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RESUMEN

Ademds de los factores de riesgo tradicionales de enfermedad cardiovascular, ha
sido reconocida en los ultimos anos la influencia ejercida por el metabolismo de
los microbios intestinales en la patogenia de esta enfermedad. El metabolismo
bacteriano intestinal de la fosfatidilcolina, la principal fuente dietética de colina,
ha demostrado producir un metabolito proaterogénico, el N-éxido de trimetila-
mina (TMAQ), a través de la formacion inicial de trimetilamina (TMA). La dieta rica
en carne roja ha demostrado presentar alta concentracién de L-carnitina, una
fuente alternativa para la formacién de TMAO dependiente de la flora intestinal,
con el consecuente mayor desarrollo de aterosclerosis y sus consecuencias clini-
cas. Las observaciones recientes indican que el metabolismo intestinal puede re-
presentar un objetivo terapéutico prometedor con respecto a la gestion de las
enfermedades cardiovasculares.

Palabras clave: enfermedad cardiovascular; enfermedad de la arteria coronaria;
aterosclerosis; microbioma gastrointestinal; colina; nutricion.

ABSTRACT

In addition to the traditional risk factors of cardiovascular disease, the influence
exerted by the metabolism of intestinal microbes in the pathogenesis of this di-
sease has been recognized in recent years. The intestinal bacterial metabolism
of phosphatidylcholine, the main dietary source of choline, has been shown to
produce a proatherogenic metabolite, trimethylamine N-oxide (TMAO), through
the initial formation of trimethylamine (TMA). The diet rich in red meat has been
shown to have a high concentration of L-carnitine, an alternative source for the
formation of TMAO dependent on the intestinal flora, with the consequent grea-
ter development of atherosclerosis and its clinical consequences. Recent obser-
vations indicate that intestinal metabolism may represent a promising therapeu-
tic objective with respect to the management of cardiovascular diseases.

Keywords: cardiovascular disease; coronary artery disease; atherosclerosis; gas-
trointestinal microbiome; choline; nutrition.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afos las enfermedades cardiovasculares han sido uno
de los problemas sanitarios mas graves tanto en paises desarrollados
como en vias de desarrollo, causando muerte e invalidez con cifras de
alto impacto epidemiolégico.

A pesar de los avances en el tratamiento médico, las técnicas de re-
vascularizacion coronaria contemporaneas y la modificacién de los
factores de riesgo, la enfermedad coronaria sigue siendo la primera
causa de morbimortalidad en los paises desarrollados, proyectando-
se como primera causa de mortalidad para el afio 2030 (alrededor de
23,3 millones de personas por enfermedad cardiovascular) en los pai-
ses desarrollados y la tercera en los paises en vias de desarrollo'.

En la Republica Argentina, el 32% de muertes son por causa cardio-
vascular y se registra el 13% de afos de vida potencialmente perdi-
dos (AVPP), a lo que se debe sumar los afos vividos con discapacidad
y el alto impacto socioecondmico en el sistema de salud. Una estrate-
gia poblacional de promocién y prevencion primaria, actuando sobre
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los factores de riesgo, es considerada la estrategia mas costo-efectiva,
sostenible y financiable para afrontar esta verdadera epidemia’.

Hay una necesidad urgente de identificar factores de riesgo residual
para mejorar nuestra comprensién de los procesos que contribuyen
a la patogénesis de la enfermedad arterial coronaria (EAC) y la placa
vulnerable e identificar nuevas dianas terapéuticas. Por ello, el objeti-
vo de esta monografia es determinar si en los trabajos cientificos rea-
lizados hasta la actualidad se ha podido comprobar la existencia de la
relacion entre la produccion de N-6xido de trimetilamina (TMAO) de-
pendiente de la microbiota intestinal y el desarrollo de aterosclerosis
y enfermedad coronaria.

Los ultimos afios han sido testigos de un creciente conocimiento de
que la microbiota intestinal actla como participante activo en la ex-
presion de fenotipos metabdlicos complejos, tales como la resisten-
cia a la insulina y la obesidad. La investigacién en modelos anima-
les y estudios clinicos en humanos demostraron que el metabolismo
microbiano intestinal de ciertos nutrientes de la dieta también pue-
de influir en el desarrollo de la aterosclerosis. Especificamente, el me-
tabolismo bacteriano intestinal de la fosfatidilcolina, la principal fuen-
te dietética de colina, ha demostrado producir un metabolito proa-
terogénico, el TMAO, a través de la formacién inicial de trimetilamina
(TMA) en primer lugar, y posteriormente la conversién a TMAO me-
diada por la enzima hepética flavina monooxigenasa®>.

Estudios posteriores identificaron un nutriente alternativo que contie-
ne TMA predominantemente en carne roja, la [-carnitina, como otra
fuente dietética para formacion de TMAO dependiente de la flora in-
testinal y la mayor produccion de aterosclerosis®.



N-6xido de trimetilamina y su relacion con la enfermedad coronaria | Maciezrynski LE | 29

IAM
ACV
Muerte

Aterosclerosis

iy Bl

Acido graso
Acido graso q
3 o i [ § ] ereien oy
O=F=0 Conna—»uo—cu_.-mz—tcm —>| H=KECHy |——> no—rla*—cm
& ) . SHy
Trimetilamina N-oxido Trimetilamina
(TMA) (TMAO)

Fosfatidilcolina
(dieta)

Colina

Figura 1. Metabolismo de la fosfatidilcolina dependiente de la flora intestinal y la ateros-
clerosis. Resumen esquemdtico que ilustra la via de generacion del metabolito proateroscle-
rético dependiente de la flora intestinal a partir de la fosfatidilcolina de la dieta. Modifica-
do de: Wang Z, Klipfell £, Bennett BJ, Koeth R, Levison BS, DuGar B, et al. Gut flora metabo-
lism of phosphatidylcholine promotes cardiovascular disease. Nature.2011,472(7341):57-63.
FMOs: enzimas flavina monooxigenasas. IAM: infarto agudo de miocardio. ACV: accidente ce-
rebrovascular

En los ultimos estudios clinicos en humanos, los niveles plasmaticos de
L- camitina en mds de 2500 sujetos se asociaron de forma independien-
te con un futuro mayor riesgo de infarto agudo de miocardio (IAM), acci-
dente cerebrovascular (ACV) o muerte, pero solo entre los sujetos con ni-
veles concomitantemente elevados de TMAQ. Por lo que dicho metabo-
lito dependiente de la microbiota intestinal ha demostrado ser culpable
de promover el fenotipo proaterosclerético’.

