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ABREVIATURAS

ACE: Estimador de cobertura basado en la abundancia (Abundance-based Coverage).
AMS: Atrofia maltiple sistémica.
DA: Demencia de Alzheimer.
DE: Desviacion estandar.
DFT: Demencia frontotemporal.
EH: Enfermedad de Huntington.
ELA: Esclerosis lateral amiotrofica.
EP: Enfermedad de Parkinson.
EPL.: Enfermedades prion-like (EP+DA+ELA+EH+AMS+DFT).
EPr: Enfermedades pridnicas.
EPyPL: Enfermedades pri6nicas y prion-like (EP+DA+ELA+EH+AMS+DFT+EPT).
IMC: indice de masa corporal.
LPSN: Lista de nombres de procariotas con posicion en la nomenclatura (List of Prokaryotic
Nameswith Standing in Nomenclature).
NGS: Secuenciacion de nueva generacion.
NOS: Escala Newcastle Ottawa (Newcastle-Ottawa Scale).
PRISMA 2020: Elementos de notificacion preferidos para la revision sistematica y metanalisis 2020.
(Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analysis 2020).
RoBANS: Herramienta de evaluacién del riesgo de sesgos para estudios no aleatorios (Risk of Bias
Assessment Tool for Non-randomised Studies).
SCFA: Acidos grasos de cadena corta (Short Chain Fatty Acids).
SNC: Sistema nervioso central.
SNE: Sistema nervioso entérico.
SNP: Sistema nervioso parasimpatico.
SNS: Sistema nervioso simpatico.

PMn: Prueba multinomial.



INDICE

LRESUMEN/ABSTRACT ...ttt sttt sttt et teste st e besseetesteaneeseeeseentesneenee e 1
2. INTRODUGCCION......cooiiiieiieiseeteete ettt sttt s st tnens 2
2.1MICroDIOta INTESTINAL........c.iiieiiee e 2
2.2 Eje INtESTINO-CEIBIOI0.....c.viiii it re e re e rs 3
2.3 Enfermedades pridnicas Y Prion-lKe..........cccoociiiiiiiiieieee e 3
2.4 Secuenciacion de NUEVA JENEIACION ........ccueiriririeiriei sttt ettt 4
2.5 Analisis de la microbiota INTESTINAL ..........ccureiiriiiiiiiee e 5
B.IJUSTIFICACION Y OBJIETIVOS. ....oiiiieeveeeeeteeeseetses e s sest s s isses st ssssssnsssensensesnsnens 5
4. MATERIALES Y METODOS........oeiiiieeieieee e ses s es s see s ses st sss s sssss s s sessnnans 6
4.1 TIPO A€ INVESLIGACION ...ttt bbbttt ettt 6
4.2 FUENtes de INFOIMACION .........oiiiiiiiiiieisiee bbbt 6
4.3 CriterioS e SEIECCION ... .cuiiiiiieiiiet ettt bttt 6
4.4 Estrategia de busqueda, SelecCion Y eValUaCION ...........cccccveieiiiiciece e 7
4.5 Recogida de datos del texto de 10S artiCUIOS...........ccevverierieieiiice e 8
4.6 Método de evaluacion del rieSH0 de SESPOS . ......uuuriririrririeirieirieieie st 8
4.7 Métodos estadistiCoS € INTOIMALICOS.........coviviriiiiiiiiei s 9
B RESULTADOS ...ttt bttt b e bt e b et e et e e be e s be e sbe e s re e s nbeebeenbeenbeeneees 10
5.1 ArtiCUlOS SEIECCIONAAODS .........vireeiiciirietet ettt 10
5.2 Evaluacion del riesgo de sesgos de los articulos seleccionados...........coevveveeveiesesiesiesieieianens 11
5.3 Caracteristicas de [0S SUjEt0S de 1aS MUESIIAS. ........cccciiiriiieiiiece ettt 12
5.4 Alteracion de la alfa diversidad ..o 13
5.5 Alteracion de la beta diVErsidad ...........ccooeiieiiiiiie e 14
5.6 Alteracion de la abundancia relativa de taXONES ..........cccveriiiriiiniineee e 16
B. DISCUSION ... .ottt 17
7. CONCLUSCIONES/CONCLUSIONS..... .ottt et 21

8. BIBLIOGRAFTA ..o e et e et et et et et e et et et e e e e s et e e e et et e e e e s et e e e es et e e e ereseeserann 22



1 RESUMEN/ABSTRACT

Introduccion: Diversos estudios han relacionado la alteracion de la microbiota intestinal con el inicio
y progresion de enfermedades prionicas y prion-like. La produccién y agregacion de las proteinas
malplegadas que aparecen en estas enfermedades podria iniciarse en el intestino y progresar a través
del eje intestino-cerebro hacia el SNC. Objetivos: Conocer si la microbiota intestinal de los pacientes
con enfermedades prion-like esta alterada respecto a los sujetos sanos y si las modificaciones son
similares entre las microbiotas intestinales de estas enfermedades. Material y métodos: Se realiza una
revision sistematica de estudios casos control que comparan la microbiota intestinal en heces entre
sujetos sanos y pacientes de enfermedades prion-like. Se compara los resultados de la alfa y beta
diversidad y la abundancia relativa de taxones de los articulos seleccionados para responder a las
preguntas objetivo. Resultados y discusion: No se ha podido demostrar que la microbiota intestinal de
los enfermos de patologias prion-like sea distinta a la de los sanos ni que sea diferente de unas de estas
patologias a otras ya que la muestra de articulos es pequefia y el nimero de articulos, datos de la alfa
diversidad, beta diversidad y abundancia relativa de la mayoria de las patologias estudiadas son
escasos. Solo en la enfermedad de Parkinson se ha podido demostrar que su microbiota intestinal esta
alterada, respecto a los sujetos sanos, al detectarse que su alfa diversidad final y su indice Chaol estan
aumentados, su beta diversidad final y distancia UniFrac no ponderada estan alteradas y los taxones
g_Bifidobacterium, g_Lactobacillus, g_Akkermansia y f Verrucomicrobiaceae estan aumentados y
g_Roseburia disminuido. Conclusiones: Es necesario realizar mas estudios sobre el tema, sobre todo
de cohortes longitudinales prospectivos, y llegar a un consenso entre investigadores para estandarizar
estas investigaciones de forma que permitan la comparacién entre estudios para obtener conclusiones
validas.

Introduction: Various studies have related the alteration of intestinal microbiota with the onset and
progression of prion and prion-like diseases. The production and aggregation of misfolded proteins
that appear in these diseases could start in the intestine and progress through the gut-brain axis to the
CNS. Objectives: To determine whether the intestinal microbiota of patients with prion-like diseases
is altered with respect to healthy subjects and whether there are differences in the intestinal microbiota
between these diseases. Material and Methods: A systematic review of case-control studies
comparing the intestinal microbiota in stool between healthy subjects and patients with prion and
prion-like diseases was carried out. We compared the results of alpha and beta diversity and relative
abundance of taxa in the articles selected to comply with the objetives.. Results and discussion: It has
not been possible to demonstrate that the intestinal microbiota of patients with prion-like diseases is
different from that of healthy people, nor that it is different from one of these diseases to the other,
since the sample of articles is small and the number of articles, data on alpha diversity, beta diversity
and relative abundance of most of the diseases studied are scarce. Only in Parkinson's disease it has
been possible to demonstrate that its intestinal microbiota is altered, with respect to healthy subjects,
by detecting that its final alpha diversity and Chaol index are increased, its final beta diversity and
unweighted UniFrac distance are altered and the taxa g_Bifidobacterium, g_Lactobacillus,
g_Akkermansia and f_Verrucomicrobiaceae are increased and g_Roseburia decreased. Conclusions:
There is a need for further studies on the subject, especially prospective longitudinal cohorts, and to
reach a consensus among investigators to standardize these investigations in a way that allows
comparison between studies to obtain valid conclusions.



2 INTRODUCCION
2.1 MICROBIOTA INTESTINAL

Se define como microbiota al conjunto de microorganismos que habitan de forma estable en un lugar,
por ejemplo, el cuerpo humano. Entre el sujeto sano y su microbiota se establece un equilibrio que
busca el beneficio de ambos. De esta relacion ha surgido el concepto de holobionte, entendiendo como
tal al ente formado por un individuo, su microbiota, la relacion simbiédtica que establecen y el conjunto
de sus genes u hologenoma (1).

No se debe confundir microbiota con microbioma. Este Gltimo estaria constituido por el conjunto de
genes de la microbiota, sus metabolitos y el ambiente en el que se encuentran (2). Los genes del
microbioma superan en 100-150 veces los del genoma humano, lo que nos da idea de su potencial
importancia en la fisiologia humana (3).

En el presente trabajo nos centraremos exclusivamente en la microbiota intestinal bacteriana humana.
El 90 % de la microbiota intestinal bacteriana humana esta4 formada principalmente por cinco filos:
Firmicutes o Bacillota (60 %), Bacteroidetes o Bacteriodota (30 %), Actinobacterias o0
Actinomycetota, Proteobacteria o Pseudomonadota y Verrucomicrobia o Verrucomicrobiota, siendo
los més abundantes los dos primeros (4, 5).

En un intento de caracterizar las diferentes microbiotas intestinales humanas en unos pocos tipos se
propuso clasificarlos en tres enterotipos: enterotipol, enterotipo 2 y enterotipo 3, segln tengan alta
proporcion de Bacteroides, Prevotella o Ruminococcus, respectivamente (6). Este intento sigue
generando controversia ya que estos enterotipos no recogen la amplisima diversidad existente en la
microbiota humana intestinal (7).

El intestino en el momento del nacimiento en teoria es estéril, aunque en diferentes estudios se han
hallado metabolitos y DNA bacteriano en el meconio (8). El recién nacido adquirira microbiota en su
paso por vagina y periné materno, del contacto con alimentos, el ambiente y los seres vivos. Las
personas que conviven comparten mas microbiota intestinal entre si en comparacion con las personas
que viven separadas; esto parece indicar la influencia del contacto fisico, ambiente y dieta compartidos
sobre la microbiota (9). A los 2-3 afios de edad se ha estabilizado la microbiota intestinal, que
permanecera con pequefios cambios durante la vida adulta (10) y que puede considerarse como un
6rgano mas del cuerpo humano con funciones especificas.

La microbiota intestinal depende de maltiples factores, pudiendo variar con la dieta alimenticia, la
edad y etapa de la vida, raza, sexo, genética del hospedador, zona geografica, habitos de consumo
como el alcohol, probi6ticos, prebitticos y ciertos farmacos, velocidad del transito intestinal, estrés y
mualtiples patologias (11, 10). Todos estos factores hay que tenerlos en cuenta a la hora de la
investigacion ya que actuaran como factores de confusion.

Las funciones de la microbiota intestinal son mdltiples y variadas, entre ellas: proteger la barrera
intestinal, sobre todo la capa de moco y epitelio; competir con microorganismos patégenos; favorecer
el equilibrio inmunoldgico ayudando a evitar respuestas hiperinmunoldgicas; producir vitaminas como
K, B1, B2, biotina, &cido pantoténico y folico, aminoécidos, acidos grasos de cadena corta (SCFA)
como acido propidnico, butirico y acético que tienen efectos antiinflamatorios y son usados como
fuente de energia por las células intestinales ayudando a mantener la permeabilidad intestinal normal;
modificar los &cidos biliares primarios de la bilis a secundarios y colaborar en la recirculacion del
colesterol; degradar sustancias no digeribles como la fibra; sintetizar sustancias neuroactivas;
sintetizar, a partir de triptéfano, serotonina, quinurenina e indoles que tienen efectos beneficiosos
inmunolégicos y vasculares; o estimular a las células enterocromafines para que produzcan serotonina
(12, 13).

