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PALABRAS CLAVE Resumen

Aterosclerosis Objetivo: Determinar si existe alguna asociacion entre el perfil de microbiota intestinal y
subclinica; la carga aterosclerotica global medida mediante cuantificacion de calcio coronario (CCC) en
Microbiota intestinal; sujetos sin antecedentes de enfermedad cardiovascular (ECV).

Calcio coronario; Métodos: Se incluyeron 20 pacientes mayores de edad, sin antecedentes de ECV a los que se les
Biomarcadores hizo la CCC mediante tomografia computarizada multicorte. Ademas, se les recogié una muestra

de heces para caracterizar la composicion de la microbiota intestinal mediante la secuencia-
cion del gen 16S RNAr con técnicas de secuenciacion masiva y una muestra de sangre para
la cuantificacion de citoquinas proinflamatorias, mediante ELISA especificos, y del metabolito
bacteriano N-oxido de trimetilamina (TMAQO) por cromatografia de gases/liquidos acoplada a

espectrometria de masas en tandem.

Resultados: La media de edad fue de 63,5 anos y un 60% eran mujeres. La mitad de los pacientes
(n=10) presentaron una CCC>100 y se caracterizaron por una mayor abundancia de bacte-
rias del filo Proteobacteria, pertenecientes principalmente a las familias Enterobacteriaceae y
Pasteurellaceae, que los pacientes con CCC < 100. La mayoria de los géneros bacterianos identi-
ficados, Enterobacter, Escherichia/Shigella, Klebsiella, Citrobacter y Salmonella, se asociaron

positivamente con los niveles plasmaticos de TNF-a o IL-1B y con la produccion de TMAO.
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Introduccion

Conclusion: Los resultados de este estudio piloto muestran un perfil de microbiota intesti-
nal asociado a la presencia de CCC>100 en pacientes sin ECV previa, caracterizado por un
aumento en la proporcion de géneros bacterianos productores de TMAO. Puesto que la compo-
sicion de la microbiota intestinal es altamente modulable por diversos factores, es posible que,
en un futuro, podamos prevenir, e incluso intervenir, la enfermedad cardiovascular mediante
estrategias nutricionales.

© 2022 El Autor(s). Publicado por Elsevier Espafna, S.L.U. en nombre de Sociedad Espanola
de Arteriosclerosis. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Relationship between the coronary artery calcium quantification and gut microbiota
composition in subjects without previous cardiovascular disease: A pilot study

Abstract

Aim: To investigate the relationship between gut microbiota composition and the presence of
coronary atherosclerosis assessed by coronary artery calcium (CAC) quantification in individuals
without previous cardiovascular disease (CVD).

Methods: We included 20 patients over 18 years of age with no history of CVD who underwent
multiple detector-computed tomography. From each patient, a stool sample was obtained to
characterize gut microbiota composition by sequencing bacterial 16S ribosomal RNA gene. In
addition, circulating levels of TNF-a and IL-1B3, as well as trimethylamine N-oxide (TMAO) were
determined in plasma samples by automated ELISA and capillary gas chromatography-mass
spectrometry, respectively.

Results: The mean age of patients was 63.5 years and 60% were women. Half of patients had
CAC >100 (Agatston score), and were characterized by a higher abundance of the phylum Pro-
teobacteria, mainly of bacteria belonging to the families Enterobacteriaceae and than patients
with a CAC < 100. Moreover, bacterial genera identified as biomarkers, such as Enterobacter,
Escherichia/Shigella y Klebsiella, were positively associated with inflammation levels and with
TMAO production.

Conclusion: Our data shows a gut microbiota profile associated with the presence of coronary
calcium in patients without previous CVD. Although there are no strategies to decrease the
amount of coronary calcium, gut microbiota is highly malleable by several factors. The pos-
sibility of preventing and even intervening CVD progression through strategies targeted gut
microbiota is a very attractive idea that deserves further studies.

© 2022 The Author(s). Published by Elsevier Espafa, S.L.U. on behalf of Sociedad Espanola
de Arteriosclerosis. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

fibroso, calcio y células inflamatorias en la pared vascular®.
La calcificacion coronaria comienza en los primeros esta-

El cribado de la enfermedad aterosclerética subclinica
representa un desafio para la salud, ya que mas de la
mitad de los eventos coronarios iniciales, incluida la muerte
sUbita, se dan en pacientes que no han experimentado sin-
tomas previamente’. Por ello, en los ultimos afos existe un
gran interés por el desarrollo de nuevas estrategias enca-
minadas a identificar a aquellas personas que tienen un
mayor riesgo cardiovascular. En este sentido, la cuantifi-
cacion del calcio coronario a partir de imagenes obtenidas
con tomografia axial computarizada (TAC) ha ido posicionan-
dose como la herramienta mas precisa para la seleccion de
los pacientes con aterosclerosis coronaria’® ya que es una
técnica no invasiva, con la que se obtienen resultados rapi-
dos, y no es necesaria la interrupcion de la medicacion del
paciente.

