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RESUMEN

Psacalium decompositum es un arbusto que crece en el norte de México y en el
suroeste de Estados Unidos. Una decoccidn con agua de la raiz de esta especie es
utilizada por curanderos Tarahumaras, Yaquis y Pimas como remedio tradicional
para aliviar dolores y como tratamiento alternativo de enfermedades. Una fraccion
de fructooligosacéaridos (FOS) obtenida de esta especie mostré efectos
hipoglucémico y antiinflamatorio a nivel experimental. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de esta fraccion sobre la microbiota bacteriana intestinal
en ratas sanas. Se formaron tres grupos experimentales: 1) grupo control, 2) grupo
control prebidtico y 3) grupo experimental FOS. Los tratamientos fueron
administrados diariamente, por via intragastrica, durante 15 dias. Se colectaron las
heces al inicio y término del estudio, para realizar un andlisis microbiolégico (en
medios selectivos y diferenciales y no selectivos) y metagenomico (region V3-V4
del gen ARNr 16S). El procesamiento y analisis de secuencias se realizé con el

software Geneious V11 y con scripts en ambiente QIIME.

De acuerdo con el analisis microbiolégico, no se encontrd efecto estadisticamente
significativo en la composicién de microorganismos patdgenos tras la administracion
de la fraccion de FOS. La asignacion taxonOmica mostrO que los phyla
predominantes en la microbiota intestinal son Firmicutes, Bacteroidetes vy
Proteobacteria. Ademas, en el grupo tratado con FOS la abundancia encontrada de
géneros benéficos como Bifidobacterium, Lactobacillus y microbiota productora de
butirato fue mayor con respecto a los grupos control. Los resultados sugieren que
la fraccidn tiene un efecto parecido al reportado para la inulina de achicoria, la cual
presenta efecto prebiodtico. Este estudio demuestra que la fraccion de FOS de P.
decompositum mejora la abundancia de géneros microbianos considerados como
benéficos en la microbiota intestinal de ratas sanas. El efecto puede estar mediado
por la produccion de &cidos grasos de cadena corta, principalmente butirato, y
también por el crecimiento de microorganismos que ayudan a mantener la

homeostasis intestinal.

Palabras clave. Psacalium decompositum, fructooligosacaridos, butirato, efecto prebidtico.




ABSTRACT

Psacalium decompositum is a shrub that grows in northern Mexico and the
southwestern of United States. A decoction with water of the root of this species is
used by healers Tarahumaras, Yaquis and Pimas as a traditional remedy to relieve
pain and as an alternative treatment for diseases. Experimentally, a fraction of
fructooligosaccharides (FOS) obtained from this species has been shown to have
hypoglycemic and anti-inflammatory effects. Therefore, the objective of this study
was to evaluate the effect of FOS on the gut microbiota in a model with healthy rats,
arranged in 1) a control group, 2) a prebiotic control group and 3) an experimental
group FOS. The treatments were administered daily intragastric route for 15 days.
The feces were collected at the beginning and end of the study for a microbiological
(in selective and differential and non-selective culture media) and metagenomic
analysis (region V3-V4 of the 16S rRNA gene). Sequence processing and analysis
was performed with the Geneious V11 software and with scripts in QIIME

environment.

In the microbiological analysis, no statistically significant effect was found after
administration of the FOS fraction on pathogenic microorganisms. The taxonomic
assignment shows that the predominant phyla in the intestinal microbiota
corresponds to Firmicutes, Bacteroidetes and Proteobacteria. In addition, in the FOS
group treatment the abundance found of beneficial genera such as Bifidobacterium,
Lactobacillus and butyrate-producing microbial genera, is greater with respect to the
control groups. The results suggest that the fraction has an effect like as to reported
for chicory inulin, that has a prebiotic effect. This study shown that the FOS fraction
of P. decompositum improves the abundance of microbial genera considered
beneficial in the gut microbiota of healthy rats. The effect may be mediated by short-
chain fatty acids production, mainly butyrate, and also with the growth of

microorganisms that help maintain gut homeostasis.

Keywords. Psacalium decompositum, fructooligosaccharides, butyrate, prebiotic effect.




1. Introduccioén

1.1. Microbiota humana

El cuerpo humano esta colonizado por una amplia gama de microorganismos:
bacterias, virus y eucariotas que forman comunidades especificas de cada entorno
anatémico (Weinstock, 2012). Estas comunidades representan mas de 104 células
microbianas/humano, que viven pacificamente en nuestro cuerpo, encontrandose
en la piel, el tracto genitourinario, respiratorio y gastrointestinal (Gl) (Cavalcante y
col., 2015). En conjunto, se conocen colectivamente como la microbiota humana y
cada comunidad tiene, dependiendo del entorno corporal en el que se encuentre,
Su propia estructura y composicion. El término “microbiota” se refiere el nimero total
de organismos existentes en un determinado entorno y es un término mas correcto
gue el antiguamente utilizado "flora” o “microflora”, algo caracteristico de las plantas
(Fraher y col., 2012). De este término deriva “microbioma”, definido como la
capacidad total del genoma de una comunidad colectiva de bacterias en un entorno
particular. El objetivo fundamental de la investigacion de un microbioma es medir la
estructura y la dinamica de las comunidades microbianas, las relaciones entre sus
miembros, asi como las sustancias que son producidas y consumidas, la interaccion
con el hospedero y las diferencias entre hospederos sanos y con alguna
enfermedad (Weinstock, 2012).

El microbioma humano es un tema bastante investigado, por lo que los resultados
obtenidos hasta la fecha sugieren gue incluso sea denominado como otro érgano
del cuerpo humano, debido a sus productos, a su capacidad de respuesta al
ambiente y a su integracion con otros sistemas. Ha sido también denominado como
nuestro “segundo genoma”, pues la suma de los genes de los microorganismos que
conforman el microbioma es mas de 100 veces superior al nimero de los genes
humanos (Weinstock, 2012). A pesar de todas estas investigaciones, que
comenzaron con el cultivo bacteriano hasta llegar a la secuenciacién metagendémica

del gen ARNr 16S, nuestro conocimiento sobre la microbiota humana es aun




incompleto. Un ejemplo de esto es el sistema Gl, solo en la boca se han encontrado
aproximadamente 700 especies de microorganismos (de nueve phyla), una riqueza
taxondmica parecida a la del colon, aunque con menor abundancia. En la mucosa
esofagica se han detectado 95 especies de seis phyla; la mayoria son similares o
idénticas a las especies que se encuentran en la cavidad oral. En el estbmago se
han encontrado secuencias de 128 especies bacterianas (de unos ocho phyla), que
pueden corresponder tanto a microorganismos provenientes de los alimentos
ingeridos y que sobreviven a la acidez géstrica, como a microorganismos residentes
(principalmente Helicobacter pylori, el cual esta asociado a la mucosa gastrica en
algunos individuos y es el inico microrganismo capaz de sobrevivir en el estbmago).
En el intestino delgado las poblaciones bacterianas aumentan en la proximidad al
colon. Debido al transito lento de los restos de alimentos, la composicion de la
microbiota en ese punto va a ser cambiante, con una proporcion creciente de
especies anaerobicas. En el colon se estima que hay aproximadamente 800
especies presentes, que representan nueve phyla bacterianos, siendo los
anaerobios obligados de los phyla Bacteroidetes y Firmicutes los mas abundantes.
El rdpido crecimiento microbiano en el ciego y el colon ascendente se debe
principalmente a la hidrdlisis de polisacaridos y la fermentacion de carbohidratos,
mientras que en el colon transverso y descendente el crecimiento se ralentiza y la
fermentacion de aminoacidos se vuelve mas importante. De hecho, la poblacién
microbiana es menor en el ciego y mayor en las heces, cambiando la composicion
de las especies a medida que los anaerobios facultativos disminuyen del 25% al 1%
0 menos de la comunidad (Pei y col., 2004; Aas y col., 2005; Bik y col., 2006;
Dethlefsen y col., 2006).

El sistema Gl humano es un sistema complejo, que comienza desde la cavidad oral
y continua a través del estbmago e intestinos y termina en el ano, como se muestra
en la Figura 1. La densidad y composicion del microbioma cambia a lo largo del
sistema, las bacterias tienen diversas funciones, muchas de las cuales son
beneficiosas para la salud, incluyendo la produccién de vitaminas, la absorcién de
iones (Ca, Mg y Fe), proteccién contra patégenos, desarrollo histol6gico, mejora del

sistema inmune y fermentacion de alimentos “no digeribles” a acidos grasos de




cadena corta (AGCC) y otros metabolitos. Los papeles de los hongos y virus adn no
han sido examinados con gran detalle, sin embargo, se sabe que tienen una funcion
importante en la dinAmica de la microbiota y en la fisiologia e inmunidad del

hospedero relacionadas con la enfermedad y la salud (Hillman y col., 2017).
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Figura 1. Distribucion y diversidad de la microbiota a lo largo del tracto Gl.
La composicion del microbioma de bacterias, eucarias y virus entre los nichos fisioldgicos del sistema
Gl humano. Los colores de las graficas de anillo corresponden a las leyendas en la esquina inferior
izquierda y a la escala de pH. *Malassezia fue muy abundante en un estudio, pero no se ha detectado
en algun otro. **La abundancia de Helicobacter puede ser muy variable entre individuos. ***La
proporcién de estos y otros géneros del colon varian con la edad, dieta y localizacion geografica
(Hillmany col., 2017).

La microbiota fecal es un ecosistema bacteriano altamente complejo y diverso, en
donde existe una jerarquia de bacterias anaerobias dominantes (>10° unidades
formadoras de colonias, o UFC, por gramo), representadas por los géneros
Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Ruminococcus,
Clostridium y Propionibacterium, y subdominios (<10° UFC/g) de bacterias de la
familia Enterobacteriaceae, especialmente E. coli, y los géneros Streptococcus,

Enterococcus, Lactobacillus, Fusobacterium, Desulfovibrio y Methanobrevibacter
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(Mariat y col., 2009). Es una microbiota grande y diversa que ha sido reconocida
durante mucho tiempo como contribuyente a la maduracion intestinal, a la nutricion
del hospedero y a la resistencia a los patégenos, procesos mediados a travées de la
regulacién en la proliferacién epitelial intestinal, el metabolismo energético y la

respuesta inmune asociada a procesos inflamatorios (Dethlefsen y col., 2006).

Factores como la alimentacion, la actividad fisica, el estrés y los medicamentos,
pueden afectar la dinamica de la microbiota intestinal, pero la alimentacion tiene
mayor impacto: por ejemplo, una dieta alta en contenido de grasa y proteina animal
y baja en carbohidratos (parecida a la llamada dieta occidental) ha sido asociada
con un alto nivel de Bacteroides y bajo nivel de Prevotella. Por el contrario, una dieta
con alto contenido de carbohidratos, pero bajo contenido de grasa y proteina animal
esta asociada con el patron inverso. En cuanto a las dietas ricas en proteinas, estas
pueden incrementar la actividad de enzimas bacterianas tales como -
glucuronidasa, nitrorreductasa o azorreductasa, que producen metabolitos toxicos
y pueden disparar una respuesta inflamatoria. Se ha encontrado que el impacto de
diferentes dietas en la composicion de la microbiota intestinal se nota dentro de las
24 h siguientes y es estadisticamente significativo. Estos cambios microbianos en
el tracto Gl tienen consecuencias en la respuesta metabdlica e inflamatoria del

hospedero (Guerrero y Alvarez, 2017).

La actividad fisica puede modificar el perfil microbiano a uno mas sano a través de
la estimulacién de especies bacterianas promotoras de salud; de hecho, se ha
demostrado que existe una relacion entre la concentracion plasmatica de
creatincinasa (un marcador de ejercicio extremo) y una dieta rica en proteinas
(necesaria cuando se realiza deporte), la cual podria resumirse en que el ejercicio
y la dieta son impulsores de la biodiversidad en el intestino (Clarke y col., 2014;
Lambert y col., 2015; Bressa y col., 2017). La afectacion por el estrés es un tema
bastante complejo, pero se sabe que la microbiota intestinal se relaciona entre el
intestino y el hospedero mediante la modulacién del eje cerebro-intestino, que es un
sistema de comunicacién neuro humoral bidireccional entre el intestino y el cerebro.

Es decir, las sefiales del cerebro modifican las modalidades motoras, sensoriales y




secretoras del tracto Gl y, a su vez, las sefiales del intestino pueden afectar el
comportamiento emocional, el estrés y los sistemas de modulacién del dolor a través
de las vias neuronal, endocrina e inmune. De esta manera, el eje intestino-cerebro
se ha expandido al eje biota-intestino-cerebro, que influye en el desarrollo del
sistema nervioso central (Desbonnety col., 2015; Pusceddu y col., 2015; Kato y col.,
2016). El ser humano depende de su microbiota nativa para la nutricion y resistencia
a la colonizacion por patégenos, pues como se ha descrito anteriormente, la
microbiota intestinal es esencial para el desarrollo de la respuesta inmune del
hospedero y las interacciones humano-microorganismo pueden ser alteradas por
muchos aspectos, particularmente por los antibiéticos, los cuales tienen diferentes
espectros antimicrobianos y su efecto sobre la microbiota varia de drastico a
bastante leve (Dethlefsen y col., 2008; Graf y col., 2015). El uso de antibi6ticos de
amplio espectro ejerce un impacto negativo sobre la integridad intestinal, ya que
elimina no solo a las bacterias patégenas, sino también a las beneficiosas. Por ello,
una medida recomendable cuando se sigue un tratamiento antimicrobiano es
incrementar la ingestion de alimentos probidticos para restablecer la microbiota

bacteriana intestinal saludable que ha sido devastada (Gimeno, 2004).

Como ya se menciong, la alimentacion es el factor principal que afecta, positiva o
negativamente a la microbiota intestinal. Las dietas complejas proporcionan una
variedad de factores que promueven y/o inhiben el crecimiento de phyla especificos,
como los microorganismos especializados en la fermentacion de carbohidratos. Las
dietas poco equilibradas promueven la consecuente alteracion de la dindmica
intestinal, dando lugar a la destruccion de la mucosa a través de la alteracién de la
permeabilidad de la pared intestinal, de tal manera que bacterias patdégenas y sus
toxinas pueden atravesarla y una dieta pobre en fibra da lugar a un menor
peristaltismo y a un retardo en el transito intestinal del alimento, lo que, a su vez,
también provoca una alteracion del equilibrio bacteriano (Gimeno, 2004; Graf y col.,
2015). Generalmente se ha recurrido, y se recomienda, al consumo de prebioticos
y probioticos en la dieta, para apoyar nutricionalmente a nuestras bacterias
intestinales favorables y mantener la integridad intestinal. Mas adelante, en el
apartado 2.4, se describen estos conceptos.




Hasta la fecha, todos los prebidticos conocidos son carbohidratos, principalmente
oligosacaridos, conocidos por resistir la digestion en el intestino delgado humano y
llegar al colon, donde son fermentados por la microbiota intestinal. Hay estudios que
han proporcionado evidencia de que la inulina, la oligofructosa, la lactulosa y el
almidon resistente cumplen con todos los aspectos de esa definicion, incluida la
estimulacion de Bifidobacterium, un género bacteriano beneficioso. De hecho, la
mayoria de los alimentos pueden contener una variedad de carbohidratos
guimicamente distintos, con propiedades gastrointestinales y metabdlicas variadas,
y que se han clasificado como “carbohidratos disponibles” y “carbohidratos
resistentes”. Los primeros se digieren y absorben en el intestino delgado,
proporcionando carbohidratos para el metabolismo, y los ultimos resisten la
digestion en el intestino delgado o se absorben/metabolizan mal. Nutricionalmente,
el carbohidrato resistente mas prominente es la fibra dietética, la que, segun el
Codex Alimentarius se define como polimeros de carbohidratos con tres o mas
unidades monomeéricas, que no se digieren ni se absorben en el intestino delgado
humano e incluye también lignina. La fibra dietética también se ha clasificado como
soluble e insoluble. Tradicionalmente, se consider6 que las fibras solubles tienen
beneficios sobre los lipidos séricos, mientras que las fibras insolubles se vincularon
con los beneficios de laxante. Bajo esta clasificacion se encuentran carbohidratos
de interés, como el almiddn resistente y los oligosacaridos de tipo inulina, los cuales
son fibras solubles. Sin embargo, a pesar de estas generalizaciones de uso comun,
la evidencia cientifica es inconsistente (Fuentes y col., 2011; Slavin, 2013; Graf y
col., 2015).