Actualmente se habla de eubiosis y disbiosis para referirnos a una microbiota normal o alterada,
respectivamente, pero de momento en la literatura cientifica no existen criterios claros que definan
cuando una microbiota es o0 no normal, debido a su gran variabilidad.




2.2 EJE INTESTINO-CEREBRO

Se conoce como eje intestino-cerebro a la interaccion bidireccional que ocurre entre el sistema
nervioso central (SNC) y el intestino por medio de elementos neuronales, endocrinos, metabdlicos e
inmunolédgicos (12). En este eje intervendria la microbiota, el intestino, el sistema nervioso periférico,
sistema nervioso autonomo y el SNC.

El SNC actia sobre las glandulas digestivas asi como en el muasculo y mucosa intestinal
principalmente a través de vias eferentes del sistema nervioso simpatico (SNS) y parasimpético (SNP),
especialmente el nervio vago, y recibe informacidn de ellos por las vias aferentes del sistema nervioso.
Estos sistemas controlan el peristaltismo intestinal, riego sanguineo, secreciones salivar, gastrica,
pancreatica y biliar, la secrecién de mucina y modula en parte la permeabilidad de la barrera intestinal.
Con estos mecanismos el SNC regula la digestion, la absorcion y la excrecion y a la vez favorece o
dificulta la nutricion de la microbiota intestinal.

El intestino actGa sobre el SNC a través de las ya mencionadas vias aferentes del SNS y SNP y
también mediante la absorcion o no de sustancias. Parte de estas sustancias son productos del
metabolismo de la microbiota que pueden actuar sobre el cerebro, como por ejemplo acidos grasos de
cadena corta que tienen efecto antiinflamatorio, influyen en la maduracion de la microglia y modula la
fagocitosis de la microglia (12) o los neurotransmisores como el 4&cido gamma-aminobutirico (GABA)
producido por lactobacilos y bifidobacterias o dopamina por g_Bacillus y g_Serratia (14).

Otra forma de comunicacion bidireccional entre intestino y cerebro es el eje endocrino hipotalamo-
hipofisario-adrenal. En experimentos con ratones se comprobd que con E. coli producian mas
hormona adrenocorticotrépica (ACTH) y corticoesterona ante situaciones de estrés (15). De igual
forma, el estrés, al activar el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal, aumenta la permeabilidad intestinal
(16).

Por dltimo, otro mecanismo de comunicacion entre intestino y cerebro es el sistema
endocannabinoide. Se conoce que en la regulacién de los endocannabinoides y del receptor CB1
bacterias como la Akkermansia muciniphila desempefian un papel importante (12).

2.3 ENFERMEDADES PRIONICAS Y PRION-LIKE

El gen PRNP de mamiferos codifica una proteina fisiolégica normal llamada proteina priénica o PrP°
cuya funcidn no esta del todo clara, aunque se cree que tiene un papel en el desarrollo neuronal y en la
plasticidad neuronal. La enfermedad priénica (EPr) aparece cuando PrP° cambia su configuracion a
una isoforma malplegada PrP* o PrP™ (scrapie prion protein) o prién la cual presenta nuevas
propiedades como ser muy resistente a los procesos de esterilizacion quimicos y fisicos ademas de a
proteasas, no ser soluble en detergentes no i6nicos, mostrar en su estructura abundantes laminas f,
presentar tendencia a formar agregados, transmitirse entre células e individuos de la misma o distinta
especie, producir neurodegeneracion especifica en ciertas zonas del sistema nervioso, ser capaz de
tener diferentes conformaciones o cepas, culpables de las diferentes formas clinicas, y sobre todo de
inducir en proteinas similares la adquisicién de su misma conformacion malplegada mediante un
mecanismo denominado plegamiento incorrecto dirigido por plantilla, lo que permite al prion
autoampliarse y autopropagarse (17). Esta proteina PrP* o PrP™ es la que origina las EPr humanas
conocidas: kuru, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker y el
insomnio familiar fatal. La alteracion de la proteina PrP® puede aparecer de forma espontanea tras la
sintesis, por mutacion del gen PRNP, por entrada exdgena de la proteina al comer alimento
contaminado con priones o por contaminacion en la manipulacion de tejido nervioso con priones (18).

Las enfermedades prion-like (EPL) son patologias neurodegenerativas en las que aparecen proteinas
malplegadas, que parecen presentar algunas propiedades tipicas de los priones como la autoampliacion
y autopropagacién. Las EPL y las proteinas malplegadas prion-like serian la o-sinucleina en



enfermedad de Parkinson (EP) y atrofia mdltiple sistémica (AMS), la TDP-43 o huntingtina en
enfermedad de Huntington (EH), AP y tau en demencia de Alzheimer (DA), TDP-43 o tau 0 FUS en
demencia frontotemporal (DFT) y TDP-43 en la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) (17).
Fisiolégicamente tras la traduccion del RNA mensajero (MRNA) a proteina lineal comienza el
plegamiento de ésta debido a las interacciones entre sus aminoacidos o a la accion de chaperonas y
enzimas. Este plegamiento puede ser incorrecto debido a multiples factores. Las proteinas malplegadas
pueden unirse formando oligbmeros y polimeros dando lugar a agregados proteicos que alteraran el
normal funcionamiento celular ocasionando neurodegeneracién. El sistema de control de calidad de
las proteinas (PQC de Protein Quality Control), formado por chaperonas, proteasas y otros factores, es
el encargado de dirigir el plegamiento y transporte de proteinas, eliminar las erréneas y evitar su
agregaciéon. La alta concentracion de proteinas, alteraciones genéticas, pH, temperatura, iones
metalicos, estrés oxidativo y presencia de otras proteinas malplegadas pueden hacer que las proteinas
se plieguen defectuosamente o que el sistema PQC no realice su funcién de forma adecuada y acaben
formandose los agregados proteinicos (19, 20).

Diversos hechos han relacionado las enfermedades pridnicas y prion-like (EPyPL) con el eje intestino-
cerebro y la microbiota: El estrefiimiento y la deteccion de a-sinucleina en el SNP entérico aparecen
afios antes que el resto de clinica de la EP y la AMS (21); en pacientes de EP con sobrecrecimiento
bacteriano intestinal el uso de antibidticos mejora la clinica motora, asociando microbiota y sintomas
de EP (22); en experimentos con ratones se comprob6 que la a-sinucleina podia ascender por el nervio
vago hacia el cerebro (23) y en humanos la vagotomia troncular reduce la incidencia de EP (24); en
otro experimento con ratones transgénicos para la DA se observd que los libres de microbiota
intestinal tenian con menos frecuencia patologia amiloide (25); en un modelo murino de EP se
comprobé que la inflamacion de la mucosa intestinal y el estrés oxidativo iniciaban agregados de a-
sinucleina en el intestino (26); y por Gltimo, el transplante de heces de sujetos con EP a modelos de
ratones de EP origina un aumento de los sintomas motores (27). Todos estos hallazgos parecen apoyar
la idea de que la microbiota estaria relacionada con el inicio y progresién de las EPyPL. En las EPr la
relacion seria la transmision por ingestion de priones procedentes de alimentos, mecanismo ya
conocido. En el caso de las EPL la disbiosis de la microbiota junto con el aumento de la permeabilidad
de la barrera intestinal favoreceria la entrada de metabolitos y endotoxinas que por un lado producirian
un estado hiperinflamatorio sistémico y por otro facilitarian la aparicion de proteinas malplegadas
prion-like en el sistema nervioso entérico (SNE) que mas tarde se propagarian via vagal o atravesando
la barrera hematoencefalica afectando a areas del SNC susceptibles a estos agregados proteicos (28).
Este mismo mecanismo también podria darse en EPr.

2.4 SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION

El estudio de la microbiota ha dado un gran paso gracias a los nuevos métodos de secuenciacion
masiva de DNA. La secuenciacion por el método enziméatico Sanger y el método quimico de Maxam-
Gilbert constituyeron la primera generacion. Estos métodos eran lentos, caros y limitaban mucho la
cantidad de DNA que se podia secuenciar. La segunda generacion, que permite el procesamiento
paralelo masivo, ha posibilitado a los investigadores procesar millones de secuencias de DNA en un
corto tiempo, con un margen de error y un coste aceptables. Dentro de esta segunda generacion existen
varios métodos como por ejemplo el de Roche basado en polimerasa, con amplificacion del DNA por
PCR de emulsion y lectura de las secuencias por pirosecuenciacion o el método de Illumina, basado en
polimerasa con terminadores reversibles, amplificacion por PCR en puente y lectura mediante
etiquetas fluordforas en los terminadores reversibles. La tercera generacion es la de metagendmica o
secuenciacion shotgun de genoma completo basada en la secuenciacidén de una Unica molécula de
DNA en tiempo real, no precisa amplificacion del DNA vy la lectura puede realizarse al pasar la cadena
por un nanoporo de membrana que mediante un detector Optico o un detector de variaciones de



corriente eléctrica reconoce el nucleétido que ha pasado o bien mediante la lectura directa de la cadena
de DNA con microscopia electronica (29).

En los estudios de microbiota intestinal se suele utilizar, para conocer los diferentes taxones
bacterianos que la forman, la amplificacion y secuenciacion del gen que codifica la unidad 16s rRNA
(30). El amplicon 16s rRNA posee unas regiones hipervariables estables que permiten diferenciar unas
especies/taxones de otros. El nimero de copias de ese gen puede variar de unas especies a otras, lo
cual hay que tenerlo en cuenta a la hora de la interpretacion de la abundancia y diversidad de la
microbiota (31).

Segun el método de secuenciacion que se emplee para el anélisis de la microbiota intestinal variara la
profundidad taxondmica a la que se puede llegar. Asi los métodos de segunda generacion pueden
informar de forma confiable hasta el nivel de familia o género, mientras que los de tercera generacion
llegan hasta el nivel de especie (32).

2.5 ANALISIS DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Para estudiar la microbiota intestinal y detectar si las microbiotas de dos muestras difieren entre si se
utilizan métodos importados de la Biologia y Ecologia como la alfa diversidad, beta diversidad y la
abundancia relativa de taxones (33).

La alfa diversidad informa de la diversidad de especies o taxones a nivel local, por ejemplo, en un
individuo o una muestra, centrandose en su riqueza, abundancia y heterogeneidad, mientras que la beta
diversidad informa de las diferencias entre comunidades o muestras, poniendo el foco sobre la
estructura filogenética y las diferencias de ésta entre ellas.

Para medir la alfa diversidad se pueden utilizar diferentes estimadores como el indice de Chaol,
Shannon, Simpson, Simpson inverso, Sob, ACE, distancia filogenética de Faith, arbol completo o
especies/OTUs observadas, etc. Aunque todos miden la alfa diversidad tienen matices diferenciadores,
por ejemplo, Chaol y Shannon funcionan mejor en muestras pequefias mientras que ACE lo hace en
muestras grandes, o Chaol informa de la riqueza de especies/taxones y es mas (til cuando éstos
muestran baja abundancia, mientras que Shannon también informa de la homogeneidad o equidad de
taxones de la muestra o el de Simpson sobre la existencia de taxones dominantes.

La beta diversidad se puede calcular también mediante el uso de diferentes distancias como UniFrac
ponderado, UniFrac no ponderado, Camberra, Aithichon, Sorensen, Hellinger y la disimilitud de Bray-
Curtis, entre otros (34, 33).