Se ha observado que los niveles de TMAQ en sangre son mucho meno-
res en los vegetarianos que en aquellos con dietas omnivoras. Al pare-
cer, la microbiota capaz de metabolizar la carnitina y la colina aumenta
cuando la dieta es rica en estos compuestos, de tal forma que un vega-
no o vegetariano cuya flora no contiene este perfil, no es capaz de pro-
ducir la misma cantidad de TMAQ que una persona omnivora; ello su-
giere que el metabolismo microbiano intestinal de L-carnitina en TMAO
puede en parte ayudar a explicar la asociacién observada cominmente
entre el consumo de carne roja y el riesgo cardiovascular®s.

Mdltiples mecanismos han contribuido a incrementar la aterosclero-
sis dependiente de TMAOQ, incluyendo la inhibicion de la via de trans-
porte inverso del colesterol, alteraciones en el colesterol hepatico e
intestinal y el metabolismo de los dcidos biliares, y cambios en el fe-
notipo de los macréfagos en la pared arterial*>.

Es importante destacar que, ademas de la relacién anteriormente
mencionada entre los niveles de carnitina y los riesgos cardiacos, los
estudios clinicos en humanos también demuestran que tanto el nivel
plasmatico de colina como también el de TMAQ actlan como pre-
dictores independientes de riesgo de enfermedades cardiovasculares
(ECV) y desarrollo prospectivo de eventos cardiovasculares mayores,
incluyendo IAM, ACV'y muerte®”’.

Por lo tanto, un creciente conjunto de evidencia sugiere una relacién
mecénica entre la TMA proveniente de la dieta, tales como colina, fos-
fatidilcolina o L-carnitina, y el desarrollo de la aterosclerosis a través
de la produccion de TMAO dependiente de la microbiota intestinal.

METODOLOGIA

La realizacion de la presente monografia fue precedida por una extensa
busqueda de material informativo a través de las bases PubMed y Medline.
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Figura 2. Kaplan-Meier. Las estimaciones de eventos cardiovasculares adversos, conforme los
cuartilos seguin los niveles de TMAO. Se muestran los datos de 4007 participantes segun los re-
sultados clinicos del estudio. El valor P es para todas las comparaciones. Modificado de: Wi-
Ison Tang WH, Wang Z, Levison BS, Koeth RS, Britt EB, Fu X, et al. Intestinal microbial meta-
bolism of phosphatidylcholine and cardiovascular risk. N Engl J Med. 2013,368(17):1575-84.
ACV: accidente cerebrovascular. TMAO: N-6xido de trimetilamina.

Los trabajos cientificos analizados fueron de acceso gratuito y los que
requirieron desembolso monetario para su adquisicion se solicitaron
por via e-mail a la biblioteca de la Sociedad Argentina de Cardiologia.
La busqueda se completd con material de autores nacionales por
medio de la revisién de publicaciones en medios oficiales.

El andlisis inicial de la literatura encontrada y de las citas bibliograficas
referidas en dichos trabajos dio lugar a que surgieran nuevas busque-
das relacionadas con los diferentes capitulos de la monograffa.

DESARROLLO
LA MICROBIOTA INTESTINAL. GENERALIDADES

Nuestra mayor exposicion ambiental es lo que comemos. Técnicamente
hablando, la comida es un objeto extrario que tenemos en nuestros cuer-
pos en cantidades de aproximadamente un kilogramo cada dfa. Sin em-
bargo, la composicién de la dieta es a menudo dificil de evaluar e
incluso la cuantificacién precisa de la ingesta dietética podria no
necesariamente revelar varios factores conocidos y desconocidos
que pueden influir en los aportes especificos de nutrientes de la
dieta con susceptibilidad a enfermedades. También ha habido una
abrumadora falta de apreciacién respecto a los complejos y com-
plicados procesos que transforman los alimentos ingeridos en in-
numerables metabolitos que entran en la circulacién y cumplen o
afectan negativamente varias funciones y procesos metabdlicos en
el organismo®.

Durante la Ultima década hemos comenzado a apreciar cada vez mas
la diversidad ecolégica de los microbios que viven simbidticamente
dentro de nosotros, representando una gran proporcion aquellos que
residen dentro de nuestros intestinos. Ahora sabemos que el intesti-
no humano alberga mas de 100 billones de células microbianas, su-
perando lejos en nimero a las células huésped humanas del cuerpo®.
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Figura 3. Relacion entre TMAO y medidas de puntuacidn de enfermedad coronaria y mionecrosis subclinica. Modificado de Senthong V, Li XS, Hudec T, Coughlin J, Wu Y, Levison B, et al. Plasma
trimethylamine N-oxide, a gut microbe—generated phosphatidylcholine metabolite, is associated with atherosclerotic burden. J Am Coll Cardiol. 2016,67(22):2620-8. TnTc US: troponina T car-

diaca ultrasensible. |CP: intervencién coronaria percutdnea. TMAO: N-6xido de trimetilamina.