Aunque la fibra dietética se encuentra en diversos alimentos como granos
integrales, verduras, frutas, legumbres y oleaginosas y han demostrado tener efecto
prebidtico, es importante conocer fuentes de obtenciébn de oligosacéridos,
especialmente de fructooligosacéridos, los cuales son conocidos por su efecto
prebiodtico sobre microorganismos benéficos. Este tipo de fibra se puede encontrar
en miel, cerveza, cebolla, esparragos, centeno, avena, trigo, alcachofas, platanos y
la achicoria, aunque con contenido y grado de polimerizacion diferentes. Sin

embargo, se pueden utilizar en una amplia gama de productos como ingredientes,




debido a sus propiedades tecnoldgicas y nutricionales. Tecnol6gicamente se utilizan
como texturizantes, ligantes de agua y, sobre todo, como sustitutos de grasas y
azucares (edulcorantes), lo que sirve para dar consistencia a distintos «productos
bajos en calorias», aunque también se pueden encontrar en productos lacteos,
productos de panaderia, en helados y salsas light (Gimeno, 2004). Estas
propiedades resultan interesantes, ya que, en un futuro se podria disefiar un

producto o ingrediente a partir de la especie de estudio del presente trabajo.

1.2. Psacalium decompositum: planta medicinal utilizada por etnias de

México y Estados Unidos

Psacalium decompositum es una planta perteneciente a la familia Compositae
(Asteraceae), su clasificacion taxonomica se indica en la Figura 2. Es un arbusto
que también se conoce comunmente como “matarique” y puede soportar
temperaturas ligeramente bajo cero. Casi siempre esta verde, aunque durante el
verano tiende a tomar una coloraciéon blanca y los ejemplares adultos son de la talla
grande, alcanzando los 3 metros de altura (Rivero, 2011). Se distribuye
principalmente en el norte de México, Arizona y Nuevo México. En conjunto con
otras especies del mismo género, como Psacalium peltatum, Psacalium sinuatum y
Psacalium sp., y la especie Acourtia thurberi (qQue pertenece a la misma familia)
forma un complejo de plantas medicinales, reconocido como complejo matarique, el
cual es utilizado para tratar diabetes principalmente en dichas zonas (Anaya y col.,
1996; Gonzalez y col., 2008). Todas las especies del complejo comparten nombres
y caracteristicas de raiz similares y se usan como remedios para otras
enfermedades como reumatismo, enfermedades gastrointestinales y enfermedades
del rifién (Mora, 2016).

P. decompositum es la planta mas valorada del grupo, debido a que ademas de
utilizarse en su ambito natural, también se comercializa en mercados a distancia y
es considerada como la especie mas efectiva del complejo en el tratamiento de las
afecciones mencionadas anteriormente (Mora, 2016). La raiz es la parte utilizada

medicinalmente y una infusion obtenida de ella tiene un olor acre, con sabor picante
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y amargo (Anaya y col., 1996). Una decoccién de las raices y el rizoma de esta
especie es utilizada por los grupos étnicos de la region de los Mayos y Guarijio de
Sonora, por el pueblo Yaqui y Pima del sur de Arizona, por los Raramuri y los
campesinos del estado de Chihuahua para el tratamiento de trastornos reumaticos,
dolor, cdlico hepatico y renal, neuralgia, Ulceras y resfriados asi como remedio
antidiabético. Esta ultima propiedad ha sido ampliamente evaluada y se han
identificado diferentes compuestos activos como el cacalol y otros alcaloides
sesquiterpenicos (Jiménez y col., 2006; Rivero, 2011; Castillo y col., 2018). Sin
embargo, una fraccién de fructooligosacaridos obtenida de la fraccion acuosa
también mostré dicho efecto, ademas de poseer efecto antiinflamatorio e
hipolipidémico (Jiménez y col., 2011; Merino y col., 2014).
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Figura 2. Clasificacion taxondmica de Psacalium decompositum.
(CONABIO, 2020).




2. Marco teoérico

2.1. Conocimiento de la microbiota intestinal a lo largo del tiempo

A principios de la década de 1990 comenzé a ser de gran interés estudiar la funcién
de la microbiota intestinal en la salud humana. Sin embargo, esta asociacion fue
propuesta desde antes por Elie Metchnikoff, cuando en 1907 planted la hipotesis de
gue las bacterias intestinales generaban una autointoxicacion (“putrefaccion”) que
envenenaba nuestro organismo, y que la acidificacién del mismo por medio de los
lactobacilos que contienen los yogures podria contribuir a mantener la salud y a
prolongar la vida (Fraher y col., 2012; Ribera, 2017). El cultivo microbioldgico y los
ensayos bioquimicos fueron estandares importantes para la identificaciéon de
especies bacterianas asociadas a la microbiota intestinal durante muchos afios.
Durante el transcurso de la década de 1990 se desarrollaron diversas técnicas
(moleculares) independientes del cultivo bacteriano, que se basan principalmente
en la secuenciacion de los genes para el ARNr 5S y 16S, con secuencias variables
gue difieren para cada especie y son un identificador conveniente. Con ello avanz6
mucho el conocimiento de la microbiota intestinal. Utilizando estas técnicas se
puede obtener: 1) la diversidad microbiana, 2) informacién cualitativa y cuantitativa
sobre especies bacterianas y 3) cambios en la microbiota intestinal durante la
enfermedad (Fraher y col., 2012; Weinstock, 2012; Lagier y col., 2015). Ejemplos
de estas técnicas son la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE),
el polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion terminales (T-RFLP), la
hibridacion in situ fluorescente (FISH), los microarreglos de ADN y la secuenciacion
de amplicones mediante la secuenciacion masiva de dichos genes (Fraher y col.,
2012).




2.1.1. Conocimiento de la microbiota a través de cultivos y técnicas de biologia

molecular

El primer método utilizado para conocer la composicion de la microbiota intestinal
fue el cultivo bacteriano. Aunque esta técnica es barata, requiere de mucho trabajo
y proporciona una vision limitada de la diversidad microbiana, ya que so6lo alrededor
del 30% de todos los microorganismos que la conforman han sido cultivados. Esto
no quiere decir que los organismos no cultivados de la microbiota no sean
cultivables, sino que requieren de condiciones de crecimiento permisivas para poder
crecer, que aun no se han desarrollado o descubierto (Fraher y col., 2012; Lagier y
col., 2015). Staley y Konopka trataron de explicar este problema en 1985, mediante
el concepto de anomalia del gran recuento en placa (great plate count anomaly).
Ellos describieron que las bacterias que no crecieron durante su estudio hasta
formar colonias visibles en los medios de cultivo eran nutricionalmente diferentes de
aguellas que si lo hacian. Esta idea fue el parteaguas con el que se comenzaron a
desarrollar nuevos métodos para conocer el ecosistema bacteriano de la biota

intestinal (Harwani, 2013).

En primer lugar, el grupo de investigacion de Woese describié al gen ARNr 16S
como una molécula marcadora para evaluar la diversidad y evolucion microbiana y
en 1986, Norman Pace y sus colegas lograron describir la diversidad de
microorganismos sin necesidad de cultivarlos, mediante la secuenciacion de los
genes de ARNr 5S y 16S de muestras de diferentes ambientes (Hernandez y col.,
2014). Para llegar a eso, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) represento
una herramienta molecular esencial para poder realizar estudios efectivos de genes
ARNr 16S de una amplia gama de entornos. Aun asi, y al igual que ocurre con todos
los métodos moleculares, para perfilar comunidades microbianas son importantes
la comprension y la mitigacion de los sesgos asociados con la amplificacion por
PCR para mejorar el disefio experimental y la solidez de los resultados, ademas de
establecer protocolos metodoldgicos estandarizados (Rodicio y Mendoza, 2004;
Yarza y col., 2014). Los sesgos de PCR se pueden clasificar en dos categorias

generales: seleccién, que es el resultado de diferencias inherentes en las eficiencias
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de amplificacién, y deriva, que es el resultado de fluctuaciones estocésticas y, por
lo tanto, no reproducibles (Kennedy y col., 2014). En la Tabla 1 (Fraher y col., 2012)
se muestran las ventajas y desventajas de las técnicas utilizadas a través del tiempo

con las que se fue conociendo la composicién de la microbiota intestinal.

Tabla 1. Técnicas utilizadas para caracterizar la microbiota intestinal.

TECNICA DESCRIPCION VENTAJAS DESVENTAJAS

De trabajo intensivo, <30% de la

. Aislamiento de bacterias Econdmico, . L .
Cultivo . : : o microbiota intestinal se ha
en medios selectivos semicuantitativo ;
cultivado hasta la fecha
Amplificacion y
cuantificacion de ARNr
168.'I,_a mez'cla de Identlflc,af:lon Sesgo de PCR, incapaz de
gPCR reaccion contiene un filogenética, . o . ;
! o A identificar especies desconocidas
compuesto que emite cuantitativo, rapido
fluorescencia cuando se
une al ADN bicatenario
Separacion en gel de Se puede cortar
amplicones de ARNr 16S bandas de forma . L "
DGGE/TGGE usando rapida y No |dent|2c£t:|(())r;)2;genetlca,
desnaturalizante/temperatu semicuantitativa, para 9
ra un analisis posterior
Los cebadores marcados
fluorescentemente se
amplifican y luego se usan RApido
T-RELP las enzimas de restriccion semicuantitativo, No identificacion filogenética,
para digerir el amplicon de econémico sesgo PCR, baja resolucion
ARNr 16S. Fragmentos
digeridos separados por
electroforesis en gel
Las sondas de
oligonucleétidos marcadas
fluorescentemente hibridan
con secuencias de ARNr Identificacion . .
. : e Dependiente de las secuencias de
16S diana filogenética, . : o
FISH . . - . sonda: incapaz de identificar
complementarias. Cuando  semicuantitativo, sin especies desconocidas
ocurre la hibridacion, la sesgo de PCR P
fluorescencia se puede
cuantificar usando
citometria de flujo
Las sondas de
oligonucledtidos marcadas |qentIfICfif2:I0n Hibridacion cruzada, sesgo PCR,
. fluorescentemente se filogenética, o .
Microarreglos de ADN ., . . ; o dificil de detectar especies
hibridan con secuencias de semicuantitativo, . .
e . presentes en bajos niveles
nucledtidos rapido

complementarias.
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Fluorescencia detectada
con un laser

Clonacion del amplicon de

Secuenciacién del ARNr 16S de longitud Identificacion .
S ' . Sesgo PCR, laborioso, caro,
gen de ARNr 16S completa, secuenciacion filogenética, it
. - sesgo de clonacion
clonado de Sanger y electroforesis cuantitativo
capilar

Secuenciacion paralela
masiva de amplicones de
ARNTr 16S parciales, por
ejemplo, 454
Pyrosequencing® (Roche
Secuenciacién directa  Diagnostics GMBH Ltd,

Identificacion
filogenética,
cuantitativo, rapido,

de amplicones de Mannheim, Alemania) identificacion de Sesgo PCR, caro, laborioso
ARNr 16S (amplicén inmovilizado en bacterias
perlas, amplificado por .
desconocidas

PCR en emulsion, la
adicion de luciferasa da
como resultado una sefal
quimioluminiscente)

Secuenciacion paralela
masiva del genoma
completo (por ejemplo, 454
Pyrosequencing® o
lllumina®, San Diego, CA,
EE. UU))

Identificacién
filogenética,
cuantitativo

Secuenciaciéon
shotgun del
microbioma

Caro, analisis de datos
computacionalmente intensos

Abreviaturas, por sus siglas en inglés: DGGE, electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante; FISH, hibridacion in
situ fluorescente; qPCR, Reaccion en Cadena de la Polimerasa-cuantitativa; TGGE, electroforesis en gel con gradiente
de temperatura; T-RFLP, polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion terminales.

2.1.2. Metagendmica de amplificacién del gen marcador ARNr 16S

La metagendmica se define como el andlisis de ADN genomico de toda una
comunidad, difiere de la gendmica porque en ella el analisis de ADN gendémico es
de un organismo o célula individual. Este término fue propuesto por Handelsman en
1998, refiriéndose al andlisis basado en las funciones del ADN de las especies.
Proviene del griego meta “mas alla”, de ahi que el término significa literalmente “mas
alld del estudio del genoma” (Herndndez y col.,, 2014). Esta tecnologia de
secuenciacion ha sido una de las herramientas moleculares que ha constituido uno
de los avances mas importantes de finales del siglo XX, ya que ha permitido detectar
e identificar acidos nucleicos bacterianos de bacterias cultivadas y no cultivables a
través del gen ARNr 16S, presente Unicamente en bacterias. El progreso en la

secuenciacion del ADN ha facilitado el desarrollo de bases de datos, siendo la base
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GenBank la mas grande (Lagier y col., 2015). A partir de estas bases de datos se
realizan las asignaciones taxonomicas y se permite obtener informacion relacionada

con:

|.  Diversidad filogenética. Identificacion de los microrganismos presentes en la
comunidad microbiana, su cuantificacion, distribucion, sus relaciones
filogenéticas y su dinamica.
II. Metagendmica funcional. Busqueda de actividades enziméticas o0 nuevas
rutas metabdlicas.
[ll.  Metagendmica comparativa. Relacion de especies con funciones especificas
o funciones limitabas bajo determinados habitats.

IV. Evolucion de genes.

El desarrollo de un estudio metagendmico comprende cuatro etapas, como se indica

a continuacion (Figura 3).

~ Analisis
bioinformatico

Extraccién del Construccion

de Ia libreria Secuenciacion

Figura 3. Diagrama de flujo para la secuenciacion de las tecnologias de nueva generacion
(NGS), donde se encuentra la secuenciaciébn metagendémica.

Cada etapa consiste en lo siguiente (Garavito y col., 2017):

A. Extraccibn de ADN. Consiste en el aislamiento del material genético
directamente de las muestras.

B. Construcciéon de la libreria metagenomica. Se obtienen amplicones del gen
ARNr 16S etiquetados (barcode).

C. Secuenciacion. Se emplean plataformas de secuenciacion, siendo lllumina la
mas ampliamente utilizada. Su tecnologia de secuenciacion se basa en la
polimerizacion por sintesis.

D. Analisis bioinformatico. Consiste en la desmultiplexacion (eliminacion de
etiquetas), analisis de calidad de la secuenciacion, eliminacion de quimeras,

ensamble y asignacion taxonémica.
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Existen diferentes plataformas de secuenciaciéon y en la Tabla 2 se indican cuales

son, asi como la tecnologia que emplea cada una.

Tabla 2. Plataformas de secuenciacién de ADN utilizadas para el analisis de microbiomas.

Plataforma Método Caracteristicas ARNr 16S Shotgun Comentarios
Plataformas establecidas
Instrumento . Ayuda de Método mas
basado en Longitud lecturas largas costoso
Sanger o Fluorescente, Lecturas de 750 completa con Rendimiento
G2 terminador pb secuenciada . relativamente
(Zi(ri?glea;mj;:n didesoxi Alta precision con 2-3 c%rg%itlrsaecslogees bajo, baja
col., 1988) y lecturas datos cobertura de 16S
" o shotgun
Ayuda de _—
Roche — 454 Hasta tres lecturas largas EIC%%Set?tJ'g'gaela
(Quince y col Emisién de luz de  Lecturas de 400 regiones con shotaun. pero la
2003,) " pirosecuenciacion pb variables por comparaciones cobe?turé 268 es
lectura de bases de b
datos uena
Muy alta
llumina Fluorescente Solamente Las lecturas cobertura, debido
T Lecturas de una regién cortas no ala alta
(Bronner vy col., secuenciacion . L ”
2014) gradual 100-150 pb variable por parecen I_|n_1|tar _ produccion del
lectura el analisis instrumento y muy
bajo costo.
Plataformas poco utilizadas
Una alta
Mmoo, Deteccionde  Lecurasde  COMOONS  Cons ymna " emiras e
2012) protones mas de 200 pb NGS largas que
lllumina
La precision .
. es un Las lecturas Atractivo para
PacBio Fluorescente, Lecturas de roblema para  laraas podrian lecturas largas,
(Rhoads y Au, secuenciacion de hasta 10 kpb, P P 9as p pero los limites de
. ) ; la correcta ayudar en el o
2015) una sola molécula  baja exactitud . e precision son
identificacion ensamblado baios
del taxén !