La abundancia relativa de un taxén es la proporcion de bacterias de ese taxon respecto al total de
bacterias de la muestra. Permite conocer, comparando dos muestras, que taxones estan aumentados o
disminuidos de una muestra a otra (33).

3 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Desde la aparicion de métodos de secuenciacion masiva de nueva generacion (NGS) se ha producido
un aumento de estudios e investigaciones sobre posibles cambios en la microbiota intestinal en ciertas
enfermedades. Entre estas enfermedades estudiadas se encuentran patologias del grupo de EPL.

El objetivo general de este trabajo ha sido realizar una revision bibliografica sistematica de estudios
casos control analizando la alfa diversidad, beta diversidad y la abundancia relativa de taxones para
comprobar si existen alteraciones en la microbiota intestinal humana en los enfermos con EPL que
pudieran ser de utilidad para identificar la etiologia, patogenia, métodos de diagndstico o terapias.
Partiendo de este interés se ha planteado como objetivo especifico de esta investigacion contestar a las
preguntas:

¢Existen diferencias entre la microbiota intestinal de las EPL y la de los individuos sin estas
enfermedades?, ¢Son estos cambios consistentes y similares entre las distintas EPL?




4 MATERIALES Y METODOS
4.1 TIPO DE INVESTIGACION

Los articulos analizados no permiten un analisis cuantitativo global ya que en ellos se utilizan
diferentes criterios de inclusién y exclusion, métodos de secuenciacion, métodos estadisticos y manejo
de las variables de confusion variados y diferentes que impiden su adecuada comparacién. A ello se
suma que en gran parte de los articulos no se muestran las tablas de valores de las variables sino su
representacion grafica o simplemente las tablas de significacion estadistica de los resultados. Ante el
impedimento de realizar una investigacion basada en una revision sistematica cuantitativa
(metanalisis) se ha optado por llevar a cabo una revision sistematica cualitativa de revisor Unico.

La revision sistematica se ha realizado siguiendo las normas de la herramienta metodoldgica
“Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analysis 2020” (PRISMA 2020) (35)
para mejorar la claridad, transparencia y calidad del trabajo.

Al tratarse esta investigacion de un trabajo de fin de grado individual, cada una de las fases del
proceso de la revision sistematica, ha sido realizado por un solo investigador, aunque la
recomendacion PRISMA 2020 sea que se lleve a cabo al menos por dos investigadores de forma
independiente en paralelo para aumentar la calidad y grado de evidencia de la revision sistematica.

4.2 FUENTES DE INFORMACION

Para la busqueda bibliografica automatizada se han utilizado las bases de datos online PubMed (36) y
Scopus (37).

PubMed, del National Center for Biotechnology Information (NCBI), utiliza las bases de datos de
bibliografia cientifica biomédica MEDLINE, preMEDLINE, Genbank y Complete Genoma. Scopus,
perteneciente a la empresa Elsevier B.V., consta de una base de datos cientifica multidisciplinar que
indexa mas de 7000 publicaciones.

La eleccion de los dos sistemas de busqueda mencionados se ha basado, ademas de su amplio uso en
la comunidad cientifica y la gran cantidad y calidad de publicaciones que indexan, en que desde la
biblioteca online de la Universidad de Zaragoza se puede obtener acceso ilimitado a ellos, asi como al
texto completo y archivos suplementarios online de gran parte de los articulos seleccionados.

La altima busqueda automatizada se realiz6 con fecha de 29 de septiembre de 2022.

4.3 CRITERIOS DE SELECCION

Para la seleccion de articulos Gtiles se han empleado los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

- Idioma: Sélo se han seleccionado articulos escritos en inglés o espafiol al ser los idiomas que
conoce el autor.

- Fecha de publicacién: Se han aceptado articulos publicados en cualquier fecha previa a la
Gltima basqueda automatica, aunque se ha comprobado previamente en PubMed y Scopus que
antes del afio 2000 no hay articulos pertinentes sobre la pregunta a estudiar.

- Tipo de investigacion: Se selecciona articulos basados en estudios observacionales analiticos
de tipo caso-control. Se rechazan otros tipos de articulos como revisiones sistematicas,
metandlisis y ensayos clinicos.

- Tipo de publicacién: Articulos de investigacion publicados en revistas en papel u online
indexadas en PubMed o Scopus. No se admiten libros, documentos, conferencias, material de
congresos, cartas, notas, etc.

- Estado de publicacion: Sélo se admitirdn articulos publicados. Se excluyen los articulos
retractados o pendientes de publicacion oficial.

- Especie y origen de los elementos a analizar: Solo se recogeran datos procedentes de heces
humanas.



- Sujetos del estudio: EI grupo control de cada articulo ha de estar formado por sujetos sanos o
sin la patologia en estudio y el grupo casos por individuos con alguna patologia prion-like.

- Contenido y datos de los articulos: El articulo ha de tener un contenido y datos, o0 enlace a
ellos, que sean de utilidad para responder la pregunta de investigacion. No se admiten
articulos que usen muestras ya empleadas en otros articulos seleccionados; en este caso se
rechazard el articulo que se considere que aporta datos menos utiles.

- Resultados: Se admitirdn tanto articulos con resultado favorable como no favorable a la
hipétesis de investigacion de cada articulo.

4.4 ESTRATEGIA DE BUSQUEDA, SELECCION Y EVALUACION

La estrategia para la seleccion de los articulos para contestar a la pregunta planteada en esta revision
sistematica se ha basado en una primera fase de busqueda automatica online con PubMed y Scopus,
una segunda fase de seleccion manual sobre los titulos, resimenes e informacion béasica de cada
articulo mostrada por el gestor bibliografico Zotero (38) y finalmente una tercera fase de evaluacion
con lectura completa de los articulos preseleccionados en la fase segunda (Figura 1).

S >

Figura 1: Proceso de seleccion de los articulos para la revision sistematica

Como se preveia que el nimero final de articulos Utiles iba a ser pequefio se ha optado por llevar a
cabo en la primera fase una blsqueda automatica méas sensible, con el fin de reducir el riesgo de
excluir articulos utiles, empleando s6lo los criterios o filtros estrictamente necesarios en los
buscadores online, e incluyendo la busqueda de EPr, dejando para la segunda fase manual un cribado
mas especifico de articulos.

En la busqueda bibliografica automatica online se han utilizado las siguientes palabras en inglés:
microbiota, microbiome, microflora, flora, gut-brain axis, neurodegenerative disease, Parkinson,
Huntington, Alzheimer, multiple system atrophy, amyotrophic lateral sclerosis, frontotemporal
dementia, prion, prion-like, case control.

La basqueda automatica en PubMed y Scopus, empleando las palabras anteriores, se ha adaptado a las
caracteristicas propias de cada uno de los buscadores y de los resultados que aportaban para
optimizarla. Las proposiciones logicas de rastreo automatico para ambos sistemas de busqueda y sus
numeros de resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Proposiciones ldgicas empleadas en los sistemas de busqueda online

PubMed y Scopus y cantidad de articulos obtenidos en cada busqueda

Sistema de
busqueda online Proposicion de busqueda N° resultados

((microbiota) OR (microbiome) OR (microflora) OR (flora) OR
PubMed (gut-brain axis)) AND ((neurodegenerative disease) OR (prion) 101
OR (prion-ike) OR (Alzheimer) OR (Parkinson) OR
(Huntington) OR (multiple system atrophy) OR (amyotrophic
lateral sclerosis) OR (frontotemporal dementia)) AND (case
control)

(TITLE-ABS-KEY(microbiota OR microbiome OR microfiora OR
Scopus flora OR {gut AND brain AND axis))) AND (TITLE-ABS- 129
KEY((neurodegenerative AND disease) OR prion OR prion-like
OR Parkinson OR Huntington OR Alzheimer OR (multiple AND
system AND atrophy) OR (frontotemporal AND dementia) OR
{amyotrophic AND lateral AND sclerosis))) AND (TITLE-ABS-
KEY(case AND control))




En la fase 2, se han aplicado manualmente los criterios de seleccién oportunos del apartado 4.3
mediante lectura del titulo, resumen e informacion bésica mostrada por Zotero de cada articulo,
recogiéndose los criterios, su evaluacion y otros datos en un formulario en la hoja “Fase 2 del archivo
Excel online “Tablas accesorias”, admitiendo aquellos articulos que cumplan todos los criterios de
inclusion y desechando los que cumplan al menos un criterio de exclusion. Debido al tamafio de
algunos formularios y tablas, que no permite mostrarlos en el apartado de anexos, se han colocado en
el mencionado archivo online de acceso abierto para su consulta, disponible en el siguiente enlace:
https://drive.google.com/drive/folders/15rIWaxGuewRt 2zMytfa3pfreF2gTDne?usp=drive_link .

Con los articulos seleccionados se procedié a una fase 3 de lectura integra del texto, aplicando de
nuevo los criterios de inclusion y exclusidn, asi como comprobando la utilidad del contenido para
nuestra investigacion, para obtener los articulos con los que finalmente se ha de llevar a cabo la
recogida de datos. Si durante la lectura del texto completo de los articulos se detecté la referencia a
algan posible articulo util, se procedi6 a la valoracidn de éste y en caso de ser adecuado se reclutd
también para el trabajo de investigacion. El formulario de recogida de informacion sobre los criterios y
su evaluacion en esta fase 3 se puede consultar en la hoja “Fase 3” del archivo Excel online “Tablas

accesorias”.

4.5 RECOGIDA DE DATOS DEL TEXTO DE LOS ARTICULOS

Tras la fase 3 se realiz6 la recogida de datos del texto y de los archivos suplementarios accesibles
online de cada articulo finalmente seleccionado, utilizando el formulario de la hoja “Recogida datos”
del archivo Excel online “Tablas accesorias”. Estos datos se emplearon para contestar a la pregunta de
investigacion y para la evaluacién de riesgo de sesgos.

Los datos de las columnas “Taxones con abundancia relativa aumentada en grupo casos respecto a
grupo controles” y “Taxones con abundancia relativa disminuida en grupo casos respecto a grupo
controles” del archivo Excel online “Tablas accesorias” se procesaron para construir las hojas
“Abundancia aumentada” y “Abundancia disminuida”, respectivamente, en el mismo archivo online.
Estas dos hojas contienen los taxones con abundancias relativas aumentadas o disminuidas de cada
articulo al comparar la microbiota del grupo casos y del grupo controles. El nivel taxonémico de cada
taxon se ha indicado colocandole un prefijo identificativo: k para reino, p para philo, ¢ para clase, o
para orden, f para familia, g para género, s para especie y otu para las unidades taxondmicas
operativas. Tras esta etiquetacion, se realiz6 en ambas hojas de abundancia una busqueda de taxones
con denominaciones sindbnimas, con el fin de evitar duplicaciones. En el caso de encontrarse
duplicaciones se fusioné con una Unica denominacion.

Para la adjudicacion del nivel taxonémico, en los casos en que los articulos no lo hayan hecho, y la
basqueda de posibles sinbnimos de los taxones se ha empleado LPSN-List of Prokaryotic Names with
Standing in Nomenclature (39). En algunos taxones se han afiadido en las celdas correspondientes de
las hojas online comentarios referentes al nombre correcto del taxén y sindnimos segin LPSN e
incidencias en la adjudicacion del nivel taxonémico.

Se ha procurado respetar, dentro de lo posible, la nomenclatura taxonémica empleada en cada articulo.
Aunque en algunos de los taxones LPSN recomienda otro nombre como el correcto a utilizar, en
general, se ha mantenido la denominacion empleada en los articulos para facilitar su busqueda en ellos
por el lector.