Nuestros huéspedes simbiontes microbianos han coevolucionado
con nosotros y afectan a una amplia gama de procesos fisiolégicos
y metabolicos del cuerpo. Los principales taxones presentes en la
microbiota intestinal consisten principalmente en dos importantes
filos de bacterias, Firmicutes y Bacteroides, cuyas proporciones pa-
recen seguir siendo muy estable en el tiempo'®'". Sin embargo, la
composicion de la microbiota intestinal restante es extraordinaria-
mente diversa y dindmica, con exposiciones alimentarias tanto agu-
da como crénica que afectan significativamente la comunidad mi-
crobiana total®'. Por lo tanto, el metabolismo y la absorcion de ali-
mentos tienen lugar a través del filtro estable y dindmico de mi-
les de millones de bacterias que pueblan nuestro sistema digestivo,
por lo que la microbiota intestinal es el filtro de nuestra mayor ex-
posicién ambiental.

La composicion de nuestra comunidad microbiana intestinal se ve
afectada no solo por las exposiciones alimentarias, sino también por
las variantes genéticas dentro del huésped. Por lo tanto, existe una
interaccion compleja y un tanto dindmica entre las exposiciones ali-
mentarias agudas y crénicas, una fluida comunidad microbiana intes-
tinal, el genotipo del huésped y otras exposiciones ambientales ex-
ternas que influyen colectivamente en el metabolismo, fisiologfa glo-
bal y susceptibilidad a enfermedades®.

Existe una gran contribucién de la disbiosis (cambios anormales en la
composicion de la microbiota intestinal) a la patogénesis de algunas
enfermedades que alteran la salud intestinal. Especificamente, deriva-
dos intestinales de endotoxinas tales como lipopolisacaridos™, sulfa-
to de indoxilo™ y sulfato de p-cresilo’ se han implicado en desempe-
Aar importantes funciones metabdlicas en condiciones que van des-
de la aterosclerosis a la disfuncion cardiorrenal 8,

Sin embargo, recientes avances también han revelado de manera
mas sutil que diferencias en la composicion de la microbiota intesti-
nal se asocian con el desarrollo de trastornos metabdlicos complejos,
tales como la obesidad y la resistencia a la insulina'.

El ecosistema microbiano intestinal es posiblemente el mayor érgano en-
docrino en el cuerpo, capaz de producir una amplia gama de compues-
tos bioldgicamente activos que, como las hormonas, pueden ser trans-

portadas en la circulacion y distribuidos a sitios distantes dentro del hués-
ped, lo que influye en diferentes procesos bioldgicos esenciales.

NUTRIENTES DE LA DIETAY LA PRODUCCION
DE TRIMETILAMINA (TMA)

Las diferentes fuentes exdgenas que pueden resultar en la produccién de
TMAQO a través de la microbiota intestinal, y los medios de la dieta por la
que pueden ser consumidos por los seres humanos son los siguientes:

LA FOSFATIDILCOLINA / COLINA

La fosfatidilcolina (FC), también comuinmente referida por su deno-
minacion genérica, lecitina, representa una clase de fosfolipidos que
contienen colina como principal componente. Es una sustancia na-
tural que se encuentra en muchos alimentos, algunos de los cuales
son las carnes rojas (especialmente higado), huevos, soja, cacahue-
tes. Es un componente esencial para la estabilidad de las membra-
nas bioldgicas y es el principal componente fosfolipidico de las lipo-
proteinas de muy baja densidad y de baja densidad (VLDL / LDL) de
la circulacion?'.

Se puede oxidar a betaina. Tanto colina como betaina se han relaciona-
do con bajos niveles de homocisteina en plasma y la reduccién de la in-
flamacion?®?2, Como la dislipidemia, la inflamacion, la hiperhomocisteine-
mia y la agregacién plaquetaria se han relacionado con eventos cardio-
vasculares, se recomienda la suplementacion tanto con colina como con
lecitina para la proteccion cardiovascular??. De hecho, se ha demostrado
que laingesta dietética de colina y betaina hace menos susceptibles a los
individuos de desarrollar enfermedades cardiovasculares y por tanto pue-
de prevenirlas mediante la atenuacion de la inflamacion?022,

La FC es un significativo componente de la bilis y se ha demostrado
que constituye hasta el 40% del material orgdnico de esta’. En base
a esto, se podria anticipar que los niveles circulantes de TMAQ serian
consecuentemente elevados y aumentarfan el riesgo de padecer ate-
rosclerosis, lo que claramente no ocurre?”. Por lo tanto, es probable
que la mayorfa de la FC presente en la bilis se reabsorba en el ileo y
no alcance el colon para actuar como un precursor de TMAQ.
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Figura 4. Comparacion de los niveles de TMAO en ayunas entre los pacientes con insuficiencia cardiaca estable y controles aparentemente sanos. (Izquierda) La concentracion de N-6xido trimeti-
lamina fue mayor en los pacientes con insuficiencia cardiaca estable que los controles sanos (derecha) y mostraron baja supervivencia con niveles superiores independientemente de los niveles de
péptido natriurético tipo B. Las curvas de Kaplan-Meier muestran la mortalidad por todas las causas a los 5 afios con TMAO y con TMAO/péptido natriurético tipo B (PNB) estratificados en los nive-
les medios. Modificado de Wilson Tang WH, Wang Z, Fan Y, Levison B, Hazen JE, Donahue LM, et al. Prognostic value of elevated levels of intestinal microbe-generated metabolite trimethylamine-N
oxide in patients with heart failure: refining the gut hypothesis. ] Am Coll Cardiol. 2014; 64(18):1908-14. IC: insuficiencia cardiaca. TMAO: N-6xido de trimetilamina. BNP: péptido natriurético tipo B.