Oxford Nanopore

(Jain y col.,
2016)

ADN pasa a través

Serial electrénica a

medida que el

Lecturas largas  Desconocido

de un poro.
Secuenciacion de
una sola molécula

Las lecturas
largas podrian
ayudar en el
ensamblado

No disponible aun

14



Todas estas técnicas han proporcionado informacion valiosa, porque con ellas se
ha elucidado casi por completo la composicion del microbioma humano, y en
especifico la microbiota bacteriana intestinal. Las comunidades bacterianas, tienen
un papel importante que incluso pueden considerarse como un objetivo nutricional
y farmacoldgico potencial para la investigacién de diversas enfermedades, ya que
son clave para mantener una microbiota saludable (homeostasis) o en desequilibrio
(disbiosis), debido a su dindmica, estructura y las sustancias que producen-

consumen.

2.2. Homeostasis y disbiosis intestinal

La microbiota intestinal es un elemento crucial para el bienestar y la salud de los
individuos, al influir directamente en el metabolismo. Aunque evolutivamente los
microorganismos preceden a los seres humanos en mas de 400 millones de afios,
la microbiota intestinal ha evolucionado junto con la humanidad, contribuyendo al
desarrollo de mecanismos dirigidos a enfrentar microorganismos agresores,
maximizar la energia extraible de los nutrientes y producir nutrientes/vitaminas
esenciales (Verdelho y Cortez, 2016). La homeostasis intestinal se relaciona con el
estado de resistencia de la microbiota a alteraciones externas y enddégenas; se
establece y mantiene a través de microorganismos comensales beneficiosos, la
barrera funcional y la respuesta inmunotolerante (Wang, 2015). Los patobiontes
cologénicos, que son microorganismos endégenos benignos que se encuentran en
el colén y tienen la capacidad de inducir enfermedades, son directamente reprimidos
por dichos microorganismos (comensales beneficiosos), en parte a través de la
induccidn de respuestas inmunorreguladoras, que involucran a células reguladoras
T, interleucinas (principalmente IL-10) y la regeneracion de la proteina derivada de
los islotes 3y (REGIIly) (Kamada y col., 2013; Sebastian y Sanchez, 2018). La
disbiosis en la microbiota o la enfermedad inflamatoria intestinal provoca un
desequilibrio en la homeostasis energética que conduce a obesidad (Dahiya y col.,

2017), provoca la pérdida de microorganismos protectores y/o la acumulacion de
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patobiontes cologénicos, lo que conduce a una inflamacion crénica que implica

hiperactivacion de las células TH1 y TH17 (Figura 4) (Kamada y col., 2013).

Homeostasis Enfermedad inflamatoria intestinal

Factores genéticos (por
ejemplo, mutaciones en
Nod2, Atg16/1y IL23r)

Factores medioambientales
(dieta, estrés e infecciones)

1 Transmisible a un
hospedero sano

Simbionte Di

Blaclerias no Bacterias Patobiontes : I fERmARwe )( ----- s :

clasificadas benéficas / :?‘4 - a3

T -~ / T, =N 2
=g 2 2 J

Lmn, h N L \¢_ ‘%

(<]

Lamina
propia

®:11 de células Ty17 | | ®.de células
®-+1 de células Tyt Thog
* IL-10
* | REGIlly

Contribucion
desconocida , Inflamacién crénica I

®ide células

*® Desarrollo de GALT*

® tde células T 17y Tyl
* 1 de funcién de barrera
* IREGIlly

Tr
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*Tejidos linfokies
[Fomeosasis] oo,
Figura 4. Alteracion de la microbiota intestinal.
A Microbiota saludable; B Microbiota en disbiosis.
(Kamaday col., 2013).

La microbiota intestinal juega un papel importante en la peristalsis y en la expresion
de diversos genes implicados en la regulacion del metabolismo, la angiogénesis, la
funcion de la barrera mucosa, el desarrollo del sistema nervioso entérico y la
maduracién de la inmunidad de la mucosa intestinal (Grigorescu y Dumitrascu,
2016). En una persona saludable las células microbianas superan en nimero a las
células del cuerpo en una proporcion de diez a uno. Tan solo en el intestino existen
aproximadamente 1x10'? microorganismos, que forman un consorcio que esta
relacionado con el organismo humano e interactia con él a través de diferentes
mecanismos, influyendo en su desarrollo, fisiologia, inmunidad y nutricion
(Gonzélez y Ruiseco, 2017). Se ha afirmado que la composicion de la microbiota
intestinal puede variar entre personas de la misma etnia, nacion y estilo de vida
(Guida y Venema, 2015); ademas es dinamica y sensible a los cambios en la
alimentacion, lo que puede hacer que varie en diferentes etapas de la vida
(Backhed, 2011).
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Una gran parte de la composicion de la microbiota intestinal se ha descrito e
identificado gracias a los avances en las tecnologias gendmica e informatica (Figura
5), aunque la composicién exacta aun es desconocida. Se ha logrado caracterizar
la poblacién microbiana a través del proyecto del microbioma humano y se ha
encontrado que el 80-90% corresponde a los phyla Bacteroidetes (Bacteroides y
Prevotella) y Firmicutes (Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus), seguido de
Actinobacteria (Bifidobacterium) y Proteobacteria (Helicobacter, Escherichia) (Cani
y Delzene, 2009, Fraher y col., 2012, Tagliabue y Elli, 2013). Pero aun falta mucho
por descubrir, sobre todo porque cada especie puede afectar a la salud de manera
diferente. ElI phylum Bacteroidetes agrupa en su mayoria a bacterias Gram
negativas, mientras que Firmicutes agrupa a bacterias Gram positivas (Fukuda y
Ohno, 2014; Guida y Venema, 2015; Dahiya y col., 2017).

FIRMICUTES

Clostridia Bacilli

— " Lactobacillales

Clostridiales Mollicutes Laclobacillaceas

Erysipelotrichaceas Lectobaciius
Erysipenotin

Clostridiaceae
Chosficium
Lachnospiraceae Dorea
Lachnospia Faecalitsacteriarn
Coprococcus Sporobacter
RUrminococeus
AnNGerosipes Acidoamminococcaceas
Bunovibirio Ovalister
Rosehuria [ ——
Eubacteriaceas
Ecrtractericnmt

BACTERCIDETES

Bacteroidetes

W
Bactercidales Flavobacteria

Flavobacteriales

Rikenellaceas Prevotallaceas Bactaraidaceas
Alistipes Prevotels Bacteroides
Cyfophaga

PROTEOBACTERIA

Alfa Beta Gamma Delta Epsilon
Burkholderiales Entercbacteriales
Alcaliganeceas Entercbacteriaceas
Escharichia col
VERRUCOMICROBIA ACTINOBACTERIA
Verrucomicrobiae Actinobacteria
Verrucomicrobiales Bifidobacteriales
Werrumicrobiaceas " -
Pr——— Blﬁdrol}ac:terlgceaa Coriobactariaceas
SR BCT e T Coliriseie
| ACIDOBACTERIA J | FUSOBACTERIA | l LENTISPHAERAE |

| CAMDIDATE DIVISION DM7 |
DEINOCOCCUS THERMUS

Figura 5. Jerarquia bacteriana en la microbiota intestinal.
(Tagliabue y Elli, 2013).

Es importante destacar esta clasificacion, ya que los principales compuestos de la

membrana externa de las bacterias Gram negativas son lipopolisacaridos (LPS);
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compuestos conocidos por ser potentes estimuladores de la inflamacion y que, en
concentraciones altas, pueden producir endotoxemia. Los LPS son glucolipidos que
se componen de fracciones de lipidos y polisacéaridos unidos por un enlace
covalente. La capacidad de estos compuestos para promover la inflamaciéon de bajo
grado y las alteraciones metabdlicas depende de su composicion y del tipo de
microorganismo que los produce. En condiciones normales, su presencia no tiene
efectos negativos para la salud, pero cuando estos compuestos se producen en
forma continua en el intestino desencadenan una respuesta inflamatoria que
desempenfa un papel importante en el desarrollo de diabetes (Larsen y col., 2010).
Algunos factores pueden favorecer su paso al sistema circulatorio y llegar a causar
endotoxemia metabdlica. Uno de ellos es la alimentacion, pues el consumo de una
dieta alta en grasas conlleva a una acumulacién y almacenamiento de energia
excesiva, que es aprovechada por dicho grupo de bacterias, aumentando asi la

permeabilidad intestinal (Cani y Delzene, 2009; Larsen y col., 2010) (Figura 6).

Figura 6. Alteracion de la microbiota
intestinal por una dieta alta en grasas.
Una dieta alta en grasas altera la
composicién de la microbiota con una

» Lipogénesis

~ ifamacion disminucién especifica de
7 eseawss Bifidobacterium spp. (1), ocasionando
Sensibilidad a la insulina

permeabilidad intestinal asociada con
o \c%‘?\ niveles elevados de LPS bacteriano

< Permeabilidad intestinal s _Li" .
: ] en plasma (2); esto conlleva a la
» Inflamacién endotoxemia metabdlica (3), la cual
2 b e promueve el desarrollo de trastornos

* sensilicadalainsuina | matabélicos inducidos por inflamacién
de bajo grado (resistencia a la
> insulina, diabetes, obesidad,
7 mamacien | esteatosis, estrés oxidativo e
infiltracion de macrofagos en el tejido
adiposo) (Cani y Delzene, 2009).

Current Opinion in Pharmacology

Es necesario definir los mecanismos que expliquen cémo es que las alteraciones
intestinales estan involucradas en el desarrollo de enfermedades metabdlicas, como
obesidad, diabetes, hipertension, dislipidemias y sindrome metabdlico, con la
finalidad de desarrollar nuevas terapias que permitan su prevencién y tratamiento
(Gily col., 2016).
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2.3. Influencia de la microbiota intestinal en el desarrollo de obesidad y

diabetes

Al nacer, el colon humano es rapidamente colonizado por microorganismos
intestinales que actian como un factor ambiental que afecta la fisiologia y el
metabolismo del hospedero, particularmente en el contexto de la obesidad y sus
trastornos metabolicos relacionados. Experimentos realizados, en donde se
comparo la composicidon de la microbiota intestinal de ratones colonizados y ratones
sin gérmenes, demostraron que los microorganismos intestinales inducen una
variedad de respuestas del hospedero dentro de la mucosa intestinal, como el
control de la barrera intestinal y del metabolismo de las células de tejidos fuera del
intestino, como el higado y el tejido adiposo. Por lo tanto, modulan la homeostasis
de los lipidos y la glucosa, asi como la inflamacion sistémica en el hospedero
(Delzenne y col., 2011). Factores ambientales, como una dieta rica en grasas y un
estilo de vida sedentario, son las causas de la gran prevalencia de obesidad y
diabetes tipo 2 en la poblacion. Estas enfermedades se caracterizan por mantener
un inflamacion de bajo grado, cuyo origen se debe al aumento de la concentracion
plasmatica de LPS, el cual aumenta durante una dieta alta en grasas y conduce a
la endotoxemia metabdlica. Experimentalmente, se ha demostrado que este
componente provoca dicho dafio: mediante una infusion subcutanea continua de
baja velocidad de LPS en ratones se indujo la mayoria, si no todas, las
caracteristicas de las enfermedades metabdlicas. Las fibras dietéticas reducen el
impacto de una dieta alta en grasas con respecto a la aparicion de enfermedades
metabdlicas, a la normalizaciéon de la relacibn Gram negativas y Gram positivas y a

la endotoxemia plasmaética (Cani y col., 2007; Cani y col., 2008).

La obesidad es un problema importante de salud publica que amenaza tanto a los
paises industrializados como a los paises en desarrollo. Gran parte de esto se debe
a la adopcion de un estilo de vida "moderno”. Esta enfermedad se caracteriza por
un grupo de trastornos metabdlicos cronicos importantes, que puede incluir
resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), esteatosis hepatica no

alcoholica (no alcohdlico), aterosclerosis, hipertensidn e hipercolesterolemia,
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asociado a un perfil inflamatorio crénico de bajo grado, causa de la exacerbacion de
todo lo anterior y que conduce a una mayor morbilidad y mortalidad (Conterno y col.,
2011; Kotzampassi y col., 2014). Es una condicion compleja que se desarrolla a
partir de un desequilibrio prolongado de consumo de alimentos y por el gasto
energético. Aunque factores como el estilo de vida, la dieta y el ejercicio contribuyen
en gran medida al desarrollo de esta epidemia moderna, también la composicion de

la microbiota intestinal juega un papel importante (Guinane y Cotter, 2013).

La interaccion entre el sistema inmune, el metabolismo y la microbiota intestinal
juega un papel importante en el control de la homeostasis metabdlica y el desarrollo
de obesidad, la cual implica un deterioro de la respuesta inmune que afecta tanto a
la inmunidad innata como a la adaptativa. La microbiota intestinal, a través de
receptores inmunes innatos, se ha convertido en uno de los factores clave que
regula los eventos que desencadenan la inflamacion aguda asociada con la
obesidad y el sindrome metabdlico. Los trastornos inflamatorios conducen a la
activacion de varias vias de transduccién de sefales, produccion alterada de
citocinas y quimiocinas, asi como alteraciones en la migracion celular, que a su vez
causan disfuncion metabdlica. El tejido adiposo inflamado, con un aumento de la
infiltracion de macrofagos, se asocia con un desarrollo deteriorado de la
propagacion de los monocitos y la diferenciacién entre las células adiposas, lo que
conduce ala acumulacion de lipidos ectopicos y resistencia a la insulina (Cavalcante
y col., 2015). Se han propuesto diferentes mecanismos para comprender el impacto
de la microbiota, tanto en el mantenimiento de la salud metabdlica como en el
desarrollo de la obesidad y la DMT2 (Palau y col., 2015):

1) Modulacion de la homeostasis energética mediante la regulacién del
aprovechamiento de la energia proveniente de la dieta, almacenamiento de
grasa, lipogénesis y oxidacion de acidos grasos (metabolismo energético del
hospedero).

2) Modulacion de la integridad de la barrera intestinal, mediante la regulacion de

la permeabilidad epitelial, la motilidad intestinal y el transporte de productos de
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digestién (como &cidos grasos de cadena corta, que son fuentes de energia
para los colonocitos).

3) Regulaciéon de la secrecidbn de hormonas gastrointestinales, suprimiendo la
secrecion del inhibidor de la lipoproteinlipasa (factor adiposo inducido por
ayuno), lo que provocaria la liberacion de &cidos grasos de los triglicéridos y
lipoproteinas circulantes en el tejido muscular y el tejido adiposo y promoveria
la acumulacion de grasa corporal.

4) Modulacién del estado inflamatorio del hospedero, al contribuir al aumento
sistémico del LPS, que deteriora la sensibilidad a la insulina (endotoxemia

metabdlica).

n4

En conjunto, la microbiota intestinal puede ser considerada como un "6érgano"
altamente dinamico, cuya composicion celular se ve afectada por diversos factores
y por la fisiologia del hospedero, esencialmente por la obesidad (Backhed, 2011).
Se cree gue las endotoxinas derivadas de las bacterias Gram negativas en el
intestino pueden ser una de las causas o0 mediadores de la inflamacion sistémica de
bajo grado; su circulacion, especialmente en pacientes con DMT2, esta influenciada
por alteraciones en la dieta (Grigorescu y Dumitrascu, 2016). Las interacciones con
el sistema inmune innato contribuyen al desarrollo de obesidad y la resistencia a la
insulina por la induccién de la sefializaciéon inflamatoria en macréfagos a través de

receptores tipo Toll (TLR) (Greiner y Backhed, 2011).

2.4. Sistemainmuney su relacién con la microbiota intestinal

El sistema inmunoldgico es importante porque protege al organismo de agentes
microbianos patdgenos, toxinas, particulas extrafias, células tumorales y procesos
autoinmunes. Cuando un agente nocivo (antigeno) se introduce en el organismo, se
desencadena una respuesta (anticuerpo) y el reconocimiento del antigeno como
“algo no propio” es a lo que se denomina inmunidad. Por el contrario, si lo reconoce
como “algo propio”, no se producen nuevos anticuerpos y entonces se denomina
tolerancia inmunoldgica (Zaldivar, 2002). Las células que componen el sistema

inmune provienen de células madre de la médula 6sea, clasificandose en dos tipos

21



a) mieloides y b) linfoides. Del progenitor mieloide se derivan los eritrocitos e
inflamocitos. Este ultimo grupo se subdivide en 1) megacariocitos, que preceden a
las plaquetas; 2) mastocitos, que son un tipo de células que contienen granulos de
histamina, cuya principal funcion es participar en las reacciones inflamatorias e
inmunoldgicas del organismo; 3) granulocitos, cuyas funciones principales son la
eliminacién de infecciones parasitas (eosindfilos), asi como eliminar bacterias
(basdfilos y neutrdéfilos) y 4) fagocitos, que ingieren cualquier material extrafio
(eosindfilos, neutréfilos y monocitos) y una vez que han penetrado al tejido desde el

torrente sanguineo aumentan de tamafio (macréfagos) (Ramos y col., 2008).