4.6 METODO DE EVALUACION DEL RIESGO DE SESGOS

Como recomienda la herramienta metodoldgica PRISMA 2020 se ha realizado un anélisis del riesgo
de sesgos de cada uno de los articulos finalmente seleccionados. Para ello se ha empleado la
herramienta Newcastle Ottawa Scale (NOS) (40), que se adapta adecuadamente a los estudios


https://drive.google.com/drive/folders/15rIWaxGuewRt_2zMytfa3pfreF2gTDne?usp=drive_link

observacionales no aleatorios tipo casos-control y a los analiticos transversales. La escala NOS evalla
los articulos que alcanzan 7 o mas estrellas como de “bajo riesgo de sesgos” y los que tienen menos de
7 como de “alto riesgo de sesgos”. Tal como recomienda PRISMA 2020, para evitar sesgos de
seleccion, tanto los articulos con alto como bajo riesgo de sesgos se han de emplear en la revision
sistematica, no siendo motivo de descarte de un articulo que sea valorado como de alto riesgo. De esta
forma la escala NOS es una herramienta que informa al lector de la revision sistematica para que tenga
en cuenta la evidencia cientifica que puede aportar ésta. La herramienta NOS, aunque sus items
pretenden ser objetivos, esta sujeta a cierta subjetividad del evaluador ya que en ocasiones éste ha de
interpretar si la informacion del texto del articulo es aplicable o no a un item. Para disminuir este
sesgo, como ya hemos comentado en un apartado anterior, en la revision sisteméatica PRISMA 2020
recomienda que dos investigadores de forma independiente apliquen la escala NOS y que las
discrepancias entre ambas valoraciones se resuelvan por consenso entre ambos. Debido a la naturaleza
individual de este trabajo esta evaluacion dual no se ha podido realizar. En la hoja “Riesgos sesgos
NOS” del archivo Excel online “Tablas accesorias” se pueden consultar la escala NOS, comentarios
sobre los apartados e items, la valoracion de los articulos y los motivos para cada valoracién.

Los factores de confusion gque afectan a las investigaciones de la microbiota intestinal son multiples:
edad, sexo, indice de masa corporal (IMC), lugar donde se vive, dieta, estrefiimiento, enfermedades y
cirugia gastrointestinales, otras enfermedades, toma de antibi6ticos, probi6ticos, prebiéticos, farmacos,
alcohol, tabaco, consumo de drogas, etc. Como en la literatura cientifica no se destaca ninguno de
ellos como mas importante que los demés, se ha modificado la valoracion del apartado
“Comparabilidad” de NOS para poder puntuarlo, adjudicando en lugar de los items originales de 1
estrella si controla el principal factor de confusion, otra estrella si controla otros factores de confusion
y ninguna si no controla ninguno, los nuevos items de ninguna estrella a los articulos que controlen
como maximo 2 factores de confusion, una estrella a los articulos que controlen al menos 3 0 4, y otra
estrella a los que controlen 5 o mas, estos dos Gltimos items no son excluyentes entre si. Esta
modificacion, ademas de permitir puntuar el apartado, endurece el criterio de comparabilidad,
aumentando las exigencias de la escala para obtener el nivel de riesgo de sesgo bajo.

4.7 METODOS ESTADISTICOS E INFORMATICOS

En este trabajo se ha empleado el paquete estadistico R (41) para hallar los valores y resultados de las
pruebas estadisticas pertinentes.

Las variables cuantitativas se muestran como valores absolutos y/o medias y desviaciones estandar
(media + DE) y las variables cualitativas como nimeros absolutos y/o porcentajes.

Para el estudio de la normalidad de las distribuciones de las muestras se ha empleado la prueba de
Shapiro Wilks ya que el tamafio de la muestra es menor de 50 (n < 50). La homocedasticidad de las
varianzas entre grupos se ha comprobado mediante la prueba de Levene.

Para comparar las variables sexo, edad, IMC de casos con las de controles se ha utilizado la prueba no
paramétrica de U de Mann Whitney ya que las variables son independientes y no siguen una
distribucion normal. Para analizar variables cualitativas se ha empleado: la prueba de Chi? de Pearson
cuando se analiza una muestra con una sola variable de 2 categorias que cumple los requisitos de este
test o la prueba multinomial (PMn) cuando se estudia una variable con 3 0 més categorias o cuando
tiene 2 categorias pero no cumple los criterios de la prueba de Chi? de Pearson.

El nivel de significancia elegido para las pruebas de inferencia ha sido o = 0.05.

La parte ofimatica se ha realizado mediante el paquete informético Office Professional Plus 2019 de
Microsoft (42) y la gestion de bibliografia con el programa Zotero (38).



5 RESULTADQOS
5.1 ARTICULOS SELECCIONADOS

Siguiendo las tres fases de seleccion de articulos, mencionadas en el apartado de material y métodos
(Figura 1), se ha llegado a seleccionar 29 articulos finales (Figura 2) (22, 28, 30, 31, 32, 43-66).

[ Seleccionados ] [ Rechazados ]

J

Duplicados: 80

Fase 1
Busqueda
automatica

online

|

Duplicados: 2
Retractados: 1
No articulos: 6
Idioma: 4
Especie: 8
No caso-control: 58
Aceptados provisionales: Contenido no pertinente: 110
31

,,n}

resumen

’

ase 2: Seleccid
manual en base

{Fase 3: Evaluacion de texto competo} {

y datos Zotero

a titulo

Total rechazados : 119

F

Muestra ya utilizada: 1
Estudia subtipo de microbiota: 2
Articulo preliminar: 1
Enf Parkinson: 18 No controles sanos: 2

Enf. Alzheimer: 3
Enf. Huntington: 1
Esclerosis lateral amiotrofica: 5
Demencia frontotemporal: 0
Atrofia sistémica mdltiple: 2
Enf. pridnica: 0

Total aceptados definitivos: 29

Muestra ya utilizada: 1
Reclutados a partir de otros articulos: 6 Datos no Utiles: 1

Figura 2: Resultados del proceso de seleccion de articulos para la revision sistematica

Utilizando las proposiciones logicas compuestas, mostradas en la Tabla 1, en los buscadores
bibliograficos PubMed y Scopus se obtuvieron en total 230 articulos, de los cuales 101 en PubMed y
129 en Scopus. Posteriormente con la ayuda del gestor bibliogréfico Zotero se detectaron y eliminaron
80 articulos duplicados de los 230 totales, preseleccionandose en esta primera fase automatica 150
articulos.

Sobre estos 150 articulos se ejecuto la segunda fase, revisando y aplicando los criterios de inclusion y
exclusion manualmente mediante la lectura del titulo, resumen e informacién basica que ofrece Zotero
sobre cada articulo. En esta fase en base a los criterios de inclusion y exclusion se han encontrado: 2
articulos repetidos no detectados automaticamente en la fase 1; 1 articulo retractado; 3 clasificados
como capitulos de libro, 2 como notas y 1 como documento de conferencia; 2 escritos en francés, 1 en
aleman y otro en ruso; 3 fueron investigaciones en especies distintas a la humana, 1 no mencionaba la
especie aunque revisando el texto completo se comprob6 que era un experimento en ratones con
vesiculas de membrana externa procedentes de heces de humanos con DA, y en 4 no procedia aplicar
el criterio de especie; 58 no eran estudios caso-control sino revisiones bibliograficas, revisiones
sistematicas, metanalisis, estudios de cohortes, ensayos clinicos, etc; 110 con contenido no pertinente
ya que trataban, por ejemplo, de microbiota oral, metaboloma, virus, material genético bacteriano en
sangre, enfermedades no prion-like, pro y prebidticos, tejidos, etc. En total se han rechazado 119
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articulos, quedando, como se ha mencionado anteriormente, s6lo 31 seleccionados para la siguiente
fase.

En la fase 3, evaluacion del texto completo mediante su lectura, se rechazaron 6 articulos de la
segunda fase: 1 era un articulo preliminar de una investigacion en curso; 2 estudiaban un subtipo de
microbiota intestinal concreto, no general; 1 utilizaba una muestra ya empleada en otro articulo con el
mismo fin; y por dltimo, 2 no comparaban con controles sanos sino con otras patologias. En esta fase
se reclutaron 6 nuevos articulos procedentes de referencias en los textos leidos. De estos 6 se
rechazaron 2: 1 por utilizar una muestra empleada en otro articulo y el otro por no poder acceder a los
datos més utiles para nuestro estudio al no tener acceso al archivo de datos suplementarios online.
Finalmente, en esta fase se han seleccionado 29 articulos, de los cuales se han obtenido los datos para
responder a la pregunta de la investigacion.

De los 29 articulos finales: 18 (62,06 %) trataban de EP, 3 de DA (10,34 %), 1 de EH (3,44 %), 5 ELA
(17,24 %), 2 de AMS (6,89 %), ninguno de DFT (0 %) y ninguno de EPr humanas (0 %) (Figura 3).
En las hojas “Fase 2” y “Fase 3” del archivo Excel online “Tablas accesorias” se puede consultar la
informacién recogida en estas dos fases.

0,
0% o 62.06%
860% -
3 0 OParkinson
ESO o B Alzheimer
2L40% OHuntignton
o DELA
%30% | mAMS
320% . 0O 17,24% aDFT
E E 10,34% @ Enf. Pridnicas
510% - B 6,89%
Q O 3,44%
5 - : 0 0,00% ® 0,00%
D_ r -
Patologia de estudio

Figura 3: Porcentaje de articulos seleccionados para la realizacion de la revision sistematica segun la patologia en la
que estudia la microbiota intestinal humana en heces. ELA: Esclerosis lateral amiotrofica. AMS: Atrofia multiple
sistémica. DFT: Demencia frontotemporal.

5.2 EVALUACION DEL RIESGO DE SESGOS DE LOS ARTICULOS SELECCIONADOS

Empleando la herramienta NOS modificada (Tabla 2) se ha obtenido que, de los 29 articulos
seleccionados, 13 (44,83 %) tienen riesgo alto de sesgo y 16 (55,17 %) riesgo bajo.

Analizando la puntuacion de cada uno de los tres apartados de NOS modificada, en “seleccion de la
muestra” se alcanzé el 66,37 % de la maxima puntuacion posible en ese apartado, en “comparabilidad
casos/control” el 70,68 % y en “exposicion” el 85,05 %.

En los items del primer apartado “seleccion de la muestra”: la “definicién adecuada del caso” obtuvo
un 89,65 % de la maxima puntuacion posible en ese item, con lo que fue el item con mejor puntuacion
al aplicar NOS; la “representatividad de los casos” con 31,03 % fue el item con valoracion méas baja en
NOS; la “seleccion de los controles” tuvo un 62,06 % y “definicion adecuada de los controles” un
82,75 %. En los del segundo apartado, “comparabilidad entre casos y controles”: el item “los grupos
tienen como maximo 2 factores de confusion controlados” alcanz6 un 13,79 %; “tienen al menos 3 0 4
factores de confusion controlados” el 86,20 % y “tienen 5 0 més factores de confusion controlados”
mostré un 55,17 %. En el Gltimo apartado “exposicion”: los item “determinacion de la exposicion” y
“utilizacién del mismo modo de determinacién para casos y controles” alcanzaron el 100 % de la
puntuacion maximay el item “tasa de no respuesta” el 55,17 %.
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En la hoja “Riesgos sesgos NOS modificada” del archivo Excel online “Tablas accesorias” se puede
consultar con més detalle la valoracion de los articulos realizada con la escala NOS modificada, asi
como comentarios sobre los apartados e items y los motivos para cada valoracion.