La lesion basica de la arteriosclerosis es la placa, que
se caracteriza por ser una acumulacion de lipidos, tejido

dios de la vida, pero progresa con mayor rapidez en sujetos
mayores que tienen lesiones ateroscleroticas mas avanza-
das, produciéndose exclusivamente en arterias ya danadas y
no en arterias normales®. Aunque la ausencia de calcio coro-
nario no excluye la presencia de placas no calcificadas®’,
la existencia de arterias coronarias calcificadas incrementa
la probabilidad de enfermedad isquémica en mas de diez
veces en personas asintomaticas; una probabilidad sustan-
cialmente mayor que la que se asocia a los factores de riesgo
convencionales’. De hecho, las guias clinicas tanto estadou-
nidenses como europeas consideran la puntuacion del calcio
score como una herramienta muy util a la hora de evaluar
y estratificar el riesgo cardiovascular en personas asintoma-
ticas, pudiendo servir como guia para gestionar las futuras
terapias preventivas®®.

Nuestro organismo esta habitado por millones de micro-
organismos, principalmente bacterias, que componen la
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microbiota humana'. Se localizan principalmente en el
intestino y, de alguna manera, a lo largo de la evolucion, se
ha establecido una relacion simbiotica entre el ser humano
y su microbiota. En los Gltimos afos, numerosas enfermeda-
des cronicas, incluidas las enfermedades cardiovasculares
(ECV), se han asociado con cambios en la composicion de la
microbiota intestinal (disbiosis). Asi, diversos estudios han
demostrado una asociacion, no solo entre disbiosis intes-
tinal y aterosclerosis, hipertension, insuficiencia cardiaca,
enfermedad renal crdnica, u obesidad/diabetes mellitus
tipo 2, sino también con sus complicaciones clinicas'’. Un
estudio realizado por Liu et al. demostré que los cam-
bios ocurridos en la composicion de la microbiota intestinal
eran capaces de distinguir con precision los pacientes con
enfermedad arterial coronaria estable de aquellos con sin-
drome coronario agudo'?. En un modelo experimental de
isquemia/reperfusion se ha demostrado que una alteracion
de la microbiota intestinal inducida por un antibidtico o
un probiotico resulta en infartos mas pequefios y mejor
recuperacion de la funcién mecanica postisquémica en com-
paracion con los animales sin tratamiento'®. Resultados
recientes de nuestro grupo en un modelo experimental de
insuficiencia cardiaca (IC), demostraron que los cambios en
la composicion de la microbiota intestinal fueron anterio-
res a la manifestacion de alteraciones cardiacas y que se
asociaron con la evolucion de los cambios estructurales y
funcionales del corazén'#. Ademas, la microbiota intesti-
nal funciona como un sistema endocrino del hospedador,
pudiendo contribuir al desarrollo de la ECV a través de la
liberacion de metabolitos que inciden en la inflamacion,
dislipemia, control del tono vascular o la fibrosis''. En con-
junto, estos resultados sugieren que la disbiosis intestinal
podria ser un importante factor de riesgo para el desarrollo
de la arteriosclerosis.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo ha sido rea-
lizar un estudio piloto para investigar la relacion entre la
composicion de la microbiota intestinal y el riesgo cardio-
vascular en individuos sin enfermedad cardiovascular previa
en funcion de la calcificacion de sus arterias coronarias.

Material y métodos
Poblacién de estudio

Se incluyeron pacientes mayores de edad, sin anteceden-
tes de enfermedad cardiovascular (IC, enfermedad arterial
coronaria e ictus) a los que se indico la realizacion de una
TAC multidetector con el objetivo de cuantificar el calcio
coronario en el Hospital Universitario Rio Hortega de Valla-
dolid por existencia de un cuadro clinico de dolor toracico sin
claro perfil isquémico, sin pruebas funcionales definitivas y
con baja probabilidad pre-test? de enfermedad coronaria. Se
excluyeron los pacientes con deterioro de la funcién renal o
hepatica, cancer, enfermedades inflamatorias, enfermedad
arterial aterotrombotica clinica o subclinica diagnosticada
previamente, o tratamiento con antibioticos o probioticos
en los dos meses anteriores a su inclusion. A todos los partici-
pantes se les recogieron datos antropométricos, bioquimicos
y factores de riesgo cardiovascular. La evaluacion del riesgo
cardiovascular se llevo a cabo mediante la puntuacion por la
escala de Framingham calibrada para la poblacion espaiiola

(REGICOR), que evalua el riesgo de padecer enfermedad
coronaria (infarto de miocardio o muerte) en los siguientes
10 afhos. Los pacientes se clasificaron con riesgo coronario
bajo (0-9%), moderado (10-19%) y alto (> 20%)'.

Este trabajo se ha realizado cumpliendo los principios
fundamentales establecidos en la Declaracion de Helsinki,
en el Convenio del Consejo de Europa relativo a los dere-
chos humanos y la biomedicina y en la Declaracién Universal
de la Unesco sobre el genoma humano y los derechos huma-
nos. Todos los sujetos dieron su consentimiento informado
y el proyecto fue aprobado por el Comité Etico del Hospital
Clinico San Carlos (C.I. 16/237-E).

