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El estudio del metabolismo involucrado en el desarrollo de la
obesidad y la busqueda de biomarcadores para la deteccion
precoz, podria ser esencial en la gestién de pacientes. Por
ello, el objetivo de este trabajo es identificar biomarcadores
tempranos de obesidad, mediante metabolémica por
resonancia magnética nuclear. Para ello, se realiz6 un estudio
en ratas Wistar macho de 16 semanas de edad. Los animales
fueron divididos en cuatro grupos en funcion de la dieta y
el ambiente de estabulacion, se les tomé medidas de peso, y
se realiz6 un andlisis metabolémico en muestras de suero y
heces. Los resultados mostraron que la dieta alta en grasas y
azucares indujo un aumento del peso corporal y/o perimetro
abdominal, en comparacién con el grupo que habia recibido
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una dieta estandar. El perfil metabolémico demostrd
diferencias en el metabolismo de los grupos con dieta alta
en grasas que afectaron principalmente a co-metabolitos
involucrados en la relacion huésped-microbiota intestinal.
Asi, concluimos que el co-metabolismo de la microbiota
intestinal parece modular los estadios iniciales de desarrollo
de obesidad en el organismo huésped, y la metabolémica por
resonancia magnética nuclear puede proporcionar un medio
no invasivo para la deteccidon temprana de estos cambios.
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Metabolomic approach of the impact of diet on host-microbiota
co-metabolism in early stages of obesity development

Abstract

The study of the metabolism involved in the development of
obesity and the research of biomarkers for early detection
could be essential in patients’ management. Therefore, this
work aims to identify early biomarkers of obesity, using
metabolomics by nuclear magnetic resonance (NMR).
Therefore, a study was conducted on 16-week-old male Wistar
rats, in which animals were divided into four groups based on
diet and housing environment. Weight measurements were
taken, and a metabolomic analysis was performed on serum
and fecal samples. The results showed that the high-fat and
high-sucrose diet increased body weight and/or abdominal
circumference, compared to the group that had received a

standard diet. The metabolomic profile showed differences
in the metabolism of the high-fat diet groups that mainly
affected co-metabolites involved in the host-microbiota co-
metabolism. Thus, we conclude that co-metabolism of the gut
microbiota appears to modulate the early stages of obesity
development in the host organism, and NMR metabolomics
could provide a non-invasive way for early detection of these
changes.

e metabolomic
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Introduccion

La obesidad se incluye dentro de un patrén de trastornos
metabdlicos que pueden implicar hipertension, dislipidemia,
diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular. Se considera
una enfermedad relacionada con comorbilidades, por lo que
estos factores de riesgo cardiometaboélico pueden coexistir
en el individuo, aumentando el riesgo de desarrollar
dichas alteraciones, e incrementar la mortalidad (1).
Ademas, las dietas occidentales se han relacionado con la
elevada prevalencia y desarrollo de estas enfermedades
cardiometabdlicas (2).
En consecuencia, la identificacion de biomarcadores
tempranos de la progresiéon de la enfermedad podria ser
crucial para su manejo precoz, evidenciando la necesidad de
investigar el desarrollo de la patologia con nuevos enfoques
(3). Por ello, el estudio de las vias metabélicas implicadas
parece esencial (4), y la metabolémica podria representar una
buena estrategia para la deteccién temprana de estos cambios
patolégicos (5). Esta metodologia constituye un enfoque
innovador, debido a que la metabolémica establece la medida
cuantitativa de las respuestas metabélicas de los organismos
ante estimulos fisiopatologicos o alteraciones genéticas, y
puede medirse de forma no invasiva mediante RMN.

El objetivo de este estudio es identificar potenciales
biomarcadores tempranos para la detecciéon del desarrollo
de obesidad, mediante una metodologia basada en
metabolémica por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de alta resolucién (1H-NMR) en muestras biol6gicas
de forma no invasiva.