Tabla 2: Evaluacidn del riesgo de sesgos con la herramienta NOS modificada de los 29 articulos seleccionados

. ., Comparabilidad L Evaluacion
Articulo Seleccién muestra Exposicion
casos/control global
DCa | RCa | SCo | DCo | FC25 | FC=3-4 | FC=s2 DE | MMDE TNR
Scheperjans/2015 * * * * *
Hasegawa S/2015 * * * * * *
Keshavarzian/2015 * * * * * *
Unger M/2016 * * * * * * * *
Petrov VA/2017 B B o o 8 8 |
Hopfner F/2017 * * * * * * * RS bajo
Hill-Burns EM/2017 * * * * * * * * RS bajo
Qian Y/2018 * * * * * * * * RS bajo
Heintz-Buschart/2018 * * * * * * * RS bajo
Li F/2019 * * * * *
Jin M/2019 * * * * * * * i
Barichella M/2019 * * * * * *
Wallen ZD/2020 * * * * * * * *
Hegelmaier T/2020 * * * *
Baldini F/2020 * * * * * * * *
Khedr EM/2021r * * * * * * * *
Rosario D/2021 * * * * * *
Jo S/2022 * * * * * *
Vogt NM/2017 * * * * * * * *
Hou M/2021 * * * * * *
Zhuang ZQ/2018 * * * * * *
Fang X/2016 * * * * * *
Brenner D/2018 * * * * * * * RS bajo
Zeng Q/2020 * * * * * * * * RS bajo
Nicholson K/2021 * * * * * * * RS bajo
Ngo ST/2020 * * * * * * | Rsalto
Du G/2021 * * * * * * * * * RS bajo
Engen PA/2017 * * * * * * * RS bajo
Tan AH/2018 * * * * * * * RS bajo

EICIESHEIEEISEsEE si se puntia con 6 o menos estrellas. Bajolfiesgoldelsesgo si se puntia con 7 o mas estrellas DCa:
Definicion de caso. RCa: Representatividad de los casos. SCo: Seleccion de controles. DCo: Definicion de controles. FC > 5:
5 0 més factores de confusion controlados. FC 3-4: Al menos 3 o 4 factores de confusion controlados. FC < 2: Mé&ximo 2
factores de confusidn controlados. DE: Determinacion de la exposicion. MMDE: Mismo método de determinacién de la
exposicion para casos y controles. TNR: Tasa de no respuesta. RS: Riesgo de sesgo.

5.3 CARACTERISTICAS DE LOS SUJETOS DE LAS MUESTRAS

Entre los 29 articulos seleccionados reinen una muestra de 3547 sujetos cuyas heces se han analizado,
de los cuales 1903 forman parte de los grupos casos y 1644 de los grupos controles. No se han
contabilizado aquellos que por algin motivo no se analizé las heces o aunque se hiciera no se
utilizaron finalmente para el estudio de la microbiota; generalmente esto se ha debido a que no se
recolectd las heces con éxito, secuenciacion baja, métrica inadecuada de las secuencias o por
requisitos del procesamiento de datos para mantener la profundidad de secuenciacion.

Entre todos los casos, la media de porcentaje de hombres fue 56,74 % + 16,07 y entre los controles
50,35 % + 15,01, no existiendo diferencia estadisticamente significativa entre casos y controles (U de
Mann Whitney = 440,5, p = 0,06). Respecto a la edad, la media en los casos fue 64,86 + 6,85y en los
controles 63,16 + 7,59, sin que exista diferencia estadisticamente significativa entre ambos (U de
Mann Whitney = 402,5, p = 0,51). En el anélisis del IMC, en los casos la media fue 24,87 £ 2,19y en
los controles 25,35 + 1,85, siendo no estadisticamente significativa la diferencia entre ellos (U de
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Mann Whitney = 198,5, p = 0,58). La media de tiempo que llevaban los enfermos, desde los primeros
sintomas hasta la recoleccion de las heces para su analisis, fue de 70,04 + 39,31 meses.

Otras variables como estrefiimiento, estadio o gravedad de la enfermedad, clinica que presentan,
medicacion, etc no se han analizado por la heterogeneidad de los métodos de medicién, escalas y
criterios utilizados de unos articulos a otros.

Los datos recogidos de la muestra se pueden consultar en la hoja “Recogida de datos” del archivo
Excel online “Tablas accesorias”.

5.4 ALTERACION DE LA ALFA DIVERSIDAD

En 10 de los articulos no estudiaban o no daban resultados de alfa diversidad y en 1 s6lo mencionaba
gue estaba alterada, pero sin indicar si estaba aumentada o disminuida ni los resultados de los indices
de alfa diversidad que estudiaba (Fang X et al/2018). En los articulos no se ofrecian valores de los
indices, sélo se indicaba si estaban aumentados, disminuidos o eran iguales y el valor de p en la
comparacion entre grupos y controles, lo cual ha impedido un mejor analisis cuantitativo. Los articulos
que daban informacion de la alfa diversidad analizaban diversos indices o estimadores pero utilizaban
unos u otros de forma muy heterogénea entre ellos. Los indices mas empleados en la mayoria de
articulos fueron Chaol (n = 13), Shannon (n = 15), Simpson (n = 8) y especies/OTUs observadas (n =
5), mientras que utilizaron en pocos articulos los indices Simpson inverso (n = 3), ACE (n = 2),
distancia filogenética de Faith (n = 3), arbol completo (n = 2) y Sob (n = 1). Segln el nimero de
indices empleados en cada articulo se observé que 4 analizaban 5 indices, 4 comprobaron 4 indices, 2
articulos 3 indices, 5 estudiaron 2 y 3 compararon un Unico indice o estimador.

Cada articulo comparaba el valor de cada indice analizado entre el grupo casos Yy el grupo control y si
existia diferencia estadisticamente significativa al menos en uno de los indices consideraban que habia
alteracion de la alfa diversidad en la patologia estudiada. Al realizar las comparaciones de la alfa
diversidad entre los estudios se ha utilizado el mismo criterio que en ellos, dando por alterada la alfa
diversidad en un estudio, que llamaremos alfa diversidad final, si existia al menos un indice que
mostrara diferencia estadisticamente significativa entre casos y controles.

En el andlisis de los articulos se ha encontrado diferencia estadisticamente significativa (PMn, p =
0,001391) entre el namero de articulos que mostraban una alfa diversidad final aumentada (n = 10),
disminuida (n = 2) e igual (n = 6), es decir que se ha encontrado aumentada la alfa diversidad en los
enfermos del conjunto de patologias EPL respecto a los sanos.

Comparando el mismo indice entre todos los articulos que lo analizaban sélo se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas en los indices Chaol (PMn, p = 0,0088) y Arbol completo
(PMn, p =0,045), mostrando que estos indices estaban aumentados en los enfermos del conjunto de
EPL comparandolos con los sanos. El resultado del indice Arbol completo no se aceptd debido a la
baja potencia estadistica de la prueba al incluir s6lo 2 articulos.

El resultado de la alfa diversidad final y el indice Chaol aumentados en el conjunto de EPL hay
gue considerarlo con mucha precaucion ya que el nimero de articulos de EP es superior al de las
otras patologias, distorsionando el resultado. Por este motivo se ha valorado que este resultado del
conjunto de EPL es no concluyente.

La comparacion de la alfa diversidad final de los articulos que analizaban una misma patologia ha
dado como resultado que so6lo habia diferencias estadisticamente significativas en los pacientes
respecto a los controles sanos en EP (PMn, p = 0,008886), y en AMS (PMn, p = 0,045), estando
aumentada la alfa diversidad final en ambas, aunque el resultado de AMS se descart6 debido a la baja
potencia estadistica que presentaba al analizar sélo 2 articulos. Por lo tanto, se considera que la alfa
diversidad final s6lo estd aumentada en los enfermos respecto a los controles en EP y no en las
demaés patologias.
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Al analizar la comparacion de cada indice entre todos los articulos de la misma patologia se obtuvo
que solo se encontraba diferencia estadisticamente significativa en el indice Chaol para EP (PMn, p
= 0,0088), que presentaba un aumento respecto a los sanos.

El resto de comparaciones (Tabla 3) arrojaron como resultado que no se podia rechazar la hipétesis
nula de igualdad entre casos y controles bien porque tenian una p > 0.05 y/o la potencia estadistica de
la prueba era muy baja debido al escaso nimero de datos.

En cuanto a la comparacion de la alfa diversidad de unas patologias con las otras no se ha
realizado debido al escaso numero de articulos en cada patologia (Figura 3, Tabla 3).

En la Tabla 3 se muestra un resumen de los datos de alfa diversidad y los resultados de las
comparaciones estadisticas. En la hoja “Recogida de datos” del archivo Excel online “Tablas
accesorias”, se pueden consultar los datos recopilados sobre alfa diversidad de los articulos estudiados.

5.5 ALTERACION DE LA BETA DIVERSIDAD

De los articulos seleccionados, en 6 articulos no han dado resultados o no han estudiado la beta
diversidad; en 1 s6lo se informaba que estaba alterada (Keshavarzian et al/2015) y en otro que no lo
estaba (Engen PA et al/2017), sin indicar la distancias de beta diversidad empleadas en ninguno de los
dos. En los articulos revisados no se mostraban valores de las distancias utilizadas para cuantificar la
beta diversidad, Gnicamente se indicaba su alteracion o no, asi como el valor de p en la comparacién
entre grupos y controles, lo cual ha impedido un analisis cuantitativo adecuado. El empleo de unas
distancias u otras para la beta diversidad fue heterogéneo de unos articulos a otros. Las distancias mas
analizadas fueron UniFrac ponderado (n = 14 articulos), UniFrac no ponderado (n = 14) y Bray-Curtis
(n =5). Otras medidas utilizadas son Camberra (n = 2), Aitchison (n = 1), Sorensen (n = 1) y Hellinger
(n =1). Por el nimero de indices que empleaban habia 3 articulos con 3, 11 articulos con 2y 7 con 1
distancia estudiada.

Al realizar las comparaciones se ha utilizado el mismo criterio que en los articulos, dando por alterada
la beta diversidad en un articulo, que Ilamaremos beta diversidad final, si existia al menos un indice
que mostrara diferencia estadisticamente significativa entre casos y controles.

Al analizar los articulos se ha encontrado diferencia estadisticamente significativa entre el nimero de
articulos que informaban de una beta diversidad final distinta (n = 19) entre controles y casos y los que
mostraban que era la misma (n = 4) (prueba de Chi® de Pearson, ¥° = 30.3126, p = 3.677E-8),
detectando la beta diversidad alterada en los enfermos del conjunto de patologias EPL en comparacion
con los sanos.

Al comparar el resultado, distinta o igual, de una misma distancia entre todos los articulos que la
analizaban se ha hallado que existen diferencias estadisticamente significativas en UniFrac ponderado
(PMn, p = 0,008), UniFrac no ponderado (PMn, p = 0,001) y Bray-Curtis (PMn, p = 0,03). El
resultado de Bray-Curtis no se ha admitido debido a la baja potencia estadistica de la prueba al incluir
solo 5 articulos.

El resultado obtenido de que la beta diversidad final y las distancias UniFrac ponderado y no
ponderado estan alteradas en el conjunto de EPL se ha de valorar con mucha precaucion, por lo
que se ha considerado como no concluyente, ya que el nimero de articulos de EP es mayor al de las
otras patologias, pudiendo estar distorsionando el resultado.