Cuantificacién del calcio coronario

A todos los pacientes se les realizd una cuantificacion del
calcio coronario (CCC) mediante TAC multidetector (128
detectores, Siemens Somaton Drive, Siemens Healthcare
GmbH, Erlangen, Alemania). El protocolo de estudio incluyd
la adquisicion prospectiva basado en electrocardiograma
(ECG) (ECG-gating) en un latido y sin administracion pre-
via de contraste de todo el volumen cardiaco, con posterior
reconstruccion de las imagenes obtenidas (grosor de corte
de 3,0 mm). El analisis posproceso de las imagenes se realizd
con un software especifico (SYNGO VIA, Siemens Healthcare
GmbH), siendo interpretado por dos observadores indepen-
dientes. Se calculé el score de calcio de Agatston para cada
lesion, basado en el area y la densidad de las lesiones cal-
cificadas segiin método descrito’® y se sumo el total para
determinar su valor para cada paciente.

Recogida de muestras fecales y extraccién de ADN
microbiano

De cada individuo se obtuvo una muestra de heces que se
recogio en un tubo con un estabilizante del ADN (OMNIgene-
GUT, DNAgenotek, Ottawa, Canada) y que se almacend a
-80°C hasta su posterior procesado. El ADN microbiano de
las muestras se extrajo usando el mini kit QlAamp Fast DNA
Stool (Quiagen, Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo del
fabricante. La integridad del ADN se evalu6 con un BioAnaly-
zer 2100 (Agilent, Palo Alto, CA, EE. UU.), y su concentracion
se determind con un fluorémetro Qubit 3.0 utilizando el
ensayo dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, Ca,
EE. UU.).

Secuenciacion del gen del ARN ribosomal 16S

Para cada muestra de heces, se amplifico el gen del ARN
ribosomal 16S mediante PCR usando el kit lon 16S Metage-
nomics (Thermo Fisher Scientific) que amplifica 7 regiones
hipervariables (V2, V3, V4, V6-7, V8 y V9) de dicho gen. Las
librerias se prepararon a partir de 5 ng de ADN por mues-
tra, convirtiendo a romos los extremos de los amplicones
mediante el kit lon Plus Fragment Library (Thermo Fisher
Scientific) y uniendo identificadores moleculares de ADN con
el kit lon Express Barcode Adapters (Thermo Fisher Scienti-
fic). A continuacion, las librerias se diluyeron a 22 pM, se
sometieron a amplificacion clonal por PCR en emulsion con
el lon OneTouch™ 2 System (Thermo Fisher Scientific), y se
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secuenciaron en un equipo lon S5™ System utilizando un lon
520™ Chip (Thermo Fisher Scientific).

Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron preprocesadas de manera
automatica por el software Torrent Suite™ (v5.10.0; Thermo
Fisher Scientific). Se eliminaron las regiones de los primers,
y las secuencias fueron recortadas a 150 pares de bases
usando Python. Los archivos FASTQ se analizaron usando el
software QIIME 2 (v2020.2) para derreplicar las lecturas y
eliminar las secuencias con una Unica aparicion (singletons).
Las secuencias finales se agruparon en unidades taxonomi-
cas operativas (OTU) con un 99% de similitud usando la base
de datos SILVA (v138). La asignacion taxonomica de las OTU
identificadas se realizo utilizando QIIME 2 y la taxonomia de
SILVA. La riqueza de especies bacterianas (diversidad alfa)
se midio a partir de un perfil de OTU rarificado a una profun-
didad de secuenciacion de 115.435 lecturas. La abundancia
relativa de los taxones se calculé como porcentaje basado
en el nimero total de lecturas por muestra. Para estudiar
la diversidad beta, se calculo el indice de Bray-Curtis. Se
aplico el andlisis de coordenadas principales (PCoA) a la
matriz de disimilitud resultante y se utilizaron graficos de
PCoA bidimensionales para la visualizacion de la estruc-
tura composicional entre grupos y muestras. El paquete de
software PICURSt2 (v2.2.0-b) se usé para predecir el conte-
nido funcional de las comunidades microbianas como perfil
de ortélogos de la Enciclopedia de Genes y Genomas de
Kyoto (KEGG). El tamaio del efecto del analisis discrimi-
nante lineal (LEfSe) se utilizé para identificar los taxones y
las vias funcionales diferencialmente abundantes entre los
grupos utilizando los scripts compartidos por el autor (git-
hub.com/SegatalLab/lefse). Para este analisis se eliminaron
los taxones con una abundancia relativa <0,01% y se selec-
cionaron los resultados con una puntuacion logaritmica de
LDA (LDA score) >2.0 y P <0,05. El protocolo de analisis
ha sido publicado previamente mas en detalle por nuestro
grupo'.

Obtencion del plasma y cuantificacion de
citoquinas proinflamatorias

De cada paciente se obtuvo una muestra de sangre peri-
férica por venopuncion en tubos de vacio con EDTA como
anticoagulante. El plasma se obtuvo centrifugando la sangre
a 1.500 rpm durante 10 min. Las muestras fueron entonces
divididas en alicuotas y almacenadas a -80°C.

Los niveles circulantes de TNF-a e IL-1B se determinaron
en el plasma mediante ELISA automatizados (Protein Simple
Plex Assay, Biotechne, MN, EE. UU.) siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo para el
TNF-a fue 0,278 pg/ml. Los coeficientes de variacion intra-
e interensayo fueron 5,0% y 0,771%, respectivamente. La
sensibilidad del ensayo para la IL-1B fue 0,064 pg/ml. Los
coeficientes de variacion intra- e interensayo fueron 4,9% y
0,342%, respectivamente.

