30 0,771 -0,04 -0,14,0,07 0,495 -0,01 -0,26;0,25 0,979
Acido oleico (%) 1,46 -2,21,5,12 0,403 3,60 -8,66;1,46 0,147 20,21 -0,560,14 0,213 0,38 -0,53;1,29 0,380
Acido linoleico (LA) (%) 3,43 -6,33;-0,53 0,024" 3,80 -2,80;10,39 0,233 0,26 -0,05:0,58 0,095 -0,56 -1,69;0,58 0,306
Acido araquidénico (AA) (%) 0,20 -1,05,1,44 0,737 1,32 -0,76:3,41 0,193 -0,06 -0,170,06 0,337 -0,08 -0,46;0,29 0,640
Acido behénico (%) 0,11 -0,59:0,38 0,640 0,45 -0,93:0,04 0,070 -0,003 -0,05:0,06 0,901 0,13 0,06;0,20 0,001*
égfcz(yi;cosapentaen0|co -0,04 -0,18;0,09 0,498 -3,60 -8,66;1,46 0,147 0,01 -0,01;0,02 0,462 0,38 -0,53;1,29 0,380
Acido tricosanoico (%) -0,01 -0,88;0,85 0,972 -0,48 -1,67,0,71 0,401 -0,01 -0,1,0,08 0,797 0,09 -0,11;0,29 0,324
Acido lignocérico (%) 20,09 -0,67;0,49 0,740 0,23 -0,59:1,05 0,548 0,01 -0,04:0,07 0,603 0,05 -0,09,0,18 0,491
Acido nervénico (%) -0,09 -1,10;0,93 0,855 1,21 -2,60;0,19 0,085 20,01 -0,10,0,10 0,974 0,26 0,04,0,47 0,023"
éﬂgo(o(/i)ocosahexaenmco 1,90 -1,38:5,16 0,232 0,31 -1,42:0,79 0,548 0,05 -0,30:0,39 0,780 0,11 0,07;0,29 0,212
SFA (%) 0,03 -3,64:3,60 0,987 20,69 5,43:4,05 0,758 20,05 -0,41,0,31 0,782 0,02 -0,79,0,82 0,961
UFA (%) 0,03 -3,70:3,64 0,987 0,60 -4,05:5,43 0,758 0,05 -0,31,0,41 0,782 20,02 -0,82:0,79 0,961
MUFA (%) 1,37 -2,56;5,30 0,462 4,81 -9,29;-0,33 0,0377 20,21 -0,59,0,16 0,241 0,64 -0,18;1,46 0,117
DUFA (%) 3,43 -6,33;-0,53 0,0247 3,80 -2,80;10,39 0,233 0,26 -0,05;0,58 0,095 -0,56 -1,69;0,58 0,306
MUFA/DUFA (%) 0,07 -0,03,0,18 0,160 20,19 -0,38;-0,01 0,045" -0,01 -0,02;0,003 0,139 0,03 -0,01,0,06 0,097
PUFA (%) 1,39 -4,34,1,57 0,327 5,49 -1,37;12,35 0,107 0,26 4,42,0,52 0,050% -0,65 -1,89;0,58 0,269
MUFA/PUFA (%) 0,04 -0,06;0,143 0,390 -0,16 -0,30;-0,02 0,028" -0,01 -0,02;0,003 0,173 0,02 -0,01;0,05 0,107
PUFA n6 (%) -2,90 -5,56;-0,24 0,035* 5,12 -1,09;11,33 0,097 0,16 -0,14;0,46 0,276 -0,64 -1,75;0,47 0,235
PUFA n3 (%) 1,85 -1,42;5,12 0,242 0,36 -0,65;1,37 0,449 0,05 -0,29;0,39 0,757 -0,02 -0,19;0,16 0,856
PUFA > 18C n6 (%) 0,20 1,05;1,44 0,737 1,32 -0,76:3,41 0,193 -0,06 -0,17,0,06 0,337 -0,09 -0,46;0,29 0,640
PUFA > 18C n3 (%) 0,49 -3,13;4,11 0,774 0,23 -3,80;4,26 0,904 -0,01 -0,37,0,36 0,935 -0,25 -0,91;0,42 0,434
ul 0,25 -1,34,0,85 0,631 0,21 -1,71,1,30 0,771 20,04 -0,14,0,07 0,495 20,01 -0,26,0,25 0,979
SFAIMUFA (%) 1,46 -2,21,5,12 0,403 3,60 -8,66;1,46 0,147 20,21 -0,560,14 0,213 0,38 -0,53;1,29 0,380
PUFA n6/PUFA n3 (%) 3,43 -6,33;-0,53 0,0241 3,80 -2,80;10,39 0,233 0,26 -0,05:0,58 0,095 -0,56 -1,69;0,58 0,306