La comparacion de la beta diversidad final, distinta o igual, entre los articulos que estudiaban una
misma enfermedad nos ha dado como resultado que so6lo habia diferencias estadisticamente
significativas en EP (PMn, p = 1,541E-5) y DA (PMn, p = 0,027). La potencia estadistica muy baja en
el caso de DA, por estudiar sélo 3 articulos, descartd su resultado. Por lo tanto se puede decir que la
beta diversidad en los pacientes de EP esta alterada respecto a la de los sujetos sanos.

Comparando los resultados de cada distancia, distinta o igual, entre los articulos de la misma patologia
que la estudiaban se obtuvo que sélo habia diferencia estadisticamente significativa en la distancia
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UniFrac no ponderado en EP (PMn, p = 0,003), sefialando que UniFrac no ponderado est4 alterada
en pacientes con EP respecto a los sanos

El resto de comparaciones (Tabla 4) han dado como resultado que no se puede rechazar la hipétesis
nula de igualdad entre los elementos comparados bien porque tenian una p > 0,05 y/o la potencia
estadistica de la prueba era muy baja debido al escaso nimero de datos.

La comparacion de la beta diversidad de unas patologias con las otras no se ha llevado a cabo
debido al escaso nimero de articulos en cada patologia (Figura 3, Tabla 4).

En la Tabla 4 se muestra el resumen de los datos de beta diversidad de los articulos y de los andlisis
comparativos realizados. En la hoja “Recogida de datos” del archivo Excel online “Tablas accesorias”,
se pueden consultar con mas detalle los datos recogidos de los articulos sobre beta diversidad.

Tabla 3 y 4: Resultados de la comparacion entre casos y controles de los indices de alfa diversidad (Tabla 3) y de las
distancias de beta diversidad (Tabla 4) de la microbiota intestinal de los articulos seleccionados, ordenados por patologia y
articulo

TABLA 3: ALFA DIVERSIDAD
Enfermedades prion-like
indice EP DA ELA EH AM EPL
30 [ 43 |45 | 46 | 47 | S0 | 51 | 53 32 Cc 56 | 57 (o] 59 | 60 | 61 | 62 | 63 Cc 64 (o] 30-66
Chao1 =t L|=(t|{=]1]1]1="]|p=0.0088| | p=0.3 = = | p=0.216 1 p=0.3 p=0.0088
Shannon | = | = =|1]= = | 1/=* | p=0.3416 | | = | p=0.51 = | 1| =]|=|p=0.7599 = p=1 = p=1 | p=0.6617
Simpson B =1 ]| = p=0.7599 = | = p=1 = p=1 1 p=0.3 | p=0.4635
S.inver. | = p=1 = p=1 t | p=0.3 | p=0.657
ACE = p=1 = p=1 p=1
DFF = = p=1 ! =1 p=0.657
Esp. obs Tt = p=0.51 T = p=0.51 1 p=0.3 p=0.216
A.comp. 1 p=0.3 1 p=0.3 p=0.045
Sob = =1 p=1
NI X
ADfinal | =]t |l |=]1[=]1]1 1 § )= tlt|=]= 1 1 1
p=0.008886° p=0.510 p=0.216" p=0.3° p=0.045°
p=0.001391F
TABLA 4: BETA DIVERSIDAD
Enfermedades prion-like
Distancia EP DA ELA EH EPL
30 (43 145|146 |31 (47| 50|51 |52|28|53| 32 Cc 56 | 57 | 58 C 59 | 60 61 62 | 63 C 64 C 30-66
uP 1 1 t |=1=|1 p=007 |§ | = |1 | p=0.216 |1 =it* | = | 1 | p=0.0837 = p=1 p=0.008
UNP 1 t 18 It [ |2 = p=0003 |1 | = |1 | p=0216]t =" | = p=1 1 p=0.3 p=0.001
Camberra ! 1 p=0.9 p=0.09
Aitchison 1 p=0.3 p=0.3
B-C T[] p=09 | 1 | 3 p=0.9 = p=1 p=0.03
Sorensen 1/18 | p=0.3 | p=0.3
Hellinger 1/=8 | p=0.3 | p=0.3
NI ! =
BDfinal | | | 1 o o O O O O <6 A s A ! 111113 | = 1 =] 3 ! =1
p=1.541E-5° p=0.027° p=0.16310 p=0.3° p=0.51°
p=3.677E-8°

So6lo se muestran las enfermedades y articulos con datos Utiles. EP: Enfermedad de Parkinson. DA: Demencia de Alzheimer.
ELA: Esclerosis lateral amiotréfica. EH: Enfermedad de Huntington. AMS: Atrofia multiple sistémica. EPL: Enfermedades
prion-like con datos. S. inver.: Simpson inverso. ACE: Estimador de cobertura basado en la abundancia. DFF: Distancia
filogenética de Faith. Esp.obs.: Especies/OTUs observadas. A. comp.: Arbol completo. UP: UniFrac ponderado. UNP:
UniFrac no ponderado. B-C: Bray-Curtis. NI: No indica que indice o distancia ha analizado. AD final y BD final: Alfa
diversidad y beta diversidad global asignada a cada articulo (se entiende que en un articulo la alfa diversidad final o la beta
diversidad final es distinta entre casos y controles si al menos uno de los indices o distancias, respectivamente, que menciona
el articulo es distinto entre casos y controles). =: indice o distancia igual en casos y controles sanos. 1: Indice mayor en casos
que en controles sanos. |: fndice menor en casos que en controles sanos. {: Distancia distinta entre casos y controles sanos. x:
Alfa diversidad alterada, sin indicar si aumenta o disminuye. *: indice mediante secuenciacion metagenémica shotgun/indice
mediante secuenciacion 16s rRNA. **: Analizado con PCA/analizado con ANOSIM. A: Secuenciacion metagenémica
shotgun/secuenciacion 16s rRNA. B: A Nivel OTU/a nivel género. 30 al 66: Referencia bibliografica del articulo. C:
Comparacion del resultado de todos los articulos de una patologia para cada indice/distancia de alfa o beta diversidad. D:
Comparacion del resultado de la alfa diversidad final o de la beta diversidad final de todos los articulos de una patologia. E:
Comparacion del resultado de la alfa diversidad final o de la beta diversidad final de todos los articulos del conjunto de EPL.
p con fondo amarillo: Se acepta que los resultados de los elementos comparados son distintos y estadisticamente
significativos. p con fondo gris: Resultado de la comparacion estadisticamente significativo pero no concluyente debido al
mayor peso de los articulos de EP y/o a la baja potencia estadistica por la escasez de datos.
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5.6 ABUNDANCIA RELATIVA DE TAXONES

Tras comprobar la existencia de nomenclaturas sinénimas entre alguno de los taxones nombrados en
los articulos, para evitar duplicidades, se fusionaron, segun la informacion de la base LPSN (39), los
taxones Clostridium XVIII con Erysipelatoclostridium, Lachnoclostridium con Clostridium,
Catabacteriaceae con Christensenellaceae y Catabacter con Christensenella, antes de proceder al
analisis de los taxones.

En los articulos analizados se han encontrado en total 245 taxones de microbiota intestinal distintos
gue estaban aumentados de forma estadisticamente significativa en el grupo de los casos respecto a los
controles y 220 disminuidos.

Por patologias, los taxones aumentados estadisticamente significativos en EP fueron 194 (media por
articulo (mpa): 14,5 + 12,14), en DA 50 (mpa: 16,66 + 8,32), en ELA 22 (mpa: 5 + 5,95), en EH 13
(mpa: 13 £0) y en AMS 2 (mpa: 1 £ 1,41), y los taxones disminuidos en EP fueron 157 (mpa: 11,33 +
9,58), DA 57 (mpa: 19,33 + 17,89), ELA 24 (mpa: 5 + 4,69), EH 1 (mpa: 1 £ 0) y AMS 4 (mpa: 2 +
1,41).

En 3 articulos no se ha encontrado ningin taxén estadisticamente significativo aumentado para la
patologia estudiada, en concreto, uno de EP (Hegelmaier T et al/2020), otro de ELA (Ngo ST et
al/2020) y el ultimo de AMS (Engen PA et al/2017), mientras que no se observaron taxones
disminuidos en 4 articulos, 2 de ellos de EP (Hopfner F et al/2017, Helgelmaier T et al/2020) y 2 de
ELA (Brenner D et al/2018, Ngo ST et al/2020).

Tabla 5: Taxones de la microbiota intestinal de los articulos seleccionados con abundancia relativa aumentada o disminuida
ordenados por patologias y n° de articulos en los que aparecen alterados

ENFERMEDADES PRION-LIKE
Ne
. EP DA ELA EH AMS EPL
articulos
8 g_Bifidobacterium g_Bifidobacterium
7 g_Akkermansia g_Akkermansia, g_Lactobacillus
6 f_Verrucomicrobiaceae, g_Lactobacillus, f_Verrucomicrobiaceae, f_Lactobacillaceae,
g_Roseburia g_Roseburia
. . . f_Christensenell , g_Alistij , g_Anaerotruncus,
p_Verrucomicrobia, f_Lactobacillaceae, Cheste se. eliaceas; 9..A\listipes;/g /Anseroluncy
5 p_Verrucomicrobia, f_Lachnospiraceae,
f_Prevotellaceae, g_Faecalibacterium = =
f_Prevotellaceae, g_Faecalibacterium, p_Firmicutes
4 f_Christensenellaceae, g_Alistipes f_leeneIIaceag. g_Parabacteroides, p_Bacteroides,
p_Proteobacteria, p_Bacteroidetes
= ; A c_Actinobacteria, f_Bifidobacteriaceae,
f_Bifidobacteriaceae, g_Oscillospira, X
f_Desulfovibrionaceae, f_Enterobacteriaceae,
f_Rikenellaceae, g_Parabacteroides,
= Moy f_Porphyromonadaceae, g_Bacteroides, g_Bilophila,
p_Proteobacteria, g_Anaerotruncus, = 3 5 = . -
g_Escherichia-Shigella, g_Intestinimonas,
3 f_Lachnospiraceae, g_Blautia = ‘ e
g_Oscillospira, g_Anaerostipes, g_Bacteroides
g_Lactobacillus, g_Prevotella
g_Blautia, g_Clostridium, g_Enterococcus,
p_Bacteroidetes, s_Faecalibacterium aF 2
rausnitzii g_Lacnospira, g_Lactobacillus, g_Paraprevotella,
P g_Prevotella, s_Faecalibacterium prausnitzii
c_Bacteroidia,
2 18 taxones, 22 taxones g_Clostridium o_Bacteroidales, 29 taxones, 28 taxones
p_Bacteroidetes,
p_Firmicutes
g_Bacteroides, s_Bacteroides
fragilis, f_Coprobacillaceae.
1 3 P. tell
1 162 taxones, 189 taxones 20 jaxgios; 9tsxones, 2 13 A 193 taxones, 176 taxones
56 taxones taxones taxones | otu_g_Paraprevotella (OTU
000073), s_Paraprevotella
clara

Sélo se muestran las patologias y taxones con datos Utiles. En las celdas con alto nimero de taxones no se muestran éstos,
solo su cuantia. Taxdn con nombre en negro: Taxdn con abundancia relativa aumentada en la enfermedad respecto a sanos.
Taxon con nombre en rojo: Taxdn con abundancia relativa disminuida en la enfermedad respecto a sanos. Taxdn en fondo
amarillo: Taxdn con abundancia relativa aumentada o disminuida estadisticamente significativa (p < 0,05) en la patologia
respecto a sanos. Celdas con fondo gris: No existe ese nimero de articulos en esa patologia. EP: Enfermedad de Parkinson.
DA: Demencia de Alzheimer, ELA: Esclerosis lateral amiotrofica. EH: Enfermedad de Huntington. AMS: Atrofia multiple
sistémica. EPL: Enfermedades prion-like (EP+AD+ELA+EH+AMS).
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Existen 18 taxones que en la misma patologia aparecian en unos articulos con la abundancia
aumentada y en otros disminuida. En otros 18 taxones se observaba la misma alteracion (aumentada o
disminuida) dentro de cada patologia en los que estaban alterados.