Cuantificacion del metabolito bacteriano TMAO

La deteccion de N-Oxido de trimetilamina (TMAO) se rea-
liz6 en muestras de plasma mediante cromatografia de
liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) uti-
lizando como sistema de ionizacion un electrospray (ESI) y
como analizador un cuadrupolo simple (Qp). Las muestras de
plasma se desproteinizaron utilizando metanol como reac-
tivo precipitante y se centrifugaron a 12.500rpm durante
2 min a temperatura ambiente. A continuacion, se realizd
la separacion cromatografica inyectando 10 pL del sobrena-
dante en un sistema LC-MS 2020 (Shimazdu Europa GmbH,
Duisburg, Alemania) provisto de una columna de fase reversa
C18 (150mm x 4,6 mm x 5um) de Supelco (Merck Life
Science SLU, Madrid, Espafna) a 35°C. La elucion se llevo
a cabo en gradiente con una solucion acuosa de acido for-
mico 1N/metanol durante 14 min a un flujo de 0,2 mL/min.
La deteccion del TMAO se hizo con un cuadrupolo simple
utilizando nitrégeno como gas de nebulizacion (flujo 1,5
L/min) y gas se secado (flujo 10 L/min) producido por un
generador (Peak Scientific Spain SL, Madrid, Espana). Para
llevar a cabo la cuantificacion se utilizo la relacion de altu-
ras entre el TMAO y el estandar interno, monitorizando los
iones moleculares (TMAO: m/Z=76y D9-TMAO: m/Z=85) en
modo Selected lon Monitoring. Para evaluar los parametros
de linealidad, exactitud y recuperacion se prepararon 6 con-
centraciones de TMAO (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid,
Espana) por duplicado de 1, 5, 10, 25, 50 y 100 wmoles/l. La
linealidad del método se analizé6 mediante regresion lineal.

Analisis estadistico

Las variables recogidas en el estudio, asi como la diversidad
alfa y la abundancia de los diferentes taxones se expresa-
ron como media £ error estandar de la media o mediana
(rango intercuartilico). La prueba de Shapiro-Wilk se uso
para contrastar la normalidad de cada variable. Aquellas
que tenian una distribucion normal se compararon esta-
disticamente utilizando la prueba t de Student y las que
siguieron una distribucién no normal se compararon utili-
zando la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Las
variables cualitativas se analizaron con la prueba exacta de
Fisher. Las diferencias entre grupos respecto a la estructura
de las comunidades bacterianas (diversidad beta) se analizo
con un analisis de permutaciones y multiple ANOVA (PER-
MANOVA) con 999 permutaciones. La asociacion entre las
abundancias relativas de los géneros y los niveles plasma-
ticos de TNF-a e IL-B se analizo mediante correlaciones de
Spearman. El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando
el paquete SciPy de Python. Para todos los analisis, las dife-
rencias se consideraron estadisticamente significativas si P
<0,05.

Resultados
Caracteristicas clinicas de los pacientes

En este estudio piloto hemos incluido un total de 20 sujetos
a los que se les realizd una TAC multidetector por indica-
cion de su médico para descartar la presencia de cardiopatia
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Tabla 1 Caracteristicas clinicas y bioquimicas de todos los pacientes en funcion de la cuantificacion de calcio coronario (CCC)
Todos Pacientes con CCC <100 Pacientes con CCC>100
(n=20) (n=10) (n=10)

Edad, anos 64+2 5643 71+£2%

Mujeres, n (%) 12 (60) 7 (70) 5 (50)

IMC, kg/m? 27,1+1,0 27,3+1,6 27,0+1,2

Perimetro cintura, cm 97 +2 9342 100+3

Fumadores, n (%) 5 (25) 3 (30) 2 (20)

Hipertension, n (%) 14 (70) 5 (50) 9 (90)

DMT2, n (%) 2 (10) 1 (10) 1 (10)

Dislipemia, n (%) 15 (75) 6 (60) 9 (90)

Triglicéridos, mg/dL 118 (82-154) 95 (69-146) 131 (95-184)

Colesterol total, mg/dL 207 +10 212 +13 203+ 16

c-LDL, mg/dL 125+10 133+14 117 £ 14

c-HDL, mg/dL 59+4 5843 5947

REGICOR 4,0 (3,0-7,8) 4,0 (3,0-6,5) 4,5 (3,8-8,8)

Score de calcio 90 (0-352) 0 (0-13) 323 (144-788)*

Los valores estan expresados como la media + EEM o mediana (rango intercuartilico) para las variables continuas o n (%) para las variables

categoricas.

c-HDL: colesterol-HDL; c-LDL: colesterol-LDL; DMT2: diabetes mellitus tipo 2; IMC: indice de masa corporal.