Del progenitor linfoide derivan: 1) algunas células dendriticas, 2) linfocitos B que
producen moléculas denominadas anticuerpos (inmunoglobulinas), 3) linfocitos T
divididos en linfocitos Th y citotoxicos (Tc). Los linfocitos Th a su vez se dividen en
Thl y Th2, ambos producen diferentes tipos de citocinas. También derivan 4)
linfocitos NK (Natural Killer), los cuales no maduran en el timo ni secretan
inmunoglobulinas, son células grandes que destruyen tumores y células infectadas
por virus, sin necesidad de estimulacion antigénica especifica (Ramos y col., 2008).
Especificamente, el sistema inmune innato censa, responde y modula la respuesta
a microorganismos y a productos microbianos por medio de receptores que estan
codificados en la linea germinal (sistema inmune innato), llamados receptores de
reconocimiento de patrones (RRP) (Sanchez y col., 2010; Netea y col., 2011). Estos
receptores son proteinas que se localizan de forma estratégica por toda la célula:
en las membranas celulares, donde median el reconocimiento de patégenos
extracelulares (como bacterias u hongos), en los endosomas, donde detectan
invasores intracelulares como virus, y en el citoplasma. Existen cuatro clases de
RRP: 1) receptores tipo Toll (TLR), 2) receptores de lectina de tipo C (RLC), 3)
receptores del dominio de oligomerizacién de union a nucleétidos (NOD o NLR) y
4) receptores tipo ARN helicasas inducibles por &cido retindico (RIG-1 0 RLR) (Netea
y col., 2011; Guerrero y Alvarez, 2017).

Los TLR constituyen el prototipo de los PRR y son los mejor caracterizados, pues

hasta la fecha se han descrito mas de 10 TLR funcionales en humanos (Moreno y
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col.,, 2014). Se caracterizan por ser receptores transmembranales, por tener un
dominio extracelular con regiones repetitivas ricas en leucina (RRL), de 24 a 29
aminoé&cidos, ademas de una o dos regiones ricas en cisteina y un dominio
intracelular de aproximadamente 200 aminoacidos (Sanchez y col., 2010). Los TLR
se agrupan en dos tipos de familias; la primera corresponde a una familia de
moléculas de superficie y citoplasmaticas que participan en el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a microorganismos (PAMP) a través de la RRL, y
la segunda a moléculas intracelulares liberadas de las células en apoptosis,
designhadas colectivamente como sefales de peligro o patrones moleculares
asociados a dafio (DAMP) y conocidas como alarminas (Sanchez y col., 2010; Rojo
y col., 2012; Moreno y col., 2014). Los TLR representan un puente entre el sistema
inmune innato y el sistema inmune adaptativo, ya que la activacion del sistema
inmune innato induce la fagocitosis, la opsonizacion y la produccion de mediadores

de la inflamacion, bloqueando la propagacion del patogeno.

Como ya se describié anteriormente, existen diferentes tipos de TLR y cada uno
responde a un diferente ligando: por ejemplo, TLR2 reconoce peptidoglicanos
(PGN), acido lipoteicéico (ALT) y lipoproteinas de bacterias Gram positivas, asi
como el zimosan de levaduras; TLR3 reconoce ARN de doble cadena (dcARN).
TLR4 reconoce el lipopolisacéarido (LPS) de la pared de bacterias Gram negativas y
las proteinas de choque térmico (HSP) de 60 y 70 kDa, entre otros; TLR5 reconoce
la flagelina bacteriana y TLR9 participa en el reconocimiento de CpGs, de ADN no
metilado. TLR1, TLR6 y TLR10 pueden formar heterodimeros con TLR2
aumentando la especificidad por sus ligandos (Sanchez y col., 2010). La inmunidad
innata, representada principalmente por los TLR y NOD, reconoce a ligandos
especificos y activa factores de transcripcion como NF-kB, AP-1, CREB-1,
induciendo la produccion de citocinas inflamatorias como IL-8, IL-12, IL-6, IL-1pB, IL-
18 y TNF-a e IL-10, promueven el crecimiento, la diferenciacion y activacion celular,
son producidas transitoriamente y controlan localmente la amplitud y duracién de la
respuesta, como cambios en la morfologia de los tejidos, evitar la apoptosis y
favorecer la angiogénesis, llegando a ocasionar lesiones neoplasicas y cancer
(Hernandez y Alvarado, 2001; Sanchez y col., 2010).
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El sistema inmunitario innato del tracto Gl consiste en una barrera fisica que esta
compuesta de células epiteliales intestinales (CEl), representadas por enterocitos
absorbentes, células caliciformes productoras de moco, células enteroendocrinas
productoras de hormonas y células de Paneth, que producen péptidos
antimicrobianos y lectinas, entre otras moléculas. La permeabilidad selectiva de la
barrera epitelial contribuye, al mismo tiempo que permite la absorcion de nutrientes,
a las respuestas inmunitarias al contacto con productos microbianos, que se
reconocen a través de RRP y desencadenan diferentes cascadas de sefalizacion
intracelular contra PAMP o DAMP (Ignacio y col., 2016). Se sabe que la interaccién
entre la microbiota intestinal y los TLR ayuda a mantener la homeostasis de la
inmunidad intestinal y que la ingesta alta en grasas o la obesidad pueden debilitar
la integridad intestinal, lo que conduce a la penetracion de la microbiota intestinal o
sus productos bacterianos en la circulacion y lleva a la activacion de los TLR en las
células inmunes y a la inflamacién sistémica de bajo grado en el hospedero. Las
células altamente metabdlicas, incluidos los hepatocitos y los adipocitos, expresan
estos receptores. Aunque la interaccién de los TLR en estas las células metabdlicas
con la microbiota intestinal no estd clara, algunos estudios sugieren que las
funciones de los TLR pueden implicar una regulacion, tanto metabdlica como

inmunoldgica (Yiu y col., 2017).

Para mediar los efectos de las dietas y evitar el desarrollo de enfermedades o bien,
para ayudar al hospedero a mantener la salud intestinal (pues el intestino es el punto
de entrada de los nutrientes hacia la circulacion y es la barrera contra toxinas de
distintos origenes), se ha recurrido al uso prebioticos o incluso al uso directo de
microorganismos que se sabe son restauradores de la microbiota intestinal. A
continuacion se define cada término, los principales compuestos que han
demostrado tener mejor efecto prebidtico, sus productos de fermentacion y las

funciones metabdlicas mas relevantes en las que estos Ultimos intervienen.
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2.5. Prebioticos y probidticos

La evidencia del papel de la microbiota intestinal en la preservacion de la salud
metabolica es constatable por el efecto de los prebioticos (como los carbohidratos
no digeribles). Estos compuestos son ingredientes no digeribles, pero que son
fermentados por cepas bacterianas beneficiosas especificas y estimulan
selectivamente el crecimiento y la actividad (liberacion de productos finales de
fermentacion bacteriana) de la microbiota Gl, favoreciendo en ultima instancia la
salud. Por su parte, los probiéticos (generalmente contenidos en productos lacteos
fermentados como el yogur), son microorganismos saludables que, cuando se
administran por via oral en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la
salud. Se ha reportado que los probioticos reducen el tamafio de los adipocitos en
diferentes tejidos, siendo este parametro de gran importancia para evaluar el
potencial antiobesidad de los mismos. En conjunto, los prebiéticos y probiéticos han
sido introducidos en el mercado como suplementos promotores de la salud,
observandose efectos beneficiosos, como la mejora del entorno intestinal y la
prevencion de infecciones microbianas patégenas (Gimeno, 2004; Fukuda y Ohno,
2014).

Los prebidticos mas comunmente utilizados son los fructooligosacaridos,
galactooligosacéridos, lactulosa y carbohidratos no digeribles como inulina,
celulosa, almidones resistentes, hemicelulosas, gomas y pectinas (Dahiya y col.,
2017). Los carbohidratos dietéticos, como los almidones no digeribles (resistentes)
y la fibra dietética, son sustratos para producir, mediante fermentacion, acidos
grasos de cadena corta (AGCC), principalmente acetato, propionato y butirato, que
son absorbidos facilmente. Los AGCC pueden reducir el riesgo de desarrollar
trastornos gastrointestinales, cancer y enfermedades cardiovasculares. La
velocidad y la cantidad de produccion de AGCC depende de la composicion y la
cantidad de microbiota presente en el colon, la fuente de sustrato y el tiempo de
transito intestinal (Wong y col., 2006). Comunmente los prebidticos deben cumplir
con los siguientes criterios: a) resistencia a la acidez gastrointestinal, hidrolisis por

enzimas de mamiferos y absorcién gastrointestinal; b) fermentaciéon por la
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microbiota intestinal y c) estimulacién selectiva del crecimiento de bacterias

intestinales asociadas con la salud y bienestar (Gibson y col., 2004).

2.5.1. Fructooligosacaridos

Los fructooligosacaridos son cadenas de fructosa natural que comienzan a
polimerizarse a partir de la sacarosa y son producidos por plantas y
microorganismos. Son bien conocidos por sus propiedades prebioticas y su uso en
la elaboracién de alimentos funcionales. Asimismo, se han asociado con respuestas
a estrés (Peshev y Van den Ende, 2014). Su estructura y grado de polimerizacién
(GP) les confiere su efecto prebiotico, sin embargo, esto no ha sido del todo bien
explicado. Por ejemplo, se han evaluado fructooligosacaridos obtenidos de
achicoria y de agave, los primeros de tipo inulina lineales, no ramificados (fructosas
unidas mediante el enlace -2,1) y los segundos de tipo mixto, ramificados (enlaces
son B-2,1 y B-2,6): ambos indujeron el crecimiento de cepas probidticas
seleccionadas (Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus paracasei CRL431), pero
el efecto prebidtico fue mayor cuanto menor era el GP (Mueller y col., 2016). La
actividad prebiética de los fructooligosacaridos de tipo inulina se debe a que estos
carbohidratos tienen una fermentacion coldnica especifica por parte de las
bifidobacterias, que son capaces de descomponerlos y utilizarlos por la enzima -
fructofuranosidasa, lo que les da una ventaja competitiva respecto a otras bacterias
presentes en el intestino humano (Kolida y Gibson, 2007).

Aunque las propiedades inmunomoduladoras de los fructanos de tipo inulina en las
células animales se conocen desde hace mas tiempo, su verdadero modo de accién
se dilucidd hace pocos afios: estos prebidticos estimulan la actividad de las células
inmunes a través de la sefalizacibn mediada por TLR. Con ello se sugiere que los
productos de fermentacion (AGCC y gas hidrégeno) conducen a un estado celular
mas reducido y a una modulacién del sistema inmunitario, protegiendo de esta
forma contra la enfermedad. Adicionalmente, se han observado efectos sinérgicos
con compuestos fendlicos, por lo que se ha sugerido que éstos también pueden

aliviar los sintomas inflamatorios en sujetos enfermos. De esta manera, los
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fructanos se convierten en ingredientes alimentarios funcionales valiosos por sus

propiedades prebidticas y antioxidantes (Peshev y Van den Ende, 2014).

2.6. Acidos grasos de cadena corta (AGCC)

En los ultimos afios se ha mostrado interés en los metabolitos derivados de la
microbiota, incluidos los AGCC, acidos fendlicos, triptéfano y acidos biliares. Por lo
general, las fibras dietéticas, las proteinas y péptidos, pueden fermentarse en el
ciego y el colon. Los principales productos de estas reacciones fermentativas son
AGCC, los cuales se definen como los grupos de acidos grasos con menos de seis
carbonos, que incluyen acido férmico (C1), acido acético (C2), acido propiénico
(C3), &cido butirico (C4) y acido valérico (C5). Los principales AGCC en el intestino
son C2, C3 y C4, que representan mas del 95% de estos compuestos. En general,
C2 pueden formarse a partir de piruvato a través de acetil-CoA, C3 se producen
principalmente a partir de succinato a través de la via de succinato o de lactato a
través de la via de acrilato, C4 se forman por acetil-CoA y butiril-CoA, asi como
acetato y lactato (Figura 7). La concentracion de los AGCC varia de ciego a colon,
se estima que la cantidad total en el colon varia de 70 a 140 mM y cae a 20-70 mM
en el colon distal. Después de ser absorbidos, son utilizados por los colonocitos,
como ya se ha descrito, o se transportan a la circulacién sanguinea y a otros
organos. Los AGCC ingresan a las células 1) por difusion pasiva, 2) por medio de
mediadores como SMCT1 / SIc5a8 y MCT1/SIcl6al, y 3) por la activaciéon de los
GPCR (Parada y col., 2019). Los AGCC son producidos por bacterias de la biota
intestinal a través de la fermentacion sacarolitica de carbohidratos no digeribles, son
absorbidos en el intestino delgado y representan el mayor flujo de carbono en el
mismo. Los productos mayoritarios de esta fermentacién son acetato, propionato y
butirato, también lactato (aunque éste es un acido organico que se puede adquirir a
través de la dieta) (den Besten y col., 2013; Morrison y Preston, 2016). El butirato y
el propionato se consideran antiobesogénicos y el acetato, principalmente,

obesogénico. Curiosamente, el acetato y el propionato son producidos
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principalmente por microorganismos del phylum Bacterioidetes, mientras que el

butirato es producido por Firmicutes (Verdelho y Cortez, 2016).
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Algunas funciones biolégicas del butirato son la contribucion a la maduracion del
epitelio colonico, la regeneracion de la mucosa en el caso de atrofia, la induccion de
la diferenciacién celular y la estimulacién de la apoptosis de células cancerigenas.
Es, ademas, una fuente importante de energia para los colonocitos, lo que aumenta
la salud del intestino y con ello disminuye su permeabilidad y previene la
endotoxemia metabdlica, y también aumenta la sensibilidad a la insulina a través de
la estimulacion de la liberacion de la incretina péptido similar al glucagoén tipo 1
(GLP-1) y el polipéptido inhibidor gastrico (GIP) (Verdelho y Cortez, 2016), entre
otras funciones. Estudios con animales han mostrado que la concentracién absoluta
y proporcion molar de butirato, asi como su distribucion a lo largo del intestino, varia
con la utilizacion de diferentes fuentes de oligosacaridos. Con base en estos
hallazgos, es posible hipotetizar que los fructanos de tipo inulina tengan un efecto
especial en elevar la concentracién de butirato en el colon. Otros estudios realizados
in vivo e in vitro han demostrado que los fructanos de tipo inulina estimulan
selectivamente el crecimiento de Bifidobacterias o Lactobacilli, ambos considerados
como benéficos para el hospedero. Estas bacterias son reconocidas por crear
condiciones poco favorables para el crecimiento de patdégenos potenciales como

enterobacterias y algunos miembros del género Clostridia (Kleessen y col., 2001).

Por su parte, el propionato inhibe la expresion de resistina en el tejido adiposo, la
cual esta relacionada con el desarrollo de la resistencia a la insulina (Moreno y
Martinez, 2002), y la sintesis de colesterol a través de la inhibicion de la acetil-CoA
sintetasa. Respecto al acetato, se trata del AGCC més absorbido, es un sustrato
para la lipogénesis y la sintesis de colesterol en el higado y el tejido adiposo
(Verdelho y Cortez, 2016). Entre las funciones de los AGCC en el organismo, la
primordial es servir como nutrientes para las células epiteliales del colon, ademas
modulan el pH intracelular y col6nico, transportan iones y regulan la proliferacion,
diferenciacion y expresion de genes, como los involucrados en la expresion de
transportadores de glucosa (GLUT2) y genes de respuesta temprana (c-myc, c-jun
y c-fos) (Tappenden y McBurney, 1998). Los niveles altos de AGCC disminuyen el
pH, influyendo directamente en la composicién de la biota del colon, reduciendo, por
ejemplo, a patégenos del género Clostridium. También disminuyen la solubilidad de
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los acidos biliares, aumentan indirectamente la absorcion de minerales y reducen la
absorcion de amonio por la disociacion del amonio a aminas (Wong y col., 2006;

den Besten y col., 2013).