L-CARNITINA

La L-carnitina es una compuesto de amina cuaternaria biosintetizada a
partir de los aminodcidos esenciales metionina y lisina. Desempefia un
papel esencial en el metabolismo energético, en particular en el cata-
bolismo de 4cidos grasos, como acil CoA reductasa que debe ser este-
rificado en acilcarnitina con el fin de ser transportado en la mitocondria
para la posterior oxidacion de &cidos grasos y la produccién de ATP#,
Ademds juega un papel importante en el metabolismo energético,
como transporte de acetilcarnitina fuera de la matriz mitocondrial en el
citosol a través de la actividad enzimética de carnitina acetiltransferasa
promoviendo la oxidacién de la glucosa®?'.

Este compuesto se encuentra generalmente en las carnes rojas, pro-
ductos lacteos como la leche y el queso y otras fuentes como la mante-
quilla de mani'y espérragos.

Di Nicolantonio et al, en un metaandlisis que incluyd 13 ensayos controla-
dos (n=3629) para evaluar los efectos de la L-carnitina en comparacion con
el placebo o control sobre la morbilidad y la mortalidad en el contexto de
un infarto agudo de miocardio, demostraron que la L-camnitina reduce la in-
cidencia de la angina de pecho en un 40% y la mortalidad por cualquier
causa asociada con infarto agudo de miocardio (IAM) en un 27%%.

Singh et al,, en un ensayo aleatorizado, doble ciego, controlado con pla-
cebo, compararon los efectos de la administracion oral de L-carnitina (2
g/dia) durante 28 dfas en pacientes con sospecha de infarto agudo de
miocardio. Al final del periodo de tratamiento quedd demostrado que
la L-carnitina redujo el tamario del infarto, los niveles de enzimas car-
diacas, los sintomas de angina y la muerte cardiaca®.

En otro estudio realizado por Fukami et al, 31 pacientes que recibieron he-
modidlisis con deficiencia de camitina fueron tratados con L-carnitina oral
(900 mg/dia) durante 6 meses. Determinaron que aunque los suplementos
de camnitina por via oral aumentan laTMA y los niveles plasmaticos de TMAQ,
los marcadores de lesion vascular se redujeron después de 6 meses™,

INGESTA DE PESCADOS
El TMAO es un importante compuesto osmorregulador que se en-
cuentra en los pescados de agua dulce en una concentracion de 5-20

mg, mientras que en los de agua salada, el valor estd entre 1-100 mg
por cada gramo de musculo. Sin embargo, se ha sugerido que a pe-
sar de las cantidades significativas de TMAQ observados en peces de
agua salada, la mayoria de este TMAO puede derivarse de su suminis-
tro de alimentos naturales, ya que en la mayorfa de los peces se de-
tectd muy baja actividad de la enzima flavinmonooxigenasa (FMO)*.
De hecho, el zooplancton Calanus finmarchicus, que es una fuente
primaria de alimento para peces y ballenas en el Atlantico Norte, tie-
ne una actividad monooxigenasa soluble significativa con una eleva-
da especificidad por la TMA, y puede representar una fuente abun-
dante de TMAQ en la dieta®.

A pesar de la controversia en cuanto a si el TMAO es producido de for-
ma enddgena en los peces marinos u obtenida a través de medios die-
téticos, esto no cambia el hecho de que los peces marinos representan
una fuente importante de TMAO dietético para los seres humanos. En
un estudio con 44 hombres, los niveles urinarios de TMAQ se correlacio-
naron positivamente con la ingesta de pescado por semana®’.

TMAO COMO FACTOR DE RIESGO INDEPENDIENTE
PARA ENFERMEDAD CORONARIA

La TMA producida a través de la microbiota intestinal se oxida con
perdxido de hidrégeno a través de la actividad enzimética de la fla-
vina monooxigenasa hepatica, lo que resulta en la produccién del
compuesto organico, TMAO (Figura 1). Como tal, el consumo de
compuestos que pueden producir TMA (lecitina, colina, betaina y
L-carnitina) tiene el potencial de dar lugar a niveles circulantes ele-
vados de TMAO?%,

L-carnitina también puede ser transformado en gamma-butirobe-
taina por las bacterias intestinales antes de ser convertido a TMA y
TMAQ?*. Varios estudios sugieren que es un compuesto proaterogé-
nico que se asocia positivamente con un mayor riesgo cardiovascular
en roedores y en los seres humanos?®,

La accién proaterogénica de TMAO fue observada por primera vez por
Wang et al., que demostraron que el consumo de una dieta suplemen-
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tada con 1% de colina durante 16 semanas aumentd la formacion de
células espumosas en los macréfagos y el drea de lesion aterosclerdti-
caen la raiz adrtica en ratones machos y hembras. Estos efectos depen-
dientes de la microbiota intestinal fueron eliminados cuando se agre-
garon antibidticos durante la dieta enriquecida en colina?.

Del mismo modo, Koeth et al. demostraron que el consumo de una
dieta enriquecida en L-carnitina durante 15 semanas exacerb el area
de lesion aterosclerdtica en ratones hembra. Una vez mas, se supri-
mieron estos efectos complementando con antibidticos el agua de
bebida durante la dieta enriquecida con L-carnitina®®.