“ P <0,001 vs. pacientes con CCC < 100.

isquémica. La media de edad fue de 63,5 afos y un 60% eran
mujeres. Segln la ecuacion de REGICOR, 15 pacientes tenian
un riesgo bajo de sufrir un episodio cardiovascular y dos,
un riesgo moderado, con un riesgo medio de 5,0%. De tres
pacientes no se pudo calcular su riesgo cardiovascular por
tener mas de 74 afos. Sin embargo, 10 pacientes presen-
taron una CCC>100, con alta probabilidad de enfermedad
coronaria y riesgo cardiovascular alto, frente a otros 10
pacientes que presentaron una CCC < 100, con probabilidad
minima o leve de estenosis coronaria y riesgo cardiovascular
de bajo a moderado. Los pacientes con CCC>100 eran sig-
nificativamente mayores, con una ligera tendencia a mayor
presencia de hipertensos y dislipémicos que los pacientes
con CCC <100, aunque no hubo diferencias significativas
en el riesgo cardiovascular evaluado segun la ecuacion de
REGICOR entre ambos grupos (4,5 [3,8-8,8] vs. 4,0 [3,0-6,5],
P =NS). Las caracteristicas antropométricas, clinicas y bio-
quimicas de los sujetos incluidos, en funciéon de su CCC,
estan reflejadas en la tabla 1.

Perfil de microbiota intestinal asociado a la
presencia de calcio coronario

La secuenciacion de las muestras identifico un total de
4.457.899 lecturas que se clasificaron en 21.092 OTUs. La
media de lecturas en las muestras de los pacientes con CCC
<100 fue de 225.515 y de 220.275 en los pacientes con
CCC>100.

Para analizar la composicion de la microbiota intesti-
nal, en primer lugar calculamos la diversidad alfa de las
muestras, un parametro que tiene en cuenta la biodiversi-
dad intrinseca de cada muestra. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas ni en la riqueza bacteriana
(expresada mediante curvas de rarefaccion) (figura suple-
mentaria 1 A del anexo disponible online) ni en el indice de
Shannon (un parametro que tiene en cuenta tanto la riqueza

como la distribucion de las OTU) (figura suplementaria 1B)
en las muestras de los pacientes con CCC <100 con res-
pecto a las de los pacientes con CCC>100. El analisis de
la diversidad beta de las muestras de microbiota intestinal
demostrd que las muestras tendian a agruparse en dos gru-
pos en funcién con su cuantificacion de calcio, aunque no
alcanzé significacion estadistica (figura suplementaria 1 C).
La asignacion taxonémica de las OTU dio lugar a la iden-
tificacion de 18 filos, 27 clases, 52 o6rdenes, 115 familias y
408 géneros teniendo en cuenta todos los pacientes incluidos
en el estudio. La composicion bacteriana de los pacien-
tes con CCC <100 fue similar a la que presentaron los
pacientes con CCC>100, aunque se observaron diferencias
en la distribucion de los taxones. En ambos grupos, los filos
mas abundantes fueron Firmicutes, Bacteroidota (antes Bac-
teroidetes) y Proteobacteria, correspondiendo a mas del
97% de las bacterias identificadas, aunque las abundancias
fueron diferentes entre los grupos; en los pacientes con
CCC>100, la presencia de bacterias de los filos Bacteroi-
dota y Proteobacteria fue mayor, y la de Firmicutes menor,
que en los pacientes sin calcio coronario (fig. 1). Por otra
parte, en ambos grupos, alrededor del 3% de las bacterias
pertenecian a filos minoritarios, aunque no se identificaron
diferencias significativas entre los grupos (fig. 1).

Relacion entre proteobacterias y la presencia de
calcio coronario

Puesto que existia una diferencia de edad significativa entre
ambos grupos de pacientes, analizamos la abundancia de
proteobacterias en funcién de la edad de los pacientes
(mayores o menores de 74 afnos). En el grupo de pacientes
menores de 74 anos, aquellos con CCC>100 seguian mos-
trando una mayor abundancia de proteobacterias que los
pacientes con CCC <100 (figura suplementaria 2). En el
grupo de pacientes mayores de 73 afos, todos los pacientes
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Figura 1

3 CCC >100

Composicion taxonomica de la microbiota intestinal a nivel de filo (A y B) y abundancia relativa de bacterias perte-

necientes a las familias del filo Proteobacteria (C-H). Los resultados se muestran en diagramas de caja con la mediana, el rango

intercuartilico y los valores maximos y minimos.
f: familia; p: filo.

*P< 0,05 vs. pacientes con CCC <100.

**P< 0,01 vs. pacientes con CCC <100.

presentaron un CCC>100, aunque no se observaron dife-
rencias significativas en la cantidad de proteobacterias con
respecto a los pacientes menores de 74 anos (figura suple-
mentaria 2).

Consecuentemente con el aumento de proteobacte-
rias, se observdO una mayor abundancia de bacterias
de la clase Gammaproteobacteria (Filo Proteobacteria)
(CCC <100: 3,8% [2,8-7,0]; CCC>100: 13,5% [7,4-14,4], P
<0,05). A nivel de familias, las bacterias de las familias

Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Erwiniaceae, Vibrio-
naceae y Morganellaceae (Clase Gammaproteobacteria),
Micrococcaceae y Corynebacteriaceae (Clase Actinobacte-
riota -antes Actinobacteria) eran significativamente mas
abundantes en los pacientes con CCC>100 que en los que
tenian un CCC <100 (fig. 1C-F). Por el contrario, las familias
Coriobacteriaceae (Clase Actinobacteriota) y Marinifilaceae
(Clase Bacteroidota) estaban significativamente disminuidas
en los pacientes con CCC>100 (fig. 1G-H).
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Figura2 Analisis LEfSe mostrando los filos (A), clases (B), familias (C) y géneros (D) identificados como biomarcadores en pacientes
con CCC>100 respecto a pacientes con CCC <100. La longitud de las barras horizontales representa el LDA score. P <0,05; LDA

score >2.0. c: clase; f: familia; g: género; p: filo.