El simbolo * indica una asociacion lineal significativa (p < 0,05) entre acidos grasos y microbiota intestinal dentro del grupo control o intervencién. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos valores que no han podido ser calculados. El simbolo
indica un coeficiente de regresion cuyo intervalo de confianza no incluye 0, pero dentro de un modelo que ajustado en funcién de los factores de confusién no tiene significacion estadistica. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos valores que
no han podido ser calculados. Estimate: coeficientes de regresion o valor B, IC: intervalos de confianza, p: significacién estadistica, AA: acido araquidénico, DHA: acido docosahexaenoico, DUFA: &cido graso diinsaturado, EPA: &cido
eicosapentaenoico, LA: &cido linoleico, MUFA: acido graso monoinsaturado, PUFA: &cidos grasos poliinsaturados, PUFA n6: acido graso poliinsaturado omega 6, PUFA n3: acido graso poliinsaturado omega 3, SFA: acido graso saturado, UFA: acidos
graso insaturado, Ul: indice de insaturacion

26


https://www.researchgate.net/figure/Unsaturation-Index-UI-of-fatty-acids-of-erythrocyte-membranes-of-volleyball_fig4_5293482
https://www.researchgate.net/figure/Unsaturation-Index-UI-of-fatty-acids-of-erythrocyte-membranes-of-volleyball_fig4_5293482

Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos grasos: un ensayo clinico aleatorizado

Tabla 5.3: Regresion lineal multiple entre acidos grasos (variable dependiente) y la abundancia relativa de los filos Proteobacteria y Synergistetes por grupo,

modelo ajustado en funcién del sexo, edad e IMC.

PROTEOBACTERIA SYNERGISTETES
CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17) CONTROL (n=17) INTERVENCION (n=17)
Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p Estimate IC p
Acido palmitico (%) -0,04 -0,86:0,78 0,920 1,15 -2,04,4,34 0,447 0,40 2,18.2,98 0,743 NaN NaN NaN
Acido estearico (%) 0,09 20,15,0,34 0,412 0,15 71,37:1,08 0,801 20,15 20,94,0,63 0,676 NaN NaN NaN
Acido oleico (%) 0,54 -0,24:1,31 0,159 -0,10 -4,59;4,40 0,963 0,40 -2,28:3,08 0,749 NaN NaN NaN
Acido linoleico (LA) (%) 0,12 20,93.0,69 0,757 1.74 -3,84,7,32 0,510 20,87 3,39,1,64 0,464 NaN NaN NaN
Acido araquidénico (AA) (%) 0,02 20,26:0,30 0,879 013 1,95:1,69 0878 044 20,40;1,29 0276 NaN NaN NaN
Acido behénico (%) 20,02 20,13:0,09 0,737 20,42 20,85:0,01 0,056 0,01 20,34,0,35 0,975 NaN NaN NaN
é;f%yi;cosapentaenmco -0,01 -0,04:0,02 0,436 -0,10 -4,59:4,40 0,963 0,01 -0,10:0,10 0,930 NaN NaN NaN
Acido tricosanoico (%) -0,01 -0,20;0,18 0,915 -0,62 -1,54;0,29 0,164 0,08 -0,53;0,69 0,777 NaN NaN NaN
Acido lignocérico (%) 20,04 20,16:0,09 0,562 20,32 20,97:0,32 0,297 2011 20,52:0,30 0571 NaN NaN NaN
Acido nervénico (%) 0,01 20,22:0,24 0,958 20,97 2,11,0,16 0,087 20,13 20,85.0,60 0,711 NaN NaN NaN
gaﬁo((g;)cosahexaenouco 0,42 116,031 | 0233 0,84 -1,58:-0,09 0,0317 -0,06 -2,54;2,42 0,957 NaN NaN NaN
SFA (%) 20,01 20,83,0,82 0,984 20,36 -4,21;3,50 0,844 0.22 2,39,2,82 0,860 NaN NaN NaN
UFA (%) 0,01 20,82:0,83 0,984 0.36 -3,50,4,21 0,844 20,22 2,82:2,39 0,860 NaN NaN NaN
MUFA (%) 0,54 20,73:0,31 0,400 11,08 5,41;3,25 0,597 0,28 2,58,3,14 0,836 NaN NaN NaN
DUFA (%) 0,12 20,93:0,69 0,757 1,74 3,84:7,32 0,510 20,88 -3,39;1,64 0,464 NaN NaN NaN
MUFA/DUFA (%) 0,01 20,01,0,04 0,251 20,07 20,24:0,10 0,400 0,01 20,07:0,10 0,760 NaN NaN NaN
PUFA (%) 20,53 71,14,0,08 0,081 1,43 ~2,73,7,59 0,621 20,49 2,66,1,69 0,634 NaN NaN NaN
MUFA/PUFA (%) 0,02 20,01,0,04 0,131 20,05 -0,184,0,09 0,485 0,01 20,07:0,08 0,883 NaN NaN NaN
PUFA n6 (%) 20,07 -0,79;0,65 0,837 1,61 3,97:7.20 0,540 20,28 2,57:2,01 0,796 NaN NaN NaN
PUFA n3 (%) -0,44 -1,17:0,30 0,218 -0,19 -1,02;0,65 0,638 -0,06 -2,53:2,41 0,960 NaN NaN NaN
PUFA > 18C n6 (%) 0,02 -0,26:0,30 0,879 20,13 11,951,69 0,878 0,44 20,40:1,29 0,276 NaN NaN NaN
PUFA > 18C n3 (%) 20,44 1,17:0,30 0,218 20,18 -1,02:0,65 0,638 20,06 2,53.2,41 0,960 NaN NaN NaN
ul 20,02 20,20:0,16 0,832 0,11 -0,76,-0,76 0,791 20,01 20,58:0,56 0,968 NaN NaN NaN
SFA/MUFA (%) 20,03 20,16:0,09 0,566 0,04 20,31,0,40 0,801 0,07 20,32:0,46 0714 NaN NaN NaN
PUFA n6/PUFA n3 (%) 6,21 11211131 | 0,024/ 1,31 -8,06:10,68 0,764 3,61 3,61:33,28 0,782 NaN NaN NaN