Aludiendo a la relevancia clinica de estos hallazgos, se realizé en hu-
manos un test de sobrecarga de fosfatidilcolina en 40 voluntarios sa-
nos, que consistia en la ingesta de 2 huevos duros y de fosfatidilco-
lina marcada con deuterio, para cuantificar los niveles plasméticos y
urinarios de TMAO y plasmadticos de fosfatidilcolina mediante espec-
trometrfa de masas y cromatograffa liquida. En 6 de estos voluntarios,
se administré un ciclo de 1 semana de antibioterapia con metronida-
zoly ciprofloxacino, para repetir el test posteriormente. En este test, se
obtuvieron aumentos tiempo-dependientes de las concentraciones
de TMAO y su andlogo marcado por deuterio. Los niveles de TMAO
se vieron marcadamente suprimidos tras el tratamiento antibiético.
En la segunda parte del estudio, se realizaron determinaciones de la
concentracién plasmética de TMAO en 4007 pacientes sometidos a
cateterismo electivo. Estos pacientes fueron seguidos de forma clini-
ca durante 3 afios para determinar la incidencia de eventos cardio-
vasculares mayores (Figura 2)”'.

En dichos estudios retrospectivos y prospectivos, los investigadores han
observado que los niveles plasmaticos de TMAO, colina, lecitina, be-
taina, y L-carnitina estan asociados con enfermedad coronaria, even-
tos cerebrovasculares y enfermedad arterial periférica’**. Los nive-
les plasmaticos elevados de TMAQ en ayunas se asociaron con mayores
eventos cardiovasculares adversos, una relacién que se mantuvo fuerte
incluso después de ajustar a los factores de riesgo tradicionales?.
Senthong et al. realizaron un estudio de cohorte prospectivo, entre
los afos 2012y 2014, en la Cleveland Clinic, donde estudiaron 353 pa-
cientes consecutivos con evidencia de enfermedad coronaria ate-
rosclerética estables, detectada por angiografia coronaria electiva.
Utilizaron la puntuacién SYNTAX para cuantificar la carga de ateros-
clerosis. Los niveles plasmaticos de TMAQO, medidos en ayunas por
espectrometria de masas, se correlacionaron directamente con la
puntuacion SYNTAX (Figura 3). Tras el andlisis de regresion ordinal
y ajustado por factores de riesgo tradicionales, los niveles elevados
de TMAO se mantuvieron asociados independientemente con ma-
yor puntuacién SYNTAX. Los investigadores demostraron que los ni-
veles plasmaticos de TMAQ en ayunas acttian como un predictor in-
dependiente de alta carga aterosclerética en pacientes con enferme-
dad coronaria®.

En otro estudio realizado por estos investigadores se demostrd el va-
lor pronéstico clinico de TMAO en pacientes con enfermedad corona-
ria estable que cumplieron con los criterios utilizados para una cohor-
te de pacientes similares a los del ensayo clinico COURAGE. Se exami-
naron la relacion entre niveles plasmaticos de TMAO en ayunas vy la
mortalidad por todas las causas durante los 5 afios de seguimiento
(n=2235) en pacientes que fueron sometidos a angiografia corona-

ria electiva. Los niveles plasmaticos mas altos de TMAQ se asociaron
con un aumento de 4 veces el riesgo de mortalidad, incluso después
de ajustar a los factores de riesgo tradicionales, proteinas C-reactiva
de alta sensibilidad y estimacién de la tasa de filtracién glomerular. En
este estudio, los niveles plasmaticos elevados de TMAO demostraron
un mayor riesgo de mortalidad a largo plazo en los pacientes con en-
fermedad coronaria estable en los que se administré tratamiento mé-
dico 6ptimo™.

Sin embargo, en otro estudio, realizado por Kaysen et al,, las concen-
traciones séricas de TMAQ fueron marcadamente elevadas y se corre-
lacionaron directamente con marcadores bioquimicos del estado nu-
tricional e inversamente con marcadores de inflamacién en pacientes
que recibieron hemodidlisis. No se encontré asociacion significativa
entre las concentraciones séricas de TMAQ y la mortalidad por todas
las causas, muerte cardiovascular u hospitalizaciones®.

MECANISMOS DE ACCION DE TMAO
EN LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

El principal fundamento patoldgico asociado con la aterosclero-
sis es la formacion de macréfagos ricos en lipidos, también cono-
cidos como “células espumosas’, dentro de la pared arterial. El ori-
gen de la aterosclerosis implica la captacién de lipoproteina de baja
densidad oxidada por los macréfagos en la pared arterial, un pro-
ceso mediado por macréfagos receptores scavenger. Las particulas
de lipoproteinas de alta densidad son capaces de transportar lipi-
dos fuera de la pared arterial, eliminando de este modo las placas
aterosclerdticas, un proceso denominado transporte reverso de co-
lesterol (TRC). Tedricamente, el TMAO puede causar acumulacion li-
pidica, facilitando la afluencia de lipidos, aumentando la sintesis in
situ'y suprimiendo su eliminacion.

El TMAO facilita la formacion de células espumosas. Cuando sumi-
nistraron colina, betaina o TMAQ a ratones ApoE—/—, los niveles de
dos receptores de macréfagos scavenger relacionados con la ateros-
clerosis, CD36 y SR-A1, se incrementaron. En consecuencia se for-
maron los macréfagos ricos en lipidos (células espumosas). Sin em-
bargo, los antibidticos orales inhibieron la formacién de células es-
pumosas dependiente de TMAO?.

EI TMAO también inhibe el eflujo de colesterol mediante la supresién
del TRC y mediante el bloqueo de la secrecién de acidos biliares. El
TRC fue suprimido en ratones que recibieron colina o suplementos
de carnitina. Sin embargo, después de la administracién de antibio-
ticos, la supresion del TRC revirtié. Los ratones que produjeron TMAO
también mostraron una disminucion del TRC. Por lo tanto, el TMAQO es
producido por los microbios intestinales e inhibe el TRC. Sin embar-
go, los niveles de colesterol transportados en los macréfagos no cam-
biaron significativamente los de TMAO después del tratamiento®. Por
otra parte, los niveles de enzimas sintetizadoras de acidos biliares y
los transportadores de 4cidos biliares en el higado se redujeron cuan-
do se proporciond TMAQ a los ratones®. Como la via del 4cido biliar
juega un importante papel en la eliminacion del colesterol, el blo-
queo de esta via puede haber acelerado la aterosclerosis.