A continuacion, realizamos un analisis LEfSe de todos los
niveles taxonémicos, una herramienta bioinformatica que
nos permite inferir si algln taxén podria actuar como bio-
marcador de los pacientes con riesgo cardiovascular alto
seglin su CCC. El filo Proteobacteria, su clase Gammapro-
teobacteria y las familias de esta clase Enterobacteriaceae,
Pasteurellaceae, Erwiniaceae y Vibrionaceae se identifica-
ron como biomarcadores taxonomicos (LDA score > 2,0
y P <0,05) entre los pacientes con y sin calcio corona-
rio (fig. 2A-C). A nivel de género, la identificacion de
biomarcadores taxonomicos demostré quince géneros sig-
nificativamente aumentados en los pacientes con CCC>100
(LDA score > 2,0 y P <0,05), de los cuales diez pertenecian
al filo Proteobacteria: Escherichia/Shigella, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter, Salmonella (familia Enterobac-
teriaceae), Haemophilus, Actinobacillus, Aggregatibacter
(familia Pasteurellaceae), Pantoea (familia Erwiniaceae) y
Vibrio (familia Vibrionaceae) (fig. 2D).

Relacion entre inflamacion y microbiota intestinal
en funcion de la presencia de calcio coronario

Los pacientes con CCC>100 presentaron mayores niveles
plasmaticos de TNF-a que los pacientes con CCC <100

Tabla2 Correlacion entre los niveles circulantes de TNF-a
e IL-1B, y las bacterias de la familia Enterobacteriaceae

TNF-a IL-18

p P p P
Escherichia/Shigella 0,480 0,032 0,470 0,037
Enterobacter 0,490 0,028 0,352 0,128
Klebsiella 0,495 0,027 0,391 0,088
Citrobacter 0,528 0,017 0,383 0,096
Salmonella 0,546 0,013 0,586 0,007

(6,3+£0,53 vs. 4,54+0,19 pg/ml, P<0,05). Todos los géneros
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae que se iden-
tificaron como biomarcadores de los pacientes con CCC >100
se correlacionaron positivamente con los niveles de TNF-«
(tabla 2). Aunque no encontramos diferencias significativas
entre los niveles plasmaticos de IL-13 entre ambos gru-
pos de pacientes (0,074+0,034 vs. 0,066 +0,023 pg/ml,
P=NS), la abundancia de dos géneros bacterianos (Esche-
richia/Shigella y Salmonella) también se asocié con mayor
concentracion de IL-13 (tabla 2).
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Figura 3

Niveles plasmaticos de TMAO (A) y abundancia relativa de géneros bacterianos productores de TMA (B) en funcion de

la presencia de calcio coronario. Los resultados se muestran en diagramas de caja con la mediana, el rango intercuartilico y los

valores maximos y minimos. *P<0,05 vs. pacientes con CCC < 100.

Relacion entre niveles de TMAO y microbiota
intestinal en funcion de la presencia de calcio
coronario

Puesto que los pacientes con CCC>100 se caracterizaron
por un aumento de géneros bacterianos productores de
TMA como Enterobacter, Escherichia/Shigella y Klebsiella,
a continuacion, cuantificamos la produccion de TMAO, un
metabolito bacteriano originado a partir de TMA que se con-
sidera un factor de riesgo cardiovascular''. Como se observa
en la figura 3, los niveles plasmaticos de TMAO estaban
elevados en sujetos con CCC>100 y se correlacionaron posi-
tivamente con la cantidad de calcio (R=0,54; P=0,017).

Rutas metabdlicas asociadas a la microbiota
intestinal en funcion de la presencia de calcio
coronario

Para identificar el perfil funcional de la microbiota intesti-
nal de los pacientes con y sin calcio coronario, realizamos
un analisis LEfSe para comparar las rutas metabolicas KEGG
de los pacientes con CCC>100 con respecto a los que
presentaban CCC <100. En los pacientes con CCC>100,
identificamos 12 rutas incrementadas con respecto a los
pacientes sin calcio, principalmente relacionadas con la sin-
tesis de lipopolisacarido (LPS), mecanismos antioxidantes
como el metabolismo del glutation, sintesis de ubiquinona,
o0 asociadas a infecciones bacterianas o invasion del epitelio
por microorganismos (fig. 4).

Discusioén

En este trabajo hemos identificado un perfil de microbiota
intestinal asociado a la presencia de calcio coronario en
pacientes sin enfermedad cardiovascular previa. Los pacien-
tes con una puntuacion de calcio >100 se caracterizaron por
una mayor abundancia de proteobacterias, principalmente
de bacterias pertenecientes a las familias Enterobacteria-
ceaey Pasteurellaceae que los pacientes con una puntuacion
de calcio <100. La mayoria de los géneros bacterianos
identificados se asociaron positivamente con los niveles de
inflamacion de los pacientes y con la produccion del meta-
bolito bacteriano TMAO.