El simbolo * indica una asociacion lineal significativa (p < 0,05) entre acidos grasos y microbiota intestinal dentro del grupo control o intervencién. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos valores que no han podido ser calculados. El
simbolo ” indica un coeficiente de regresion cuyo intervalo de confianza no incluye 0, pero dentro de un modelo que ajustado en funcion de los factores de confusién no tiene significacion estadistica. Las siglas NaN (not-a-number) indican aquellos
valores que no han podido ser calculados. Estimate: coeficientes de regresion o valor 3, IC: intervalos de confianza, p: significacion estadistica, AA: &cido araquidénico, DHA: acido docosahexaenoico, DUFA: acido graso diinsaturado, EPA: acido
eicosapentaenoico, LA: acido linoleico, MUFA: &cido graso monoinsaturado, PUFA: &cidos grasos poliinsaturados, PUFA n6: acido graso poliinsaturado omega 6, PUFA n3: acido graso poliinsaturado omega 3, SFA: acido graso saturado, UFA:
acidos graso insaturado, Ul: indice de insaturaciéon
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Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos
grasos: un ensayo clinico aleatorizado

8. Discusidn
8.1 Acidos grasos

El consumo de carne roja se ha asociado con frecuencia al aumento de factores de riesgo
cardiovascular o incluso al aumento de la incidencia de canceres en el aparato digestivo, en
comparacion con la carne blanca, debido a su contenido més elevado de grasa saturada, entre

otros aspectos (49-51).

Sin embargo, se ha demostrado que la carne roja producida a partir de animales alimentados con
pasto (ganaderia extensiva) presenta niveles mas altos de CLA y PUFA omega-3 en comparacion
con la carne roja producida a partir de animales alimentados a base concentrados de granos o
piensos (ganaderia intensiva), mientras que la carne procedente de estos ultimos contiene niveles
mas elevados de SFA, PUFA omega-6 y AG trans (52).

La premisa en la que se basa la hipétesis de este estudio es que la alimentacion a base de carne
roja magra procedente de animales criados mediante ganaderia extensiva presenta los mismos

beneficios para la salud que los atribuidos a la carne blanca.