Sin embargo, el TMAO no afecta a la sintesis de colesterol. Los investi-
gadores observaron que los macréfagos cargados de colesterol inde-
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pendientemente de si se aftadié TMAQ, no modificaron el ARN men-
sajero (ARNm), los niveles de receptores de lipoproteinas de baja den-
sidad, los genes de sintesis de colesterol ni los genes inflamatorios®.
En conjunto, estos hallazgos indican que TMAO acelera la ateroscle-
rosis facilitando la afluencia de colesterol e inhibiendo el eflujo. Sin
embargo, no altera la sintesis de colesterol.

FLAVINA MONOOXIGENASA 3
Y SU CORRELACION CON TMAO

La familia de flavina monooxigenasas (FMOs) se compone de cinco iso-
formas principales (FMO1-5) capaces de catalizar la oxigenacion de nu-
Merosos compuestos nitrogenados xenobidticos, incluyendo TMA y
sustratos enddgenos en el higado. FMO1 y FMO3 son las dos principa-
les isoformas hepaticas que catalizan de manera eficiente la formacién
de TMA derivado de microbios intestinales a TMAQ. Sin embargo, un
estudio reciente demuestra que, de las dos isoformas, FMO3 exhibe es-
pecificamente una actividad 10 veces superior hacia la TMA®,

La incapacidad para oxidar TMA a TMAO se presenta en seres humanos
como trimetilaminuria o“sindrome de olor a pescado’, una enfermedad
metabolica rara en la que la TMA se acumula en forma excesiva y se li-
bera en la orina, el sudor y la respiracién, produciendo un fuerte olor a
pescado en el cuerpo. Los primeros estudios demostraron que la trime-
tilaminuria primaria se produce por mutaciones en el gen que codifica
la FMO3 y se hereda siguiendo un patrén autosémico recesivo. El ana-
lisis genético de los pacientes con trimetilaminuria heredado demues-
tra que la falta de actividad enzimética FMO3 surge de mutaciones que
afectan a la union de necesarios cofactores FAD (flavin adenina dinu-
cleétido) o NADP (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato)*.

La expresion de genes FMO3 esta regulada por una compleja
red de factores genéticos y dietéticos. Los patrones de expresion
FMO3 hepéticas muestran fuerte dimorfismo sexual en ratones y
seres humanos, siendo la expresion FMO3 y los niveles circulantes
de TMAO significativamente mayor en las mujeres®. Ademas, un
estudio de 22 cepas de ratones susceptibles a la aterosclerosis de-
mostraron que los ratones hembra desarrollaron lesiones ateros-
cleréticas més grandes que sus homoélogos masculinos, propor-
cionando un enlace entre la expresién del gen FMO3 y la produc-
cién proaterogénica de TMAO®.

La comparacién de ratones macho con testiculos intactos con ratones
machos que han sido gonadectomizados demuestra que tanto la ex-
presion FMO3 hepética y la generacién de TMAO son suprimidos por
|a testosterona, mientras que los estudios paralelos en ratones hembra
demuestran una correlacién positiva entre el estrégeno y la expresion
de genes FMO3. Ademas, se ha identificado un receptor de estrégeno
a un sitio de union en la regién promotora de FMO3 tanto en ratones
y muestras humanas®. Es de destacar que la incidencia de trimetilami-
nuria reportados es mayor entre las mujeres, con pacientes que infor-
maron un empeoramiento de los sintomas durante la menstruacion®.
La expresion de genes FMO3 también se ha demostrado regulada
por el receptor de sefializacion farnesoid X (FRX). El tratamiento de
los ratones con un agonista FXR conduce a aumentos en la expre-
sién de genes FMO3 y elevaciones concomitantes de las concentra-
ciones plasmaticas de TMAQ. No obstante, la produccion de TMAO

por FMO3 también depende en gran medida de la produccién de
TMA por la microbiota intestinal, que a su vez esta influida tanto
por el consumo de nutrientes y la diversidad bacteriana intestinal®.

RELACION MICROBIOTA INTESTINAL
Y HABITOS DIETETICOS

Koeth et al. demostraron al inicio de su estudio que, en compara-
cién con los vegetarianos y veganos, los omnivoros exhibieron nive-
les TMAO mayores tanto en el plasma como en la orina. Incluso des-
pués de un desafio con L-carnitina, los veganos no mostraron eleva-
ciones significativas con respecto a los niveles de TMAO®, Las dife-
rencias observadas pueden atribuirse a taxones de la flora intestinal.
Mediante la secuenciacién bacteriana de ARNr 16S en muestras feca-
les, varios taxones bacterianos se han relacionado con los dos habi-
tos alimentarios (vegetarianos vs. omnivoros) y los niveles de TMAQ.
Entre ellos, Clostridiaceae y Peptostreptococcaceae son mas abun-
dantes en los omnivoros, mientras que Lachnospira y Sporobacter so
n menos abundantes. Ademds, los individuos con los dos enterotipos
mostraron una mayor concentracion de TMAQ. Se llegé a la conclu-
sién de que algunos componentes presentes en la carne modulados
por taxones de la flora intestinal pueden influir en la capacidad de los
microorganismos para generar TMAO?.