Desde hace afos, la presencia de calcio coronario
se considera un marcador directo de la existencia de

aterosclerosis y numerosos estudios han demostrado su utili-
dad para la estratificacion del riesgo cardiovascular, incluso
en individuos clasificados como de bajo riesgo con fun-
ciones de riesgo’>. En este trabajo, la mitad de nuestros
pacientes sin enfermedad cardiovascular previa presenta-
ron calcio coronario, un resultado muy similar al descrito
por otros autores en poblacion espafola'’. Sin embargo,
aunque la TAC coronaria es una técnica no invasiva, tiene
una disponibilidad limitada y existe cierta exposicion a la
radiacion, por lo que existe un gran interés por identificar
biomarcadores mas asequibles. En este sentido, el analisis
metagendémico de las muestras de heces de los pacien-
tes nos ha permitido identificar un perfil de microbiota
intestinal, caracterizado por un predominio de bacterias
del filo Proteobacteria y, mas concretamente, de la fami-
lia Enterobacteriaceae, en los individuos con presencia de
calcio coronario. Hasta donde sabemos, este es el primer
trabajo que analiza la composicion de la microbiota intes-
tinal en funcién de la existencia de calcio coronario en
pacientes sin ECV conocida. Sin embargo, nuestros resul-
tados coinciden con estudios previos que han investigado
la composicion de la microbiota intestinal en pacientes
con aterosclerosis sintomatica. En diferentes poblaciones de
pacientes con ECV aterosclerdtica (angina estable, angina
inestable o infarto agudo de miocardio), se ha reportado
un aumento significativo de la familia Enterobacteriaceae,
principalmente de los géneros Escherichia-Shigella, Kleb-
siella y Enterobacter''. Ademas, se ha reportado que el
aumento de proteobacterias como Klebsiella, Streptococ-
cus, Haemophilus y Granulicatella, asi como la produccion
de metabolitos bacterianos, se correlaciona positivamente
con la severidad de la ECV'2. Otro género bacteriano iden-
tificado, Citrobacter, se ha asociado con un mayor grosor
intima-media carotideo en una poblacion con alta sus-
ceptibilidad al desarrollo de enfermedad cardiovascular'®.
Ademas, aunque no en gran cantidad, algunos estudios han
identificado la presencia de enterobacterias en placas ate-
romatosas, principalmente Klebsiella, Pantoea, Citrobacter
o Enterobacter, que también se encuentran en la microbiota
oral y del intestino'2°,

Es bien sabido que la inflamacion desempena un papel
fundamental tanto en el inicio como en el desarrollo y
complicaciones de la arterosclerosis®. De hecho, existe una
estrecha relacion entre marcadores de inflamacion como
TNF-a, IL-1B, IL-6 o la proteina C reactiva (PCR) y el
riesgo de sufrir futuros eventos cardiovasculares, incluso
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en sujetos aparentemente sanos*. Estudios previos sugie-
ren que la informacion que proporcionarian los marcadores
inflamatorios en la prediccion del riesgo de cardiopatia
coronaria seria complementaria a la proporcionada por la
CCC*. En los ultimos afios, el origen de este estado de
inflamacion se ha relacionado con la microbiota intesti-
nal. Uno de los componentes principales de la pared de
las bacterias gramnegativas es el LPS, el cual puede desa-
tar una intensa respuesta inflamatoria cuando alcanza la
circulacion''. Existe una gran evidencia de la conexion
entre la inflamacion de bajo grado mediada por LPS y el
desarrollo de trastornos metabolicos e inflamatorios?>?3,
La familia Enterobacteriaceae son bacterias gramnegati-
vas. Se ha demostrado que la inoculacion de bacterias
del género Enterobacter (familia Enterobacteriaceae) ais-
ladas de pacientes obesos a ratones libres de gérmenes
induce un aumento significativo del peso de los anima-
les, asi como de diversos marcadores inflamatorios**: El
aumento de enterobacterias es un fenémeno cominmente
observado en la disbiosis intestinal asociada a numerosas
patologias que implican inflamacién intestinal, para el cual
se han propuesto diferentes mecanismos?>2°. Por un lado,
mientras que en condiciones normales las células epitelia-
les del colon agotan el oxigeno del lumen y generan un
ambiente anaerobio, cuando existe inflamacion intestinal,
los colonocitos modifican su metabolismo hacia una glucé-
lisis anaerobia, que, al consumir menos oxigeno, aumenta
su disponibilidad y favorece el crecimiento de microorga-
nismos anaerobios facultativos como las enterobacterias?’.
Otro factor importante que podria estar relacionado es la
flexibilidad respiratoria de las enterobacterias, las cuales
pueden utilizar el nitrato que se genera en estados de infla-
macion como aceptor alternativo de electrones®®. Se ha
descrito que la falta de butirato induce, por un lado, el
cambio en el metabolismo de los colonocitos hacia una

glucolisis anaerobia, y por otro, una mayor expresion del gen
codificante para la 6xido nitrico sintasa (NOS) que se traduce
en una mayor produccion de nitratos”’, lo que sugiere un
mecanismo por el cual la ausencia de una microbiota intes-
tinal saludable, productora de butirato, podria conducir a
un sobrecrecimiento de bacterias de la familia Enterobac-
teriaceae.