Diversos estudios han demostrado la no inferioridad del consumo de carne roja con respecto al de
carne blanca en relacion con la concentracién de lipidos séricos y diversos factores de riesgo
cardiovascular; por ejemplo, un ensayo clinico en el que se compar6 el consumo de carne roja con
el consumo de carne blanca y la influencia del contenido de SFA en ambas carnes, concluyé que,
basandose en los efectos de ambos patrones alimentarios sobre de los lipidos y las lipoproteinas
séricos, no existe evidencia suficiente para elegir la carne blanca sobre la roja con el objetivo de
reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular (53). Estos datos concuerdan con los obtenidos
por un meta-andlisis en que se reflejo6 que los cambios en el perfil de lipidico no fueron
significativamente diferentes entre el consumo de carne de res en comparacion con el consumo

de aves de corral (54).

Sin embargo, son muy pocos los estudios los que han investigado el efecto del consumo de este
tipo de carnes sobre el perfil de acidos grasos de los participantes; encontramos dos ensayos
clinicos donde se analizé el perfil de acidos grasos de los sujetos en funcién del consumo de

carne roja magra.

En el primero, un ensayo clinico aleatorizado a doble ciego, se realiz6 una intervencién dietética
en la que durante 4 semanas el grupo control (n=20) consumié tres veces por semana carne roja
de ternera alimentada con concentrados y el grupo intervencién (n=18) por su parte consumio tres
veces por semana carne roja procedente de ganado alimentado con pasto (al igual que en nuestro
estudio). El resultado fue el aumento de los niveles de acido estearico, ALA, DHA, PUFA > 18C

omega-3 y los PUFA omega-3 y la disminucién de la relacion PUFA omega-6/PUFA omega-3 en
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el grupo intervencion en comparacién con el grupo control (55). Estos datos difieren con nuestro
ensayo clinico, en el que por el contrario no se observaron variaciones significativas en las
concentraciones séricas de AG del grupo intervencién, que llevé una dieta a base de ternera del
Pirineo procedente de ganaderia extensiva. Las caracteristicas de los participantes en este
ensayo son similares a los de nuestro estudio, ya que se realiz6 en estudiantes de la universidad
de Ulster, en Irlanda del Norte, con una media de edad e IMC similar al nuestros sujetos, por lo
gue las diferencias entre ambos estudios pueden deberse a otros factores, como la diferencia del
tamafio muestral; (nuestro estudio contd con 17 participantes, este ensayo clinico casi el doble,
38). Ademas, el ratio de PUFA oemga-6/PUFA omega-3 inicial del ensayo clinico irlandés fue
mucho mas bajo que el de los participantes de nuestro estudio (en el grupo control 28,60+9,70 vs
8,204£0,79 y en el grupo intervencion 28,30+8,08 vs 9,18+0,47); en consecuencia en nuestros
participantes encontramos una media de PUFA omega-6 total mayor (en el grupo control
45,308+10,44 vs 34,06+1,98 y en el grupo intervencion 46,835+4,24 vs 35,91+0-78) y una media
de PUFA omega-3 considerablemente menor (en el grupo control 1,686+0,634 vs 3,93+ 0,31y en
el grupo intervencion 1,323+0,904 vs 4,53+0,31). Esta diferencia en el punto de partida en cuanto
a los valores iniciales de los PUFA puede ser una de las causas que justifiquen las discrepancias
entre ambos estudios en lo que respecta a las variaciones de los PUFA omega-3, los cuales
podrian ser obtenidos por los participantes irlandeses a través de otros alimentos en la dieta, por
lo que las diferencias entre los patrones alimentarios y los estilos de vida, tan diferentes entre
diferentes paises y regiones, deberia ser tenida en cuenta a la hora de analizar este tipo de

estudios.

Estos datos sugieren una pérdida de adherencia a la dieta mediterrdnea de la poblacion
universitaria espafiola, como corrobora un estudio de la universidad de Navarra (56). En él, se
estudié la adherencia a la dieta mediterranea en una muestra de 217 varones y 353 mujeres
universitarios con edades entre 18 y 25 afios; se concluyé que el 71,6% de los universitarios
presentaba una adherencia media-baja a la dieta mediterranea. Ademas, aquellos participantes
gue vivian en una residencia universitaria presentaban porcentaje de adherencia a la dieta
mediterrdnea significativamente menor (11,1 %) que a aquellos que vivian en la residencia familiar
(35,6%), apreciandose un cierto factor protector en el hecho de seguir viviendo en el domicilio
familiar y seguir las costumbres dietéticas mediterraneas “tradicionales” de los progenitores.
Teniendo en cuenta que todos los participantes de nuestro estudio vivian en residencias
universitarias, este factor deberia tenerse en cuenta a la hora de analizar los datos basales del

estudio.