Material y Métodos

En este estudio, treinta y dos ratas macho Wistar de 16
semanas de edad fueron alimentadas con una dieta rica en
grasa y sucrosa (HFD) durante doce semanas para inducir
alteraciones metabdlicas. Los animales fueron distribuidos
aleatoriamente en cuatro grupos de estudio segun la dieta y
las condiciones de estabulacién: machos con dieta estdndar
en condiciones convencionales (M-CTL.C, n=8), machos con
dieta rica en grasa y sucrosa en condiciones convencionales
(M-HFD.C, n=8), machos con dieta estandar y estabulacién
en zona libre de patégenos especificos (SPF) (M-CTL.S, n=8)
y machos con dieta rica en grasa y sucrosa y estabulacién en
condiciones SPF (M-HFD.S, n=8). La experimentacién animal
fueaprobadapor el Comité de Eticay Experimentacién Animal

(CEBA) de la Universidad de Valencia (A1405675789374).

La caracterizacion fisiopatologica de la enfermedad en
estos animales se evalu6 mediante diversos pardmetros,
incluyendo peso corporal, perimetro abdominal, IMC e
ingesta de dieta. Ademas, se utiliz6 la técnica de 1H-NMR para
la determinacion del perfil metabolémico en sangre y heces.
El andlisis del perfil metabolémico de las muestras de rata
se llevo a cabo utilizando un espectrémetro Bruker Advance
600. Se analizaron un total de 64 muestras, 32 séricas y
32 fecales, para identificar patrones metabolémicos en los
espectros obtenidos por RMN. Todos los espectros fueron
procesados para la obtencién de los datos y analizados
mediante Matlab para explorar las regiones de metabolitos.

Resultados

La dieta con elevado contenido en grasa y sucrosa provoco
alteraciones en los parametros fisiolégicos de las ratas
macho en doce semanas. Las alteraciones incluyeron un
aumento del peso corporal con diferencias significativas en
condiciones de estabulaciéon convencional, seguido de un
incremento significativo del perimetro abdominal en ambos
grupos de estabulacion, junto con una disminucién en la
ingesta alimentaria. Estas alteraciones evidencian etapas
iniciales de desarrollo de obesidad en ratas macho adultas
(Tabla 1).

M-CTLC | M-HFD.C | M-CTLS | M-HFD.S
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

b 1 (q) 63313+ | 73625+ | 65163 707,63
eso corporal ig 56,56 93,37+ 54,74 + 64,73
Ingesta de dieta (g) 368291 02é820*:* 401037 | 4 23522:; #

Perimetro 23,44 26,19 £ 24,25 + 26,00 £
abdominal (cm) +1,08 1,65 ** 0,85 144 #
MG 816 % 8,57 + 9,22 + 9,60 +

0,55 0,49 0,43 0,51

Los valores se expresan como medias * desviaciones estdndar.
*pvalor < 0.05 M-CTL.C vs M-HFD.C; ** pvalor < 0.01 M-CTL.C
vs M-HFD.C; *** pvalor < 0.001 M-CTL.C vs M-HFD.C; #
pvalor < 0.05 M-CTL.S vs M-HFD.S; ### pvalor < 0.001
M-CTL.S vs M-HFD.S; IMC: Indice de masa corporal.
M-CTL.C (machos con dieta estdndar en estabulacién
convencional), M-HFD.C (machos con dieta grasa y sucrosa
en estabulacidn convencional), M-CTL.S (machos con
dieta estdndar en estabulacion SPF), M-HFD.S (machos
con dieta grasa y sucrosa en estabulacion SPF).

Tabla 1. Parametros clinicos en ratas macho Wistar
bajo diferentes condiciones de dieta y estabulacién
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Figura 1. PLSDA de los espectros de RMN séricos y fecales de ratas macho del grupo control (cuadrado azul
- M-CTL.C) y del grupo HFD (cuadrado rojo - M-HFD.C) ambos en estabulacién convencional, y ratas macho
del grupo control (triangulo turquesa - M-CTL.S) y del grupo HFD (triangulo naranja - M-HFD.S) ambos en
estabulacion SPF, a las 12 semanas de dieta. Niveles relativos del metabolito acetato en muestras séricas
y fecales de ratas con dieta control y dieta alta en grasa y sucrosa. Los valores se expresan como media *
desviacion estandar. * p valor < 0,05 M-CTL.C vs. M-HFD.C; ### p valor < 0,001 M-CTL.S vs. M-HFD.S