El efecto de los AGCC sobre la produccion de citocinas inflamatorias en las células
endoteliales e inmunes y el reclutamiento de células inmunes y su transmigracion a
través de la capa endotelial siguen siendo, aun asi, controvertido. Se ha reportado
gue estos compuestos (principalmente butirato y propionato) modulan las
respuestas inmunes e inflamatorias mediante la activacion de los receptores de
acidos grasos libres (FFA) tipo 2 y 3 (receptores FFA2 y FFA3), el receptor 109A
acoplado a proteinas G (GPR109A) y la inhibicion de las desacetilasas de histonas
(HDAC) (Liy col., 2018; Parada y col., 2019) (Figura 8).
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Figura 8. Descripcion general de los efectos de los AGCC en la disfuncién endotelial.
A: LPS o TNFa se une a su receptor y activa las vias de sefializacion MAPK y NF-kB para modular
la expresion génica, incluidas las citocinas inflamatorias, las quimiocinas y las moléculas de
adhesion, que son factores importantes en el desarrollo de la aterosclerosis y la sepsis. B: la
produccién de citocinas inflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesion dependientes de LPS o
TNFa induce la adhesién de células inmunes y el reclutamiento a la lesién inflamatoria (Li y col.,
2018).

Los AGCC también parecen jugar un papel importante en la regulacion de la

integridad de la barrera epitelial, mediante la regulacién coordinada de proteinas de
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union estrecha (TJP, por sus siglas en inglés), que regulan el transporte intracelular
entre el lumen y el sistema hepatico. El aumento de la permeabilidad en dicha
barrera normalmente se asocia con la translocacion de bacterias y/o sus
componentes de la pared celular, lo que desencadena una cascada inflamatoria que
se ha asociado con la obesidad y la resistencia a la insulina. EI aumento del LPS
desencadena una cascada proinflamatoria mediada por TLR4 en las células
inmunes, lo que conduce a la activacion de vias de sefializacion rio abajo, como el
factor nuclear kappa-B (NF-kB) y la proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK),
gue puede conducir a la inflamacién impulsada por citocinas como a-TNF e IL-6. De
los AGCC, el butirato parece ser el regulador mas importante de las TJP y se ha
demostrado que mejora la funcion de barrera intestinal. Se ha demostrado que el
butirato disminuye la translocacién de LPS, lo que conduce a la inhibicién de la
activacion de macroéfagos, la produccion de citocinas proinflamatorias y la infiltracion

de neutrofilos (Morrison y Preston, 2016).
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3. Antecedentes: farmacognosia de Psacalium

decompositum

A través de diversos estudios fitoquimicos se han encontrado y aislado mas de diez
compuestos quimicos a partir de los extractos de Psacalium decompositum, siendo
los sesquiterpenos cacalol, cacalona, maturina y maturinona los mas abundantes
en dicha especie (Anaya y col., 2006; Agnihotri y col., 2010; Mora, 2016; Castillo y
col., 2018). Se ha propuesto que el cacalol inhibe la sintesis de ATP, la absorcién
de protones y el transporte de electrones, lo que sugiere que probablemente se
comporta como un agente aleloquimico, interfiriendo con el metabolismo de otros
organismos (Anaya y col., 2006); pero se ha demostrado que el efecto
antiinflamatorio es practicamente nulo. Por el contrario, algunos estudios han
demostrado que la cacalona si posee efecto antiinflamatorio, el cual podria estar
asociado con la funcién inflamatoria de las prostaglandinas, lo que probablemente
involucraria a otros mediadores ademas de COX (ciclooxigenasa), como histamina,
5-hidroxitriptamina, bradiquinina u éxido nitrico (Agnihotri y col., 2010). Por estos
motivos, los efectos benéficos atribuidos en la medicina tradicional a P.
decompositum estaban asociados con la actividad antiinflamatoria de cacalol y
cacalona (Alarcon y col., 2000a y 2000b; Mora, 2016).

La actividad hipoglucémica ha sido evaluada empleando extractos liofilizados,
obtenidos por la decoccidn de la raiz de la planta, evaluada sobre ratones sanos y
con diabetes inducida experimentalmente por la administracion de aloxana. Los
resultados fueron significativos en cuanto a la disminucion de la glucemia (Alarcon
y col., 2000a). En otro estudio, se obtuvieron diferentes extractos por maceracion
de la raiz de P. decompositum con diferentes solventes organicos (hexano, metanol
y agua); el extracto acuoso present6 efecto hipoglucémico significativo en ratones
normoglucémicos después de su administracién. Un precipitado obtenido a partir de
la maceracion de la raiz con agua, eliminando el liquido a alto vacio, se volvié a

macerar con metanol, obteniéndose nuevamente un precipitado (fraccion del
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Precipitado Agua-Metanol (PAM)), que se evalu6 en un modelo empleando ratones
sanos Yy diabéticos. Este tratamiento mostr6 una actividad hipoglucémica
significativa en ratones sanos y levemente diabéticos, pero la administracién de esta
fraccion a animales con diabetes grave no tuvo efecto significativo. A partir de esta
fraccion y mediante técnicas cromatograficas se lograron aislar dos polisacaridos

con actividad hipoglucemiante (Alarcon y col., 2000b).

Dichos polisacéaridos se caracterizaron por analisis espectroscopicos Yy
espectrométricos, y se encontrd que las principales estructuras quimicas presentes
en la fraccion del PAM correspondieron a fructooligosacaridos (FOS) de tipo inulina,
es decir, lineales y con GP de 8 (Figura 9). El efecto hipoglucémico de la fraccién
fue notable en ratones sanos y diabéticos inducidos con aloxana, a dosis de 150
mg/kg de peso corporal (Jiménez y col.,, 2011). Se evalué también el efecto
antiobesidad, antiinflamatorio e hipolipidémico de la fraccion PAM (llamada mas
especificamente fraccibn de FOS) en un modelo de ratas Wistar con obesidad
inducida con fructosa, se midieron parametros metabdlicos y citocinas inflamatorias
asociadas con la obesidad. Los resultados mostraron disminucion del peso corporal,
de colesterol, de triglicéridos y reduccion significativa (p<0.05) de los niveles de IL-
6 (interleucina-6), IFN-y (Interferon gamma), MCP-1 (proteina quimiotactica de
monocitos-1), IL-1B (interleucina-1 beta) y VEGF (factor de crecimiento vascular
endotelial) (Merino y col., 2014).

Dado que la fraccion del PAM consiste principalmente de carbohidratos no
absorbibles, parece probable que su bioactividad se deba a modificaciones en la
microbiota intestinal. Por ello, se consider6 importante, como primera aproximacion,
explicar estos efectos a través de la administracion diaria de la fraccion de FOS en

ratas sanas.
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Figura 9. Fructana de tipo inulina en la
fraccion de FOS
(Jiménez y col., 2011).
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4. Justificacion

Llevar una dieta alta en calorias complica el equilibrio en la salud de un humano y
puede conducir a un complejo de sintomas que se denominan colectivamente
sindrome metabdlico. Las caracteristicas clave del sindrome metabdlico son
obesidad, pérdida del control glucémico, dislipidemia e hipertensién. Sin embargo,
también incluye enfermedades del corazon, resistencia a la insulina, sindrome de
ovario poliquistico, esteatosis hepatica no alcohdlica y cancer (den Besten y col.,
2013). Estas enfermedades se caracterizan por mantener en el paciente un
desequilibrio en la composicion de la microbiota intestinal. Por ello, diversos
estudios se han centrado en buscar alternativas para mantener la homeostasis
intestinal recurriendo al desarrollo de prebi6ticos, como los carbohidratos no
digeribles. Estos ingredientes no digeribles son fermentados por cepas bacterianas
beneficiosas especificas (probidticos), que estimulan selectivamente el crecimiento
y la liberacién de productos finales de fermentacion bacteriana que favorecen la
salud del hospedero. Estudios previos han demostrado que Psacalium
decompositum tiene propiedades importantes sobre la salud humana, dadas por
compuestos sesquiterpenicos y una fraccion de FOS. Por ello, evaluar el efecto
sobre la microbiota intestinal de esta fraccion contribuira a fundamentarla como un
prebidtico y sentar las bases para, en un futuro, desarrollar un alimento o ingrediente
alimentario funcional con beneficios adicionales que impacten en la prevencion y

tratamiento de enfermedades.
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5. Hipotesis

La fraccion de FOS no absorbibles de P. decompositum con actividad
hipoglucemiante, antioxidante, hipolipidémica y antiobesidad, modifica la microbiota

bacteriana intestinal de ratas sanas.

6. Objetivos

6.1. General

Determinar el efecto de la administraciéon de la fracciobn de FOS de Psacalium

decompositum sobre la microbiota bacteriana intestinal de ratas sanas.

6.2. Especificos
e Evaluar el efecto de la fraccion de FOS sobre la microbiota bacteriana
intestinal en ratas sanas, mediante el cultivo en placa.
e Determinar la diversidad bacteriana en ratas tratadas con FOS mediante

analisis metagendmico del gen bacteriano ARNr 16S.
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7. Metodologia

7.1. Obtencion de la fraccidn de fructooligosacaridos (FOS) de Psacalium

decompositum

Se realiz6 empleando la metodologia propuesta por Merino y col. (2014), con

modificaciones, de acuerdo con el siguiente diagrama:
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Figura 10. Metodologia para obtener la fraccion de FOS
(Merino y col., 2014).

Las raices de la planta fueron enviadas desde el estado de Chihuahua por
paqueteria. El origen de las raices es de la sierra de Guachochi y tendrian,
aproximadamente, de dos a tres meses de haber sido colectadas. El peso neto de
las raices fue de 1.080 kg. Después de retirar las impurezas presentes, las raices
se molieron en un molino de rotor para trituracion en seco especial para cereales y
alimentos, marca Brabender. El peso de la muestra triturada fue de 1.032 kg. Esta
cantidad de muestra molida se macer6 con hexano durante un periodo de 5 dias,
cambiando diariamente el disolvente, empleando un total de 7.15 L. Después. el
material vegetal se extendié sobre charolas de vidrio con papel absorbente y se dej6

evaporar durante 2 h en una campana de extraccion. El material vegetal seco y libre
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de hexano se maceré con agua destilada durante otros 5 dias, empleando un total

de 15.5 L de agua, de la cual se recuperaron 13.9 L.

El extracto hexanico se recuperd a temperatura y presion reducida (40°C y 360
mBar, respectivamente), se colocé en un recipiente de vidrio de color ambar, se
rotuld y almacend a temperatura ambiente. En cuanto al extracto acuoso, la
eliminacién de agua se realiz6 colocando 50 mL de liquido previamente centrifugado
sobre refractarios de vidrio, dejando secar durante 24 h a temperatura ambiente y
con aireacion constante. Después, con la ayuda de una laminilla, se desprendio el
extracto acuoso (seco) de la superficie del recipiente. El polvo recuperado se peso,
se guard6é en un frasco de vidrio color &mbar rotulado y se almacend en un

desecador para evitar la humedad.

Para obtener la fraccidon de fructooligosacaridos, se pesaron 15.007 g de extracto
acuoso seco y se realizaron 10 lavados en intervalos de tiempo de 40 min con 20
mL de metanol, con agitacion constante. Después de la decantacion del extracto
metandlico en el ultimo lavado, el disolvente se evaporé extendiendo la mezcla
sobre un refractario de vidrio, se cubrié con papel aluminio y se dejé sobre una
campana de extraccion durante 4 h. Transcurrido dicho tiempo, la fraccién de FOS

se guardd en un recipiente rotulado y se almaceno en un desecador.

7.2. Identificacién quimiotaxondmica de la especie

Se realiz6 este procedimiento mediante cromatografia en capa fina en fase normal,
empleando un sistema de elucion hexano:acetonitrilo en una proporcion 80:20. Se
procedié tomando 10 uL del extracto hexanico y se disolvio en 100 uL de dicho
solvente. Se colocaron 2 uL en una placa cromatografica recubierta de gel silice y
se dispuso dentro de una camara con el sistema de elucién. Los compuestos
sesquiterpénicos se visualizaron con luz UV a longitud de onda de 254 y 365 nm,
pero la identificacién de cacalol, como marcador quimiotaxonémico de la especie,
se realiz6 revelando por aspersion con sulfato cérico al 1% en acido sulftrico 2 N,

seguido de la aplicacién de temperatura a 100°C (Jiménez y col., 2011; Mora, 2016).
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7.3. Modelo experimental

Se emplearon 24 ratas (Rattus norvegicus) macho, cepa Wistar, proporcionadas por
el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores de lIztacala de la Universidad
Auténoma Nacional de México (FES-I UNAM). Con un peso promedio de 25050 g
(seis semanas de edad, aproximadamente), se registré el peso al inicio y al final del
estudio. Al momento de la recepcion, los animales se encontraban en un estado
microbioldgico “convencional”, las condiciones ambientales de mantenimiento de la
habitacién del bioterio fueron de 18-26°C de temperatura y 40-70% de humedad con
periodos de luz/oscuridad de 12 h. Aunque los animales tuvieron libre acceso al
alimento y agua (ad libitum), diariamente se peso el consumo de cada uno de ellos.
Las ratas se agruparon de la siguiente manera (n=8): grupo control (GC), grupo
control prebidtico (GCP) y grupo experimental (GEF) (Bai y col., 2016), como se
muestra en la Figura 11. Se realiz6 un estudio subagudo durante 15 dias (Hidaka y
col., 1986), administrando via intragastrica (IG) 4 mL/kg de peso corporal de
solucion salina isotdnica (SSI) estéril comercial al grupo control (GC), 150 mg/kg de
peso corporal de inulina de achicoria (GCP) (Menne y col., 2000) y 150 mg/kg de
peso corporal de la fraccion de FOS de P. decompositum (Merino y col., 2014). Las
dosis de GCP y GEF se disolvieron en 4 mL/kg de peso corporal de SSI.

Dias
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w ® L ] 5
2 Inulina de &
8 GCP | € oo _____s achicoria 3
g (150 3
g . mg/kg) g,_
g'_ Fr;(;:;c')n w
@ GEF |<------moooomoooooooooooos |

! mg/kg)

Recoleccion de heces

Figura 11. Modelo experimental del estudio
(n=8).
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Se recolectaron las muestras fecales antes de administrar los tratamientos (tiempo
0) y al finalizar el estudio (tiempo 15); estimulando a las ratas para defecar. Se
recuperd una muestra por rata de cada grupo experimental en tubos coénicos
estériles de 15 mL, preparados en condiciones asépticas con 5 mL de solucion de
NaCl al 0.9%, para el posterior analisis microbiolégico mediante la técnica de
siembra en placa. Por otra parte, tubos para microcentrifuga estériles de 1.5 mL se
prepararon con 500 uL de RNAlater y tras la colecta de las muestras, se
almacenaron en congelacién para la extraccion y purificacion de ADN. Con el ADN
purificado se hicieron dos “pools” por grupo, los cuales se utilizaron en el analisis

metagenomico basado en el gen ARNr 16S.

Debido a la gran similitud y homologia entre el genoma de roedores y humanos, los
modelos animales son una herramienta fundamental para el estudio de condiciones
morbosas que afectan a los humanos (Suérez y col., 2013). Ademas, los
mecanismos del paso de los alimentos a través del tracto Gl y la tasa de absorcion
de nutrientes han sido examinados comunmente en modelos animales para obtener
una mejor comprension de los procesos que en el tracto Gl pueden conducir a una
mejor salud o disminuir la enfermedad. Sin embargo, la informacion de los modelos
animales puede no ser directamente traducible a los humanos (Hillmany col., 2017).
Por ello, se deben considerar las limitaciones del modelo animal al extrapolar, en un

futuro, los hallazgos de este estudio a los humanos.