El segundo ensayo clinico se realizé en un periodo de 20 semanas en niflos sanos de 12 a 20
meses de edad; en el grupo intervencion (grupo de carne roja) se dio a los padres diferentes tipos

de platos compuestos con carne roja y se les alentd a que sus hijos consumieran 2 porciones/dia

29



Ana Pardo Cabello. Interaccion entre el consumo de carne y la microbiota intestinal y su relacién con el perfil de acidos
grasos: un ensayo clinico aleatorizado

de los platos del estudio durante 20 semanas. Se consiguio una ingesta media de 19,4 g/dia y los
resultados fueron la ausencias de diferencias significativas en el grupo intervencién en cuanto a la
concentracion de los lipidos séricos o al perfil de acidos grasos (57); estos datos concuerdan con
los obtenidos en nuestro estudio, en el que no se han observado diferencias significativas en el
perfil de acidos grasos del grupo intervencion. Esta similitud de datos podria deberse al periodo de
tiempo que dura el estudio (que es similar al nuestro, 16 vs 20 semanas) y a un ratio mayor entre

PUFA omeg-6/PUFA omeg-3, similar al de nuestro estudio.

Sin embargo, ningun estudio hasta la fecha ha comparado la diferencia de las concentraciones
séricas de 4cidos grasos entre los consumidores de carne roja procedente de ganaderia extensiva

y los consumidores de carne blanca, en este caso pollo.

En nuestro estudio, se observa en el grupo control una disminucion significativa de las medias de
los PUFA omega-6 totales (p=0,011) y de algunos tipos de estos, como el AA (p= 0,031) y su
precursor el LA (p=0,045). Estos datos podrian interpretarse como positivos para la salud, ya que
como se ha mencionado en la introduccién, los PUFA omega-6 se asocian con procesos pro-
inflamatorios que, aunque a priori son necesarios para el organismo, en exceso se asocian con
diversas patologias cronicas. Ademas, como ya se ha resefiado, en la dieta occidental actual hay
una desproporcion importante del ratio PUFA omega-6/PUFA omega-3, por lo que una reduccién
de los niveles PUFA omega-6 podria considerarse beneficiosa para la salud.

En cuanto al grupo intervencion, en los datos de nuestro estudio no se refleja una variacion
significativa de los niveles de los PUFA omega-6. Esta diferencia con respecto al grupo control
puede deberse al tamafio muestral del estudio, n=17, que se corresponde con participantes que
entregaron muestras de heces para analizar la microbiota; sin embargo, si nos fijamos en los
datos basados en el tamafio muestral del estudio completo, n=47, encontramos una disminucion
significativa de la concentracion de los PUFA omega-6 tras la intervencién (0,048), de igual
manera que en el grupo control (58). Es por ello que el pequefio tamafio muestral (a pesar de la
calidad de las muestras de microbiota obtenidas) es un factor limitante a la hora de obtener
resultados; ensayos clinicos futuros con un tamafio muestral mas amplio son el siguiente paso a

realizar para seguir profundizando este tema.
8.2 Microbiota

En el andlisis de la abundancia de los diferentes filos encontramos una disminucién
estadisticamente significativa de la abundancia del filo Proteobacteria en el grupo intervencion (p
=0,021).

Este filo estd formado por anaerobios facultativos, y contiene varios géneros de microorganismos
patdbgenos humanos conocidos, como Brucella, Rickettsia, Neisseria, Escherichia, Shigella,

Salmonella, Yersinia y Helicobacter (59), y su abundancia relativa se encuentra aumentada en
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diversas patologias, la mayoria relacionadas con un perfil tipo inflamatorio (60). Por ejemplo,
trastornos metabdlicos como obesidad (61), diabetes y enfermedad del higado graso no alcohdlica
y enfermedades del aparato digestivo, como enfermedad inflamatoria intestinal (59,60). En base a
esto los autores han propuesto que las Proteobacterias pueden representar una especie de "firma

microbiana" relacionada con la disbiosis y la enfermedad del huésped (62).