Con el fin de comprobar la hipdtesis de la probable produccién de
TMAO a partir de nutrientes que contienen TMA, los ratones fueron
alimentados con alta carga de L-carnitina y varios taxones bacteria-
nos, incluyendo Anaeroplasmay Porphyromonadaceae, comproban-
do de esta forma que los cambios en las concentraciones de TMAO
estaban vinculados con la ingesta de L-carnitina®. Sin embargo, otro
grupo observé que la colina no fue afectada por la cantidad de bac-
terias trasplantadas productoras de TMA en ratones libres de gérme-
nes, lo que pudo explicarse por el hecho de que el modelo trasplan-
tado era demasiado simple para simular la flora intestinal humana®.

ENZIMAS PRODUCTORAS DE TRIMETILAMINA

Se han identificado varias enzimas bacterianas responsables de la
produccién TMA. Una enzima formada por dos componentes, una
oxigenasa (CntA) y una reductasa (CntB), se asocia con la formacion
de TMA a partir de carnitina. Un puente de glutamato dentro de CntA
facilita la transferencia de electrones y es esencial para la generacion
de TMA. Otro grupo de enzimas especificas que producen TMA a par-
tir de colina, utilizando colina C (CutC) y colina D (CutD), también ha
sido identificado. Solo la coexpresion de CutC y CutD se asocia con la
producciéon de TMA, a diferencia de la expresion de cualquiera de las
enzima por si solas. Los genes que codifican estas enzimas pueden
ser transferidos a bacterias no productoras de TMA“,

ESTRATEGIAS DE INTERVENCION
EN LA PRODUCCION DETMAO

Sobre la base de la evidencia disponible, la supresiéon de la pro-
duccion de TMAO podria utilizarse como una manera de dismi-
nuir el riesgo de aterosclerosis. La produccién de TMAO puede ser
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alterada mediante el uso de probidticos, antibiéticos o median-
te el bloqueo a nivel metabdlico de la via patoldgica identifica-
da a nivel de la microbiota intestinal, entretanto la reducciéon de
la ingesta dietética de colina y fosfatidilcolina también puede ser
de gran valor???’. En general, la dieta es un factor muy importante
con gran impacto en la composicién bacteriana del intestino. Se
ha propuesto que una dieta saludable, en particular, la mediterra-
nea, en combinacién con la actividad fisica regular, es importan-
te a fin de mantener la homeostasis de la microbiota y promover
la salud cardiovascular®.

En 2013, Brugere et al. propusieron que los arqueobidticos, es decir,
la aplicacién intestinal de cepas especificas de Arqueas, podrian ser
utilizados para tratar la enfermedad cardiovascular mediante la in-
tervencién en el proceso de produccién de TMAO. Estas cepas bac-
terianas son capaces de convertir TMA en metano en el interior del
intestino, reduciendo asf la produccién de TMAQ a partir de TMA en
el higado. La administracion terapéutica de las enzimas producidas
por estas cepas de Arqueas también podria ser una opcion®.

Otra manera potencial de bloquear o reducir la produccién de
TMAO en el higado serfa alterar de algiin modo la funcién de
FMO3, la enzima que cataliza la conversion de TMA en TMAO.
Indoles dietéticos, que estan contenidos en repollos de Bruselas,
se han propuesto como posibles inhibidores de FMO3. Ademas,
fosfonatos de nucledsidos aciclicos (por ejemplo, adefovir y te-
nofovir), una categoria de agentes antivirales, también han de-
mostrado inhibir la actividad de FMO3. La FMO3 ha reportado va-
rios polimorfismos genéticos que conducen a diferentes niveles
de funcionalidad. Los estudios sobre trimetilaminuria, un desor-
den genético de insuficiencia de FMO3, han sido la fuerza impul-
sora para el descubrimiento de muchos de estos polimorfismos.
Los niveles de expresion de FMO3 en los seres humanos se aso-
cian con niveles plasmaticos de TMAQO, mientras que en los rato-
nes los niveles de expresion de genes de la familia FMO se corre-
laciona con la extension de la aterosclerosis adrtica?2. Sin embar-
go, en un estudio reciente realizado por Hartiala et al,, los factores
genéticos resultaron ser relativamente insignificante en la deter-
minacion de los niveles plasméticos de TMAO en los seres huma-
nos. Los autores concluyeron que los factores dietéticos o la com-
posicion de la microbiota intestinal pueden desempefar un papel
mds importante que los factores genéticos en la medicion de los
niveles de TMAO en el plasma®'.

Por ultimo, en un estudio reciente realizado por Kuka et al. se exa-
minaron los efectos del meldonium, un anédlogo bioprecursor de
carnitina, que se considera que tiene efecto antiaterosclerético en
la produccion de TMAO dependiente de la microflora intestinal. El
estudio mostré una reduccién significativa de la produccion de
TMA y TMAQ a partir de L-carnitina, pero no a partir de colina®

INSUFICIENCIA CARDIACA, INSUFICIENCIA
RENAL E INTOLERANCIA A LA GLUCOSA

Estudios recientes revelan que la potencial contribucién patogéni-
ca de la generacion de TMAO dependiente de la microbiota intesti-
nal puede extenderse més alld del desarrollo y progresion de la ate-

rosclerosis y sus complicaciones adversas (IAM, ACY o muerte). Por
ejemplo, se ha observado recientemente que los niveles circulan-
tes de TMAQ son mas altos en los pacientes con insuficiencia cardia-
ca en comparacién con los sujetos ajustados por edad y sexo sin in-
suficiencia cardiaca. Por otra parte, se observé un extraordinario va-
lor pronéstico adverso asociado a niveles plasméaticos elevados de
TMAO entre una cohorte de pacientes con insuficiencia cardiaca esta-
ble (n=720) que fueron ajustados a los factores de riesgo tradiciona-
les, indices cardiorrenales (péptido natriurético tipo By tasa de filtra-
cién glomerular) y marcadores de inflamacién sistémicos (protefna C
reactiva)* (Figura 4).