En la Tabla 5 se muestra el resumen de los taxones aumentados y disminuidos segun el nimero de
articulos en los que se ha detectado, clasificados por patologias y en global como EPL
(EP+DA+ELA+EH+AMS).

En las hojas “Taxones aumentados” y “Taxones disminuidos” del archivo Excel online “Tablas
accesorias” se pueden consultar todos los taxones alterados por articulos y patologias.

Si se considera el conjunto de EPL ningln taxén aumentado o disminuido alcanza la
significacion estadistica (PMn, todos los taxones alterados: p > 0.05) por lo que no se puede
rechazar que sus abundancias relativas sean iguales en el conjunto de EPL que en los sanos.

Por patologias, los taxones g_Bifidobacterium (n = 8 articulos), g_Akkermansia (n = 7),
f_Verrucomicrobiaceae (n = 6) y g_Lactobacillus (n = 6) aparecieron en EP con abundancias relativas
aumentadas con diferencias estadisticamente significativas respecto a los articulos en los que no
estaban aumentadas (PMn, p = 0,002719, p = 0,01182, p = 0,0419, p = 0,0419 respectivamente). El
taxén g_Roseburia (n = 6, PMn, p = 0,0419) fue el Gnico de los taxones con abundancia disminuida en
EP que presenta un resultado estadisticamente significativo. Por lo tanto, se puede confirmar que
g_Bifidobacterium, g_Akkermansia, g¢_Lactobacillus y f_Verrucomicrobiaceae tienen su
abundancia aumentada y g_Roseburia disminuida en EP respecto a los sanos. Del resto de
taxones aumentados o disminuidos por patologias, no se puede rechazar la hipétesis nula de que sus
abundancias relativas son las mismas en enfermos que en sanos, por mostrar un p > 0,05 y/o tener las
comparaciones muy baja potencia estadistica debido al escaso nimero de articulos en los que aparecen
alterados esos taxones.

6 DISCUSION

La intencion de esta revision sistematica era conocer, primero, si hay diferencias entre la microbiota
intestinal de las EPL y la de los sujetos sanos y, segundo, si hay similitudes en ella entre unas y otras
de esas patologias, mediante el analisis de la alfa y beta diversidad y la abundancia relativa de taxones,
a partir de estudios casos-control publicados. Como los articulos seleccionados no aportan los valores
cuantitativos de los indices, distancias y abundancias de taxones para procesarlos en conjunto se ha
tenido que utilizar los resultados no cuantitativos de ellos. EI nimero de estudios casos-control
publicados para responder a estas preguntas es pequefio (n = 29), y excepto en el caso de la EP (h =
18, 62,06 %), en las demas patologias el nimero de articulos escaso o nulo impide realizar un estudio
estadistico mas concluyente y va a limitar nuestro analisis. La limitada produccion de estudios casos-
control se debe sobre todo a que, hasta la llegada, relativamente reciente, de los métodos de
secuenciacion masiva de nueva generacion y el desarrollo de métodos bioinformaticos vy
bioestadisticos no era posible realizar un estudio amplio de la microbiota intestinal.

El porcentaje de los articulos seleccionados respecto a la patologia que tratan (Figura 3) no concuerda
con la incidencia de cada una de estas enfermedades en la poblacion, donde la DA es la mas frecuente
seguida de la EP (67). El predominio de articulos de EP puede ser debido en parte a que las primeras
pruebas que relacionan microbiota intestinal y EPL fueron experimentos sobre modelos animales de
EP (23), que por logica dieron lugar a una investigacion méas temprana de busqueda de esta relacion en
humanos en esta enfermedad.

Nuzum ND et al/2020 (68) publicaron una revision sistemética de estudios casos-control sobre la
alteracion de la microbiota intestinal en EP. En su revision, encontrd los mismos problemas que en la
nuestra: su tamafio muestral pequefio y la heterogeneidad de diversos elementos importantes de unos
articulos a otros que dificultaban la comparacion entre ellos. Ante estos problemas Nuzum et al/2020
llevaron a cabo s6lo una revision sistemética descriptiva de esos estudios. En nuestra revision
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sistematica hemos mantenido el objetivo de intentar responder a las dos preguntas planteadas. En
nuestro analisis, igual que Nuzum ND et al/2020, se ha encontrado que los articulos emplean para la
seleccion de la muestra criterios de inclusion y exclusion variados y distintos, igual que ocurre con los
métodos de recogida, conservacion y transporte de las heces, con los métodos de extraccion del DNA
de las deposiciones, con los métodos y plataformas de secuenciacion, con los programas informaticos
para procesar las secuencias en bruto, con las bases de datos y programas utilizados para adjudicar
taxones a las secuencias, con los datos médicos y clinicos recogidos de los sujetos casos y controles,
con las escalas escogidas para clasificar la gravedad, pronostico, estrefiimiento, estudio dietético o con
el uso heterogéneo de diferentes factores de confusion durante el andlisis estadistico. Todos estos
datos recopilados de los articulos se pueden consultar en la hoja “Recogida de datos” del archivo
Excel online “Tablas accesorias”. Si a esta escasez de articulos y a la heterogeneidad de elementos de
unos estudios a otros se afiade la variabilidad de la microbiota intestinal existente entre sujetos (10)
gueda evidente la dificultad de comparacion entre estudios y de obtener conclusiones fundamentadas.
Segun la evaluacion efectuada con la NOS modificada el 44,83 % de los 29 articulos tienen un riesgo
alto de sesgo y el 55,17 % lo tienen bajo. El hecho de que tengan un riesgo de sesgo global alto obliga
a tenerlo en cuenta a la hora de analizar los resultados y extraer conclusiones. Nuzum ND et al/2020
(68) aplicaron “Risk of Bias Assessment tool for Non-randomised Studies” (RoBANS) (69) como
herramienta de valoracién de riesgo de sesgos, encontrando que el 30,76 % tenian riesgo bajo y el
69,23 % riesgo alto. Esta discrepancia con nuestro trabajo radica en la puntuacion en el apartado
“comparabilidad”. Si se analizan los items comparables entre ROBANS y NOS modificada, se observa
gue las valoraciones de los apartados de “seleccion de muestra” y el de “exposicion” en la revision de
Nuzum ND et al/2020 fueron muy parecidas a las nuestras, con un 69,23 % y un 85,45 % del méaximo
posible, respectivamente, en el articulo de Nuzum ND et al/2020, y un 66,37 % y 85,05 % en nuestro
estudio. En cambio, en el apartado de “comparabilidad” nuestros resultados discrepan con los de
Nuzum ND et al/2020 ya que su puntuacion solo llega al 7,69 % frente a un 70,68 % del maximo
posible de nuestra muestra. Esta importante diferencia se debe a que, a pesar de haberse endurecido
con la modificacion realizada, los criterios del apartado “comparabilidad” en NOS, los de ROBANS
son mas estrictos ante la falta de algan factor de confusién.

En la evaluacion realizada con NOS modificada el apartado con peor valoracion es “seleccion de la
muestra” (66,37 %) debido a la baja puntuacion en el item “representatividad de los casos” (31,03 %)
ya que en la mayoria de articulos no se menciona el método de muestreo realizado. S6lo los items
“registro seguro”, que valora el método utilizado para medir los resultados, y “mismo método de
determinacion de casos y controles”, que analiza que se emplee el mismo método de medicidn para los
resultados del grupo casos y del grupo control, alcanzan el 100 % de la mé&xima valoracion, al ser unas
cuestiones técnicas cuyo cumplimiento se suele realizar con facilidad. Se ha de destacar que en los 29
articulos revisados se suele definir mejor los casos que los controles, ya que en los primeros los
autores suelen mencionar los criterios empleados para validar el diagnéstico e incluir a un sujeto como
caso, mientras que en los controles en algunos articulos simplemente se menciona que son sanos sin
concretar como se ha comprobado dicho estado.

Por ultimo, se ha de recordar, como limitaciones, por un lado que la aplicacion de las herramientas de
valoracion de riesgo de sesgos estdn sujetas a cierta subjetividad, pudiendo dos personas obtener
resultados distintos al utilizarlas, sesgo que no se ha podido minimizar al no ser posible la aplicacion
de NOS modificado por varios investigadores independientes debido al caracter individual del trabajo,
y por otro lado que la valoracion negativa de un item no significa que no se ha realizado esa actividad
sino que no se ha mencionado en el texto del articulo y por lo tanto se supone no realizada.

En la comparacion de las variables sexo, edad e IMC hemos comprobado que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre todos los casos y todos los controles. Este resultado concuerda
con los de los articulos individuales, en los que las pruebas estadisticas no han podido rechazar que
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esas variables sean iguales en sus grupos casos Yy controles, lo cual facilitaba el ajuste de estos factores
de confusion en sus estudios. En las patologias neurodegenerativas estudiadas, excepto en EH y AMS
gue pueden ser mas tempranas, la edad media de comienzo suele ser a partir de los 60 afios, lo cual se
refleja en la edad media de casos (64,86 afios) y controles (63,16 afios); en cuanto al sexo en la
poblacién general la EP, AMS y ELA son mas frecuentes en hombres, la DA en mujeres y en EH y
DFT se presenta igualdad de ambos sexos (17, 67). Los pacientes con estas enfermedades es frecuente
gue no presenten sobrepeso (67), por su tendencia a adelgazar, motivado por dificultades en la
alimentacion, cambios en la dieta, transito y absorcién intestinal como se observa en el IMC medio un
poco més bajo, aunque normal, (24,87 kg/m®) de los enfermos respecto al de los controles (25,35
kg/m?).

En el momento de analizar la alfa y beta diversidad se han detectado varios problemas importantes:
Primero, que el numero de articulos que ofrecen resultados de la alfa diversidad (n = 18) y beta
diversidad (n = 21) es pequefio, igual que ocurre en la mayoria de las EPL, excepto EP (Tabla 3 y 4).
Segundo, la cantidad de resultados de indices y distancias, excepto para Chaol, Shannon, Simpson,
UniFrac ponderado y no ponderado, obtenidos de los articulos también es pequefia. Por ultimo, estos
articulos emplean multiples y diferentes indices o estimadores y distancias de unos articulos a otros y
con diferentes métodos estadisticos para su analisis (ANOSIM, PERMANOVA, PCA, etc). Todos
estos hechos mencionados ocasionan que nuestros analisis comparativos tengan menos consistencia
cientifica de la deseada y deban considerarse con precaucion.

El empleo de maltiples medidas de alfa y beta diversidad en un mismo articulo, como se ha
encontrado, no es una practica recomendada en investigacion, sobre todo cuando se emplean en el
mismo articulo indices con caracteristicas distintas como cuando se utilizan indices recomendados
para diferentes tamafios de muestra. La utilizacion de diferentes indices y distancias para el mismo
analisis aumenta la probabilidad de obtener por azar el resultado deseado en alguno de ellos.

Nuestros analisis de la alfa diversidad en los articulos que aportan datos sobre ella concluyen que en
conjunto las EPL presentan una alfa diversidad aumentada respecto a los sujetos sanos, como también
ocurre al considerar aisladamente a la EP. Respecto a los indices s6lo Chaol aparece
significativamente aumentado, en concreto en el conjunto de EPL y en la EP.