Por otra parte, el filo Proteobacteria (junto con Firmicutes) es el responsable de la produccién de
TMAO en el organismo. La TMAO es un metabolito con una fuerte asociacién en la literatura
cientifica con varias enfermedades crdénicas no transmisibles y patologias cardiovasculares, como
resistencia a la insulina, aterosclerosis, diabetes, cancer, insuficiencia cardiaca, hipertension,

enfermedad renal crénica, esteatosis hepatica o enfermedad de Alzheimer (63).

La produccion de TMAO es el resultado de la fermentaciébn por parte de Proteobacteria y
Firmicutes de las proteinas colina y carnitina, las cuales se encuentran fundamentalmente en la
carne roja y otros productos de origen animal, como los huevos, la leche y el queso. Estas
proteinas se transforman en el intestino en trimetilamina (TMA) gracias a las enzimas

microbianas, para convertirse finalmente en TMAO en el higado (63).

En base a esta fisiologia, diversos estudios han demostrado la asociacion entre el consumo de
carne roja y la presencia de niveles elevados de TMAO y en consecuencia el aumento de

patologias cardiovasculares y cronicas (64).

Podemos teorizar, dado que la carne roja contiene los precursores de la TMAO y estos son
metabolizados por el filo Proteobacteria, que el consumo de carne roja en la dieta esté relacionado
con niveles mas altos de Proteobacteria; esta suposiciébn parece ser corroborada por estudios
actuales. En humanos, en un estudio observacional de 2021, se analizaron muestras de la
microbiota intestinal de preadolescentes asiaticos en funcién de su patrdon dietético, separando
grupo de carne roja, grupo de carne blanca y grupo equilibrado. Se observé en el grupo de carne
roja un aumento de Escherichia y Shigella (pertenecientes al filo Proteobacteria) y de otros
géneros de Firmicutes (65). Por otra parte, en ensayos clinicos realizados con ratones y cerdos
(66), se indica que la alimentacion con carne de vacuno aumenta la abundancia relativa del filo

Proteobacteria, tal y como resefia una reciente revision sisteméatica (67).

Sin embargo, estas suposiciones no se corresponden con los datos obtenidos en este estudio,
que muestran una disminucion significativa del filo Proteobacteria en el grupo intervencion, a
diferencia del grupo control en que no se observan variaciones. Nuestra hipétesis es, al igual que
encontramos en la carne roja magra procedente de ganaderia extensiva un perfil de acidos grasos
mucho mas favorable que el de la carne roja convencional, esta también contendria un perfil de
proteinas mucho més favorable (presumiblemente con menor cantidad de colina y carnitina), y por

ello en este estudio encontramos una disminucién la abundancia relativa de Proteobacteria.
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Ademas, el hecho de que este efecto no se halle en el grupo control puede hacer que nos
aventuremos incluso a suponer que el perfil proteico de la carne roja magra es mas saludable que
el de la carne blanca. Esta hipétesis va en concordancia con los datos de un ensayo clinico
aleatorizado controlado realizado en humanos este 2022 en EEUU, en el que se demostré que no
existian diferencias significativas en cuanto a los niveles de TMAO y composicién de la microbiota
intestinal entre el grupo que consumid carne magra de cerdo vs el grupo que consumio carne de
pollo (68) y con los datos de un ensayo clinico de 2020 realizado en cerdos, en el que no se
demostro diferencia a nivel de filos entre aquellos que habian recibido dieta a base de carne roja o

a base de carne de pollo (69).
8.3 Interaccion entre la microbiotay acidos grasos

Se ha demostrado que varios géneros del dominio Bacteria como las Bifidobacterias y
Propionibacterias (pertenecientes al filo Actinobacteria), y Lactobacillus (pertenecientes al filo
Firmicutes) estan implicados en el metabolismo de los &cidos grasos, incluyendo la transformacion
de LA en CLA (32).

Por otra parte, tal y como se ha mencionado previamente, el aumento del consumo de los PUFA
omega-6 que abunda en la dieta occidental contribuye al aumento diferentes patologias, y aunque
las vias metabdlicas de los AG relacionados con la microbiota intestinal se han ido dilucidando
gracias a diversos estudios in vitro y en ratones, los efectos sobre la funcién fisiol6gica del

huésped siguen sin estar claros.