Asimismo se realiz6 un estudio metabolémico a través del
andlisis de los datos de los espectros obtenidos por RMN.
Este andlisis permitié observar diferencias metabdlicas
entre los grupos basadas en el metaboloma de cada
individuo, mediante el analisis discriminante de minimos
cuadrados parciales (PLS-DA). El perfil metabolémico
mostr6 alteraciones en el metabolismo de los grupos con
dieta grasa y sucrosa, afectando a metabolitos implicados
en distintas rutas metabdlicas, entre ellos co-metabolitos
procedentes del metabolismo huésped-microbiota intestinal,
con disrupciones principalmente en los niveles de acetato,
especialmente en muestras fecales (Figura 1).

Discusion

Como eradeesperar, nuestrosresultadosindicanalteraciones
fisiologicas producidas en ratas macho Wistar bajo una dieta
rica en grasas y sucrosa. El aumento significativo del peso
corporal en convencional y del perimetro abdominal en los

grupos HFD en ambas condiciones de estabulacion, incluso
con una menor ingesta de alimento, recalca el efecto de la
dieta sobre los aspectos fisiologicos de estos grupos (6).
Ademads, se observaron cambios en ambas condiciones de
estabulacion animal, incluyendo la zona SPF, disefiada para
ofrecer un entorno controlado con menor exposicién a
patégenos especificos (7, 8).

Del mismo modo, el estudio del metaboloma de muestras
séricas y fecales evidencié disrupciones metabdlicas
derivadas de la dieta rica en grasa y sucrosa, principalmente
en muestras fecales. Las alteraciones en los niveles de
acetato mostraron una tendencia decreciente de los mismos,
sin diferencias estadisticas significativas entre los grupos
en muestras de suero después de doce semanas de dieta.
En cambio, esta disminucién de acetato fue mas evidente
en las muestras fecales, con diferencias estadisticamente
significativas en ambas condiciones de estabulacién, lo
cual permite identificar este compuesto metabélico como
un posible biomarcador metabolémico del desarrollo de
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obesidad para futuras investigaciones.

Las alteraciones metabélicas detectadas en los niveles de
acetato, el cual forma parte de los acidos grasos de cadena
corta (AGCC), estan asociadas al co-metabolismo huésped-
microbiota intestinal. Se sabe que los AGCC desempefian
un papel clave en la integridad intestinal, la modulacién de
respuestas inmunolégicas y los procesos metabélicos (9, 10).
Por tanto, su disminucién a consecuencia de una dieta rica en
grasa y sucrosa, podria conllevar una mayor vulnerabilidad
al desarrollo de enfermedades y alteraciones metabdlicas.
La compleja red de interacciones metabdlicas subraya la
importancia de considerar la influencia del metabolismo
general y del co-metabolismo huésped-microbiota (11, 12)
al interpretar los efectos de las intervenciones dietéticas en
modelos animales. Esta influencia metabélica proporciona
sobre los mecanismos

informacién valiosa posibles

subyacentes a los cambios fisioldgicos inducidos por la dieta.

Conclusion

El estudio pone de manifiesto variaciones en el co-
metabolismo huésped-microbiota intestinal, que pueden
influir en el desarrollo de trastornos metabdlicos
relacionados con la obesidad, proporcionando informacion
relevante mediante la metabolémica. Futuros estudios
podrian avanzar en la comprension de estas interacciones y
en la necesidad de abordar sus implicaciones en estrategias
de prevencion y tratamiento.

En definitiva, el co-metabolismo huésped-microbiota
intestinal parece estar involucrado en las primeras etapas
del desarrollo de la obesidad en el organismo huésped, y la
metabolémica por RMN puede proporcionar biomarcadores

potenciales para su deteccién precoz de forma no invasiva.
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