7.4. Analisis microbiolégico

Los medios de cultivo utilizados para llevar a cabo el analisis microbioldgico se
indican en la Tabla 3. Todos los reactivos fueron proporcionados por el Laboratorio
de Farmacognosia de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la FES-
Iztacala. Para la preparacion de los medios de cultivo, primero se calcularon las
cantidades necesarias, luego se disolvieron en un volumen especifico aplicando
temperatura. Los medios asi disueltos se esterilizaron y, finalmente, se vertieron en
cajas de Petri de tres septos dentro de una campana de flujo laminar. Cada muestra

fecal se disgregd en los 5 mL de la solucion de NaCl, agitando sobre un vortex.
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Posteriormente se hicieron dos diluciones (1:100) de 50 uL de la muestra en 5 mL
de NaCl. Se tomaron 50 uL de la muestra concentrada y de las diluciones, el
volumen se extendi6 sobre el medio de cultivo contenido en la caja de Petri de tres
septos hasta la absorcion de la muestra, utilizando varillas de vidrio esterilizadas.
Las cajas de Petri fueron incubadas a 37°C durante 24 h para permitir el crecimiento

bacteriano. Finalmente, se hizo el conteo y se reporté como UFC/g de muestra.

Tabla 3. Medios de cultivo empleados para el analisis microbiolégico.

Medio uso Clasificacion
Miiller-Hinton Medio de cultivo nutritivo no
(M-H) selectivo que promueve el Medio de cultivo no
(Eisenberg y col., 1981) desarrollo microbiano de selectivo
gy col, patdgenos.

Papa dextrosa
(PDA)
(Ravimannan y col., 2014)

MacConkey
(Mossel y col., 1962)

Enterococcosel
(Wheelery col., 2002)

Cetrimida
(Brown y Lowbury, 1965)

Medio de cultivo
Estafilococos 110
(S110)
(Smuckler y Appleman,
1964)

Eosina azul de metileno
(EMB)
(Wynne y col., 1942)

Medio de cultivo tiosulfato
citrato bilis sacarosa
(TCBS)

(Lotz y col., 1983)

Medio utilizado para el aislamiento,
cultivo y recuento de hongos y
levaduras.

Medio selectivo para el aislamiento
y la diferenciaciéon de
Enterobacteriaceae y otros bacilos
Gram negativos.

Medio selectivo para el aislamiento
y el recuento de estreptococos
fecales.

Se  utiliza para el aislamiento
selectivo de Pseudomonas
aeruginosa.

Es utlizado para el aislamiento y
diferenciacion de estafilococos.

Medio ligeramente selectivo y de
diferenciacion para el aislamiento y
la diferenciacion de bacilos Gram
negativos entéricos
(Enterobacteriaceae y diversos
otros bacilos gram negativos).
Medio selectivo de diferenciacion
para el aislamiento y cultivo de
Vibrio cholerae y otras especies de
Vibrio.

Medio de cultivo no

selectivo

Medio de cultivo
selectivo y
diferencial

Medio de cultivo
selectivo

Medio de cultivo
selectivo

Medio de cultivo
diferencial

Medio de cultivo
selectivo y
diferencial

Medio de cultivo
selectivo y
diferencial
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7.5. Secuenciacién metagendmica de amplificacién del gen marcador
ARNr 16S

7.5.1. Extraccion del ADN

La extraccion y purificacion del material gendmico se realiz6 con el Kit universal de
extraccion Dynabeads® DNA DIRECT de Invitrogen.

e Tratamiento de las muestras

Se trataron cinco muestras de grupo control (GC), ocho muestras del grupo control
prebidtico (GCP) y siete muestras del grupo experimental FOS (GEF), todas
correspondientes al dltimo dia del tratamiento (T1s). Las veinte muestras, con un
peso promedio de 33798 mg, se centrifugaron (11,200 x g/5 min) para retirar la
mayor cantidad posible de la solucién de RNAlater. Cada muestra se disgrego en
500 pL de buffer TEN (Tris 500 mM, EDTA 16 mM y NaCl 10 mM; pH 9.0) y se
centrifugaron nuevamente (16,128 x g/2 min) para sedimentar los soélidos fecales.
Se recupero el sobrenadante junto con una pequefia capa color café parda que se
forma sobre la superficie del sedimento y se transfirié el liquido de cada muestra a

un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, limpio y nuevo.
e Aislamiento de ADN

Para cada una de las muestras tratadas se realizo la extraccion del ADN. En un
pipeteado rapido, se agregaron 400 uL (1 unidad) de Dynabeads® completamente
resuspendidas, para mezclar bien los componentes y formar un complejo entre el
reactivo y el ADN. Se dejé incubar a temperatura ambiente durante 5 min sin
agitacion. El tubo con la muestra se colocé sobre una barra magnética durante 5
min. La apariencia gelatinosa y color marrén oscuro indico la formacion del complejo
ADN/Dynabeads®. Con cierto cuidado se desecho el sobrenadante y se retir6é del
iman, se agregaron 200 pL de buffer de lavado 1X en una sola accion de pipeteo
rapida y se volvié a colocar en la barra magnética durante 5 min. Se retird6 con

cuidado y se desecho el sobrenadante de cada muestra, realizando el lavado
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(purificacién) tres veces mas. Se disolvié el complejo ADN/Dynabeads® en 80 uL
de buffer de resuspension y se incub6 a 65°C/5 min para la liberacion del ADN. El
ADN de cada muestra se recuperd en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL nuevo
y se adicionaron 80 uL de agua miliQ estéril. Posteriormente, se mezclaron las
muestras para obtener dos “pools” y hacerlo por duplicado, tal como se indica en la
Tabla 4. Finalmente, se evalué la calidad y cantidad de ADN mediante electroforesis
en gel de agarosa y espectrofotometria, respectivamente. Las muestras se

almacenaron a -4°C hasta ser enviadas a Macrogen (Seul, Corea del Sur).

Tabla 4. Disefio experimental para la secuenciacion
metagendmica.

. Pool: Pool>
Grupo experimental Tus Tie
GC 3 2
GCP 4 4
GEF 4 3

GC: grupo control, GCP: grupo control positivo y GEF: grupo experimental FOS.
T15= Tiempo final (15 dias).

e Electroforesis en gel de agarosa

Para preparar el gel al 1% se pesaron 0.2 g de agarosa y se disolvieron en 20 mL
de buffer TBE 1X (Tris 500 mM, Acido bérico y EDTA 500 mM; pH 8.0). Se calentd
la mezcla en un horno de microondas casi hasta ebulliciéon (se usé un tapdén de
plastico para evitar la evaporacion de liquido) en intervalos de 10 s,
aproximadamente. Se dejo enfriar un poco el preparado (hasta =50°C) y se
agregaron 4 ulL de Midori Green (Nippon Genetics Europe), mezclando con
agitacion suave. Se vertio la mezcla en la plataforma provista para contener el
liquido y se coloco el peine para formar los pocillos; se dejo reposar hasta la
formacion del gel (solidificacion). Finalmente, se retiraron el peine y la cinta
adhesiva, y la plataforma con el gel solidificado se colocé en la celda de

electroforesis, la cual se llend con el volumen necesario de buffer TBE 1X.

En un pocillo se mezclaron 2 puL del marcador de tamafio (ADN del bacteriéfago

lambda, Sigma Aldrich) y 1.5 uL de buffer de carga, como control, y en los pocillos
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siguientes 5 uL de muestra (un pocillo para cada muestra) y 1.5 uL de buffer de
carga 6X (azul de bromofenol 0.25%; xileno cianol 0.25%; glicerol 30%, en agua).
Se colocé la tapa de la celda de electroforesis, se conectaron los cables de los
electrodos de la celda a la fuente de poder y se aplicé un voltaje de 100 V para
lograr la migracién de las moléculas de ADN. La migracion progresé hasta que el
colorante se visualizé en aproximadamente ¥ de distancia de los pocillos proximos
(unos 40 min). Transcurrido ese tiempo, se retird de la celda de electroforesis la
plataforma con el gel y se observaron en el transiluminador las bandas de ADN de

color verde fluorescente.
e Cuantificacion de ADN

La cuantificacion se realiz6 en un espectrofotometro micro-UV/Vis NanoDrop One
(Thermo Scientific). Después de encenderlo, se seleccioné la modalidad de lectura
(ADNDbc; ADN bicatenario) y se calibro colocando 2 pL de agua miliQ, Se coloco el
mismo volumen de muestra, limpiando suavemente el pedestal del equipo entre

cada medicion.

7.5.2. Construccion de la libreria y secuenciacion metagendmica

La secuenciacion genémica fue desarrollada a través de la plataforma de lllumina
MiSeq (Macrogen, Seul, Sorea) con lecturas de final pareado (paired end). La
preparacion de la libreria “paired-end” indexada, consiste en 1) amplificacion por
PCR de las regiones V3 y V4 del gen ARNr 16S (tamafo de amplicon =550 pb); 2)
ligado de adaptadores en las posiciones 5 y 3’, que a su vez se ligaran a las
etiquetas indexadas (Nextera® XT indexes) (barcode), 3) amplificacion por PCR
(tamafio de amplicon =630 pb) y 4) purificacion en gel de los amplicones y
verificacion de la distribucién de tamafios mediante un Bioanalizador (Agilent
Technologies 2100, chip DNA 1000). La libreria se carga en una celda de flujo donde
los amplicones de tamafo =630 pb se hibridan con una serie de oligonucleotidos
complementarios a los adaptadores de la biblioteca (barcodes), los cuales estan

unidos a la superficie de la celda. Cada fragmento se amplifica a continuaciéon en
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grupos clénicos distintos, a través de la amplificacion de puente. Cuando se
completa la generacion del cluster, las plantillas estan listas para la secuenciacion.
La tecnologia de sintesis de lllumina utiliza un método patentado basado en un
terminador reversible, que detecta bases individuales a medida que se incorporan
a las hebras de la plantilla de ADN. Como los cuatro dNTPs reversibles y unidos al
terminador son constantes durante cada ciclo de secuenciacion, la competencia
minimiza el sesgo de incorporacion y reduce en gran medida las tasas de error. El
resultado es una secuenciacion altamente precisa base por base, que elimina
virtualmente los errores especificos, incluso dentro de regiones de secuencia

repetitiva y homopolimeros.

7.5.3. Andlisis bioinforméatico

La asignacion de las unidades taxondmicas operacionales (OTU, por sus siglas en
inglés) microbianas se llevd a cabo utilizando el software Geneious version 9.1.8
(Kearse y col. 2012; Olsen y Qaadri.,, 2014) (Figura 12) y la configuraciéon
predeterminada en QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Kuczynski
y col., 2012; Navas y col., 2013) (Figura 13). El proceso de filtrado y recorte de pares
de bases (pb) de mala calidad se realiz6 con los complementos BBDuk y
dada2/deblur, en Geneious y QIIME, respectivamente. En ambos procedimientos se
eliminaron secuencias quiméricas con la herramienta UCHIME. ElI mapeo de
referencia se establecidé con un 97% de similitud con secuencias representativas,
empleando la base de datos microbiana 16S de NCBI para Geneious y de
Greengenes (GG_13 8) para QIIME. Se utiliz6 también la herramienta 16S
Biodiversity en Geneious, la cual ejecuta el clasificador RDP v.2.12 para asignar
una taxonomia (en el rango de dominio a género) asi como una estimacion de
confianza para cada secuencia, comparandolas con una base de datos de ARNr
16S bacteriana y de arqueas. Esta herramienta, a través del software Krona, genera
un grafico interactivo de diversidad bacteriana que puede visualizarse en el
navegador de Internet. Se realizd un analisis de componentes principales (PCA) de

las distancias filogenéticas ponderadas de UniFrac (Lozupone y col., 2005 y 2011)
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entre comunidades y las estimaciones de la diversidad filogenética se realizaron
utilizando los scripts en QIIME. También se realizd la prediccion funcional del
metagenoma mediante el software PICRUSt (Phylogenetic Investigation of
Communities by Reconstruction of Unobserved States) (Langille y col., 2013;
ARhauer y col., 2015). Los archivos con extension “.qzv” se descargaron a través

de https://view.qiime2.org/ y los mapas de frecuencia se obtuvieron a en la pagina

www.heatmapper.ca. Finalmente, se hicieron andlisis complementarios a través del

servidor MG-RAST (Meyer y col., 2008), un sistema de codigo abierto para la

gendmica comparativa (https://www.mg-rast.org/).

PAIRED
Emparejamiento de secuencias

!

TRIMMED
Eliminacion de pb de mala calidad

.

MERGED
Creacidn de una sola secuencia

.

CHIMERIC REMOVE
Eliminacion de quimeras

!

ASSEMBLY DENOVO ’
Alineamiento: contigs

'

BLASTING

Comparacion de secuencias con la base de
datos 16S microbial de NCB

by 165 Biodiversity

TAXONOMIC ASSIGNMENT
Asignacion taxonémica con la base de datos creada

Figura 12. Procesamiento y analisis de secuencias por Geneious.
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Comprobar la calidad de la
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!
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(join_paired_ends.py)

y

Demultiplexar secuencias
(join_libraries_fastqc.py)

!

Agrupar en OTU

(pick_otus.py)

!

Eliminar quimeras
(identify_chimeric_seqgs.py)

Archivo de mapeo
(validate_mapping_file.py)

{

Asignacién
taxonémica
(assign_taxonomy.py)

!

Tabla de OTU
(make_OTU_table.py)

p diversidad
(beta_diversity_through_plots.py)

!

o diversidad
(alpha_diversity_through_plots.py)

Taxones
(summarize_taxa.py)

Figura 13. Pipeline del procesamiento y andlisis de secuencias por QIIME.

Andlisis estadistico

Para evaluar las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
del analisis microbiolégico, asi como del consumo de agua y alimento, se usé un
andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via y comparacion multiple de Tukey
(p<0.05). También se compararon las medias de peso inicial y final de cada
tratamiento mediante una pruebat de student. Todos estos datos fueron procesados
en el software SPSS (version 22). Con los datos de la secuenciacion metagenoémica,

se realizo el andlisis bioinformatico descrito en la seccion anterior (7.5.3).
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8. Resultados y discusion

8.1. Obtencidn de la fraccion de FOS e identificacion quimiotaxonémica de

la especie

En la Tabla 5 se muestran los rendimientos calculados al obtener la fraccion de

fructooligosacaridos:

Tabla 5. Rendimiento de los extractos obtenidos de Psacalium decompositum.

Extracto Cantidad Rendimiento

(9) (100 g de raiz)
Hexanico 46.80 4.45%
ACUOSO Sseco 42.63 4.13%
Fraccién de FOS 9.28 0.89%

Se realiz6 la identificacion quimiotaxondémica de la especie a partir del extracto
hexanico (rico en cacalol y aceites esenciales), mediante la revelacion de una
mancha azul correspondiente al cacalol. Este resultado se contrasté con lo
reportado en la bibliografia y con los resultados obtenidos anteriormente en el
Laboratorio de Farmacologia (Figura 14). Las marcas que se observan de distinto
color pueden pertenecer a derivados de este sesquiterpeno. En los mercados de
plantas medicinales de la Ciudad de México, Psacalium peltatum es un sustituto
comun de P. decompositum, porque también se conoce como "matarique” y las
raices y el rizoma también contienen cacalolidos, como maturina, acetato de
maturina y maturinina, pero no cacalol o cacalona (Castillo y col., 2018), de ahi que
estos dos ultimos componentes se utilicen como marcadores quimiotaxonémicos

para P. decompositum.
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Figura 14. Identificacion quimiotaxonémica
de Psacalium decompositum.

Cromatografia en capa fina para Ila
identificacion de cacalol en el extracto
hexanico de P. decompositum, se utilizé una
placa cromatogréfica recubierta de gel silice y
un sistema de elucion hexano:acetonitrilo
(80:20) (Jiménez y col., 2011; Mora, 2016).

8.2. Analisis microbioldgico

El conteo bacteriano realizado en los diferentes medios se report6 como logio de
las unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de muestra fecal £ SD (log1o
UFC/g). La Figura 15 indica qué tratamiento o tratamientos tuvieron efecto
significativo (p<0.05) sobre el conteo en los medios de cultivo no diferenciales de
bacterias y hongos. Como puede apreciarse, tanto la fraccion de FOS de P.
decompositum como la de inulina de achicoria mostraron efecto significativo
(p<0.05) sobre el crecimiento de microorganismos patégenos en medio de cultivo
Mueller-Hinton, respecto al control GC en el tiempo 0. También se observo efecto
significativo (p<0.05) sobre el crecimiento de hongos y levaduras en Medio de
cultivo Papa Dextrosa con ambos tratamientos (GCP y GEF). El hongo identificado
en la microbiota intestinal de las ratas sanas (por medio del cultivo en medio Biggy)
fue Candida albicans, cuyas caracteristicas de las colonias se contrastaron con lo
reportado en la bibliografia. En la Figura 16, puede observarse que el tratamiento
administrado en GCP muestra tener efecto significativo (p<0.05) sobre el
crecimiento de la especie Escherichia coli y los géneros Enterobacter/Klebsiella, asi
como Staphylococcus spp respecto a GC al inicio y término del estudio (To y Tis).
El tratamiento administrado en GEF (nicamente tuvo efecto (p<0.05) sobre

Enterobacter/Klebsiella y Staphylococcus spp.
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Figura 15. Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de microorganismos y hongos en

medios de cultivo no selectivos.

GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
To= Tiempo de inicio (dia 0), T1s= Tiempo final (15 dias).
*Estadisticamente significativo (p<0.05) con respecto a GC Tp
(MediatES)

Comparar los resultados de un andlisis microbiolégico de cultivo en placa con un
analisis metagendmico no siempre es posible, pero el haber observado cambios en
el crecimiento de microorganismos patdégenos que se sabe estan presentes a lo
largo del tracto Gl fue un punto de inicio para analizar el efecto de la fraccién de
FOS obtenida de P. decompositum sobre la biota intestinal de los animales de
experimentacion, a través de la secuenciacion metagenomica. Tras estos
resultados, se penso que la fraccion no es por si misma antimicrobiana y que su
efecto podria ser otro. Sobre todo, porque la dindmica de la microbiota es muy
grande, es un ecosistema donde los productos metabdlicos fabricados por
diferentes especies bacterianas pueden ayudar a proliferar, disminuir o inhibir el
crecimiento de otros microorganismos. Por ejemplo, se sabe que varias bacterias y
cepas de Candida tienen interacciones complejas. Aunque las interacciones entre
el LPS bacteriano y Candida han sido poco investigadas, se ha demostrado que el
LPS de E. coli disminuye la probabilidad de que Candida albicans sobreviva
(Bandara y col., 2010). En el presente estudio, no se puede inferir si la disminucién
de esta levadura esta relacionada con este proceso, ya que la fraccion de FOS no
demostré tener efecto sobre el crecimiento de enterobacterias (Figura 16). De todas

formas, también las bifidobacterias y lectinas de lactobacilos han demostrado
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poseer actividad fungistatica y fungicida contra cepas de C. albicans (Lakhtin y col.,
2010).

Se utilizé inulina de achicoria como control positivo, debido a que se ha reportado
con efecto prebidtico (Roberfroid y col., 1998; Niness, 1999; Menne y col., 2000;
Van de Wiele y col, 2004) y su estructura contiene una cadena de
fructooligosacéridos no ramificados. Aungque aun no se elucida cémo las diferentes
estructuras de fructooligosacaridos tienen esta funcion (debido tanto a la estructura
como a las diversas fuentes naturales de obtencién), es un hecho que el efecto esta
relacionado con el grado de polimerizacion (GP) (Van de Wiele y col., 2007) y los
géneros y especies productoras de AGCC, los cuales tienen propiedades
inmunomoduladoras (Corréa y col.,, 2016; Kumari y Kozyrskyj, 2017) y la
estimulacién de los colonocitos para la absorcion de sodio (Palau y col., 2015),
disminuyendo asi la permeabilidad intestinal y la invasion de microorganismos
patdgenos (Van de Wiele y col., 2007). Mas adelante, en los resultados del analisis
metagendmico se detallan otros géneros y especies productoras de butirato y
propionato, los principales AGCC con funciones favorecedoras para el hospedero.
Con base en dichos resultados, se tratara de elucidar el efecto hipoglucémico y

antiinflamatorio de la fraccion de FOS de P. decompositum.
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Figura 16. Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de microorganismos en medios de cultivo selectivos y diferenciales.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
*Estadisticamente significativo (p<0.05) con respecto a GC T,
oEstadisticamente significativo (p<0.05) con respecto a GC Tis
To= Tiempo de inicio (dia 0), T1s= Tiempo final (15 dias).
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8.3. Analisis de la secuenciaciéon metagendmica

8.3.1. Calidad del material genético

La electroforesis en gel de agarosa es una metodologia para separar fragmentos de
ADN y ARN en funcion de su tamafo, y visualizarlos gracias al colorante (Midori
Green) afiadido al gel y evaluar el grado de degradacion del ADN de las muestras
(Fierro, 2014). La migracion del ADN durante el proceso electroforético se limita por
la velocidad de traslado y el tamafio de las moléculas de ADN a través del gel, que,
al polimerizarse forma una red tridimensional con poros de distinto tamafio. De esta
forma, la separacion no Unicamente se produce por las diferentes cargas de las
moléculas, sino también por las diferencias en tamafo (Ruiz y col., 2017). El
colorante de tincion emite fluorescencia verde cuando se une a ADN o ARN. Tiene
dos picos de excitacion de fluorescencia (~300 nm; ~400 nm) y un pico de excitacién
fuerte centrado alrededor de 500 nm. Por otro lado, la espectrofotometria UV/Visible
nos permite confirmar que existe cantidad suficiente de ADN para la secuenciacion.
Este método proporciona una estimacion simple y precisa de la concentracion de
una muestra, sin contaminacion de proteinas o disolventes organicos que absorben
a longitudes de onda cercanas. Para evaluar la pureza de la muestra se determiné
la proporcion A260/A280 (Tabla 6). Se considera que un ADN de pureza Optima
tiene un valor de la relacién A260/A280 entre 1.8-2.0; un ADN de pureza aceptable
debe ser >1.6, si es <1.6 indica una posible contaminacién por compuestos
aromaticos como fenoles y proteinas y si es >2.1, podria deberse a la presencia de
ARN en la muestra. Para la secuenciacion de las muestras de nuestro estudio, los
valores de la relacion A260/A280 se encuentran apenas cercanos al limite de
calidad (A260/A280 >1.6).

Tabla 6. Cuantificacion y pureza del ADN.
Concentracion

Pool A260/280 A260
(ng/pl)

GC 152.80 1.45 2.40

GCP 123.90 1.66 0.82

GEF 130.25 1.51 1.54

GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.
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8.3.2. Control de calidad del ADN y preparacion de libreria

En cada etapa del proceso de secuenciacion se reportaron los resultados
correspondientes a la evaluacion de calidad del ADN de las muestras
(concentracion medida por fluorimetria), asi como el tamafio de amplicén en pb

(Tablas 7 y 8, respectivamente).

Tabla 7. Calidad del ADN de las muestras.
Concentracion

Muestra (ng/uL) Resultado
GC 9.37 *
GCP 9.25 *
GEF 10.07 *

*Continua el proceso para construccion de la libreria.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.

Tabla 8. Tamafio de amplicon a secuenciar
Concentracion Tamaifio

Muestra Tipo de libreria (ng/uL) (pb) Resultado
GC Metagenoma amplicon 50.89 605 *
GCP Metagenoma amplicon 51.62 613 *
GEF Metagenoma amplicon 51.72 616 *

*Continua con secuenciacion metagendmica.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.

En ambos casos, se puede observar que el proceso de secuenciacion se realiz6 sin

contratiempos, con resultados positivos.

8.3.3. Control de calidad de la secuenciacion

La Tabla 9 indica los valores de calidad de la secuenciacion. El valor Q esta
relacionado con el valor Phred (refleja la probabilidad de que la base sea correcta
en codigo ASCII) de cada pb, un valor Q mas alto indica una alta probabilidad de

gue el nucledtido asignado sea el correcto (Ewing y Green, 1998).
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Tabla 9. Estadisticas de los datos crudos secuenciados.
Total de bases

Muestra leidas Lecturas GC AT Q20 Q30
(pb)? totales? (%) (%)* (%)° (%)
GC 68,773,985 228,485 53.433 46.570 91.858 83.375
GCP 61,586,707 204,607 53.226 46.775 91.997 83.599
GEF 65,981,909 219,209 53490 46.510 91.589 83.078

GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS. Datos obtenidos por duplicado.
Total de bases leidas: Nimero total de bases secuenciadas.
2Lecturas totales: Nimero total de lecturas. Para la secuenciacion de extremo pareado (paired-end) de lllumina,
este valor se refiere a la suma de lectura 1 (forward) y lectura 2 (reverse).
3GC (%): contenido de GC.
“AT (%): contenido AT.
Q20 (%): Proporcién de bases que tienen una puntuacion de calidad de Phred de mas de 20.
1/100 pb (99% de precision).
5Q30 (%): Proporcion de bases que tienen un puntaje de calidad de Phred de mas de 30.
1/1000 pb (99.9% de precision).

8.3.4. Procesamiento y analisis de secuencias

En total se procesaron 1,791,232 lecturas, se obtuvieron 935,570 secuencias y se
ensamblaron 829,750. Se obtuvieron 55,760 contigs y 11,977 OTU. Se clasificaron
708,821 secuencias. Los phyla predominantes resultantes del analisis
bioinforméatico fueron: Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria. Estos dos ultimos
phyla agrupan a muchos microorganismos productores de LPS, compuesto que
desencadena una respuesta inflamatoria y desempefia un papel importante en el
desarrollo de enfermedades. En los resultados se muestra que la abundancia de
Bacteroidetes y Proteobacteria disminuye levemente en GEF y se mantiene en
GCP, en comparacién con GC (Figura 17). La Tabla 10 sefala la contribucién en
valores de porcentaje, para ello se hizo la relacion con el nUmero de secuencias
procesadas con las secuencias asignadas a cada phylum en cada grupo
experimental. Estos datos indican los componentes mayoritarios presentes en la

microbiota bacteriana intestinal.
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Figura 17. Phyla de la microbiota intestinal.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.

Abundancia

Tabla 10. Contribucion de los phyla predominantes de la microbiota intestinal.
GRUPO Firmicutes Bacteroidetes Proteobacteria Actinobacteria

GC 57.40% 37.05% 3.18% 0.30%
GCP 49.58% 44.73% 3.24% 0.26%
GEF 55.93% 38.78% 2.55% 0.70%

GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.

La abundancia asignada al phylum Actinobacteria corresponde principalmente a la
presencia del género Bifidobacterium (=50%). Esto es importante, ya que este
género y Lactobacillus son conocidos por su efecto como probibticos en la
microbiota intestinal (Gomes y Malcata, 1999). En la Figura 18 se muestran géneros
microbianos de interés en el presente estudio. Se puede observar que la abundancia
de dichos géneros con efecto probidtico en el GEF es mayor respecto con los otros
dos grupos experimentales. Bai y col. (2016) reportaron que los principales géneros
productores de butirato son Faecalibacterium, Odoribacter, Butirycimonas Yy

Allobacolum, aunque también se encuentran microorganismos productores de
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butirato en algunas familias del orden de los Clostridiales, como Clostridiaceae,

Lachnospiraceae y Ruminococcaceae (Evans y col., 2014).

El butirato es producto del metabolismo de los FOS, junto con otros acidos grasos
de cadena corta (AGCC), como acetato y propionato. En las secuencias analizadas,
se encontré una abundancia mayor en GEF en al menos tres de los géneros
productores de butirato, incluso con respecto a GCP, que fue el grupo experimental
al que se le dosifico inulina de achicoria. Se ha descrito que bacterias del género
Phascolarctobacterium y de la familia Veillonellaceae producen altas cantidades de
butirato (Lecomte y col., 2015). En los resultados, la abundancia de estos géneros
en los grupos experimentales se mantiene practicamente sin cambios notorios. En
el mismo grafico también puede observarse que los principales géneros productores
de LPS, como Prevotella y Enterobacterias (Madura, 2017), presentan una
abundancia elevada en los tres grupos experimentales. En el caso de Prevotella,
dicho valor fue ligeramente mayor en GCP, mientras que en el caso de la familia
Enterobacteriaceae, aunque su abundancia es baja, sobresale GEF con respecto a
GCPyGC.
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Figura 18. Géneros microbianos de interés presentes en la biota intestinal del modelo de estudio.

GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.
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Como resultado del procesamiento de las secuencias en QIIME, se obtuvieron
mapas de frecuencia de taxa, los cuales se interpretan de acuerdo a la coloracion:
un grupo experimental con una coloracion de negro a verde (cerca del 1) indica que
es, de los tres grupos experimentales, el que tiene una mayor abundancia del taxén;
un grupo experimental con una coloracion en negro (cerca del 0) indica que es el
gue tiene una abundancia en un valor intermedio y un grupo experimental con una
coloracion de negro a rojo (cerca de -1) indica que tiene una menor o0 nula
abundancia del taxén. De acuerdo con esta explicacion, puede observarse que los
géneros Bifidobacterium y Lactobacillus; cuyas especies son Bifidobacterium
bifidum y Lactobacillus hamsteri, respectivamente, muestran mayor abundancia en
GEF y menor o nula en GC y GCP (Figuras 19 y 20). También se encuentran en
este caso otros géneros que son productores de AGCC como Roseburia,
Papillibacter o Succinispira. La presencia en la microbiota intestinal de especies
pertenecientes a los géneros Roseburia y Papillibacter puede servir como
biomarcador de salud, debido a que son productoras de butirato y también pueden
ser Utiles como probibdticos para la restauracion de la microbiota intestinal

beneficiosa (Tamanai y col., 2017; Wei y col., 2018).

Roseburia inulinivorans es una bacteria anaerobia del colon humano que produce
acido butirico a partir de sustratos como glucosa, almidén o inulina (Scott y col.,
2006). Quizas por esta razon es por lo que se observa una mayor abundancia en
GEF, mientras que en GC y en GCP es poco frecuente o nula (Figuras 19 y 20). La
especie que representa al género Papillibacter es Papillibacter cinnamivorans, su
abundancia de ella es mayor en GCP, seguido de GEF y por ultimo GC, donde la
frecuencia es nula (Figuras 19 y 20). La abundancia en GEF de Succinispira mobilis
es mayor con respecto a GC y GCP; incluso en GCP se muestra como nula (Figuras
19 y 20). Esta especie tiene la capacidad de llevar a cabo la reaccién de
descarboxilacion del succinato a propionato. Este sustrato es otro AGCC y aunque
es poco frecuente encontrarlo en las heces, su presencia en el intestino es
importante ya que es una fuente de energia constante al sintetizarse ATP en dicha

reaccion (Janssen y O'Farrell, 1999).
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También pueden visualizarse en el mapa géneros asociados con el desarrollo de
enfermedades, como Clostridium, Prevotella y Helicobacter. En el caso de
Clostridium y Prevotella, se observa que la abundancia es menor en GEF y GCP y
elevada en GC. En el caso del tercer género, Helicobacter, la abundancia es
elevada en GEF, seguida de GCP y GC. Otro género que afecta negativamente al
hospedero es Clostridium sensu stricto, que aparece en los resultados con dos
especies, una es Clostridium disporicum (observada en la Figura 20) y la otra
Clostridium paraputrificum (Wang y col., 2016). Este género esta asociado con el
desarrollo de enteritis necrética y se ha encontrado predominantemente en el
yeyuno de pollos (39.1%) (Yang y col., 2019). Sin embargo, en los resultados
obtenidos se muestra una abundancia elevada en GEF, seguido de GC y con
frecuencia practicamente nula en GCP. La especie Anaerobiospirillum thomasii ha
sido descrita como causante de diarrea en humanos, pero no se han informado
bacteriemias asociadas a este microorganismo (Streitenberger y col., 2015); en los
resultados se observa que la abundancia de este taxon es elevada en GEF y GC,
no asi en GCP (Figura 20).

Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus y Streptococcus, ademas de Lactobacillus,
son géneros microbianos que agrupan a bacterias &cido lacticas (BAL) productoras
de acidos orgéanicos y bacteriocinas con actividad antimicrobiana, asi como agentes
antifangicos (Kumar y col., 2011). En la Figura 19 aparecen tres de estos géneros
mencionados y en la Figura 20 se indica que las especies encontradas son
Pediococcus cellicola y Streptococcus agalactiae. Como puede apreciarse en
ambos mapas, la abundancia es elevada en GCP y no en GEF. Por otro lado, se ha
reportado que varios géneros bacterianos estan involucrados en la degradacion de
fibra, principalmente Butyrivibrio, Fibrobacter y Ruminococcus. De hecho, especies
de los dos ultimos géneros son las mas fibroliticas (Krause y col., 1999). Las
especies Ruminococcus lactaris y Butyrivibrio crossotus, que pueden tener dicha
capacidad, aparecen en el mapa (Figura 20). En el caso de la primera, se observa

abundantemente en GCP, mientras que la segunda es abundante en GEF y GCP.
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Figura 19. Mapa de frecuencia de géneros.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.
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Figura 20. Mapa de frecuencia de especies.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.
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La estructura de la inulina de achicoria y de la fructana presente en la fraccion de P.
decompositum contienen fructosa y glucosa unidas por enlaces p-2,1, union que
identifica a los FOS lineales. El enlace glucosidico tipo B estd presente en
carbohidratos que pueden ser el sustrato para diversos microorganismos que
obtienen, a partir de ellos, diferentes tipos de productos finales. Pero averiguar
sobre ello en la microbiota intestinal es dificil, ya que como se sabe es un sistema
bastante dindmico. Aun asi, existen reportes que pueden servir de apoyo. Por
ejemplo, Marvinbryantia formatexigens es una especie reportada como
metabolizadora exclusiva de FOS, que puede estimular el crecimiento de bacterias
promotoras de salud (probiéticas) (Mao y col., 2015), aunque se ha descrito que los
prebioticos de tipo fructanos eran fermentados exclusivamente por bifidobacterias
(Kolida y Gibson, 2007). Curiosamente, junto con B. bifidum y L. hamsteri, M.
formatexigens encabeza el mapa de especies y, ademas, las tres especies estan

presentes con una abundancia elevada unicamente en GEF (Figura 20).

Otras especies importantes han sido descritas, como Clostridium islandicum; esta
especie degrada celulosa y almidén resistente (Stanley y col., 2013) y Clostridium
saccharogumia utiliza celobiosa, fructosa, galactosa, glucosa, lactosa, manosa,
sacarosa Yy salicina como fuentes de carbono y energia (Clavel y col., 2007). Ambos
taxones son mas abundantes en GC que en GCP y GEF. Otras especies que
emplean dicha clase de carbohidratos son Defluviitalea saccharophila y
Macellibacteroides fermentans, las cuales, ademas de celobiosa, glucosa y
manosa, también utilizan lactosa, maltosa, manitol, peptona, ramnosa, rafinosa,
sacarosa Yy xilosa como donantes de electrones y obtienen como productos de
fermentacion lactato, acetato, butirato e isobutirato (Jabari y col., 2012a y 2012b).
Se observa que en GEF hay una mayor abundancia del taxén D. saccharophila,
seguida de GC y GCP. En el caso de M. fermentans se observa lo contrario: hay

una mayor abundancia en GCP, luego en GC y nula en GEF.

Con respecto a la predicciéon funcional del metagenoma (Figura 21), la contribucion
de GEF parece favorecer fuertemente al ciclo de la urea. Esto resulta muy

interesante, ya que niveles altos de AGCC reducen la absorcion de amonio debido
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a la disociacién del amonio a aminas (Wong y col., 2006). Este efecto no se observa
en GCP y GC; de hecho, en el caso de GCP, parece favorecerse principalmente la
ruta de degradacion de glicerol a 1,3-propanodiol. Otras contribuciones de GEF son
la degradacion de sacarosa IV (sacarosa fosforilasa), la biosintesis de isopropanol,
la ruta de biosintesis de (r,r)-butanodiol, la ruta de degradacion de glicerol a 1,3-
propanodiol, la metanogénesis a partir de H2 'y COz2, la derivacion de bifidobacterias,
la fermentacion de succinato a butano, la fermentacién de L-lisina a acetato y
butanoato y la degradacién de L-1,2-propanodiol, como se puede observar a

continuacion en el mapa de frecuencia.
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Figura 21. Mapa de frecuencia de la prediccion funcional del metagenoma.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.
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Con base en todos estos resultados, se puede inferir que el efecto de la fraccidon de
FOS de P. decompositum se debe a la produccién de AGCC por microorganismos
probidticos, como Bifidobacterium y Lactobacillus, y al crecimiento de la especie que
metaboliza exclusivamente FOS (M. formatexigens), de géneros y especies
productores de butirato (como Faecalibacterium, Odoribacter, Butirycimonas,
Allobacolum, Roseburia, Succinispira, algunas familias del género de los
Clostridiales, como Clostridiaceae, Lachnospiraceae y Ruminococcaceae) y de
especies productoras de butirato a partir de diferentes sustratos (B. crossotus y D.

saccharophila).

El efecto antiinflamatorio de la fraccidén y la disminucién de citocinas inflamatorias
antes reportados podria asociarse a que el crecimiento y abundancia de dichos
géneros y especies ayudan a mantener la homeostasis intestinal a través de la
produccion de butirato, el cual, ademas de estimular la absorciéon de sodio en los
colonocitos disminuye la translocacion de LPS, lo que conduce a la inhibicion de la
activacion de macréfagos, la produccion de citocinas proinflamatorias y la infiltracion
de neutréfilos. Ademas, el butirato como fuente de energia para los colonocitos
coadyuva a disminuir la permeabilidad intestinal a microorganismos patdogenos y
aumenta la sensibilidad a la insulina, a través de la estimulacion de la liberacion del
péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1) y del polipéptido inhibidor gastrico (GIP)
(Verdelho y Cortez, 2016), lo que podria justificar el efecto hipoglucémico también

reportado.

8.3.5. ay pdiversidad

El tamafio adecuado de una muestra puede visualizarse al graficar una curva de
rarefaccion. Esta gréfica consiste en relacionar el nUmero acumulativo de OTU
observados contra el esfuerzo de muestreo (nimero de lecturas obtenidas en la
secuenciacion), a esto se le conoce como diversidad alfa (o). Cuanto mayor es la
profundidad del muestreo mayor sera el nUmero de especies colectadas, y como
resultado se obtiene una mayor pendiente en la curva. A medida que se continta

muestreando el nimero de nuevas especies deja de incrementarse, lo que trae
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consigo en una pendiente menor. Una pendiente positiva indica que el esfuerzo de
muestreo no fue suficiente para obtener muestras representativas de la totalidad de
las secuencias, las pendientes negativas o cero indican lo contrario. Las graficas se
obtienen a partir de la tabla de abundancia de especies (Li y col., 2016). Como
puede observarse en la Figura 22, las curvas correspondientes a GC, GCP y GEF
alcanzaron eventualmente una asintota en el valor de OTU de la comunidad, razén
por la cual puede considerarse que el muestreo fue completo y que abarca la mayor

diversidad taxondmica existente en cada uno de los grupos experimentales.

La diversidad o resume la diversidad de organismos de una muestra anotada en un
solo nimero, este se estima a partir de la distribucion de las anotaciones a nivel de
especie. La riqueza de especies anotadas es el nimero de anotaciones de especies
distintas en el conjunto combinado de datos, lo que se conoce como diversidad
especifica o indice de Shannon, el cual es un promedio ponderado por la
abundancia del logaritmo de las abundancias de especies anotadas. Las
anotaciones a nivel de especie provienen de todas las bases de datos de fuentes
de anotaciones utilizadas por el servidor MG-RAST. La Figura 23 indica estos
resultados para GC, GCP y GEF. Por otro lado, UniFrac es una medida de
diversidad beta (B) que utiliza informacion filogenética para comparar muestras,
junto con técnicas estadisticas multivariadas estandar, incluido el analisis de
componentes y coordenadas principales (PCA y PCoA, respectivamente), identifica
factores que explican las diferencias entre las comunidades microbianas (Lozupone
y col., 2011). En la Figura 24 se muestra el grafico de PCA, el cual indica que GEF
y GCP, tienen similitud, pero no son iguales en cuanto a su diversidad. Puede

observarse también que ambos difieren con respecto a GC.
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Figura 22. Grafico de las curvas de rarefaccion.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.
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Figura 23. Diversidad o de cada conjunto de datos.

Se muestran los valores minimo, maximo y medio, con los rangos de desviacion estandar (o y 20).
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.
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Figura 24. Grafico de PCA a nivel de especie.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
Datos obtenidos por duplicado.

El que los resultados de los estudios microbiolégico y de secuenciacién dirigida del
gen marcador ARNr 16S no sean exactamente iguales (por ejemplo, porque en el
primero se observo la presencia de un microorganismo y en la asignacion
taxonémica no), puede deberse a diferentes factores, como errores experimentales
durante el cultivo en placa o bien, por el “sesgo de profundidad”, ya que en
ecosistemas complejos como la microbiota intestinal (que consta de ~10'2 bacterias
por gramo de heces), los estudios metagendmicos actuales no pueden detectar
bacterias en concentraciones de <10° bacterias/g (Lagier y col., 2015). Por tal
motivo se realizaron los andlisis de diversidad o y B, para aportar confiabilidad en
los analisis de ARN 16S basados en OTU y garantizar la reproducibilidad en la

investigacion.
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8.4. Efecto de lafraccién de FOS sobre el peso y el consumo de alimento y

agua

Durante el estudio, los animales ganaron peso: en el GC aumentd en promedio 9.41
g (13.02%), seguido del GEF con una ganancia promedio de 9.09 g (12.89%) y, por
ultimo GCP, cuya ganancia fue de 7.94 g en promedio (12.56%). En la Figura 25 se
puede apreciar esta tendencia, con el registro del peso promedio de los animales

de experimentacion al inicio y el peso promedio al final del estudio.

400
350 I * I
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T15

peso (9)

150

100

50

GC GCP GEF
Grupos experimentales

Figura 25. Efecto de los tratamientos sobre el peso.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
*Estadisticamente significativo (p<0.05) con respecto a To.
To= Tiempo de inicio (dia 0), T;s= Tiempo final (15 dias).
(Media£ES)

Es bien sabido que la microbiota intestinal desempefia un papel importante en la
homeostasis energética y, de hecho, se cree que los cambios en la composicion
microbiana intestinal son un factor causal importante en el desarrollo de obesidad.
Estudios metagendmicos confirman que la microbiota intestinal en sujetos obesos
es mas eficiente que en los sujetos delgados para recuperar la energia de los
componentes dietéticos resistentes (Turnbaugh y col.,, 2006; Krajmalnik y col.,
2012). Incluso se ha demostrado que la proporcion de Firmicutes/Bacteroidetes

aumenta en las personas obesas en comparacién con las personas delgadas y
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tiende a disminuir con la pérdida de peso (Angelakis y col., 2012; Koliada y col.,
2017). Otros phyla como Actinobacteria (que agrupa al género Bifidobacterium)
también pueden desempefiar un papel en el aumento de peso y la obesidad (Koliada
y col., 2017). En nuestro estudio existe una relacion evidente entre la composicion
de la microbiota intestinal con el aumento de peso observado en GCP y GEF,
principalmente por la contribuciéon del phylum Firmicutes y también con la
abundancia de géneros como Bifidobacterium, Clostridium e incluso Lactobacillus
(Angelakis y col., 2012; Wang y col., 2019). A su vez, el aumento de peso puede
deberse a la presencia de acetato, otro AGCC que se produce a partir de la

fermentacion bacteriana y que se considera obesogénico (Wang y col., 2019).

En la Figura 26, se observa que el consumo de alimento se mantiene constante en
el GEF, seguido del GCP y GC. Respecto al consumo de agua (Figura 27), se
observa que es mayor y constante primero en el GEF, luego en GCP y GC, donde
la variacién que se observa es minima, es decir, se mantuvieron practicamente
iguales a lo largo del estudio. En ambos graficos se observa también un aumento
pronunciado en los primeros dias del estudio, provocado, quiza, por una reaccion

de estrés en los animales.

200

150

100

g de alimento / Rata
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......... GC ---GCP ——GEF

Figura 26. Efecto de los tratamientos sobre el consumo de alimento.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
*Estadisticamente significativo (p<0.05).

(Media+ES)
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Figura 27. Efecto de los tratamientos sobre el consumo de agua.
GC: grupo control, GCP: grupo control positivo, GEF: grupo experimental FOS.
*Estadisticamente significativo (p<0.05).

(MediatES)

Las razones por las que se observa una tendencia de mayor consumo de agua en
GEF que en los otros grupos experimentales y una poca variabilidad en el consumo
de alimento, en comparacién con los otros grupos (GC y GCP), podrian estar
también relacionadas con los AGCC. Por un lado, éstos estan involucrados en la
absorcion de agua y sodio en el colon (Kleessen y col., 2001; Ochoa, 2013), por lo
gue los animales de experimentacion de este grupo requirieron de mayor cantidad.
Los AGCC también pueden regular el apetito y la ingesta de alimento a través de la
mediacion del sistema endocrino, pueden modular la actividad neuronal y los
reflejos viscerales directamente a través de receptores expresados en las neuronas
del nervio periférico, autbnomo y somatico. Sin embargo, aunque aun no se sabe si
es solamente un compuesto o una combinacion de AGCC lo que provoca la
regulacion del apetito, al parecer el propionato induce la regulacion del apetito a
corto plazo a través de los mecanismos mediados por PYY (péptido YY) y GLP-1
(Morrison y Preston, 2016), de ahi que la ingesta de alimento fue constante durante
el estudio en GCP y GEF.
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9. Conclusiones

e La fraccién de FOS de P. decompositum y la inulina de achicoria, mostraron
disminucién significativa sobre el crecimiento de microorganismos patdégenos
en medio de cultivo Mieller-Hinton y sobre el crecimiento de hongos y
levaduras en Medio de cultivo Papa Dextrosa.

e El hongo identificado en la biota intestinal de ratas sanas es C. albicans.

e Se caracterizO la biota intestinal de ratas sanas mediante el analisis
microbiolégico por cultivo en placa y por secuenciacion del gen marcador
ARNTr 16S.

e La fraccion de FOS de P. decompositum mejora la abundancia de géneros
microbianos considerados como benéficos, asi como de géneros
microbianos probioticos y de géneros productores de butirato en la microbiota
intestinal de ratas sanas.

e El efecto puede estar mediado por la produccion de AGCC, principalmente
butirato, y también por el crecimiento de microorganismos probidticos que
estimulan el crecimiento de microorganismos, coadyuvando a mantener la
homeostasis intestinal.

e Las curvas correspondientes a GC, GCP y GEF en el gréfico de rarefaccion
alcanzaron eventualmente una asintota en el valor de OTU de la comunidad
(diversidad «), por lo que puede considerarse que el muestreo fue completo
y que se abarcé la mayor diversidad taxondémica o riqueza de especies
filogenéticas, existente en cada uno de los grupos experimentales.

e De acuerdo con el grafico de PCA el disefio del modelo experimental fue
adecuado: por un lado, la inulina de achicoria y la fraccion de FOS de p.
decompositum tienen similitud, pero no son iguales en cuanto a su riqueza y
ambos difieren con respecto al grupo al que se le administré la SSI
(diversidad B).

e Los andlisis de diversidad aportan confiabilidad en los analisis de ARN 16S

basados en OTU y garantizan la reproducibilidad en la investigacion.
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La fraccién de FOS de P. decompositum tiene un efecto parecido a la inulina
de achicoria, la cual ha sido reportada con efecto prebiotico al ser sustrato
de microorganismos probidticos como Bifidobacterias y Lactobacillos.

El efecto antiinflamatorio e hipoglucémico puede deberse a la fermentacion
sacarolitica o al efecto prebiético de la fructana de GP 8 presente en la

fraccion PAM de P. decompositum.
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10. Perspectivas

e Realizar un estudio subagudo o crénico para la administracion de la fraccion
de FOS de P. decompositum e inulina de achicoria, empleando un modelo
experimental de animales sanos y con alguna enfermedad inducida como
obesidad, diabetes o colitis.

e Medir pardmetros bioquimicos y citocinas. Integrar analisis metabolémico.

e Realizar secuenciacion metagenémica de gen marcador ARN 16S (V3-V4) o
metagendémica shotgun (V1-V9) para obtener un perfil de funciones
metabdlicas con mayor estimacion de confianza.

e Realizar secuenciacion del ARNr 18S (espacio transcrito interno ITS, por sus
siglas en inglés) de hongos y levaduras.

e Realizar estudios celulares de la interaccion entre los AGCC butirato y
propionato con LPS bacteriano.

e Definir el grado de pureza de la fraccibn PAM para poder conocer la
concentracion de la fructana en el extracto.

e Evaluar las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de la fraccion de FOS de
P. decompositum, para la obtencidon de un producto o ingrediente con
aplicacion tecnoldgica.

e Evaluacién fisicoquimica, bioldgica y sensorial del producto/ingrediente
obtenido.
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