El estudio de Miyamoto et al (40) demostr6 que la microbiota intestinal confiere al huésped
resistencia a la obesidad inducida por una dieta alta en grasas al modular el metabolismo de los
PUFA ingeridos en la dieta. La suplementacién de 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico (HYA), un AG
intermedio y metabolito microbiano intestinal derivado de la isomerizacién del LA, atenla la
obesidad inducida por una dieta alta en grasas en ratones sin provocar inflamaciéon adiposa
mediada por &cido araquidonico y mejorando la condicibn metabdlica a través de receptores de
AG libres. No solo esto, se demostrd que los ratones colonizados por Lactobacillus muestran
efectos similares a los ratones suplementados con HYA (no olvidemos que el género
Lactobacillus, englobado en el filo Firmicutes, es el mas caracteristicos de los relacionados con el
metabolismo de los PUFA), por lo que podemos deducir que tiene los mismos beneficios
suplementar el metabolito derivado del metabolismo de los PUFA que la presencia de la bacteria

gue se encarga de producirlo.

En nuestro estudio, tras ajustar el modelo de regresion entre AG y la microbiota intestinal segun
sexo, edad e IMC encontramos asociaciones lineales tanto negativas como positivas; llama
especialmente la atencién la asociacion lineal positiva con significacion estadistica en el filo

Firmicutes del grupo control para los PUFA totales ($=0,26, p=0,05). Es decir, que por cada
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unidad en % que aumenta la abundancia relativa de Firmicutes se prevé un aumento de los PUFA
totales de 0,26. Este aumento, aunque pequefio, no es desdefable teniendo en cuenta que se
refiere a los PUFA totales, incluyendo los PUFA omega-6 y omega-3 y sus derivados. Dado que
ya se conoce que algunos géneros pertenecientes a Firmicutes como Lactobacillus participan en
el proceso de desintoxicacion de PUFA transformandolos en otros tipos de AG, esta asociacion
positiva entre Firmicutes y los PUFA totales puede interpretarse, como una participacion de este
filo en el proceso inverso, es decir, que el filo Firmicutes participe en la formacion de diferentes

tipos de PUFA usando como precursor otro tipo de AG.

Por otra parte en el modelo de regresion ajustado encontramos también asociaciones lineales
negativas en el filo Actinobacteria del grupo intervenciéon para el acido behénico (B=-0,23,
p=0,005) y en el filo Chloroflexi del grupo control para PUFA omega-6 (B -2,90, p= 0,035), es
decir, que por cada unidad en % que aumenta la abundancia relativa de Actinobacteria y
Clhoroflexi se prevé una disminucion de acido behénico de 0.77 y de PUFA omega-6 de 2,90
respectivamente. Mientras que algunos géneros pertenecientes al filo Actinobacteria, como
Bifidobacterias y Propionibacterias se encuentran implicados en el metabolismo de los AG, es la
primera que se encuentra una asociacion entre el filo Chloroflexi y la produccion de AG. Poco se
sabe sobre la funcion de Chloroflexi, porque generalmente este filo se encuentra en habitats
acuaticos o terrestres, aunque también se encuentra en el tracto gastrointestinal de mamiferos y
humanos, especialmente en la cavidad oral, donde se asocia con el aumento de patologias como
la periodontitis (70). ElI hecho de que el contenido de varios AG disminuya en funcion de un
aumento de los filos, sugiere una conversién sustancial de estos acidos grasos en metabolitos
microbianos. La asociacién entre los diferentes filos y géneros bacterianos y los metabolitos
resultantes de la metabolizacién de AG es el siguiente paso a dar en los estudios sobre este

campo.

Ademas, cabe destacar que tras el ajustar la regresion lineal entre AG y microbiota en funcién de
sexo, edad e IMC, se pierde la asociacion entre varios filos y acidos grasos, como en el caso de
los filos Firmicutes y Chloroflexi para MUFA y sus ratios, del filo Proteobacteria para el acido
behénico y el ratio PUFA omega-6/PUFA omega-3 y por ultimo del filo Synergistetes para los
PUFA totales. Estos datos nos indican que las caracteristicas propias de los participantes también
influyen en la relacién entre la abundancia de los filos y las concentraciones de acidos grasos, en
concordancia con estudios previos en los que se encontraron diferencias de sexo y edad en la
conversion de PUFA y la composicion de SFA en suero (71). Ademas, diversos estudios han
demostrado las diferencias de la microbiota intestinal en funcion del sexo, la edad y el peso; en un
estudio realizado en sujetos japoneses en 2019, los géneros Prevotella, Megamona
Fusobacterium y Megasphaera presentaron abundancias relativas en varones mas elevadas,