En nuestro trabajo hemos observado una asociacion entre
la abundancia de géneros bacterianos de la familia Ente-
robacteriaceae, como Enterobacter, Escherichia/Shigella
y Klebsiella, y los niveles plasmaticos de TMAO en los
pacientes con CCC>100. La familia Enterobacteriaceae
son los principales productores de trimetilamina (TMA)%,
el metabolito precursor del TMAO, asociado al desarro-
llo de aterosclerosis y enfermedad coronaria''. Diversos
estudios han demostrado que el TMAO promueve la adhe-
rencia de los monocitos al endotelio y activa las vias
de la proteina quinasa C y el factor nuclear B (NF-kB),
lo que induce disfuncion endotelial y acelera el proceso
aterosclerotico'??. Ademas, los niveles elevados de TMAO
aumentan la capacidad de respuesta de las plaquetas, pro-
moviendo la trombosis?®*°. Un estudio con mas de 4.000
participantes demostré que la concentracion de TMAO en
plasma podia predecir el riesgo a 3 afos de un incidente
trombético (infarto cardiaco, accidente cerebrovascular)3°.

Las vias metabolicas predichas asociadas con la micro-
biota intestinal identificaron un incremento significativo en
las vias de biosintesis de LPS en pacientes con CCC>100,
consistente con la abundancia de bacterias pertenecien-
tes a la familia Enterobacteriaceae. Ademas, los pacientes
con CCC>100 mostraron un aumento de los genes involucra-
dos en el metabolismo del glutation, el cual protege contra
el estrés oxidativo, especialmente en el corazén. En este
sentido, las alteraciones en la homeostasis del metabolismo
del glutation cardiaco se han asociado con anomalias en
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la funcién y estructura cardiaca’'. También observamos un
aumento significativo en la via relacionada con la biosinte-
sis de ubiquinona, que se ha asociado con un menor grado
de inflamacion y estrés oxidativo en pacientes con cardiopa-
tia isquémica’?. Es posible que el aumento del metabolismo
del glutation y ubiquinona en pacientes con CCC>100 sea
un mecanismo de compensacion. Ademas, observamos un
aumento de las vias relacionadas con la infeccion de las
bacterias de la familia Enterobacteriaceae en las células
epiteliales, como la Shigelosis o la infeccion por Vibrio cho-
lerae.

Los pacientes con mayor cantidad de calcio corona-
rio eran significativamente mayores que los que tenian
menos calcio en sus arterias. La microbiota intestinal es
un ecosistema dinamico que esta influenciado por nume-
rosos factores, siendo bien conocido que la composicion
de la microbiota varia en funcion de la edad®. A nivel de
filo, Firmicutes predomina en los adultos, y se reduce en
los ancianos, mientras que existe cierta discrepancia sobre
el aumento o la disminucion del filo Bacteroidota con la
edad. Por el contrario, existe consenso sobre el aumento
de los niveles de las bacterias del filo Proteobacteria, espe-
cialmente de la familia Enterobacteriaceae, en personas
mayores, habiéndose relacionado con un incremento de
marcadores inflamatorios como IL-6 o IL-8**. Aunque la edad
umbral para definir a un individuo como anciano se considera
70 anos, se ha demostrado que la microbiota intestinal sana
se ve afectada por factores fisiologicos y conductuales rela-
cionados con el envejecimiento a partir de los 74 afos*>3¢.
En este sentido, nuestro estudio revela que la composicion
de la microbiota intestinal de los pacientes con CCC meno-
res de 74 anos era similar a la de los pacientes con CCC
mayores de 74 anos. Aunque no disponemos de los perfi-
les de la microbiota intestinal de sujetos mayores sin calcio
coronario en nuestro estudio, nuestros datos sugieren que la
edad no es el principal factor responsable de la composicion
de la microbiota intestinal. Este es uno de los resultados
mas interesantes de nuestro trabajo ya que estaria relacio-
nado con el concepto de edad vascular®’, sugiriendo que la
edad del aparato cardiovascular estaria mas relacionada con
la composicion de la microbiota intestinal que con la edad
cronologica.

La principal limitacion de nuestro trabajo es que se trata
de un estudio piloto, con un tamaio de poblacion de estu-
dio relativamente pequefo, y con un disefo transversal,
por lo que no nos puede proporcionar evidencia de efectos
causales directos. Sin embargo, utilizando modelos experi-
mentales de raton se ha demostrado que la susceptibilidad a
la aterosclerosis puede transmitirse mediante el trasplante
de microbiota intestinal*®. Ademas, nuestro grupo ha demos-
trado que el aumento de géneros pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae (Escherichia/Shigella, Klebsiella, Ente-
robacter) que se produce en ratas alimentadas con una dieta
rica en grasa, se puede revertir con la administracion de un
antioxidante mitocondrial, a la vez que se mejoran diversos
parametros relacionados con la fibrosis cardiaca®.

En conclusion, nuestro trabajo muestra un perfil de
microbiota intestinal asociado a la presencia de calcio coro-
nario en pacientes sin ECV previa, que sera interesante
validar en estudios con un tamano muestral mas grande.
Aunque no existen estrategias para disminuir la cantidad
de calcio coronario, la microbiota intestinal es altamente

modulable por diversos factores, principalmente la dieta. La
posibilidad de prevenir, e incluso intervenir, la ECY mediante
estrategias nutricionales (probidticos, prebioticos, agentes
antimicrobianos no absorbibles, etc.) es una idea muy atrac-
tiva pero que requiere aln ser demostrada.
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