Por otra parte, se ha demostrado que TMAO puede acumularse en el
plasma de pacientes con insuficiencia renal, tanto en la enfermedad
renal crénica (ERC) como en la enfermedad renal en etapa terminal.
Nuevos datos metabdlicos aportados por el framingham Heart Study
indicaron que TMAO fue uno de los pocos metabolitos en el plasma
de sujetos sanos cuyos niveles incidentes predicen el desarrollo de la
enfermedad renal crénica. Ademas, los resultados de estudios recien-
tes en ratones alimentados con una dieta alta en grasas también su-
gieren que la dieta TMAO puede exacerbar la intolerancia a la gluco-
sa, obstruir sefializacion de la insulina hepatica y promover la inflama-
cién del tejido adiposo®™.

El émbito de aplicacion de los procesos bioldgicos afectados tanto
por TMAQ como el proceso de produccién de TMAO esta comenzan-
do a ser cada vez mas apreciado, con multiples enlaces recientemen-
te reconocidos a trastornos cardiovasculares y metabdlicos cronicos.

DISCUSION

La relacién que se establece entre los niveles de TMAO y aterosclerosis
condujo a proponer un enlace entre los niveles de TMAQ y el riesgo de
ECV. Varios estudios han sugerido una posible relacién entre los nive-
les plasmaticos de colina y las enfermedades cardiovasculares, mientras
que otros estudios no han encontrado evidencia para considerarlo un
factor prondstico para ECV. Teniendo en cuenta los estudios contradic-
torios, ha sido de gran interés investigar el papel de los precursores de
TMA frente a TMAO como predictor de riesgo para ECV.

Koeth et al. investigaron la relacion entre los niveles plasmaticos de
L-carnitina en ayunas con ECV y encontraron que la relacién solo exis-
tfa en los individuos con niveles plasmaticos de TMAQ simultdneamen-
te elevados. Del mismo modo, se ha encontrado que el aumento de los
niveles de colina en plasma se asocié con un mayor riesgo a desarrollar
un evento coronario adverso. Sin embargo, esta correlacion existia solo
ante la presencia de niveles elevados de TMAO. Estos resultados confir-
man el papel esencial de TMAQO en la prediccién de riesgo de ECV.

Los resultados de los estudios también refuerzan la conversion de
aminas cuaternarias TMA-TMAO como un paso critico en la patogé-
nesis de esta enfermedad. Las aminas cuaternarias relevantes para
esta via dependiente de la microbiota intestinal incluyen colina, fos-
fatidilcolina y carnitina. Los alimentos tales como huevos, leche, higa-
do, carnes rojas, aves, mariscos y pescado son fuentes importantes de
colina en la dieta, mientras que L-carnitina es abundante en las car-
nes rojas. Las dietas ricas en carnes rojas se han relacionado con en-
fermedades cardiovasculares debido a sus altas cantidades de coles-
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terol y grasas saturadas. Sin embargo, la investigacion ha explorado el
vinculo entre la produccién de TMAQ y la ECV poniendo en gran rele-
vancia el papel de la microbiota intestinal en la patogénesis. Siendo
TMAOQ el principal metabolito responsable de la patogénesis de las
ECV; por lo que no se espera que la simple eliminacién de la colina 'y
la L-carnitina de la dieta pueda reducir los riesgos. La colina y la carni-
tina son nutrientes esenciales, necesarios para muchos procesos fisio-
l6gicos, y por lo tanto, evitar tales precursores de la dieta no ha sido
recomendado. Para mensurar su nivel de incidencia como riesgo car-
diovascular se apunté a determinar si la administracion de suplemen-
tos de compuestos que contengan TMA se comportaban como car-
dioprotectores o proaterogénicos. Sin embargo, es muy conocido el
efecto protector de la dieta mediterrdnea sobre el riesgo de trastor-
nos cardiovasculares por lo que en diciembre de 2013, la UNESCO re-
conocio, durante su reunién en Baku este patron de dieta como un
patrimonio cultural intangible de Italia, Portugal, Espafia, Marruecos,
Grecia, Chipre y Croacia. Esto apoyarfa la importancia de una dieta de
este estilo incluyendo legumbres, frutas, verduras y protefnas simples
(pescado, carne blanca) para conservar la salud cardiovascular, redu-
ciendo ademas las fuentes directas e indirectas de TMAQ.

Ademas de la ingesta, los niveles de TMAO se pueden modular me-
diante la manipulacién de la microbidtica intestinal. Para ello es ne-
cesario determinar qué tipos de bacterias estdn asociadas con la ele-
vacion de los niveles de TMAO y qué tipos especificos de bacterias se
considerarfan aterogénicas. La administracién de medicamentos que
disminuyen los niveles de TMAO es prometedora. Una vez determi-
nada, podemos utilizar antibiéticos de espectro estrecho como pre-
vencion de las enfermedades cardiovasculares. Podrfamos concluir
en consecuencia que tendriamos antibidticos con potencial antiate-
rosclerético, ya que reducirfan los niveles de TMAO y en consecuen-
cia el tamario de placa. Sin embargo, muchos ensayos clinicos con
antibidticos para la prevencion secundaria de las enfermedades car-
diovasculares terminaron en fracasos, por el hecho de que el uso de
antibiéticos a largo plazo si bien disminuyen eficazmente los nive-
les de TMAO, la administracién prolongada genera otros problemas,
como la tolerancia a las drogas y dafio de distintos érganos. Ademas
del tratamiento con antibiéticos, varios otros métodos prometedores
han sido disefiados. Més recientemente, una cepa de Archaea cono-
cida como Methanomassiliicoccus luminyensis se encontré quepodria
ser capaz de catabolizar TMA. En otro sentido los prebidticos, que son
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