mientras que las mujeres presentaban un aumento de Bifidobacterium, Ruminococcus Yy
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Akkermansia (72). En una reciente revision sistemética de 2020, se concluyd que los individuos
con obesidad presentaban un aumento de los filos Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria y del
ratio Firmicutes/Bacteroidetes en comparacion con individuos no obesos (73). Por dltimo un
estudio transversal realizado en 2016 en el que se analizaron muestras fecales de 367
participantes sanos de edades comprendidas entre los 0 y los 104 afos, observdé cambios de los
patrones y composicién de la microbiota intestinal con la edad (74). Estos hallazgos nos confirman
gue el sexo, la edad y el peso deben considerarse como posibles factores de confusion a la hora

de analizar el perfil de 4cidos grasos sérico y la composicién de la microbiota intestinal.

Todo ello ilustra la interaccién entre la microbiota intestinal y el metabolismo de las grasas del
huésped a través de los AG. Una mejor comprension de estas interacciones y de su impacto en la
homeostasis intestinal y metabdlica sera fundamental para disefiar estrategias nuevas y mas

eficientes de prevencioén y terapia de enfermedades y nutricion personalizada.
8.4 Fortalezas y debilidades del estudio

En cuanto a las principales fortalezas de este estudio, destaca el disefio del mismo (clinico
randomizado cruzado y aleatorizado), que implica una baja variabilidad entre los sujetos, ya que
cada sujeto actia como su propio control y la precisién de las observaciones es elevada. Es
importante resaltar que debido a los criterios de seleccion utilizados es posible extrapolar los

resultados a la poblacion general, dado que no padecen ninguna enfermedad.

Ademas, nos encontramos ante un tema actual sobre el que las Ultimas investigaciones estan
ocurriendo en los Ultimos afios. Este es uno de los pocos estudios en evaluar el efecto en sujetos
adultos de una dieta en carne de pollo en contraposicion de una dieta rica en carne de ternera
procedente de ganaderia extensiva sobre el perfil de acidos grasos, la variabilidad de la microbiota
intestinal y la relacién entre estos dos aspectos. No solo esto, nos encontramos ante el primer
estudio que, basandose en los estudios in vitro y animales sobre el metabolismo de 4cidos grasos
y la microbiota, plantea una hipétesis en la que la composicién de la microbiota intestinal influye
en las concentraciones de acidos grasos, y no al revés. A todo esto hay que afadirle que ademas
se analizo esta relacion teniendo en cuenta los factores de confusion sexo, edad e IMC, lo que

aporta aun mas fiabilidad a los datos obtenidos por este estudio.

Por otro lado, es necesario tener presente la existencia de algunas limitaciones. El tamafio
muestral (n=17) resulta pequefio y obliga a realizar pruebas estadisticas no paramétricas. Por ello,
el siguiente paso en este aspecto seria ampliar la cantidad de participantes. Ademas,
encontramos diferencias significativas en cuanto al sexo de los participantes 11 varones y 6
mujeres, por lo que en este aspecto la muestra no resulta homogénea, pudiendo existir un sesgo

de género. Ademas, para este trabajo no se ha incluido el efecto del orden en el que se realizé el
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proyecto (efecto periodo), el efecto residual y la interaccion de la intervencion. Estos seran los

préximos pasos a realizar.

9. Conclusiones

Se concluye que tras los resultados encontrados no se observa inferioridad de la dieta rica en
carne roja magra en comparacion con carne de pollo, en cuanto a distintos indicadores de salud
como son el perfil de &cidos grasos séricos y la abundancia de los filos de la microbiota intestinal.
Se ha observado una disminucion del filo Proteobacteria, considerado potencialmente patégeno,
en el grupo consumidor de carne roja. Por Ultimo, encontramos asociaciones entre la variabilidad
de los niveles de &cidos grasos y la abundancia de los filos Firmicutes, Actinobacteria y
Chloroflexi.

Es por ello que este estudio apoya la hipétesis de que el consumo de carne de ternera magra
procedente de ganaderia extensiva no modifica los factores de riesgo cardiovascular, y su
inclusion en la dieta aumenta la variedad de opciones de alimentos disponibles, lo que favorece

una planificacién dietética variada y equilibrada.
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