En la comparacion de la beta diversidad, en los articulos que la analizan, los resultados muestran que
en el conjunto de las EPL y en la EP esta alterada respecto a los sanos. En cuanto a las distancias
empleadas para medir la beta diversidad, UniFrac no poderada esta alterada, respecto a los sanos, en el
conjunto de EPL y en EP, mientras que en UniFrac ponderada y en disimilitud de Bray-Curtis sélo
estan alteradas en el conjunto de EPL.

Estos resultados de alfa y beta diversidad parecen indicar que, tanto en los pacientes con EPL
como en los de EP, la riqueza o nimero de especies diferentes, es mayor, y que la estructura de
la microbiota, es decir el arbol filogenético de taxones, es distinta a la de los sujetos sanos. Sin
embargo, en las comparaciones, vistas en parrafos anteriores, de la alfa y beta diversidad final, indice
Chaol, distancias UniFrac ponderado y no ponderado, de los articulos del conjunto de EPL
(EP+DA+ELA+EH+AMS) la influencia o peso de los articulos de EP sobre el resultado es alto
comparado con el peso de las otras patologias, DA, ELA, EH, AMS , alterando o deformando el
posible resultado. Para poder asegurar que la alfa y beta diversidad, Chaol, UniFrac ponderado y no
ponderado, en el conjunto de EPL estan aumentadas, como muestran los anélisis estadisticos, seria
necesario un mayor nimero de articulos de las otras patologias que equilibrasen la proporcién de
datos. Por lo tanto, nuestros resultados de alfa y beta diversidad final e indices y distancias sobre
el conjunto de EPL no se pueden considerar concluyentes.

El aumento de la riqueza de la microbiota intestinal, objetivado por una mayor alfa diversidad,
clasicamente se ha valorado como un activo positivo de salud (12). Sin embargo, nuestros resultados y
los de otros de los articulos analizados, en EPL y sobre todo en EP apoyan lo contrario. La explicacion
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podria hallarse en que méas importante que el aumento de riqueza de taxones seria qué taxones nuevos
han aparecido, qué efectos tienen sobre el holobionte y cémo afectan al resto del microbioma, ya que
si la influencia fuera negativa favoreceria la aparicién de patologias. Lo mismo ocurriria con la
alteracion de la estructura microbidtica, manifestada por cambios en la beta diversidad. Estos cambios
suponen desaparicidn de taxones cuyos nidos ecolégicos serian ocupados por otros de nueva aparicion
0 por la expansion de alguno de los ya existentes, generando cambios metabdlicos, inmunolégicos y
fisioldgicos que podrian propiciar la aparicion y progresion de ciertas enfermedades.

Los resultados de la comparacion de la abundancia relativa entre los articulos y patologias muestran
una gran disparidad, desde 2 articulos, Hegelmaier T et al/2020 y Ngo ST et al/2020, en los que no se
detecta ningun cambio, al de Engen PA et al/2017 que no tiene aumentado ningun taxon pero si
disminuidos o los de Hopfner F et al/2017 y Brenner D et al/2018 en los que ocurre al contrario, o la
existencia de 18 taxones que en la misma patologia hay articulos en los que informan de un
incremento o en otros de un decremento, mientras que Unicamente 18 taxones que aparecen en mas de
1 articulo como alterados presentan una alteracion homogénea, aumento o descenso, dentro de la
misma patologia. Esta disparidad, que dificulta obtener conclusiones sobre su influencia en las EPL en
conjunto o en las comparaciones entre patologias, podria deberse a la variabilidad natural de la
microbiota entres sujetos, a la heterogeneidad de los métodos de laboratorio y analisis empleados en
los articulos, de las diferencias de las muestras utilizadas y datos mencionados en ellos y de los
distintos factores de confusion ajustados, asi como al escaso nimero de articulos encontrados para la
revision sistematica.

Los taxones, aumentados y disminuidos en su abundancia, que aparecen en dos 0 mas articulos en el
conjunto de EPL (Tabla 5) no muestran diferencias estadisticamente significativas respecto al nimero
de articulos en los que no aparecen alterados. Lo mismo sucede para las patologias DA, ELA, EH y
AMS. Solo en EP algunos taxones alcanzan diferencias estadisticamente significativas, en
concreto g_Bifidobacterium, g_Lactobacillus, g_Akkermansia y f_Verrrucomicrobiaceae en los
taxones con abundancia relativa aumentada y g_Roseburia en los taxones disminuidos.

Para la hipdtesis de que la alteracion de la microbiota intestinal tiene relacion con el inicio y
progresion de las EPL, el aumento de la permeabilidad de la barrera intestinal, permitiria el paso de
metabolitos que por un lado inducirian en las células del SNE el plegamiento anormal de las proteinas
involucradas en esas enfermedades, que posteriormente, por sus propiedades pridnicas, ascenderian
via vagal al SNC, y por otro lado generaria el estado proinflamatorio en el sistema nervioso que se
observa en estas patologias, dando lugar ambos hechos a la neurodegeneracion. Las bacterias que
hemos detectado aumentadas o disminuidas de forma estadisticamente significativa participarian en
esta patogenia. La bacteria g_Akkermansia consume moco intestinal para la produccion de energia
debilitando asi la barrera intestinal y aumentando su permeabilidad a antigenos y metabolitos, que
favorecerian un estado inflamatorio intestinal y nervioso (54). El g_Lactobacillus degrada SCFA, cuyo
efecto antiinflamatorio sistémico, incluido el SNC, su proteccion de la barrera intestinal, regulacién de
la motilidad enteral y modulacién de los procesos inmunoldgicos son conocidos (28). Esta
degradacion de SCFA facilitaria la aparicion de inflamacion en intestino y en el sistema nervioso y
aumentaria también la permeabilidad enteral. A su vez, la disminucion de la abundancia de
g_Roseburia, productor de butirato (43), un SCFA, potenciaria los efectos negativos de la disminucién
de SCFA. Asi la hiperpermeablidad intestinal y la inflamacion se retroalimentarian entre si vy
afectarian a las neuronas enterales generando proteinas malplegadas. El g_Bifidobacterium participa
junto al g_Lactobacillus en la generacién de &cido gamma-aminobutirico (GABA), un neurotransmisor
inhibidor, que podria participar en la patogenia de estas enfermedades (57). El taxon
f_Verrucomicrobiaceae, al que pertenece g_Akkermansia, esta aumentado en estrefiimiento (30), uno
de los primeros sintomas que aparecen en estas EPL.

20



Alteraciones de la abundancia relativa de la microbiota y de la alfa y beta diversidad se observan
también en otras patologias como diabetes mellitus tipo Il, sindrome de intestino irritable (22),
osteomielitis, endotoxemia metabdlica (50), trastornos del espectro autista, obesidad, artritis
reumatoide (64), entre otras, por lo que estas alteraciones de la microbiota no servirian como
marcadores de las EPL ni para diferenciar entre ellas las patologias que forman este grupo.

Las limitaciones y posibles sesgos de este trabajo se han ido comentando a lo largo de su exposicion
pero a modo de resumen destacaremos las siguientes: Primero, la heterogeneidad entre los articulos
analizados tanto en las muestras como en criterios de inclusién y exclusion, factores de confusion
considerados, métodos de recogida de heces, métodos de extraccion del DNA y de secuenciacion,
plataformas empleadas para la secuenciacion, programas de procesamiento de secuencias y su
adjudicacién a taxones, indices de alfa diversidad y distancias de beta diversidad y métodos
estadisticos multivariables. Segundo, en lo referente a la muestra, las limitaciones son su pequefio
tamafio, el nulo o escaso numero de articulos estudiados de AD, ELA, EH, AMS y DFT, el mayor
peso en las comparaciones del conjunto de EPL producido por un mayor nimero de articulos de EP
que distorsiona el resultado, y el escaso nimero de datos de la mayoria de indices de alfa diversidad y
distancias de beta diversidad que s6lo ha permitido analizar los indices y distancias Chaol, Simpson,
Shannon, especies/OTUs observadas, UniFrac ponderado, UniFrac no ponderado y Bray-Curtis. Todas
estas limitaciones en la muestra de articulos han ocasionado una baja potencia en el analisis estadistico
y han impedido parte de las comparaciones que se querian realizar para responder a las preguntas
objetivo. Por altimo, otra limitacién encontrada ha sido que la bdsqueda, evaluacién, seleccion de
articulos, recogida de datos y aplicacion de la herramienta de valoracion de riesgo de sesgo NOS
modificada, por el carécter individual del trabajo, no se han llevado a cabo por dos investigadores
independientes en paralelo, como aconseja PRISMA 2020, por lo que no se ha podido minimizar el
sesgo de subjetividad que se puede generar en todos estos procesos.

7 CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

La revision sistemética de articulos de estudios caso-control sobre alteraciones de la microbiota
intestinal en enfermedades prion-like no ha podido confirmar que existan o no diferencias en la
microbiota intestinal entre el conjunto de estas patologias y los sujetos sanos. Tampoco se ha podido
demostrar que existan o no diferencias en la microbiota intestinal entre las patologias que forman este
grupo de enfermedades. Estas confirmaciones no han sido posibles debido al pequefio nimero de
articulos existentes, al escaso o nulo numero de articulos de algunas de las patologias de las
enfermedades prion-like, a la pequefia cantidad de datos que aportan la mayoria de articulos y al
superior peso de los articulos de la enfermedad de Parkinson sobre los articulos de las otras patologias
del grupo. Los analisis estadisticos apoyan que la microbiota intestinal esta alterada en la enfermedad
de Parkinson como demuestran su alfa diversidad final y su indice Chaol aumentados, su beta
diversidad final y su distancia UniFrac no ponderada alteradas, y la abundancia relativa aumentada de
g_Bifidobacterium, g_Lactobacillus, g_Akkermansia y f_Verrrucomicrobiaceae y disminuida de
g_Roseburia, respecto a los sujetos sanos. En el futuro, para obtener resultados concluyentes, serd
necesario realizar mas estudios sobre todas las patologias del grupo de enfermedades prion-like,
principalmente estudios de cohortes longitudinales prospectivos, y que los investigadores lleguen a
acuerdos para estandarizar estas investigaciones con el objetivo de minimizar los sesgos y limitaciones
encontrados, y posibilitar la comparacion de resultados entre articulos.

The systematic review of articles of case-control studies on alterations of the intestinal microbiota in
prion-like diseases has not been able to confirm whether or not there are differences in the intestinal
microbiota between the group of these pathologies and healthy subjects. Nor has it been able to
demonstrate whether or not there are differences in the intestinal microbiota between the pathologies
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that make up this group of diseases. These confirmations have not been possible due to the small
number of existing articles, the small or non-existent number of articles of some of the pathologies of
the prion-like diseases, the small amount of data provided by most articles and the high weight of the
articles of Parkinson's disease over the articles of the other pathologies of the group. Statistical
analyses support that the gut microbiota is altered in Parkinson's disease as demonstrated by its
increased final alpha diversity and Chaol index, altered final beta diversity and unweighted UniFrac
distance, and increased relative abundance of g_Bifidobacterium, g_Lactobacillus, g_Akkermansia
and f Verrrucomicrobiaceae and decreased g_Roseburia, with respect to healthy subjects. In the
future, to obtain conclusive results, it would be necessary to carry out more studies on all the
pathologies of the prion-like diseases group, mainly prospective longitudinal cohort studies, and for
researchers to reach agreements to standardize these investigations with the aim of minimizing the
biases and limitations encountered, and to make it possible to compare results between articles.
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